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ES 2271892 T3

DESCRIPCION

Uso de la proteina MASP como marcador para el cancer colorrectal.

La presente invencidn estd relacionada con el diagndstico del cancer colorrectal. Revela el uso de la proteina MASP
(precursor maspin) en el diagndstico del cancer colorrectal. Ademds, estd relacionada especialmente con un método
para el diagnéstico del cancer colorrectal a partir de una muestra liquida, obtenida de un individuo por medicién de
MASP en dicha muestra. La mediciéon de MASP puede, por ejemplo, ser utilizada en la deteccién o diagndstico precoz
del cdncer colorrectal.

El céancer sigue siendo un gran reto para la salud publica a pesar del progreso en su deteccion y terapia. Entre los
distintos tipos de cancer, el cancer colorrectal (CCR) es uno de los cdnceres mds frecuentes en el mundo occidental.

Cuanto antes pueda ser detectado y diagnosticado el cancer, mejor es la tasa global de supervivencia. Esto es
especialmente cierto para el CCR. Los estadios avanzados del tumor tienen un mal prondstico. Mds de un tercio de los
pacientes morirdn por el progreso de la enfermedad durante los 5 afios posteriores al diagndstico, que corresponden
a una tasa de supervivencia de aproximadamente un 40% para 5 afos. El tratamiento habitual tan sélo cura a una
proporcién pequefia de los pacientes y claramente tiene los mejores efectos en aquellos pacientes diagnosticados en
estadios tempranos de la enfermedad.

Al considerar al CCR como un problema de salud publica, es esencial que se desarrollen mas medidas preventivas
y de cribado efectivas para el cancer colorrectal.

Los procedimientos de deteccion precoz disponibles actualmente para el cdncer colorrectal implican la utilizacién
de pruebas para la deteccidn de sangre en heces o procedimientos endoscépicos. Sin embargo, normalmente el tumor
debe tener un tamafio considerable del tumor antes de que se detecte sangre fecal. La sensibilidad de las pruebas de
deteccion de sangre oculta en las heces (prueba del guayaco) es aproximadamente del 26%, lo que significa que el 74%
de los pacientes con lesiones malignas no se detectardn (Ahlquist, D.A., Gastroenterol. Clin. North Am. 26 [1997] 41-
55). La visualizacién de lesiones precancerosas y cancerosas representa la mejor estrategia para la deteccién precoz,
pero la colonoscopia es invasiva y los costes, los riesgos y las complicaciones son significativos (Silvis, S.E., et al.,
JAMA 235 (1976) 928-930; Geenen, J.E., et al., Am. J. Dig. Dis. 20 (1975) 231-235; Anderson, W.E,, et al., J. Nati.
Cancer Institute 94 (2002) 1126-1133).

En los dltimos afios se ha informado de la existencia de una cantidad enorme de los llamados genes especificos
del colon o incluso los llamados genes especificos del cancer colorrectal. La inmensa mayoria de los correspondientes
articulos de investigacion o solicitud de patentes estdn basados en los datos obtenidos mediante andlisis de pautas de
expresion de RNA en tejido de colon (canceroso) frente a un tejido diferente o un tejido adyacente normal, respecti-
vamente. Dichas estrategias se pueden englobar dentro las técnicas de detecciéon de mRNA diferencial.

La patente WO 01/96390 debe ser mencionada y discutida como un ejemplo de los datos disponibles de técnicas de
deteccion de mRNA. Esta solicitud describe y reivindica mds de doscientos polinucledtidos aislados y los correspon-
dientes polipéptidos como tales, asi como su uso en la deteccién del CCR. Sin embargo, es de conocimiento general
que las diferencias en las concentraciones de mRNA no se reflejan en las concentraciones de la correspondiente pro-
tefna. Un mRNA poco abundante puede codificar una proteina que se encuentra en grandes cantidades y un mRNA
abundante puede codificar una proteina de detectar y encontrar. Esta falta de correlacién entre el nivel de mRNA vy el
nivel de proteina se debe a motivos como: estabilidad del mRNA, eficiencia de traduccidn, estabilidad de la proteina,
etc.

Asimismo, existen estrategias actuales que investigan diferencias en las pautas de expresion de proteinas entre
diferentes tejidos o entre tejidos sanos y enfermos para identificar las moléculas marcadoras candidatas que se podrian
utilizar para el diagnéstico del CCR. Briinagel, G., et al., Cancer Research 62 (2002) 2437-2442 han identificado siete
proteinas de la matriz nuclear que parecen ser mds abundantes en tejido con CCR cuando se comparan con tejido
adyacente normal. No se ha informado de la existencia de datos procedentes de muestras liquidas obtenidas de un solo
individuo.

La patente WO 02/078636 informa sobre nueve spots asociados a cdncer colorrectal detectados mediante espec-
troscopia de desorcién/ionizacién de laser superficie-realzada (SELDI). Estos spots se observan mas frecuentemente
en muestras de suero de pacientes con CCR cuando se comparan con sueros obtenidos de controles sanos. No obstante,
se desconoce la identidad de la(s) molécula(s) incluidas en ese spot, como p. €j., su secuencia.

A pesar de la larga y creciente lista de marcadores de proteinas candidatas en el campo del CCR, hasta el momento
se desconoce la utilidad clinica y diagndstica de estas moléculas. Para que un nuevo marcador diagndstico sea de
utilidad clinica como un marcador tinico como minimo debe ser tan bueno como el mejor marcador tinico ya conocido
en su campo. O, un nuevo marcador deberia suponer una mejora de la sensibilidad o la especificidad del diagndstico
ya sea utilizado solo o en combinacién con uno o mas marcadores, respectivamente. La sensibilidad o especificidad
del diagndstico de una prueba se valora mejor por sus caracteristicas de funcionamiento del receptor, las cuales serdn
descritas en detalle a continuacion.
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En la actualidad, tinicamente estdn disponibles andlisis de sangre basados en la deteccién de antigeno carcinoem-
briénico (ACE), una glicoproteina asociada a tumores, para ayudar al diagndstico en el campo del CCR. El ACE se
encuentra elevado en el 95% de las muestras de tejidos obtenidas de pacientes con cancer colorrectal, gastrico, y pan-
credtico; y en la mayoria de carcinomas de pecho, pulmén, cabeza y cuello (Goldenberg, D.M., et al., J. Nati. Cancer
Inst. (Bethesda) 57 (1976) 11-22). También se han detectados niveles elevados de ACE en pacientes con enfermedad
no cancerosa y muchos pacientes con cancer colorrectal tienen niveles normales de ACE en el suero, especialmente,
durante el estadio inicial de la enfermedad (Carriquiry, L.A., and Pineyro, A., Dis. Colon Rectum 42 (1999) 921-929;
Herrera, M.A., et al., Ann. Surg. 183 (1976) 5-9; Wanebo, H.J., ef al., N. Engi. J. Med. 299 (1978) 448-451). Segtn
se ha informado, la utilidad de la medicién del ACE en suero o plasma para la deteccion de recurrencias es un tema
polémico y todavia debe ser aplicado ampliamente (Marteil, R. E., et al., mt. J. Biol. Markers 13 (1998) 145-149;
Moