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DESCRIPCION

Uso de la ASC, como marcador para cancer colorrectal.

La presente invencion, se refiere a la diagnosis del cdncer colorrectal. Esta da a conocer el uso de proteina semejante
al moteado asociado a la apoptosis que contiene un dominio de reclutamiento asociado a la caspasa (= ASC-[del
inglés, apoptosis-associate speck-like protein (containing a caspasse-associated recruiment domain)]-), en la diagnosis
de céancer colorrectal. Adicionalmente, ademads, ésta se refiere a un procedimiento para la diagnosis de un céncer
colorrectal, a partir de una muestra liquida, derivada de un individuo, procediendo a medir la ASC en la citada muestra.
Las mediciones de la ASC, pueden utilizarse, por ejemplo, en la deteccién temprana de cincer colorrectal o en la
vigilancia de pacientes que experimentan cirugia.

El céncer, permanece como un desafio mayor de la salud publica, a pesar del progreso en la deteccién y la terapia.
Entre los varios tipos de cancer, el cancer colorrectal (= CRC), es uno de la canceres mas frecuentes en el mundo
occidental.

El cancer colorrectal, progresa, de la forma mds frecuente, desde adenomas (p6lipos) a carcinomas malignos. Las
diferentes etapas de CRC, se clasifican, usualmente, segtin las etapas de Duke A a D.

La clasificacion del cancer en etapas, es la clasificacion de la enfermedad, en términos de extension, progresion, y

gravedad. Esta representa un sistema de clasificacién mediante etapas, uniforme, internacionalmente aceptado. Existen
tres variedades bésicas: T (la extensién del tumor primario), N (el estatus de los ganglios linfaticos regionales) y M (la
presencia o ausencia de metdstasis distante). Los criterios TNM, estdn publicados por parte de la UICC (Internacional
Union Agains Cancer-[Unién Internacional contra el céncer]-), ediciéon 1997 (Sobin, L.H., y Fleming, I.D. TNM 80
(1997), 1803-4).

Lo que esencialmente importante, es que, la diagnosis temprana del CRC, se traduce en una prognosis mucho
mejor. Los tumores malignos del céncer colorrectal, aparecen a partir de tumores benignos, por ejemplo, a partir de
adenomas. Asi, por lo tanto, la mejor prognosis, la tienen aquéllos pacientes diagnosticados en la etapa de adenoma.
Los pacientes diagnosticados en una etapa tan temprana como la correspondiente a la etapa T;;, NO, 6 T1-3; NO,
MO, si se tratan adecuadamente, tienen una esperanza de supervivencia del 90%, 5 afios después de la diagnosis, si se
compara a la tasa de supervivencia de tinicamente un 10%, para pacientes diagnosticados cuando la metéstasis distante
se encuentra presente.

En el sentido de la presente invencidn, la diagnosis temprana del CRC, se refiere a la diagnosis en un estado pre-
maligno (adenoma) o en una etapa tumoral en donde no existe metastasis en absoluto (ni préxima ni distal), es decir,
adenoma, T;;, NO, MO 6 T1-4; NO; MO. T, significa carcinoma in situ.

Se prefiere adicionalmente el hecho de que, el CRC, se diagnostique cuando éste no haya todavia crecido comple-
tamente a través de la pared intestino y, asi de este modo, no se haya perforado ni el peritoneo visceral ni tampoco se
encuentran invadidos otros érganos o estructuras, es decir, que la diagnosis, se realice en la etapa T;;, NO, MO 6 T1-3;
NO; MO(= T;-3; NO; MO).

Cuanto antes pueda detectarse/diagnosticarse el cancer, mejor es la tasa de supervivencia total. Esto es especial-
mente cierto, para el CRC. La prognosis, en etapas avanzadas del tumor, es pobre. Mas de un tercio de los pacientes,
morirdn progresivamente dentro de los cinco afios después de la diagnosis, correspondiendo, la tasa de superviven-
cia, a aproximadamente un 40%, para los cinco afios. El tratamiento corriente, cura inicamente a una fraccién de los
pacientes, y tiene claramente el mejor efecto sobre aquéllos pacientes diagnosticados en una etapa temprana de la
enfermedad.

Con respecto al CRC, como un problema de salud publica, es esencial el hecho de que se desarrollen rastreos
efectivos y medidas preventivas para el cancer colorrectal.

Los procedimientos de deteccién mds temprana disponibles en el momento presente, para el cdncer colorrectal,
involucran tests de ensayo para la sangre fecal 6 procedimientos endoscépicos. No obstante, debe existir un tamafio
significativo del tumor, antes de que se detecte sangre fecal. La sensibilidad de los tests de ensayo de sangre oculta
basados en guaiac, es de -26%, lo cual significa el hecho de que, un 74% de los pacientes con lesiones malignas, perma-
necerdn indetectados (Ahlquist, D.A. Gastroenterol, Clin. North Am. 26 (1997) 41-55). La visualizacién de lesiones
precancerosas y cancerosas, representan el mejor procedimiento para la deteccién temprana, pero, la colonoscopia,
es invasiva, con unos significativos costes, riesgos y complicaciones (Silvis, S.E., et al., JAMA 235 (1976) 928-930;
Greenen, J.E., et al., Am, J. Dis. 20 (1975) 231-235; Anderson, W.E,, et al., J. Natl. Cancer Institute 94 (2002) 1126-
1133).

Con objeto de ser de utilidad clinica, un nuevo marcador de diagndsticos, como marcador individual, deberia ser
por lo menos tan bueno como el mejor marcador individual conocido en el arte especializado de la técnica. Ahora
bien, un nuevo marcador, deberia conducir a un progreso en la sensibilidad y/o especificidad del diagndstico, tanto si
se utiliza individualmente, como si se utiliza en combinacién con uno o mas marcadores distintos, respectivamente.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2323429 T3

La sensibilidad y/o especificidad de diagnéstico de un test de ensayo, se valora, de la mejor forma, mediante sus
caracteristicas operativas de receptor, las cuales se describirdn en mayor detalle, abajo, a continuacion.

La utilidad clinica de marcadores bioquimicos en el cdncer colorrectal, se ha revisado, recientemente, por parte de
European Group on Tumor Markers (EGTM-[Grupo Europeo de marcadores tumorales]-) (Duffy, M.J. et al., Eur. J.
Cancer 39 (2003 718-727).

En la actualidad, se encuentran disponibles tests de ensayo primarios de diagndstico en la sangre, basados en
la deteccion del antigeno carcinoembrionario, (CEA), una glicoproteina asociada a los tumores, para ayudar en la
diagnosis, en el sector del CRC. El CEA, se encuentra incrementado, en un 95% de las muestras de tejido obtenidas
de pacientes con cdnceres colorrectales, gastricos, o pancredticos y en la mayoria de carcinomas de pecho, de pulmén
y de la cabeza y el cuello (Goldenberg, D.M. et al., J. Natl. Cancer Inst. Bethesda) 57 (1976) 11-22). Se han reportado
también niveles elevados del CEA en el suero, especialmente, durante la etapa temprana de la enfermedad (Carriquiry,
LA., y Pineyro, A., Dis. Colon Rectum 42 (1999) 921-929; Herrera, M.A., et al., Ann. Surg. 183 (1976) 5-9; Wanebo,
H.J., et al., N. Eng., J. Med. 299 (1978) 448-451). La utilidad del CEA, medido en el suero o en el plasma, en la
deteccién de recidivos o repeticiones, se reporta como siendo controversial y debe no obstante aplicarse extensamente
(Martell, R.E. ef al., Int. J. Biol. Markers 13 (1998) 145-149; Moertel, C.G., et al., JAMA 270 (1993) 943-947).

A la luz de los datos disponibles, la determinacién del CEA en el suero, no posee ni la sensibilidad ni la espe-
cificidad para capacitar su uso, como un ensayo de rastreo para el cancer colorrectal, en la poblacién asintomadtica
(Reynoso, G. et al., JAMA 220 (1972) 361-365; Sturgeon, C., Clinical Chemistry 49 (2002) 1151-1159).

La sangre entera, el suero o el plasma, son las fuentes de muestras mas ampliamente utilizadas, en la rutina cli-
nica. La identificacién de un marcador temprano del CRC que ayudaria en la deteccién fidedigna del cancer, o que
proporcionaria una informacién temprana del prondstico, podria conducir a un ensayo de diagnéstico que ayudaria
en gran manera en la diagnosis y el manejo del cdncer. Asi, por lo tanto, existe una necesidad clinica urgente, en
cuanto al hecho de poder mejorar el enjuiciamiento o valoracién in vitro del CRC. Es especialmente importante el
mejorar la diagnosis temprana del CRC, debido al hecho de que, para los pacientes diagnosticados tempranamente, las
posibilidades de supervivencia, son mucho mayores, si se comparan con las de aquéllos diagnosticados en una etapa
progresada o avanzada de la enfermedad.

Era una tarea de la presente invencion, el investigar el hecho de si, puede identificarse un marcador bioquimico, el
cual pueda utilizarse para enjuiciar el CRC.

De una forma sorprendente, se ha encontrado el hecho de que, el uso del marcador ASC, puede superar, por lo
menos parcialmente, los problemas conocidos en estado actual del arte de la técnica especializada.

La presenta invencion, se refiere, correspondientemente en concordancia, a un procedimiento para valorar el cancer
colorrectal, in vitro, mediante marcadores bioquimicos, el cual comprende, a) la medicién, en una muestra, de la
concentracion de ASC, y b) correlacionar la concentracién determinada en la etapa (a), a la diagnosis de cancer
colorrectal, en donde, un elevado nivel de ASC, es indicativo para el CRC.

Todavia otra forma de presentacion preferida de la presente invencion, se refiere a un procedimiento para valorar el
céncer colorrectal, in vitro, mediante marcadores bioquimicos, el cual comprende la medicién, en una muestra, de la
concentracién de ASC y otro u otros marcadores adicionales del cdncer colorrectal, y correlacionar las concentraciones
determinadas, a la diagnosis de cancer colorrectal.

La presente invencidn, se refiere, también, al uso de un panel de marcadores, que comprende por lo menos ASC y
CYFRA 21-1, en la valoracion in vitro de CRC.

La presente invencion, se refiere, también, al uso de un panel de marcadores, que comprende por lo menos ASC y
NSE, en la valoracion in vitro de CRC.

Puede utilizarse un equipo a modo de “kit”, para la realizacion del procedimiento en concordancia con la presente
invencién, que comprende por lo menos los reactivos requeridos para medir especificamente ASC y CYFRA 21-1,
respectivamente, y opcionalmente, reactivos auxiliares para realizar las mediciones.

De una forma alternativa, puede utilizarse un equipo a modo de “kit”, para la realizacion del procedimiento en con-
cordancia con la presente invencién, que comprende por lo menos los reactivos requeridos para medir especificamente
ASC y NSC, respectivamente, y opcionalmente, reactivos auxiliares para realizar las mediciones.

En una forma de presentacion preferida, adicional, la presente invencion, se refiere a un procedimiento para valorar
el cancer colorrectal, in vitro, que comprende las etapas de, a) la medicién, en una muestra, de la concentracién de
ASC, y b) opcionalmente, medir, en la muestra, la concentracién de otro u otros marcadores adicionales de cdncer
colorrectal, y c), correlacionar las concentraciones determinadas en la etapa (a) y opcionalmente la etapa (b), a la
diagnosis de cancer colorrectal, en donde, un elevado nivel de ASC, es indicativo para CRC.
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Tal y como se utiliza aqui, en este documento, cada uno de los términos que se facilitan a continuacioén, tiene el
significado asociado con éste, en esta seccion.

Los articulos “uno” y “una”, se utilizan aqui, en este documento, para referirse a uno o mas de uno (es decir, por lo
menos uno) de los objetos gramaticales del articulo. A titulo de ejemplo, “un marcador”, significa un marcador o mas
de un marcador.

El término “marcador” o “marcador bioquimico”, tal y como se utiliza aqui, en este documento, se refiere a molé-
culas a ser utilizadas como diana, para analizar muestras de ensayo de pacientes. Los ejemplos de tales tipos de dianas
moleculares, son proteinas o polipéptidos en si mismos, asi como también anticuerpos presentes en una muestra. Las
protefnas y polipéptidos usados como marcadores, en la presente invencion, se contemplan como incluyendo cuales-
quiera variantes de la citada proteina asi como fragmentos de la citada proteina o de la citada variante, de una forma
particular, fragmentos inmunolégicamente detectables. Una persona experta en el arte especializado de la técnica, re-
conoceria el hecho de que, las proteinas que se liberan por parte de la células, o que se encuentran presentes en la
matriz extracelular que se convierte en dafada, por ejemplo, durante la inflamacién, podria convertirse en degradada
o segregada en dos fragmentos. Ciertos marcadores, se analizan en una forma inactiva, la cual puede activarse sub-
siguientemente, mediante protedlisis. Tal y como apreciard un persona experta en el arte especializado de la técnica,
las proteinas o fragmentos de éstas, pueden encontrarse presentes como parte de un complejo. Tal tipo de complejo,
puede también utilizarse como marcador, en el sentido de la presente invencion. Variantes de un polipéptido marcador,
se codifican mediante el mismo gen, pero difieren en su PI 6 MW, 6 ambos (por ejemplo, como resultado de un proce-
sado de mRNA 6 pre-procesado de mRNA, alternativos, como por ejemplo, corte y empalme alternativo o protedlisis
limitada) y, adicionalmente, o de una forma alternativa, puede producirse a raiz de modificacién diferencial de post-
traduccion (por ejemplo, glicosacion, acilacion, y/o fosforilacion).

El término “valoracion del cancer colorrectal”, se utiliza para indicar el hecho de que, el procedimiento en concor-
dancia con la presente invencién ayudara (sélo, o conjuntamente con otros marcadores o variables, como por ejemplo,
el criterio expuesto por la UICC (Internacional Union Agains Cancer-[Unién Internacional contra el cancer]-), edicién
1997 (Sobin, L.H., Wittekind, Ch. (eds), TNM Classification of Malignan Tumours, -Clasificacién TNM de tumores
Malignos-, quinta edicién, 1997), al médico a establecer o confirmar la ausencia o presencia de CRC, o ayudard al
médico en la prognosis, la deteccién de recurrencia o recidivo (seguimiento de pacientes después de la cirugia) y/o el
control del tratamiento, especialmente, de quimioterapia.

El término “ejemplo”, tal y como se utiliza aqui, en este documento, se refiere a una muestra bioldgica obtenida
para el propoésito de evaluacion in vitro. En los procedimientos de la presente invencién, la muestra o muestra de un
paciente, puede comprender, de una forma preferible, cualquier fluido corporal. Los muestras de ensayo preferidas,
incluyen a la sangre, suero, plasma orina, saliva, y fluido sinovial. Las muestras preferidas, son la sangre entera, suero,
plasma o fluido sinovial, siendo el plasma o el suero, los mayormente preferidos. Tal y como apreciard el experto
en el arte especializado de la técnica, cualquier valoracién de este tipo, se realiza in vitro. La muestra del paciente, a
continuacidn, se desecha. La muestra del paciente, se utiliza solamente para el procedimiento in vitro de la invencién y,
el material de la muestra del paciente, no se transfiere de vuelta al cuerpo de paciente. De una forma tipica, la muestra,
es una muestra liquida, como por ejemplo, sangre entera, suero o plasma.

En una forma preferida de presentacion, la presente invencion, se refiere a un procedimiento para valorar el CRC
in vitro, mediante marcadores bioquimicos que comprende la medicién, en una muestra, de la concentracién de ASC,
y la correlacién de la concentracién determinada, a la diagnosis del CRC, en donde, un nivel elevado de ASC, es
indicativo para el CRC.

La proteina semejante al moteado asociado a la apoptosis que contiene un dominio de reclutamiento asociado a
la caspasa (ASC), también conocida como “diana de silenciamiento inducido mediante metilacién 1 (TMS1) (Swiss-
PROT: Q9ULZ3), se caracteriza por la secuencia proporcionada en la SEQ ID NO: 1. Esta secuencia, se traduce a un
peso molecular tedrico de 12,627 Da, y a un punto isoeléctrico teérico de pH 6,29.

Los dominios de reclutamiento asociados a la caspasa (CARDs), mediatizan la interaccién entre adaptadores de
proteinas, tales como el APAF-1 (factor de activaciéon de la proteasa apoptética) y la pro-forma de caspasas (por
ejemplo, CASP 9) que participan en la opostosis. ASC es un miembro de la familia de adaptadores de proteinas que
contienen CARD.

Mediante inmunobarrido de exploracion de una linea celular promielocitica, Masumoto et al., aislaron un cDNA
que codificaba para la ASC. La proteina deducida de 195 aminodcidos, contiene un dominio N-terminal, semejante a
la pirina (PYD) y un CARD C-terminal de 87 residuos. Un andlisis de transferencia de Western, mostré la expresion
de una proteina de 22 kDa, e indicaba el hecho de que, la ASC, puede tener actividad proaptética mediante el incre-
mento de la susceptibilidad de las lineas celulares de leucemia a estimulos apoptdticos mediante fdrmacos anti-cancer.
Masumoto, J., et al., J. Biol. Chem. 274 (1999) 33835-22838).

Los andlisis de PCR de restriccién sensible a la metilacion, y de PCR especifica de metilacion (MSP), de Conway
et al, indicaron el hecho de que la ASC, se correlaciona con la hipermetilacién del exén 1, circundante de la isla
de CpG y que, la sobre-expresion de la DNMT1 (DNA-citosin-5-metiltranferasa), fomenta la hipermetilacion de la
ASC, y el silenciamiento de la ASC. Las lineas celulares de cancer de pecho, pero no el tejido de pecho normal,
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exhibfan una metilacién completa de la ASC, y no expresaban ningin mensaje de ASC. La expresion de la ASC, en
las lineas celulares del cincer de pecho, inhibian el crecimiento, y reducian el nimero de colonias supervivientes.
Conway et al., concluyeron que, las funciones de la ASC, en la fomentacién de la apoptosis caspasa-dependiente, y
que la sobreexpresién de la ASC, inhibe el crecimiento de la células de cancer de pecho (Conway, K. E., et al., Cancer
Research 60 (2000) 6236-6242).

McConnell y Vertino, mostraron que, la expresion inducible de la ASC, inhibe la proliferacién celular e induce la
fragmentacién del DNA que puede bloquearse mediante inhibidor de caspasa. La microscopia de inmunofluorescen-
cia, demostré el hecho de que, la induccidn de apotosis, provoca un traslado CARD-dependiente desde la expresion
citoplasmica difusa, a agregados esféricos perinuclares (McConnell, B. B., y Vertino, P.M. Cancer Research 60 (2000)
6243-6247).

Moriani et al., observaron la metilacion del gen de la ASC, no Unicamente en la células de cincer de pecho, sino

también en céncer gastrico. Estos sugirieron un rol interpretativo directo para la metilacién aberrante del gen de la
ASC, en la progresion del cdncer de pecho y géastrico, que involucra una regulacién hacia abajo del gen de la ASC
proapoptdética (Moriani, R., et al., Anticancer Research 22 (2002) 4163-4168).

Conway et al., examinaron los tejidos principales del pecho, para la metilacién de MTS1 y compararon los re-
sultados a la metilacién en tejidos sanos (Conway K.E., et al., Cancer Research 60 (2000) 6236-6242). Levine et al.,
encontraron que, el silenciamiento de la ASC, no se correlacionaba con la metilacién de sitios de GpG especificos, sino
que, mas bien, se encontraba asociado con la metilacién densa la isla CgP de la ASC. Las lineas celulares del tumor de
pecho que contienen exclusivamente copias metiladas de ASC, no expresan ASC, mientras que, en lineas de células
parcialmente metiladas, los niveles de expresion de ASC, se encuentran directamente relacionadas al porcentaje de
alelos de ASC metilada, presentes en la poblacion de células (Levine, J. J. et al., Oncogen2 22 (2003) 3475-3488).

Virmani et al., examinaron el estatus de metilaciéon de ASC, en tejido de cancer de pulmén y céncer de pecho.

Estos encontraron la metilacién aberrante de ASC presente en un 46% de las lineas celulares de cancer de pulmén, y
en un 32% del tejido de cancer de pecho. La metilacién, era rara, en tejido de pecho no maligno (7%) (Virmani, A., et
al., Int. J. Cancer 106 (2003) 198-204).

Shiohara et al., descubrieron que la regulacion mediante aumento de la ASC, se encuentra intimamente asociada
con la inflamacién y apoptosis en neutrofilos humanos (Shioara, M., et al., Blood 98 (2001), 229a).

Yokohama et al., examinaron la metilacion de DNA de gen de la ASC, en el cancer colorrectal humano. Estos
observaron una regulacién mediante disminucién de expresién de la proteina ASC, en lineas de células de cdncer
colorrectal (Yokohama, T., et al., Cancer Setter 202 (2003) 101-108).

Mesumoto et al., observaron altos niveles de ASC abundantemente expresada, en células y leucocitos epiteliales
(Masumoto, J. et al., Journal Histochem. Citochem. 49 (2001) 1269-1275).

Tal y como resultard obvio para aquéllas personas expertas en el arte especializado de la técnica, la presente
invencion, no debe interpretarse como limitdndose a la proteina ASC de longitud total de 1a SEQ ID NO: 1. Fragmentos
fisiolégicos o artificiales de ASC, modificaciones secundarias de ASC, asi como también variantes alélicas de ASC,
se encuentran también abarcados mediante la presente invencion. Los fragmentos adicionales, abarcan, de una forma
preferible, a un péptido producido sintéticamente o mediante técnicas de recombinacidn, las cuales, comprenden por
lo menos un epitopo de interés de diagndstico, consistente en por lo menos 6 aminodcidos contiguos, segtn se deriva
de la secuencia dada a conocer en la SEQ ID NO:1. Tal tipo de fragmento, puede utilizarse, de una forma ventajosa,
para la generacidn de anticuerpos apropiados para establecer un inmunoensayo del tipo sdndwich.

Este procedimiento de valoracién en concordancia con la presente invencion, se basa en una muestra liquida, la
cual se deriva de un individuo. De forma distinta a los procedimientos conocidos en el arte especializado de la técnica,
la ASC, se mide especificamente a partir de esta muestra de liquido, mediante la utilizacién de un agente de enlace
especifico.

Un agente de enlace especifico es, por ejemplo, una lectina que se enlaza a la ASC, o un anticuerpo a la ASC. Un
agente de enlace especifico, tiene por 1o menos una afinidad de 107 I/mol, para su correspondiente molécula diana.
El agente de enlace especifico, tiene de una forma preferible una afinidad de 10® 1/mol, o incluso de una forma mds
preferible, de 10° 1/mol, para su molécula diana. Tal y como apreciara la persona experta en el arte especializado de la
técnica, el término especifico, se utiliza para indicar el hecho de que, otras biomoléculas presentes en la muestra, no se
enlazan especificamente al agente especifico para la ASC. De una forma preferible, el nivel de enlace a una biomolécu-
la distinta de la molécula diana, tiene como resultado una afinidad de enlace, la cual es de inicamente un 10%, de una
forma preferible, de inicamente un 5% de la afinidad de la molécula diana, o menos. Un agente especifico mayormente
preferido, cumplird con ambos, el criterio anterior minimo para la afinidad, asi como para la especificidad.

Un agente de enlace especifico es, de una forma preferible, un anticuerpo reactivo con la ASC. El término anti-
cuerpo, se refiere a un anticuerpo policlonal, un anticuerpo monoclonal, fragmentos de tales tipos de anticuerpos, asi
como a construcciones genéticas que comprenden el dominio de enlace de un anticuerpo.

5
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Puede utilizarse cualquier fragmento de anticuerpo que retenga el criterio anterior de una agente de enlace especi-
fico. Los anticuerpos, se generan mediante procedimientos correspondientes al estado actual del arte especializado de
la técnica, como por ejemplo, segtin se describe por parte de Tijssen (Tijssen, P., Practice and theory of exime immu-
noassays 11, -Practica y teoria de inmunoensayos enzimaticos 11, -(1980), en la totalidad del libro, especificamente,
en las paginas 43-78); Elsevier, Amsterdam). Adicionalmente, ademas, el artesano experto en el arte especializado de
la técnica, estd al corriente de los procedimientos basados en inmunoabsorbentes que pueden utilizarse para el aisla-
miento especifico de anticuerpos. Mediante éstos, se entiende la calidad de los anticuerpos policlonales y, asi, de este
modo, pueden mejorarse sus prestaciones técnicas en inmunoensayos. (Tijssen, P. mencionado anteriormente, arriba,
paginas 108-115).

Para las realizaciones dadas a conocer en la presente invencion, se han utilizado anticuerpos policlonales provoca-
dos o crecidos en conejos. Naturalmente, no obstante, pueden también utilizarse anticuerpos policlonales procedentes
de diferentes especies, como por ejemplo, de ratas o de conejillos de indias, asi como también anticuerpos monoclo-
nales. Puesto que, los anticuerpos monoclonales pueden producirse en cualquier cantidad requerida con propiedades
constantes, éstos representan unas herramientas ideales en desarrollo de un ensayo para la rutina clinica. Asi, de este
modo, los anticuerpos monoclonales a la ASC, pueden generarse y utilizarse, en un procedimiento en concordancia
con la presente invencion.

Tal y como podra apreciar ahora el artesano experto en el arte especializado de la técnica, el hecho de que la ASC,
se haya identificado como un marcador, el cual es de utilidad en la diagnosis del CRC, permite que puedan utilizarse
vias alternativas para alcanzar un resultado comparable a las realizaciones de la presente invencidn. Asi, por ejemplo,
pueden utilizarse estrategias alternativas para generar anticuerpos. Tales tipos de estrategias, comprenden, entre otras,
el uso de péptidos sintéticos, que representan un epitopo de la ASC, para la inmunizacién. De una forma alternativa,
puede también utilizarse la inmunizacion de DNA, también conocida como vacunacién de DNA.

Para la medicidn, la muestra liquida obtenida a partir de un individuo, se incuba con el agente de enlace especifico
para la ASC, bajo unas condiciones apropiadas para la formacién de un complejo de agente de enlace a la ASC.
Tales tipos de condiciones, no tienen por qué ser especificas, debido al hecho de que, el artesano experto en el arte
especializado de la técnica, puede identificar, sin ningtn esfuerzo inventivo, tales tipos de condiciones apropiadas de
incubacion.

Como una etapa final en concordancia con el procedimiento descrito en la presente invencidn, la cantidad de
complejo, se mide, y se correlaciona con la diagnosis de CRC. Tal y como podré apreciar el artesano experto en el arte
especializado de la técnica, existen numerosos procedimientos para medir la cantidad de complejo de agente especifico
de enlace a la ASC, todos ellos descritos en detalle en los libros de texto relevantes (compdrese, por ejemplo, con
Tijssen P, citado anteriormente, arriba, o con Diamandis, et al., eds. (1996) Immunoassay, -Inmunoensayo-, Academic
Press, Boston).

De una forma preferible, la ASC, se detecta en un formato de ensayo del tipo sandwich. En tal tipo de ensayo, se
utiliza un primer agente especifico, para capturar la ASC, sobre un lado, y un segundo agente de enlace especifico, el
cual se marca para ser directamente o indirectamente detectable, sobre el otro lado.

Tal y como se ha mencionado anteriormente, arriba, se ha encontrado, de una forma sorprendente, el hecho de que,
la ASC, puede medirse a partir de una muestra liquida obtenida a partir de una muestra de individuo. No se requiere
ninguna muestra de tejido ni ninguna muestra de biopsia, para aplicar el marcador de ASC en la valoracién del CRC.

En una forma preferida de presentacion, el procedimiento en concordancia con la presente invencion, se practica
con suero, como material de muestra liquido. En una forma adicionalmente preferida de presentacion, el procedimiento
de la presente invencidn, se practica con plasma, como material de muestra liquido. En una forma adicionalmente
preferida de presentacion, el procedimiento de la presente invencion, se practica con sangre entera, como material de
muestra liquido.

Adicionalmente, ademads, pueden asimismo prepararse heces, en varias formas, conocidas por parte del artesano
experto en el arte especializado de la técnica. Tal tipo de muestra liquida derivada de las heces, representa, también,
una forma preferida de presentacién en concordancia con la presente invencion.

Los inventores de la presente invencién, han sido sorprendentemente capaces de detectar la proteina ASC, en una
muestra de fluido corporal. De una forma todavia mds sorprendente, éstos han sido capaces de demostrar el hecho de
que, la presencia de ASC, en tal tipo de muestra liquida obtenida de procedencia de un individuo, puede correlacionarse
a la valoracion de céncer colorrectal. De una forma preferible, se utiliza un anticuerpo a la ASC, en un inmunoensayo
cualitativo (ASC presente o ausente), o cuantitativo (se determina la cantidad de ASC).

La medicién del nivel de proteina ASC, ha probado ser muy ventajoso en el sector de la CRC. Asi, por lo tanto, en
una forma de presentacion adicionalmente preferida, la presente invencidn, se refiere al uso de proteina ASC, como una
molécula marcadora, en la valoracion de cancer colorrectal, a partir de una muestra liquida obtenida de un individuo.

El escenario ideal para la diagnosis, seria una situacion en donde, un acontecimiento o proceso, provocara la
enfermedad respectiva, tal como, por ejemplo, en enfermedades infecciosas. En todos los otros casos, la diagnosis
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correcta, puede ser muy dificil, especialmente, cuando la etologia de la enfermedad, no se entiende de una forma
completa, tal y como es el caso del CRC. Tal y como apreciard la persona experta en el arte especializado de la técnica,
ninglin marcador bioquimico, por ejemplo, en el sector del CRC, es un diagndstico con un 100% de especificidad, y
al mismo tiempo, con un 100% de sensibilidad, para una enfermedad dada. M4s bien, los marcadores bioquimicos,
se utilizan para valorar, con una cierta probabilidad o valor predictivo, la presencia o ausencia de una enfermedad.
Asi, por lo tanto, en la diagnosis clinica de rutina, se consideran generalmente varios sintomas clinicos y marcadores
biolégicos, conjuntamente, en la diagnosis, tratamiento, y control de la enfermedad subyacente.

Los marcadores bioquimicos, pueden determinarse, o bien individualmente, o bien, en una forma preferida de
presentacion de la invencidn, éstos pueden medirse simultineamente utilizando una tecnologia de un conjunto u orden
de disposicion basado en astillas o en perlas. La concentraciones de los biomarcadores, se interpretan entonces de una
forma independiente, utilizando un corte individual de cada marcador, o éstos se combinan para la interpretacion.

En una forma de presentacién adicionalmente preferida de la invencidn, la valoracién de cancer colorrectal, en
concordancia con la presente invencion, se realiza en un procedimiento que comprende las etapas de a) medir, en
una muestra, la concentracién de ASC, b) opcionalmente, medir, en la muestra, uno o mas marcadores de cancer
colorrectal, y c¢) correlacionar la concentracion determinada en la etapa a) y opcionalmente, la(s) concentracién(nes)
determinadag(s) en la etapa (b), a la diagnosis de cdncer colorrectal, en donde, un elevado nivel de ASC, es indicativo
para CRC.

De una forma preferible, el procedimiento para la valoracion de CRC, se realiza mediante la medicién de la
concentracion de ASC, y de uno o mds marcadores distintos, y mediante la utilizacién de la concentracion de ASC y
de 1a(s) concentracion(es) del (de los) uno o mas marcadores distintos, en la valoracién de CRC.

La presente invencidn, se dirige, también, a un procedimiento para asesorar la CRC in vitro, mediante marcadores
bioquimicos, que comprende la medicién, en una muestra, de la concentracién de ASC y de uno o mds marcadores de
CRC, y correlacionar las concentraciones determinadas a la diagnosis de CRC.

En concordancia con los datos que se muestran en la seccién de los ejemplos, el marcador ASC, en el analisis
univariante, tiene (a una especificidad de aproximadamente un 90%), una sensibilidad para CRC, del 54,7%. En la
valoracién de CRC, el marcador ASC, serd ventajoso, en uno o mas de los siguientes aspectos: barrido de exploracion;
ayuda de diagndstico; control de la quimioterapia, y seguimiento.

Barrido de exploracion

La CRC, es la segunda malignidad mas comtin de ambos, hombres y mujeres, en los paises desarrollados. Debido
a su alta frecuencia, su larga fase asintomadtica y la presencia de lesiones premalignas, el CRC, retine muchos de
los criterios para un barrido de exploracién. Claramente, un marcador tumoral en suero que tiene una sensibilidad
y especificidad aceptables, seria mds apropiado para el barrido de exploracién, que ambos, el ensayo de FOB o la
endoscopia.

Tal y como demuestran los datos proporcionados en la seccién de los ejemplos, la ASC sola, no es suficiente como
para permitir un barrido general de exploracion, por ejemplo, de la poblacién en riesgo para CRC. De una forma mas
verosimil, ningiin marcador bioquimico individual en la circulacién, cumplird jamas los criterios de sensibilidad y
especificidad requeridos para los propdsitos de un barrido de exploraciéon. Mds bien, debe esperarse el hecho de que,
deberd usarse un panel de marcadores en el barrido de exploracién del CRC. Los datos establecidos en la presente
invencidn, indican el hecho de que, el marcador ASC, formar4 una parte integral de un panel de marcadores apropiado
para los propésitos de un barrido de exploracién. La presente invencion, se refiere, por lo tanto, al uso de la ASC,
como un marcador de un panel de marcadores de CRC, para propdsitos de barrido de exploracién para el CRC. Los
presentes datos, indican, adicionalmente, el hecho de que, ciertas combinaciones de marcadores, serdn ventajosas, en
el barrido de exploracion para el CRC. Asi, por lo tanto, la presente invencion, se refiere, también, al uso de un panel
de marcadores que comprende ASC y CYFRA 21-1, 6 de un panel de marcadores que comprende ASC y NSA, o de
un panel de marcadores que comprende ASC y CYFRA-21-1 y NSA, para los propdsitos de barrido de exploracién
del CRC.

Ayuda de diagndstico

Los valores preparativos de CRC, son de un valor de diagnéstico limitado. No obstante, el European Committee
on Tumor Markers [(ECTM)-Comité Europeo para los marcadores de tumours-], recomienda que, deberia medirse el
CFA, antes de la cirugia, con objeto de establecer un valor de linea de base y para valorar la prognosis. Puesto que, la
ASC, como un marcador individual en concordancia con los datos de la presente invencién, puede ser por lo menos
tan bueno como un marcador individual como el CEA, o incluso superior, debe esperarse el hecho de que, la ASC, se
utilice como una ayuda de diagndstico, especialmente, para establecer un valor de linea de base, antes de la cirugia.

La presente invencidn, se refiere, también, al uso de ASC, para establecer una valor de linea de base, antes de la
cirugia, para el CRC.
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Prognosis

Los patrones standard de oro, para determinar la prognosis, en pacientes con CRC, es la extension de la enfermeda-
des, segiin se define mediante los sistemas de Duke, TNM, u otros sistemas de clasificacién por etapas. Si un marcador,
tal como el CEA, debe utilizarse para predecir resultados, éste debe: proporcionar una informacion del prondstico mas
fuerte que la que se ofrece mediante los sistemas de clasificacion por etapas, existentes, proporcionar una informacién
independiente de los sistemas existentes, o proporcionar datos de prognosis dentro de subgrupos especificos, definidos
mediante criterios existentes, como por ejemplo, en pacientes del la etapa B de Duke, 6 nédulo-negativos.

Recientemente, una conferencia de consenso de la American Joint Commitee on Cancer [(AJCC)-Comité solidario
americano del cancer-], sugiri6 el hecho de que, el CEA, deberia afiadirse al sistema de clasificacion TNM, para el
cancer colorrectal. El nivel de CEA, deberia designarse del siguiente modo: CX, CEA no puede valorarse; CO, CEA
no elevado (<5 ug/l), 6 CEA1, CEA elevado (>5 ug/l)(Compton, C., et al, Cancer 88 (2000) 1739-1757).

Puesto que la ASC solo, contribuye de una forma significativa a la diferenciaciéon de pacientes de CRC, de los
controles sanos o de los controles sanos mds enfermedades de colon no malignas, debe esperarse el hecho de que,
ésta, ayudard en la valoracién de la prognosis de los pacientes que sufren de CRC. El nivel de ASC preoperativa, se
combinard, de una forma mas probable, con uno o mas marcadores distintos para el CRC y/o el sistema de clasificacién
por etapas TNM, segtin se recomienda para el CEA, por parte del AJCC. En una forma preferida de presentacién, la
ASC, se utiliza en la prognosis de pacientes con CRC.

Control de la quimioterapia

Un gran nimero de informes, han descrito el uso del CEA, en el control del tratamiento de pacientes con CRC
avanzado (para una revision, véase Refs. Duffy, M.J., Clin. Chem. 47 (2001) 625-630; Fletcher, R.H., Ann. Int. Med.
104 (1986) 66-73; Anonymous, J. Clin. Oncol. 14 (1996) 2843-2877). La mayoria de éstos, eran retrospectivos, no
aleatorios, y contenian reducidos nimeros de pacientes. Estos estudios, sugerian: a) que los pacientes con un decreci-
miento en los niveles de CEA, mientras recibian quimioterapia, tenian un mejor resultado que aquéllos cuyos niveles
de CEA, no decrecian y b) para casi todos los pacientes, los incrementos en los niveles de CEA, se asociaron con una
progresion de la enfermedad.

Debido a los datos mostrados en la seccién de los ejemplos, debe esperarse el hecho de que, la ASC, serd por lo me-
nos tan buena, como marcador para el control de la quimioterapia, que el CEA. Asi, por lo tanto, la presente invencion,
se refiere, también, al uso de la ASC, en el control de pacientes de CRC, que estdn experimentando quimioterapia.

Seguimiento

Aproximadamente un 50% de los pacientes que experimentan una reseccion quirtrgica encaminada a la cura, pos-
teriormente, desarrollan una recurrencia de la enfermedad metastasica (Berman, J.M., et al, Lancet 355 (2000) 395-
399). La mayoria de estas recidivas, acontecen dentro de los primeros 2-3 afios de la diagnosis, y se confinan usual-
mente en el higado, los pulmones o en las dreas locorregionales. Puesto que, la enfermedad recurrente/metastdsica, es
invariablemente fatal, una investigacién considerable, se ha centralizado en su identificacién, en un estado temprano
y asi, de este modo, potencialmente tratable. Por consiguiente, muchos de estos pacientes, experimentan un programa
de vigilancia post-operativa, la cual, de una forma frecuente, incluye el control regular con CEA.

Los controlas en serie con CEA, han mostrado detectar enfermedad recurrente/metastasica, con una sensibilidad
de aproximadamente un 80%, una especificidad de aproximadamente un 70% y proporciona un tiempo de indicacién
medio de 5 meses (para una revisidn, véase Duffy, M. J. et al., mencionado anteriormente, arriba y Fletcher, R.H.,
mencionado anteriormente, arriba). Adicionalmente, ademas, el CEA, era el indicador mas frecuente de recurrencia
en pacientes asintomadticos (Pietra, N., ef al., Dis. Colon Rectum 41 (1998) 1127-1133 y Gram., R. A., et al., Ann.
Surg. 228 (1998) 59-63) y era mas efectivo, en cuanto a costes, que la radiologia, para la deteccién de enfermedades
recurrentes potencialmente curables. En cuanto a lo concerniente a la metdstasis de recurrencia/metéstasis, el CEA,
era mayormente sensible (aproximadamente un 100%), para la deteccién de metastasis en el higado. Por otro lado, el
CEA, era menos fiable para diagnosticar recurrencias colorregionales, siendo la sensibilidad de tinicamente aproxima-
damente un 60% (Moertel, C.G., et al., Jama 270 (1993) 943-7).

Como compromiso entre la conveniencia del paciente, los costes y la eficiencia de la deteccién de la enfermedad,
el Panel EGTM, como el Panel ASCO (Anonymous, J., Clin. Oncol. 14 (1996) 2843-2877), sugiere el hecho de que,
el ensayo de de la CEA, se lleve a cabo cada 2-3 meses, durante un transcurso de por lo menos 3 afios, después de
la diagnosis inicial. Después de un transcurso de tiempo de 3 afios, el ensayo, podria realizarse de una forma menos
frecuente, como por ejemplo, cada 6 meses. No existe no obstante ninguna evidencia, en cuanto al hecho de mantener
esta frecuencia del ensayo.

Tal y como muestra la discusion anterior de arriba, con respecto al estado actual del arte de la técnica especializada,
el seguimiento de los pacientes con CRC, después de la cirugia, es uno de los sectores mds importantes, en cuanto
al uso de un marcador bioquimico apropiado. Debido a la alta sensibilidad de la ASC, en pacientes investigados con
CRC, se espera el hecho de que, la ASC, sola o en combinacién con uno o méds marcadores distintos, serd de una gran
ayuda en el seguimiento de pacientes con CRC, especialmente, en pacientes con CRC, después de la cirugia. El uso
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de un panel de marcadores que comprende ASC y uno o mas marcadores distintos del CRC, en el seguimiento de
pacientes con CRC, representa una forma de presentacion adicional de la presente invencién.

La presente invencion, da a conocer y, por lo tanto, en una forma de presentacion, se refiere, al uso de la ASC, en
el sector de diagndstico de CRC, o en la valoracién del CRC, respectivamente.

En todavia otra forma de presentacién, la presente invencion, se refiere al uso de la ASC, como una molécula
marcadora, para el cancer colorrectal, en combinacién con una o mas moléculas marcadoras, para el cancer colorrectal,
en la valoracién de cancer colorrectal, a partir de una muestra liquida obtenida de un paciente. En este sentido, la
expresion “uno o mds”, se refiere de 1 a 20, de una forma preferible, de 1 a 5, de una forma mads preferible, 3 6 4. La
ASC y el uno o mds marcadores, forman un panel de marcadores de CRC.

Asi, de este modo, una forma preferida de presentacién de la presente invencién, es el uso de la ASC, como
molécula marcadora para el cancer colorrectal, en combinacién con una o mds moléculas marcadoras para el cancer
colorrectal, en la valoracién del cdncer colorrectal, a partir de una muestra liquida obtenida de un paciente. Los otros
marcadores seleccionados, preferidos, con lo cuales puede combinarse la valoracién de ASC, son los NSE, CYFRA
21-1, NMMT, CA 19-9, CA 72-4 y/6 CEA. Todavia de una forma preferida, el panel de marcadores utilizado en la
valoracién de CRC, comprende ASC y por lo menos una de las moléculas marcadoras seleccionadas de entre el grupo
consistente en NSE, CYFRA 21-1 y NMMT.

Los marcadores que de una forma preferible se combinan con la ASC o que forman parte del panel de marcadores
de CRC que comprenden ASC, respectivamente, se discuten, en mayor detalle, abajo, a continuacién.

NSE (enolasa neuronal-especifica)

La enzima glicolitica enolasa (2-fosfo-D-glicerato hidrolasa), EC 4.2.1.11, peso molecular aprox. 80 kD), acontece
en una variedad de isoformas diméricas, comprendiendo tres subunidades inmunolégicamente diferentes, denominadas
a,B3, y v. La subunidad @ de la enolasa, acontece en numerosos tipos de tejidos de mamiferos, mientras que, las
subunidades S, se encuentran principalmente en el corazén y en la musculatura estriada. Las isoformas de enosala ay,
y vy, a las cuales se les hace referencia como enolasa neuronal- especifica (NSE) 6 y-enolasa, son principalmente
detectables en altas concentraciones, en neuronas y células neuro-endocrinas, asi como en tumores que se originan a
partir de éstas. (Lamerz R., NSE (Neuronen-spezifische Enolasa-Enolasa neuronal-especifica), y-Enolase. In: Thomas
L (ed) Clinical Laboratory Diagnosis, -Diagnosis Clinica de Laboratorio, TH-Books, Frankfurt, 1st English Edition
(17 edicién Inglesa) 1998: 979-981, 5. deutsche Auflage (5 * edicién alemana) 1998: 1000-1003).

La NSA, se describe como el marcador de primera eleccién en el control del carcinoma bronquial de células
pequefias, (Lamerz R., mencionado anteriormente, arriba), mientras que, el CYFRA-21, es superior a la NSE, para el
carcinoma bronquial de células no pequefias.(Ebert W., et al., Eur. J. Clin. Chem. Clin. Biochem 32 (1994) 189-199).

Las concentraciones elevadas de NSE, se encuentran, en un 60-81% de los casos del carcinoma bronquial de células
pequenas.

Para la NSE, no existe una correlacion al sitio de metdstasis o la metdstasis cerebral, pero existe una correlacién al
estado clinico, es decir, la extension de la enfermedad.

Como respuesta a la quimioterapia, hay un incremento temporal en el nivel de NSE, 24-72 horas después del primer
ciclo de terapia, como resultado de la citdlisis de las células tumorales. Esto viene seguido, dentro del transcurso de
una semana, o hacia el final del primer ciclo de terapia, por una rdpida caida de los valores en suero (los cuales se
encuentran elevados, previamente a la terapia). Como contraste de ello, los no respondientes a la terapia, exhiben unos
elevados niveles, los cuales se encuentran constantemente elevados o fallan en encontrarse en el rango de referencia.
Durante la remision, un porcentaje del 80-96% de los pacientes, tienen unos valores normales. En el caso de recidiva,
se encuentran valores incrementantes de NSE. El incremento, acontece, en algunos casos, con un periodo latente de 1-
4 meses, éste es a menudo exponencial (con un tiempo de duplicacién de 10-94 dia) y se correlaciona con el periodo
de supervivencia. La NSA, es de utilidad como un factor de prondstico individual, y marcador de la actividad, durante
el control de la terapia y el transcurso de la enfermedad, en el carcinoma bronquial de células pequeiias: sensibilidad
de diagndstico, 93%, valor predictivo positivo 92% (Lamerz, R., mencionado anteriormente, arriba).

En el neuroblastoma, se encuentran valores de NSE en suero por encima de 30 ng/ml, en un porcentaje del 62%
de los nifios afectados. Las medias, crecen en concordancia con la etapa de la enfermedad. Existe una correlacién
significativa, entre la magnitud o frecuencia de los valores patolégicos de NSE, y la etapa de la enfermedad; existe una
correlacion inversa con la supervivencia exenta de enfermedad.

El 68-73% de los pacientes con seminoma, tienen una elevacién clinica significativa de la NSE. (Lamers R.,
mencionado anteriormente, arriba). Existe una correlacién utilizable con el curso clinico de la enfermedad.

La NSA, se ha medido en otros tumores: Las enfermedades no pulmonares malignas, muestran valores por en-
cima de 25 ng/ml, en el 22% de los casos (carcinomas, en todos los estados). Los tumores del cerebro, tales como
el glioma, miningioma, neurofibroma, y neurinoma, se encuentran inicamente ocasionalmente acompaifiados por ele-
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vados valores de NSA en suero. En tumores primarios del cerebro o metastasis cerebral y en el melanoma y feo-
cromocitoma malignos, pueden acontecer valores elevados de NSE, en el CSF (fluido cerebroespinal). Se han repor-
tado concentraciones incrementadas de NSE, para el 14% de carcinomas renales con 6rgano restringido y el 46%
de carcinomas renales metastisizantes, con una correlaciéon con respecto al grado como un factor independiente de
prognosis.

En enfermedades malignas, se han encontrado concentraciones elevadas de NSE en suero (> 12 ng/ml), en pacien-
tes con enfermedades pulmonares malignas, y enfermedades cerebrales. Se han encontrado valores elevados, princi-
palmente en el licor, en meningitis cerebrovascular, encefalitis diseminada, degeneracién espinocerebelar, isquemia
cerebelar, infarto cerebral, hematoma intracerebral, hemorragia subaracnoidea, heridas en la cabeza, enfermedades
inflamatorias del cerebro, epilepsia orgédnica, esquizofrenia, y la enfermedad de Jakob-Creutzfeld. (Lamerz R., men-
cionado anteriormente, arriba).

La NSE, se midi6 en un analizador del tipo Elecsys®, utilizando el producto Roche nimero 12133113, en concor-
dancia con las instrucciones de los fabricantes.

CA 19-9, Antigeno Carbohidrato 19-9

Los valores de CA 19-9 medidos, se definen mediante el uso del anticuerpo monoclonal 1116-NS-19-9. Se mi-
den los determinantes 1116-NS-19-9-reactivos en un glicolipido que tiene un peso molecular de aproximadamente
10.000 daltons. Esta mucina, corresponde a un hapteno de los determinantes del grupo de sangre de Lewis a, y es un
componente de un gran nimero de células membranarias de la mucosa (Koprowski, H., et al., Somatic Cell Genet 5,
-Genética de las células somadticas 5-, (1979) 957-971).

Un porcentaje del 3-7% de la poblacidn, tiene la configuracién del grupo de sangre de Lewis a-negativo/b-ne-
gativo, y son incapaces de expresar la mucina con el determinante reactivo CA 19-9. Este hecho, debe tomarse en
consideracién, cuando se interpretan los descubrimientos.

La mucina, se origina en el epitelio fetal gastrico, intestinal y pancredtico. Pueden encontrarse también pequefias
concentraciones en el tejido de los adultos, en el higado, los pulmones, y el pancreas (Stieber, P. y Fateh-Mogahdam,
A., Boeringer Mannheim, Cat n® 1536869 (inglés) 1320947 (alemdn). ISBN 2-926725-07-9 alemdn/inglés, Juergen
Hartmann Verlag, Marloffstein-Rathsberg (1993); Herlyn. M., et al., J. Clin. Immunol 2 (1982) 135-140).

Los valores de ensayo del CA 19-9, pueden asistir en la diagnosis diferencial y control de pacientes con carcinoma
pancredtico (sensibilidad del 70-87%) (Ritts, R.E., Jr., et al., Int. J. Cancer 33 (1984) 229-345). No existe correlacién
entre la masa tumoral y los valores de ensayo del CA 19-9. No obstante, los pacientes con niveles de suero de CA 19-
9 por encima de 10.000 U/ml, tienen casi siempre metdstasis distal.

La determinacion del CA 19-9, no puede utilizarse para la deteccion temprana de carcinoma pancredtico (Steinberg,
W. M., et al., Gastroenterology 90 (1986) 343-349).

En el carcinoma hepatobiliar, los valores del CA 19-9, proporcionan una sensibilidad del 50-75%. Se recomienda la
determinacién concomitante del CA 72-4 y del CEA, en el caso del carcinoma géstrico. En el carcinoma colorrectal, la
determinacion del CEA solo, es adecuada: s6lo en raros casos CEA-negativos, puede ser de utilidad la determinacién
del CA 19-9.

Puesto que la mucina se excreta exclusivamente via el higado, incluso una ligera colestasis, puede conducir, en
algunos casos, a unos niveles de CA 19-9 en suero claramente elevados. Se encuentran, también unos elevados valores
del CA 19-9, con un gran nimero de enfermedades inflamatorias benignas del tracto gastrointestinal y el higado, asi
como también en fibrosis cistica.

El CA 19-9, se midi6 con un analizador del tipo Elecsys®, utilizando el producto niimero 11776193, en concor-
dancia con las instrucciones de los fabricantes.

Antigeno carcinoembrionico CEA

El CEA, es una glicoproteina monomérica (peso molecular de aproximadamente 180.000 dalton), con un compo-
nente variable de hidratos de carbono de aproximadamente un 45-60% (Gold. P. and Freedmann, S.O., J. Exp Med
121 (1965) 439-462).

El CEA, como el AFP, pertenece al grupo de antigenos carcinofetales que se producen durante el periodo embri-
nico y fetal. La familia de genes CEA, consiste en aproximadamente 17 genes activos, en dos subgrupos. El primer
grupo, contiene CEA y antigenos no especificos de reaccién cruzada (NCA-del inglés, Non specific Cross-reacting
Antigens-); el segundo grupo, contiene las glicoproteinas especificas del embarazo (PSG-del inglés, Pregnacy-Specific
Glycoproteins-).

El CEA, se encuentra, principalmente, en el tracto gastrointestinal fetal y el suero fetal. Este se origina, también, en
ligeras cantidades, en el tejido intestinal, pancredtico, y hepético de adultos sanos. La formacién de CEA, se reprime,
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después del nacimiento y, correspondientemente en concordancia, los valores del CEA en suero, son dificilmente
mesurables en pacientes adultos.

Se encuentran frecuentemente altas concentraciones de CEA, en casos de adenocarcinoma colorrectal (Stieber, P. y
Fathe-Moghadam, A., mencionado anteriormente, arriba). Unas ligeras a moderadas elevaciones del CEA (raramente
> 10 ng(ml), acontecen, en un porcentaje del 20-50% de enfermedades benignas del intestino, del pincreas, del
higado y de los pulmones (por ejemplo, cirrosis hepatica, hepatitis crénica, pancreatitis, colitis ulcerativa, enfermedad
de Crohn, enfisema)(Stieber, P. y Fathe-Moghadam, A., mencionado anteriormente, arriba). Los fumadores, tienen
también valores elevados del CEA.

La indicacién principal para la determinaciones del CEA, es el control de seguimiento y de la terapia del cdncer
colorrectal.

Las determinaciones del CEA, no se recomiendan, para el barrido de exploracién del céncer, en la poblacién
general. Las concentraciones de CEA, dentro del rango normal, no excluyen la posible presencia de una enfermedad
maligna.

Los anticuerpos, en ensayos fabricados por parte de la firma Roche Diagnostics, reaccionan con el CEA y (como
en casi la totalidad de procedimientos de CEA), con el antigeno de meconio (NCA2). La reactividad cruzada con el
NCAL, es del 0,7% (Hammarstrom, S., et al., Cancer Res. 49 (1989) 4852-4858 y Bormer, O.P., Tumor Biol. 12 (1991)
9-15).

El CEA, se midi6 con un analizador del tipo Elecsys®, utilizando el producto nimero 117731629, en concordancia
con las instrucciones de los fabricantes.

CYFRA 21-1

Un ensayo para “CIFRA 21-1”, mide especificamente un fragmento soluble de citoqueratina 19, como encontrdn-
dose presente en la circulacién. La medicién de CIFRA 21-1, se basa tipicamente en dos anticuerpos monoclonales
(Bodenmueller, H., et al., Int. J. Biol. Markers 9 (1994) 75-81). En el ensayo de CIFRA 21-1 de procedencia de la
firma Roche Diagnostics, Alemania, se utilizan los dos anticuerpos monoclonales especificos (KS 19.1 y BM 19-21),
y se mide un fragmento soluble de citoqueratina 19 que tiene un peso molecular de aproximadamente 30.000 daltons.

Las citoqueratinas, son proteinas estructurales que forman las subunidades de filamentos intermediarios epitelia-
les. Hasta ahora, se han identificado veinte polipéptidos diferentes de citoqueratinas. Debido a sus modelos patrén de
distribucién especificos, éstas son eminentemente apropiadas para su uso como marcadores de diferenciacion, en pa-
tologia tumoral. Los polipéptidos de queratina intactos, son escasamente solubles, pero pueden detectarse fragmentos
solubles en el suero. (Bodenmueller, H., ef al., mencionado anteriormente, arriba).

CYFRA 21-1, es un marcador bien establecido para el carcinoma de pulmén de células no pequefias (NSCLC
-del inglés, Non-Small-Cell Lung Carcinoma-). La indicacién principal para CYFRA 21-1, es el control del curso
de cancer de pulmén de células no pequeiias (NSCLC). (Sturgeon, C., Clinical Chemistry 48, -Quimica clinica 48-,
(2002) 1151-1159).

Unos altos niveles de CYFRA 21-1 en suero, indican una etapa tumoral avanzada, y una pobre prognosis, en
pacientes con cdncer de pulmon de células no pequefias. (van der Gaast, A. et al., Br. J. Cancer 69 (1944) 525-528).
Un valor normal o unicamente ligeramente elevado, no excluye la presencia de un tumor.

Una terapia exitosa, se documenta mediante una rdpida caida en el nivel de CYFRA 21-1 en suero, en el rango
normal. Un valor constante de CYFRA 21-1, o un ligero o Unicamente lento, en el valor de CYFRA 21-1, indica
una eliminacién incompleta de un tumor o la presencia de multiples tumores, con las correspondientes consecuencias
terapéuticas y de prondstico. La progresion de la enfermedad, se muestra a menudo, de una forma mds temprana,
mediante el incremento de los valores de CYFRA 21-1, que mediante la sintomatologia clinica y procedimientos de
captacion de imédgenes.

Se acepta el hecho de que, la diagnosis primaria de carcinoma pulmonar, deberia realizarse en base a la sintomato-
logfa clinica, procedimientos de captacion de imagenes o procedimientos endoscépicos, y hallazgos o descubrimientos
intraoperativos. Un foco circular no claro, en el pulmén, conjuntamente con valores de CYFRA 21-1 > 30 ng/ml, in-
dica, con una alta probabilidad, la existencia de un carcinoma bronquial primario.

CYFRA 21-1, es también apropiado para el control del curso en el cdncer mioinvasivo de la vesicula (vejiga).
Se muestra una buena especificidad mediante CYFRA 21-1, con relacién a la enfermedades benignas del pulmén
(neumonia, sarcoidosis, tuberculosis, bronquitis crénica, asma bronquial, enfisema).

Raramente, se encuentran valores elevados (de hasta 10 ng/ml), en enfermedades benignas del higado y fallo renal.

No existe correlacion alguna con el sexo, la edad, o el tabaquismo. Los valores para CYFRA 21-1, se encuentran
también inafectados, en el caso del embarazo.
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Recientemente, se ha encontrado el hecho de que, el CYFRA 21-1, se utiliza también en la deteccion de recidivas
de la enfermedad y en la valoracion de la eficacia del tratamiento, en el sector del cdncer de pecho (Nakata, B., et al.,
British J. of Cancer (2004) 1-6).

El CYFRA 21-1, se midi6 con un analizador del tipo Elecsys®, utilizando el producto nimero 11820966, en
concordancia con las instrucciones de los fabricantes.

Tal y como se ha mencionado anteriormente, arriba, el CYFRA 21-1, es un marcador establecido, en el sector del
NSCLC. Cuando se desarrolla y se establece CYFRA 21-1, para el NSCLC, se han utilizado controles de enfermedades
no malignas derivados de pacientes con ciertas enfermedades no malignas del pulmén. Esto se ha considerado como
importante, para diferenciar enfermedades no malignas del pulmén, con respecto a las enfermedades malignas del
pulmén (H. Bodenmiiller, ef al., mencionado anteriormente, arriba).

Desde s6lo muy recientemente, es posible detectar el marcador CYFRA 21-1, en un significativo porcentaje de
muestras derivadas de pacientes con CRC. Adicionalmente, ademds, la presencia de CYFRA 21-1, en tal tipo de
muestra liquida obtenida de un individuo, puede utilizarse en la valoracién del cancer colorrectal. Particularmente, en
combinacién con otros marcadores, el CYFRA 21-1, se considera como siendo un marcador de mucha utilidad, en el
sector del CRC.

NNMT

La proteina nicotinamida-N-metiltransferasa (NNMT; Swiss-PROT: P40261), tiene un peso molecular aparente de
29,6 kDa y un punto isoeléctrico de 5,56.

La NNMT, cataliza la N-metilacién de la nicotinamida y otras piridinas. Esta actividad, es importante para la
biotransformacién de muchos fairmacos y compuestos xenobidticos. La proteina, se ha reportado como expresdndose
predominantemente en el higado, y se encuentra localizada en el citoplasma. La NNMT, se cloné a partir de cDNA
procedente de un higado humano, y contenia un marco de lectura abierto de 792 nucledétidos, que codificaba a una
proteina de 264 aminodcidos, con una masa molecular calculada de 29,6 kDa. (Aksoy, S., et al., J. Biol. Chem. 269
(1994) 14835-14840. Se conoce muy poco, en la literatura, acerca del rol interpretativo potencial de la enzima, en el
cancer humano. En un documento, se report6 una actividad enzimadtica hepatica de NNMT, como un marcador para la
caquexia por cancer, en ratones (Okamura, A., et al., Jpn. J. Cancer Res. 89 (1998) 649-656). En un informe reciente,
se demostré la regulacion hacia abajo del gen de NNMT, como respuesta a la radiacién, en lineas celulares sensibles
a la radiacién (Kassem, H., et al., Int. J. Cancer 101 (2002) 454-460).

Recientemente, se ha encontrado el hecho (documento de patente internacional WO 2004/057 336) de que, la
NNMT, serd de interés, en la valoracién del CRC. El inmunoensayo descrito en el documento de patente internacional
WO 2004/057 336, se ha utilizado para medir las muestras (CRC, controles sanos y enfermedades no malignas del
colon) del presente estudio.

Tal y como podré apreciar el artesano experto en el arte especializado de la técnica, existen muchas formas de
utilizar las mediciones de dos o mas marcadores, con objeto de mejorar el diagndstico en cuestiéon que se encuentre
bajo investigacién. En un procedimiento bastante simple, pero no obstante a menudo efectivo, se asume un resultado
positivo, si una muestra es positiva, para por lo menos uno de los marcadores investigados. Este puede ser por ejemplo
el caso, cuando se diagnostica una enfermedad infecciosa, como el SIDA.

Frecuentemente, no obstante, se evaliia la combinacién de marcadores. De una forma preferible, los valores me-
didos para los marcadores de un panel de marcadores, por ejemplo, para ASC, CYFRA 21-1 y NSE, se combinan
matemdticamente y, el valor combinado, se correlaciona al diagndstico subyacente en cuestion. Los valores de los
marcadores, pueden combinarse mediante cualquier estado actual apropiado del procedimiento matematico corres-
pondiente al arte especializado de la técnica. Los procedimientos matemadticos bien conocidos para correlacionar una
combinacién de marcadores a una enfermedad, emplean métodos como el anélisis discriminatorio (DA), (es decir, DA
lineal, cuadrético, regularizado), métodos de Kernel (es decir, SVM), métodos no paramétricos (es decir, clasificadores
k del vecino més cercano), PLS (Minimos cuadrados parciales-PLS, del inglés Partial Least Squares) Métodos basados
en arboles (es decir, Regresion logistica), CART, Métodos forestales aleatorios, Métodos de estimulacién/embolsado
(Boosting/Bagging Methods)), Modelos lineales generalizados (a saber, Regresion Logistica), Métodos basados en
componentes principales (a saber, SIMCA), Modelos aditivos generalizados, Métodos basados en légica difusa, Mé-
todos basados en redes naturales y algoritmos genéricos. El artesano experto en el arte especializado de la técnica,
no tendrd problema alguno en seleccionar un método apropiado para evaluar una combinacién de marcadores de la
invencién. De una forma preferible, el método utilizado en la correlacién de la combinacién de marcadores de la
invencidn, a por ejemplo la ausencia o la presencia de CRC, se selecciona de entre el DA (es decir, andlisis discri-
minatorio lineal, cuadrético, regularizado), métodos de Kernel (es decir, SVM), métodos no paramétricos (es decir,
clasificadores k del vecino mds cercano), PLS (Minimos cuadrados parciales-PLS, del inglés Partial Least Squares)
Meétodos basados en drboles (es decir, Regresion logistica, CART, Métodos forestales aleatorios, Métodos de estimu-
laciéon/embolsado (Boosting/Bagging Methods)) o Modelos lineales generalizados (a saber, Regresion Logistica). Los
detalles correspondientes a estos métodos estadisticos, se encuentran en las siguientes referencias: Ruczinski, L., et al.,
J. of Computacional and Graphical Statistics, 12, -Diario de estadisticas computarizadas y gréficas, 12, -(2003) 475-
511; Friedmann, J. H., J. of the American Statistical Assotiation 84, -Diario de la Asociacién de estadisticas 84, (1989)
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165-175; Hastie, Trevor, Tibshirani, Robert, Friedmann, Jerome, The Elements of Statistical Learning, Springer Series
in Statistics, -Los elementos del aprendizaje estadistico, Series Springer de estadistica-, 2001; Breiman, L., Friedmann,
J. H., Olshen, R.A., Stone, C.J. (1984) Classification and regresion trees, -Arboles de clasificacion y regresion, Califor-
nia: Wadsworth; Breiman, L., Random Forests, Machine Learning 45-, Bosques aleatorios, aprendizaje mecanico 45
(2001) 5-32; Pepe, M.S. The Stadistical Evaluation of Medicals Tests for Classification and Prediction, -La evaluacién
estadistica de tests de ensayo médicos para la clasificacion y la prediccién-, Oxford Statistical Science Series 28, Serie
de ciencia estadistica de Oxford, 28 (2003); y Duda, R.O., Hart, P.E., Stork, D.G., Partern Clasification, -Clasificacién
de modelos patrén, Wiley Interscience, 2* Edicién (2001).

Es una forma preferida de presentacion de la invencidn, el utilizar un corte multivariante optimizado de la combi-
nacién subyacente de marcadores biolégicos y discriminar el estado A del estado B, por ejemplo, enfermo de sano.
En este tipo de andlisis, los marcadores, no son ya independientes, sino que forman un panel de marcadores. Podria
establecerse el hecho de que, el combinar la mediciones de ASC, NSE y CYFRA 21-1, no mejora de una forma par-
ticular la precisioén del diagnéstico para el CRC, al compararse con ya sea los controles sanos 6, tal y como también
se valora, al compararse con controles sanos més controles de enfermedad no maligna. Especialmente, éste tltimo
descubrimiento, es de gran importancia, debido al hecho de que, un paciente con una enfermedad no maligna, puede
requerir un tratamiento bastante diferente que un paciente con CRC.

La precision de un test de ensayo, se describe, de la mejor forma, mediante sus caracteristicas operativas del
receptor (ROC, del inglés, receiver-operating characteristics) (véase, especialmente, Zweig, M. H., y Campbell, G.
Clin. Chem. 39 (1993) 561-577). El grafico ROC, es un trazado grafico de todos los pares de sensibilidad/especificidad
resultantes de la variacion continua del umbral de decision sobre la totalidad del rango de datos observados.

Las prestaciones técnicas clinicas de un test de ensayo de laboratorio, dependen de su precision o exactitud de
diagnéstico, o de la capacidad de clasificar correctamente sujetos, en subgrupos clinicamente relevantes. La precisién
o exactitud del diagnéstico, mide la capacidad del test de ensayo, para distinguir correctamente dos condiciones di-
ferentes de los sujetos investigados. Tales tipos de condiciones son, por ejemplo, salud y enfermedad 6 enfermedad
benigna versus maligna.

En cada caso, el grafico ROC, representa el solapado entre las dos distribuciones, procediendo a trazar un gréfico
de la sensibilidad versus especificidad 1, para el rango completo de los umbrales de decision. En el eje y, se encuentra
la sensibilidad, o la fraccion positiva verdadera [definida como (niimero de resultados de tests de ensayo positivos
verdaderos)/(ntimero de resultados de tests de ensayo positivos verdaderos + numero de resultados de test de ensayo
negativos falsos)]. A ésta, se le ha hecho también referencia como positividad en presencia de una enfermedad o con-
dicién. Esto se calcula tnicamente a partir de subgrupo afectado. En el eje X, se encuentra la fraccidn positiva falsa,
6 especificidad 1 [definida como (nimero de resultados de tests de ensayo positivos falsos)/(ntimero de resultados de
tests de ensayo negativos verdaderos + numero de resultados de test de ensayo positivos falsos)]. Esta, es un indice
de especificidad, y se calcula enteramente a partir del subgrupo no afectado. Debido al hecho de que, las fracciones
positivas falsas y verdaderas, se calculan enteramente por separado, mediante la utilizacién de los resultados de los
tests de ensayo procedentes de los dos diferentes subgrupos, el trazado grafico ROC, es independiente del predominio
de la enfermedad en la muestra. Cada punto, en el grafico ROC, representa un par sensibilidad/especificidad 1, corres-
pondiente a un umbral de decisién individual. Un test de ensayo con una discriminacién perfecta (sin solapado en las
dos distribuciones de resultados), tiene un trazado griafico ROC, que pasa a través de la esquina izquierda superior,
en donde, la fraccién positiva verdadera, es de 1,0 6 100% (sensibilidad perfecta), y la fraccién positiva falsa, es 0
(especificidad perfecta). El trazado gréfico tedrico para un test de ensayo sin discriminacion (distribuciones de resul-
tados idénticas para los dos grupos), es un linea en diagonal de 45°, desde la esquina inferior izquierda a la esquina
superior derecha. La mayoria de los trazados graficos, caen entre estos dos extremos. (Si el trazado grafico ROC cae
completamente por debajo de la diagonal de 45°, esto se remedia facilmente invirtiendo el criterio para “positividad”
desde “mayor de” a “menos de” ¢ viceversa). Cualitativamente, cuanto mds cercano se encuentra el trazado grafico,
con respecto a la esquina superior izquierda, mayor es la precisién o exactitud del test de ensayo.

Un objetivo conveniente para cuantificar la precision o exactitud de diagndstico de un test de ensayo de laboratorio,
es el expresar sus prestaciones técnicas, mediante un nimero individual. La medicién global mas comuin, es el area bajo
el trazado grafico ROC. Por convencion, esta drea, es siempre > 0,5 (si no lo es, puede invertirse la norma de decisién
para que si lo sea). Los valores se encuentran dentro de un rango comprendido dentro de unos margenes situados
entre 1,0 (separacion perfecta de los valores de test de ensayo de los dos grupos) y 0,5 (sin diferencial distribucional
aparente entre los dos grupos de valores de test de ensayo). El drea, no depende tinicamente de una porcién particular
del trazado gréfico, tal como el punto mds cercano a la diagonal o la sensibilidad a un 90% de especificidad, sino del
trazado grafico en su totalidad. Esto es una expresion cuantitativa, descriptiva, de cuan cercano se encuentra el trazado
grifico ROC, con respecto a uno perfecto (drea = 1,0).

La combinacién de las mediciones de la ASC con otros marcadores recientemente descubiertos, como el CYFRA
21-1 6 NMMT, o con marcadores conocidos como el CEA y el NSE, o con otros marcadores de CRC, a ser todavia
descubiertos, conduce y conducird, respectivamente, a mejoras adicionales, en la valoraciéon del CRC.

La combinacién de los tres marcadores ASC, CYFRA 21-1 y NSE, mejora de una forma significativa la exactitud
o precision de diagnéstico para el CRC.
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Los ejemplos, referencias, listado de secuencias y figuras que se facilitan a continuacién, se proporcionan para
ayudar en el entendimiento de la presente invencidn, cuyo dmbito cierto, se presenta en las reivindicaciones adjuntas.

Figura 1

La figura muestra un gel a 2D, cargado con una muestra de tumor de pecho (lado izquierdo), y un gel cargado con
una muestra de control emparejada (lado derecho). El circulo, en la seccién ampliada de estos geles, indica la posicién
para la proteina ASC. Utilizando el mismo procedimiento, esta proteina, no se ha detectado en tejido sano. La ASC,
migra en el gel 2D, correspondiente a un punto isoeléctrico de aproximadamente un pH 6, y un peso molecular aparente
de aproximadamente 22 kDa.

Figura 2

Distribucién de la cuantificaciéon de ASC en muestras de suero y de plasma (véase el ejemplo 4) de los pacientes
de control en concordancia con la tabla 1. A: controles de la enfermedad, n O 87; B: controles sanos, n = 317. La linea
horizontal, en el diagrama, indica el valor de corte de 597 pg/ml.

Figura 3

Distribucion de valores medidos para ASC. La linea de corte, corresponde a 597 pg/ml y una especificidad del
90%, con respecto al colectivo de pacientes de control (tabla 1). A: UICC I, n 0 33; B: UICC II, n = 23; C: UICC III,
n=21;D: UICCIV, N =23; E: adenoma, n = 28.

Figura 4

Distribucidn de valores medidos para CEA. La linea de corte, corresponde a 4 ng/ml y una especificidad del 90%,
con respecto al colectivo de pacientes de control (tabla 1). A: UICC I, n 0 33; B: UICC II, n = 23; C: UICCIII, n =
21; D: UICC1V, N = 23; E: adenoma, n = 28.

Figura 5

La figura, muestra las curvas ROC para ASC: Cancer colorrectal versus controles sanos (linea continua; ROC:
88%), cancer colorrectal versus controles sanos y controles de enfermedad (linea discontinua; ROC: 83%) y cancer
colorrectal versus controles sanos, controles de enfermedad y otros cdnceres. El eje x, indica el valor computado
substrayendo 1 del valor de especificidad. El eje y, indica la sensibilidad. En ambos, el valor de 1, corresponde al
100%. Cancer colorrectal: 109 muestras. Controles sanos: 317 pacientes. Controles de enfermedad: 87 muestras.
Otros canceres: 272 muestras.

Figura 6

La figura, muestra las curvas ROC para ASC, CYFRA 21-1 y NNMT: Céncer colorrectal versus controles sanos
y controles de enfermedad. La ASC, se indica mediante la linea continua, CYFRA 21-1, se indica mediante la linea
de puntos, y el NNMT, se indica mediante la linea discontinua. El eje x, indica el valor computado substrayendo 1
del valor de especificidad. El eje y, indica la sensibilidad. En ambos, el valor de 1, corresponde al 100%. Céncer
colorrectal: 109 muestras. Controles sanos: 317 pacientes. Controles de enfermedad: 87 muestras. Otros cdnceres: 272
muestras.

Figura 7

La figura, muestra las curvas ROC para ASC, CEA, CA 19-9 y NSE: cédncer colorrectal versus controles sanos y
controles de enfermedad. La ASC, se indica mediante la linea continua, CEA, se indica mediante la linea de puntos,
y el CA 19-9, se indica mediante la linea discontinua. El eje X, indica el valor computado substrayendo 1 del valor de
especificidad. El eje y, indica la sensibilidad. En ambos, el valor de 1, corresponde al 100%. Cancer colorrectal: 109
muestras. Controles sanos: 317 pacientes. Controles de enfermedad: 87 muestras. Otros canceres: 272 muestras.

Abreviaciones
ABTS Sal diamodnica de 2,2’-azino-di-[3-etilbenzotia-zolina sulfonato (6)]
BSA Albimina de suero bovino
cDNA DNA complementario
CHAPS (3-[(3-colamidopropil)-dimetilamino]- 1 -propano-sulfonato)
DMSO Dimetilsulféxido

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2323429 T3

DTT Ditiotritol

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

ELISA Ensayo inmunoabsorbente enlazado a enzimas
HRP Peroxidasa del rabano salvaje

TIAA Yodoacetamida

IeG Inmunoglbulina G

IEF Focalizacion isoeléctrica

IPG Gradiente pH inmovilizado

LDS Dodecilsulfato de litio

MALDI-TOF Tiempo desorcién/ionizacién por laser asistido mediante matriz, de espctrometria de masas

MES Mesitil,2,4,6-trimetilfenilo
oD Densidad 6ptica
PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida
PBS Suero salino tamponado con fosfato
PI Punto isoeléctrico
RTS Sistema de traduccién rapida
SDS Dodecilsulfato de sodio
Ejemplo 1

Identificacion de la ASC, como marcador potencial de cdncer

A continuacién de una validacién inicial de la ASC utilizando muestras de tejido enfermo y de tejido normal proce-
dente de pacientes con cincer de pecho, el marcador, se somete a test de ensayo para otros canceres y, particularmente,
para el cancer colorrectal (véase la tabla 6 facilitada mas abajo, a continuacién). Adicionalmente, ademads, se analizan
muestras de suero y de plasma procedentes de pacientes con cincer colorrectal. Como resultado, para este tipo de
cancer, los datos indican la utilidad del ASC como marcador bioquimico.

Ejemplo 2
Generacion de anticuerpos al marcador de la proteina ASC

Se genera un anticuerpo policlonal al marcador de cancer de proteina de ASC, para su uso adicional como anti-
cuerpo, en la medicion de los niveles de ASC en suero y plasma y sangre, mediante ensayos de inmunodelecién, como
por ejemplo, Transferencia Western y ELISA.

Con objeto de generar anticuerpos a la ASC, se realiza un expresion recombinante de la proteina, para la ob-
tencién de inmundgenos. La expresion, se realiza aplicando un combinacién de sistema de expresién RTS 100 y E.
coli. En una primera etapa, la secuencia de DNA, se analiza, y se obtienen recomendaciones para variantes muta-
cionales silenciosas de cDNA de alto rendimiento, y las respectivas secuencias de cebadores de PCR, utilizando el
sistema “ProteoExpert RTS E. coli HY” . Este es su servicio comercial basado en una direccién electrénica en Internet
(www.proteoexpert.com). Usando los pares de cebadores recomendados, se utiliza el sistema de generaciéon moldes
lineales de E. coli “RTS 100 E. coli Lineal Template Generation Set, His-tag” (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Alemania, n° cat. 3186237), para generar moldes lineales a partir de cDNA, para la transcripcién y expresion in vitro
de la secuencia de nucleétidos que codifica para la proteina ASC. Para la deteccién mediante transferencia Western
y la purificacién posterior, la proteina expresada, contiene un a His-tag. Se identifica la mejor variante de expresion.
Todas las etapas desde la PCR hasta la expresion y deteccion, se llevan a cabo en concordancia con las instrucciones
del fabricante. El producto respectivo de PCR, que contiene todas regiones reguladoras necesarias de T7 (promotor,
sitio de enlace ribosémico, y terminador T7), se clona en el vector pPBAD TOPO® (Invitrogen, Karlsruhe, Alemania, n°
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de cat. K 4300/01), siguiendo las instrucciones del fabricante. Para la expresion, utilizando las secuencias reguladoras
de T7, la construccidn, se transforma en E. coli BL 21 (DE 3)(Studier, EW., et al., Methods Enzymol. 185 (1990) 60-
89) y las bacterias transformadas, se cultivan en un lote 11, para la expresién de proteinas.

La purificacién de la proteina de fusion His-ASC, se realiza siguiendo los procedimientos standard en una columna
de quelato de niquel. En resumen, se procede a granular el lote 11 de cultivo de bacterias que contiene el vector de
expresion para la proteina de fusién His-ASC, mediante centrifugacioén a alta velocidad y, el sobrenadante, se aplica a
una columna cromatografica de quelato de niquel. La columna, se lava con varios volimenes de lecho de tampén de
lisis, seguido por lavados con tampdn que contiene fosfato, pH 8,0 y urea. Finalmente, el antigeno enlazado, se eluye
utilizando un tampén de fosfato que contiene SDS, bajo condiciones 4cidas.

Sintesis de conjugados de emocianina-péptidos, para la generacion de anticuerpos

La sintesis, se realiza utilizando quimica heterobifuncional (quimica de maleimida/SH). Se acoplan péptidos selec-
cionados de ASC que contienen cisteina, a hemocianina activada con 3-maleiminoil-N-hidroxi-succinimidéster (MHS,
procedentes de Concholepas concholepas (Sigma, B-8556).

La hemocianina, se lleva a 10 mg/ml en 100 mM NaH,PO,, pH 7,2). Por ml de hemocianina, se afiaden 100 ul de
MHS (12, mg en DMSO) y se procede a incubar durante un transcurso de tiempo de 1 hora. La muestra, se dializa
durante el transcurso de toda la noche, contra 10 mM NaH,PO,/NOH, pH 6,5 y se ajusta a 6 mg/ml, con tampén de
didlisis. Se procedié a disolver una cisteina seleccionada que contenia péptido de ASC, en DMSO (5 mg/ml, para un
péptido de 1500 Dalton). Por ml de hemocianina activada con MHS (6 mg/ml), se afiadieron 20 ul de 100 mM EDTA,
pH 7,0 y 100/1 del péptido de ASC seleccionado que contiene cisteina. Después de un transcurso de tiempo de 1 hora,
se procede a bloquear los grupos restantes de maleimina, mediante la adiccién de 10 ul de 0,5 M cisteina/HCI, por ml
de mezcla de reaccion. La preparacion, se utiliza para la inmunizacidn, sin purificacién adicional.

Expresion y purificacion de la proteina de fusion recombinante

Con objeto de generar anticuerpos a la ASC, se procede a llevar a cabo una expresién recombinante de una proteina
de fusién SlyD-ASC, para obtener inmunogenes, de una forma andloga al procedimiento descrito por Scholtz, C., et
al. J. Mol. Biol. 345 (2005) 1229-1241. Asi, por lo tanto, se construye un vector de expresién, que contienen un gen
que codifica a la SlyD-(GGGS)s-GGG-IEGR, ASC-GGGS-HHHHHH. Para la purificacién y la deteccién mediante
transferencia Western, la construccion, contiene un carboxiterminal His-Tag(HHHHHH). Se inserta un Engarce de
GS ((GGGS)5-GGQG) y un sitio de segmentacion para el Factor Xa(IEGR), entre la SlyD y la ASC. Se lleva a cabo al
expresion en E. coli, bajo control del promotor T5.

En una primar etapa, se procede a llevar a cabo una PCR, utilizando el vector pSO60 (pET24 que porta una casete
de expresion que codifica a la SlyD-(GGGS)s-GGG-SlyD), como un molde. Mediante la utilizacién del cebador 1
(SEQ ID NO: 2) y del cebador 2 (SEQ ID NO: 3), se obtiene monoSlyD, que porta un sitio de ECO-RI y un sito de
enlace ribos6smico en el extremo 5’ y un sitio de BamHI, la secuencia de codificacién de IEGR y un sitio de Sacl en el
extremo 3’, respectivamente. El producto de PCR generado, se clona como un fragmento de EcoRI/Sacl, en pQES8OL
(Quiagen, Hilden), proporcionando pQES80-SlyD.

En segundo lugar, se procede a amplificar ASC, a partir de pBC14 (pET24 que porta ASC), como un molde.
Mediante la utilizacién del cebador 3 (SEQ ID NO: 4) y el cebador 4 (SEQ ID NO: 5), se insertan un sitio de BAMHI,
una secuencia de codificacion de IEGR en el extremo 5°, asi como una secuencia de codificacion de GGGS-HHHHHH,
y un sitio de HindIII adicional en el extremo 3’.

Este producto de PCR, se clona, como un fragmento de BamHI/HindIII, en pQE80-SlyD, dando como resulta-
do la construccion de expresion final (pQE80-SlyD-ASC). Todas las etapas de PCR y de clonacion, se realizan en
concordancia con las instrucciones del fabricante.

Para la expresion bajo control del promotor TS5, las células E. coli C600, (Stratagene, Heidelberg), se transforman
con el constructor final. La células de expresion, se cultivan en un lote 11, para la produccién de proteinas.

La purificacién de la proteina de fusién HIS-SlyD-ASC, se realiza mediante la utilizacién de procedimientos stan-
dard sobre una columna de quelato de Ni. En resumen, se procede a granular, mediante centrifugacion, 1 litro de cultivo
de bacteria que contiene el vector de expresién para la proteina de fusién SlyD-ASC-His. El granulo de células, se
resuspende en tampon de lisis, que contiene Tris/HCI, pH 8, CHAPS, EDTA y lisozima, seguido de homogeneizacion,
utilizando Ultra-Turrax®. El DNA, se degrada enziméticamente, mediante la adicién de cloruro magnésico y DNasa.
Los cuerpos de inclusién, se granulan mediante centrifugacion. El granulo, se disuelve en un tampén de fosfato, pH
0,7, 7 M cloruro de guanidinio, y se carga sobre una columna de quelato de niquel. La columna, se lava con varios
voliimenes de lecho de tampén fosfato, pH 8,0, 7M cloruro de guanidinio. A continuacion, se reemplaza el tampdn de
fosfato, pH 8,0, 7M cloruro de guanidinio, por tamp6n de fosfato, pH 8,0, NaCl, con objeto de inducir el replegado
de la proteina de enlace matriz. La proteina de fusion replegada, se eluye mediante tamp6n de fosfato, pH 8,0, NaCl,
imidazol.
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Produccion de anticuerpos monoclonales contra la ASC
a) Inmunizacion de ratones

Se procede inicialmente a inmunizar ratones A/J de 12 semanas de edad, con 100 ug de ASC, proteina de fusién
o conjugado de hemocianina-péptido (véase anteriormente, arriba). A esta accidn, le siguen, después de un transcurso
de tiempo de 6 semanas, dos inmunizaciones intraperitoneales adicionales, a intervalos de un mes. En este proceso, a
cada raton, se le administran 100 ug de ASC 6 conjugado de hemocianina-péptido, adsorbido a hidr6xido de aluminio
y 10° gérmenes de Bordella pertussis. Subsiguientemente, las dos tdltimas inmunizaciones, se llevan a cabo por via
intravenosa, en el 3° y 2° dia antes de la fusién, utilizando 100 ug de ASC 6 conjugado de hemocianina-péptido en
tampdn de PBS, para cada uno de ellos.

b) Fusion y clonacion

Se procede a fusionar células esplénicas, de los ratones inmunizados en concordancia con a), con células de mielo-
ma, en concordancia con Galfre, G y Milstein, C., Methods in Enzymology-Procedimientos en Enzimologia 73 (1981)
3-46. En este procedimiento, se procede a mezclar aproximadamente 1 x 10® células esplénicas de los ratones inmu-
nizados, con 2 x 107 células de mieloma (P3X63-Ag8-653, ATCC CRL 1580) y se centrifugan (durante un transcurso
de tiempo de 10 minutos, a 300 x g, y a una temperatura de 4°C). Se procede, a continuacion, a lavar las células, una
vez, con medio RPMI 1640, sin suero de ternero fetal (FCS) y se centrifugan de nuevo, a 400 x g, en un tubo cénico de
50 ml. Se separa el sobrenadante y, el sedimento de células, se afloja cuidadosamente, mediante golpecitos o palmadi-
tas, se afiade 1 ml de PEG (peso molecular, 4000, Merck, Darmstad), y se mezcla, mediante pipeteado. Después de un
transcurso de tiempo de 1 minuto en un baifio de agua caliente, a una temperatura de 37°C, se procede a afiadir, por pro-
cedimiento de goteo, 5 ml de RPMI 1640 sin FCS, a la temperatura ambiente, en un transcurso de tiempo de 4-5 minu-
tos. A continuacion, se procede a afiadir S ml de RPMI 1640 que contiene un 10% de FCS, por procedimiento de goteo,
en un transcurso de tiempo de aproximadamente 1 minuto, se mezcla cuidadosamente, a fondo, se llena hasta 50 ml con
medio (RPMI 1640 + 10% FCS) y, subsiguientemente, se centrifuga durante un transcurso de tiempo de 10 minutos, a
400 x g, y a una temperatura de 4°C. Las células sedimentadas, se recogen en medio RPMI 1640 que contienen un 10%
de FCS, y se siembran en medio de seleccién de hipoxantina-azaserina (100 mmol/l hipoxantina, 1 ug/ml azaserina en
RPPMI 1640 + 10% FCS). Se procede a afiadir interleuquina 6 al medio, a 100 U/ml, como un factor de crecimiento.

Después de un transcurso de tiempo de aproximadamente 10 dias, los cultivos primarios, se someten a test de
ensayo, para un anticuerpo especifico. Loa cultivos primarios ASC-positivos, se clonan en placas de cultivo de 96
hoyos, por mediacién de un clasificador de células, activado mediante fluorescencia. En este procedimiento, se procede
a afiadir, otra vez, interleuquina 6, al medio, a razén de 100 U/ml, como un aditivo de crecimiento.

¢) Aislamiento de inmunoglobulina a partir de sobrenadantes de cultivos de células

Se procede a sembrar las células de hibridoma obtenidas, a una densidad de 1 x 10° células, en medio RPMI
1640 con un contenido de un 10% de FCS, y éstas proliferaron durante un transcurso de tiempo de 7 dias, en un
fermentador (Thermodux Co., Werheim/Main, Modelo MCS-104XL, n° de pedido 144-050). Se obtienen, como media,
unas concentraciones de 100 ug de anticuerpo monoclonal por ml, en el sobrenadante de cultivo. Se procede a llevar a
cabo la purificacion de este anticuerpo, a partir del sobrenadante de cultivo, mediante procedimientos convencionales
en la quimica de las proteinas (por ejemplo, en concordancia con Bruck, C., et al., Methodes in Enzymology 121,
-Procedimientos en Enzimologia, 121-, (1986) 587-695).

Generacion de anticuerpos monoclonales
a) Inmunizacion

Para la inmunizacién, se procede a preparar una emulsién fresca de la solucién de proteinas (100 pug/ml ASC,
proteina de fusién de conjugado de hemocianina-pépido), y una adyuvante completo de Freund, a un valor de relacién
1:1. Cada conejo, se inmuniza con 1 ml de la emulsion, en los dias 1, 7, 14, 30, 60 y 90. Se extrae sangre y, el suero
anti-ASC resultante, se utiliza para experimentos adicionales, tal y como se describen en los ejemplos 3 y 4.

b) Purificacion de IgG (inmunoglobulina G) a partir de suero de conejo, mediante precipitacion secuencial con
dcido caprilico y sulfato amonico

Se procede a diluir un volumen de suero del conejo con 4 volimenes de tampén de acetato (60 mM, pH 4,0). El
pH, se ajusta a un valor de 4,5, con 2 M base Tris. Se afiade 4cido caprilico (25 pl/ml de la muestra diluida), por
procedimiento de goteo, bajo la accién de agitacidon vigorosa. Después de un transcurso de tiempo de 30 minutos,
la muestra, se centrifuga (13.000 x g, durante un transcurso de tiempo de 30 minutos, a una temperatura de 4°C), se
desecha el granulo y se recoge el sobrenadante. El pH del sobrenadante, se ajusta a un valor pH de 7,5, mediante la
adicién de 2 M base Tris, y se filtra (0,2 ym).
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Se procede a precipitar la inumunoglobulina en el sobrenadante, bajo la accidn de una agitacién vigorosa, mediante
la adicidn, por procedimiento de goteo, de una solucién 4 M de sulfato amonico, a la concentracidn final de 2 M. Las
inmunoglobulinas precipitadas, se recogen mediante centrifugacién (8.000 x g, 15 minutos, 4°C).

Se desecha el sobrenadante. El granulo, se disuelve en 10 mM NaH,PO,/NaOH, pH 7,5, 30 mM NaCl, y se dializa
exhaustivamente. El dializado, se centrifuga (13.000 x g, 15 minutos, 4°C) y se filtra (0,2 gum).

Biotinilacion de IgG de conejo, policlonal

Se procede a llevar la IgG de conejo, policlonal, a 10 mg/ml, en 10 mM NaH,PO,/NaOH, pH 7,5, 30 mM NacCl.
Por ml de solucién de IgG, se afiaden 50 ul de Biotin-N-hidroxisuccinamida (3,6 mg/ml en DMSO). Después de un
transcurso de tiempo de 30 minutos a la temperatura ambiente, la muestra, se cromatografia sobre Superdex® 200 (10
mM NaH,PO,/NaOH, pH 7,5, 30 mM NacCl). Se recolecta la fraccién que contiene IgG bitotinilada. Los anticuerpos
monoclonales, se biotinilan en concordancia con el mismo procedimiento.

Digoxigenilacion de IgG de conejo, policlonal

La IgG de conejo, policlonal, se lleva a 10 mg/ml, en 10 mM NaH,PO,/NaOH, pH 7,5, 30 mM NaCl. Por ml
de solucién de IgG, se anaden 50 ul de éster de N-hidroxisuccinimida del dcido digoxigenin-3-O-metilcarbonil-g-
aminocaprénico, (Roche Diagnéstics, Mannheim, Alemania, N° de Cat. 1 333 054)(3,8 mg/ml en DMSO). Después
de un transcurso de tiempo de 30 minutos a la temperatura ambiente, la muestra, se cromatografia sobre Superdex®
200 (10 mM NaH,PO,/NaOH, pH 7,5, 30 mM NaCl). Se recolectan las fracciones que contienen IgG digoxigenilatada.
Los anticuerpos monoclonales, se marcan con digoxigenina, en concordancia con el mismo procedimiento.

Ejemplo 3
Transferencia Western para la deteccion de ASC en muestras de suero 'y de plasma humanos

Se procede a llevar a cabo SDS-PAGE y transferencia de Western, utilizando los reactivos y equipos de Invitrogen,
Karlsruhe, Alemania. Muestras de plasma humano, se diluyen, a un valor de relacién 1:20, en un tamp6n de muestra de
LDSA, de reduccién, NuPAGE @ (Invitrogen), y se procede a calentar durante un transcurso de tiempo de 5 minutos,
a una temperatura de 95°C. Se procesan 10 ul de alicuotos en un 4-12% de geles de (Bis-Tris), en el sistema tampdn
de procesado de MES. La mezcla de proteinas separadas en gel, se somete a transferencia, en membranas de micro-
celulosa, utilizando el Médulo de transferencia del tipo XCELL II® Blot Module (Invitrogen) y el sistema de tampén
de transferencia NuPAGE®. Las membranas, se lavan 3 veces, en PBS/0,05% Tween-20, y se bloquen con tamp6n de
bloqueo del tipo SuperBlock Blocking Buffer (Pierce Biotechnology, Inc., Rockford, IL, USA). El anticuerpo primario
biotinilado, se diluye en el tamp6n de bloqueo del tipo SuperBlock Blocking Buffer (0,01-0,2 pg/ml) y se incuba con
la membrana, durante un transcurso de tiempo de 1 hora. La membranas, se lavan 3 veces en PBS/0,05% Tween-20. El
anticuerpo primario biotinilado especificamente enlazado, se marca con un conjugado de de Esptreptavidina-HRP (20
Mu,grs/ml en tamp6n de bloqueo del tipo SuperBlock Blocking Buffer). Después de incubacién, durante un transcur-
so de tiempo de 1 hora, la membrana, se lava 3 veces en PBS/0,05% Tween-20. El conjugado de estreptavidina-HRP,
se detecta utilizando un substrato quimioluminiscente (SuperSignal West Femto Substrate, Pierce Biotechnology, Inc.
Rockford, IL, USA) y pelicula auto-radiografica. Los tiempos de exposicion, varfan desde los 10 minutos hasta toda
la noche.

Ejemplo 4
ELISA para la medicion de ASC en muestras de suero y de plasma humano

Para la deteccién de ASC en suero o plasma humanos, se desarrolla un sandwich ELISA. Para la captura de
deteccion del antigeno, se procede a conjugar alicuotos de anticuerpo policlonal anti-ASC (véase el ejemplo 2) con
biotina y digoxigenina, respectivamente.

Se procede a incubar placas de microhoyos provistas de 96 hoyos, con 100 ul anticuerpo policlonal anti-ASC
biotinilado, durante un transcurso de tiempo de 60 minutos, a 10 yg/ml, en 10 mM fosfato, pH 7,4, 1% BSA, 0,9%
NaCl y 0,1% Tween 20. Después de la incubacion, las placas, se lavan tres veces con 0,9% NaCl, 0,1 Tween 20. Se
procede, a continuacion, a incubar los hoyos, durante un transcurso de tiempo de 2 horas, bien ya sea con una dilucién
de serie de la proteina recombinante (véase el ejemplo 2), como antigeno standard, o bien ya sea con muestras liquidas
diluidas, obtenidas de pacientes. Después del enlace de la ASC, las placas, se levan tres veces con 0,9% NacCl, 0,1%
Tween 20. Para la deteccién especifica de ASC enlazada, los pozos, se incuban con 100 ul de anticuerpo policlonal
anti-ASC digoxigenilado, durante un transcurso de tiempo de 60 minutos, a 10 ug/ml, en 10 mM fosfato, pH 7,4, 1%
BSA, 0,9% NaCly 0,1% Tween 20. A continuacidn, las placas, se lavan tres veces, con objeto de retirar anticuerpo
no enlazado. En una etapa siguiente, los hoyos, se incuban con 20 mU/ml de conjugados de anti-digoxigenina-POD
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania, n° de catidlogo 1633716), durante un transcurso de tiempo de 60
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minutos, en 10 mM fosfato, pH 7,4, 1% BSA, 0,9% NaCl y 0,1% Tween 20. A continuacidn, las placas, se lavan tres
veces con el mismo tampodn. Para la deteccion de los complejos antigeno-anticuerpo, los hoyos, se incuban con 10 u
de solucién de ABTS (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania, n° de catdlogo 11685767), y la OD, se mide
después de un transcurso de tiempo de 30-60 minutos, a 405 nm, con lector de ELISA.

Ejemplo 5
Evaluacion, sensibilidad y especificidad del marcador
Andlisis de ROC para valorar la utilidad clinica, en términos de exactitud del diagndstico

La exactitud o precision, se valora procediendo a analizar muestras liquidas obtenidas de cohortes de pacientes bien
caracterizados. El colectivo de control A (véase la Tabla 1), contiene 317 individuos que comprenden 271 donantes
de sangre y 46 pacientes que han experimentado colonoscopia. El colectivo de control B, comprende 87 pacientes con
enfermedades no cancerosas.

Los 109 pacientes con cancer colorrectal (colectivo C), comprenden tumores de diferentes etapas (Tabla 2, Tabla
4). Adicionalmente, ademds, en el andlisis, se incluyen 27 muestras en una etapa precancerosa (colectivo D). Con
objeto de analizar la especificidad con respecto a otros canceres, en el cohorte de muestras, se incluyen 272 pacientes
con otros tumores (colectivo E). El cohorte, se resume en la Tabla 2; La tabla 3, proporciona detalles para los pacientes
con canceres gastrointestinales.

Los CA 19-9, CYFRA 21-1 y CEA, se miden mediante ensayos comercialmente obtenibles en el mercado (Roche
Diagnostics, ensayo de CA 19-9: n° de cat. 11776193, ensayo de CYFRA 21-1, n° de cat. 11820966, ensayo de CEA
n°® de cat. 1731629) para el analizador de inmunoensayos de Elecsys®Systems). La NNMT, se mide utilizando el
procedimiento del ejemplo 4 y anticuerpos, segtn se describe en la publicacién de patente internacional WO 2004/057
336. Se ha desarrollado un inmunoensayo realizado en casa, para la medicioén de la ASC. Este ensayo, se realiza en un
formato de placa de microtitulacién. Se utilizan placas de microtitulacién recubiertas con estreptavidina. Se utiliza un
anticuerpo policlonal biotinilado a la ASC, como anticuerpo de captura y un anticuerpo policlonal digoxigenilado a
la ASC, como segundo compafiero, en este ensayo sandwich. El complejo sandwich formado, se visualiza finalmente
mediante un conjugado antidigoxigenina-peroxidasa del rdbano salvaje y substrato apropiado de peroxidasa.

TABLA 1

Colectivo de pacientes, controles

A) Pacientes 317

sanos &

Donantes de sangre, de 30 - 40 arios| 150

de edad

Donantes de sangre, emparejados por| 121

edad

Controles de colonoscopia negativos 46
B) Controles de 87
enfermedad I

Diverticulosis 50

Diverticulitis 7

Colitis 12
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Enfermedad inflamatoria del intestino 10
(Morbus Crhon, c¢ollitis ulcerativa,
diarrea recidivante inflamatoria
Ulcera 19
Otras enfermedades del intestino 1
TABLA 2
Colectivo de pacientes, pacientes con cdncer
C) Total de pacien- 109
tes con cancer
colorrectal
Colectivo (a) 69
Colectivo (b) 40
D) Estado precan- Colectivo (c), adenoma < 1 cm; 27
ceroso pre-canceroso
E) Total de pacien- 272
tes con otros
canceres
Canceres gastrointestinales no| 21]
CRC
Cénceres ginecoldgicos 71
Céanceres de pecho 20
Cancer de pulmén 20
Cancer de proéstata 51
Cancer de vejiga 19
Otros canceres 1
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TABLA 3

Colectivo de pacientes, pacientes con otros cdnceres GI

Total 21
Cancer de estdmago 20
Cancer de pancreas 1

TABLA 4

Cdncer colorrectal-etapas de la enfermedad

Total 109
UICC O 3 (3%)
UICC I 33 (30%)
UICC II 23 (21%)
UICC ITI 21 (19%
UICC IV 23 (21%)
Etapas desconocidas 6 (6%)

La figura 2, recopila los datos obtenidos con las muestras de control (Tabla 1) de suero y plasma. La figura, muestra
el hecho de que, mas muestras de los controles de enfermedad que los controles sanos, exhiben altos valores de ASC.
Teniendo en cuenta este descubrimiento, el valor de corte, se define como definiendo al porcentaje del 90% de todos
los controles.

Especificamente con respecto a los controles de enfermedad, la Tabla 5, comparte la especificidad del marcador

ASC con las especificidades de NMMT, CA 19-9, CEA y CYFRA 21-1. De la misma forma que para la ASC, el valor
de corte de cada otro marcador, define el porcentaje del 90% de todos los controles.
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TABLA 5

Numero de ASC NNMT CA 19-9 | CEA CYFRA

pacientes 21-1
Todos los contro- 87 67,8% 75, 9% 85,1% 83, 9% 85,5%
les de enfermedad
Diverticulosis 50 76% 76% 82% 80% 52%
Diverticulitis 7 43% 57% 100% 86% 100%
Colitis 12 58% 67% 92% 83% 75%
CED 10 70% 90% 80% 100% 70%

Se evalia la especificidad de la ASC, procediendo a someter a test de ensayo las muestras de suero y de plas-
ma procedentes de pacientes diagnosticados con otros cdnceres. La especificidad, se compara con respecto a otros

marcadores utilizados. En la Tabla 6, se recopilan los resultados.

Especificidad de la ASC y de otros marcadores de cdncer, con respecto a otros cdnceres (Colectivo de pacientes E)

TABLA 6

Nuémero de ASC NNMT CA 19-9 | CEA CYFRA

pacientes 21-1
Todos los contro- 272 57,7% 76,1% 81, 6% 82,4% 62,9%
les de enfermedad
Pecho 90 58% 89% 87% 83% 71%
Estdémago 20 35% 45% 60% 75% 15%
Ovario 28 46% 50% 68% 82% 18%
Endometrio 27 67% 74% 81% 93% 89%
Cérvix 12 67% 67% 75% 83% 75%
Pulmén 20 10% 40% 95% 60% 25%
Vejiga 19 68% 89% 95% 95% 89%
Préstata 51 80% 96% 82% 84% 82%
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Con objeto de evaluar la sensibilidad con respecto a la ASC, se procede a analizar muestras de suero y de plasma
procedentes de pacientes diagnosticados con CRC en diferentes etapas. En las tablas 7 a/b y 8, se recopilan los resul-
tados. Las distribuciones, de los valores medidos para la ASC y el CEA, se muestran en la Figura 3 y en la Figura 4,
respectivamente.

TABLA 7a

Sensibilidad con respecto al cdncer colorrectal

Numero de ASC NNMT CA 19-9 | CEA CYFRA

pacientes 21-1
UICC O 3 100% 67% 33% 67% 33%
UICC I 33 67% 52% 18% 39% 55%
UICC IT 23 35% 26% 30% 22% 43%
UICC ITI 21 43% 67% 38% 48% 71%
UICC IV 23 74% 74% 57% 83% 74%
Sin etapas 6 0% 67% 0% 33% 33%
Pacientes con CRC 109 54,1% 55% 32,1% 46,8% 57,8%
sometidos a ensayo ]

TABLA 7b

Sensibilidad con respecto a una etapa precancerosa

Nuamero de ASC NNMT CA 19-9 | CEA CYFRA
pacientes 21-1
Adenoma > 1 cm 27 18,5% 22,2% 11,1% 25, 9% 25,9%vJ

Se procede a realizar un andlisis de ROC, en concordancia con Zweig, M. H., y Campbell, mencionado anterior-
mente, arriba. Se encuentra que, el potencial discriminatorio para pacientes de diferenciacién en el grupo de cancer
colorrectal, procedentes del grupo de control sano, tal y como se mide mediante el drea que se encuentra bajo la cur-
va/(AUC), es por lo menos tan bueno, o incluso mejor, para la ASC (88%), al compararse con los otros marcadores
sometidos a tests de ensayo. Cuando el colectivo de cdncer colorrectal se compara con todos los controles, incluyendo
los controles de enfermedad, el poder discriminatorio de la ASC, es todavia por lo menos igual, si no mejor, que el del
marcador CYFRA 21-1. Adicionalmente, ademads, el poder discriminatorio de la ASC, es notablemente mejor que el
de la NNMT. Los resultados, se proporcionan en la Tabla 8 y en las figuras 5 y 6.
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TABLA 8
Andlisis ROC
ASC NNMT cA 19-9 CEA CYFRA
221-1

Cancer de colon 88% 84% 2% 17% 84%
Cancer de colon / controles 83% 80% 70% 75% 82%
sanos + controles de enfermedad
Cancer de colon / controles 72% 75% 66% 73% 75%
sanos + controles de enfermedad
+ otros canceres

Tal y como resulta claro a raiz de los datos mostrados, aparte de indicar tumores, la ASC, es también elevada,
en controles de enfermedades del intestino. A pesar de la més baja especificidad a los controles de enfermedades del
intestino, los controles de diferenciacion entre las muestras de cancer de colon y controles (sanos + enfermedad), es
mejor que los para los otros marcadores de rutina CEA y CA 19-9.

Ejemplo 6
Panel de marcadores

Tal y como se muestra en el Ejemplo 5, la ASC, es un prometedor candidato para la evaluacién, como un miembro,
en el panel de marcadores para el colon.

Los algoritmos de clasificacion, se generan con el andlisis discriminatorio regularizado (RDA-del inglés Regu-
larizad Discriminant Analysis, el cual es una generalizacién de andlisis discriminatorio comiin, es decir, Andlisis
Discriminatorio Cuadratico y Lineal (McLachlan, G. J., Discriminant Analysis and Statistical Pattern Recognition,
Wiley Series in probability and mathematical stadistics, 1992, -Andlisis discriminatoiro y reconocimiento estadistico
de modelos patrén-, Series Wiley en probabilidades y estadisticas matemadticas, 1992)-.

En el RDA, se utilizan alternativas a las estimaciones de probabilidades méximas usuales (complemento o “plug-
in”), para las matrices de covarianza. Estas alternativas, se caracterizan por dos pardmetros (4,y), cuyos valores, se
particularizan a situaciones individuales, procediendo a minimizar conjuntamente una estimacién basada en muestra
del riesgo futuro de clasificacién fallida (Friedman, J. H., Regularizad Discriminat Analysis, -Andlisis dicriminatorio
regularizado-, J. of the American Statistical Assotiation 84 (1989) 165-175). Como un procedimiento alternativo,
puede adoptarse el Support Vector Machines algoritms, -Algoritmos mecdnicos de vectores de soporte (Hastie, Trevor,
Tibshirani, Robert, Friedman, Jerome, The Elementes of Statistical Lerning, Springer Series in Statistics, 2001-, Los
elementos del aprendizaje estadistico, Series Springer sobre estadistica, 2001), con unos resultados de clasificacién
comparables. El andlisis mediante RDA, se basa en 106 muestras de CRC, y 404 controles sanos/enfermedad.

Los paneles de marcadores, se construyen por etapas, partiendo del mejor marcador individual para el problema de
de clasificacion, y finalizando cuando el incremento en sensibilidad, a un nivel de especificidad del 90%, no cambia
ya mds, de una forma remarcable. Con objeto de ganar distribuciones centralizadas, cada marcador individual, se
transforma con la funcién logaritmica (log) natural.

La Tabla 9, presenta los datos de RDA, obtenidos utilizando un comparacién de muestras de CRC versus muestras

de control sanos/enfermedad, ajustdndose, la especificidad, a un 90%. Se tomara debida nota en cuanto al hecho de
que, la ASC, tiene la mejor drea ROC bajo la curva de todos los marcadores de tumores sometidos a tests de ensayo.
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TABLA 9

Andlisis univariado

Marcador ROC-AUC Sensibilidad
CEA 0,75 42,7
CcA 15-3 0,53 15,1
CA 125 0,63 26,4
CA 19-9 0,70 31,1
CA 72-4 0,64 26,4
CYFRA 21-1 0,82 60,4
NSE 0,54 31,1
AFP 0,50 11,3
NNMT 0,80 52,8
ASC 0,83 54,7

Las tablas 10 y 11, muestran los resultados del andlisis univariado. De una forma sorprendente, la busqueda para
la mejor combinacién de 2, 3, 4 y 5 marcadores diferentes, conduce a la observacién de que, las combinaciones que
incluyen al CEA (y también al CA 19-9), parecen ser inferiores. La mejor combinacién encontrada en base al presente
juego o conjunto de muestras, incluye a los CYFRA 21-1, NSE y ASC. Este resultado, se muestra, de una forma
ejemplificada, mediante la Tabla 11, la cual refleja los resultados con diferentes combinaciones que incluyen al CEA.
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(Tabla pasa a pdgina siguiente)
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TABLA 10

Andlisis multivariado (1)

Numero Panel de marcadores Procedi- Validacién cruzada
de mar- miento (por cinco veces)
cadores (RDA) Error Sensi- Especi -
total bilidad | ficidad
1 log CYFRA 21-1 A=0,25; y=0] 0,16322 59,7% 90, 3%
2 log CYFRA 21-1, log A=0; y=0,75| 0,14052 69, 6% 90, 5%
NSE
3 log CYFRA 21-1, log A=0,5; y=0 0,12260 78,7% 90,2%
NSE, log ASC
4 log CYFRA 21-1, log A=0,5; y=0 0,12807 76,4% 90%
NSE, log ASC, log NNMT
5 log CYFRA 21-1, A=0,75; y=01] 0,13192 74,7% 90%
log NSE, log ASC,
log NNMT, log AFP
TABLA 11
Andlisis multivariado (2); marcadores preseleccionados ASC, NNMT, CEA
Namero Panel de | Procedimiento Validacidén cruzada
de mar- | marcadores (RDA) (por cinco veces)
cadores Error Sensi- Especi-
total bilidad | ficidad
2 log ASC, log CEA A=0,25; y=,0,251] 0,16287 58% 90, 6%
2 log NNMT, log CEA A=0,5; y=0 0,16175 59, 3% 90, 3%
3 log NNMT, log CEA, | A=1l; y=0,25+ 0,15828 61,8% 90,1%
log ASC .
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento para valorar el cancer colorrectal (CRC), in vitro, que comprende las etapas de

a) la medicién, en una muestra, de la concentracién de proteina semejante al moteado asociado a la apoptosis que
contiene un dominio de reclutamiento asociado a la caspasa (ASC),

b) opcionalmente, la medicién, en una muestra, de la concentracion determinada de uno o mas marcadores adicio-
nales distintos del cdncer colorrectal, y

¢) correlacionar la concentracién determinada en la etapa (a), y opcionalmente, las concentraciones determinadas
en la etapa b), a la diagnosis de cancer colorrectal, en donde, un elevado nivel de ASC, es indicativo para CRC.

2. El procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado adicionalmente por el hecho de que, la citada muestra,
se selecciona de entre el grupo consistente en suero, plasma, y sangre entera.

3. El procedimiento segiin una de las reivindicaciones 1 y 2, caracterizado adicionalmente por el hecho de que,
el citado un marcador o més marcadores adicionales distintos, se selecciona(n) de entre el grupo consistente en NSE,
CYFRA 21-1, NNMT, CA 19-9, CA 72-4, y CEA.

4. El procedimiento segiin la reivindicacién 3, caracterizado adicionalmente por el hecho de que, el citado un
marcador o mas marcadores adicionales distintos, es CYFRA 21-1.

5. El procedimiento segun la reivindicacién 3, caracterizado adicionalmente por el hecho de que, el citado un
marcador o mds marcadores adicionales distintos, es NSE.

6. Uso de proteina ASC, como una molécula marcadora en la valoracidén in vitro de cancer colorrectal.

7. Uso un panel de marcadores, que comprende ASC y uno o mds marcadores adicionales distintos para cdncer
colorrectal, en la valoracién in vitro de cancer colorrectal.

8. Uso del marcador segun la reivindicacién 7, en donde, el citado un marcador o mds marcadores adicionales
distintos, se selecciona(n) de entre el grupo consistente en NSE, CYFRA 21-1, NNMT, CA 19-9, CA 72-4, y CEA.

9. Uso de un panel de marcadores, segun la reivindicacién 8, que comprende por lo menos ASC, CYFRA 21-1y
NSE.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 4
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Figura 7
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<400> 1

Met Gly

Ala Glu

Arg Glu

Ala Leu

50

Gly
65

Met Ala

Pro

His Phe

val Glu

130

Gln
145

Tyr
Lys Leu
Leu

Leu

Glu Arg

Ala

Ala

Arg Ala

Glu Leu

20

Gly Tyr
35

Asp Leu

Glu Leu

Gly Gin

Gly Ile

100

Ile Asp

115

Trp

Leu

Gln Ala

Phe

Ser

Gln Ala

Ser
195

180

Lys

Gly

Thr

Thr

Leu

85

Gln

Gln

Leu

val

Phe

165

Leu

Asp Ala Ile Leu Asp Ala

10

Phe Leu Leu

25

Lys Lys Lys

Ile Pro Ala

40

Arg Arg Gly

Asp Lys Leu Val Ser Phe

55

Ala
10

Asn Val Leu Arg Asp

Gln Ala Ala His Glin

90

Thr

Ala Gln

105

Pro Pro Ser Ala

Ala
120

His Arg Ala Leu Ile

Ala Leu

135

Asp Tyr Gly Lys

Arg Ala Glu Pro Thr

150

Asn
155

Thr Ala Asn

170

Pro Trp Trp

Glu Gln

185

Arg Ser Ser Tyr

Leu Glu

Ser

Leu

Leu
45

Leu

Tyr Leu

60

Met Gly

Gly Ser

Ala Lys

Ala Arg
125

Val Leu
140

Pro Ser

Thr Cys

Leu Val

Asn

val

30

Ser

Glu

Leu

Gly

Pro

110

Val

Thr

Lys

Lys

Glu
190

Leu Thr

15

Pro Leu

Met Asp

Thr Tyr

Gln Glu

80

Ala
95

Ala

Gly Leu

Thr Asn

Asp Glu

Met Arg
160

Asp Leu
175

Asp Leu
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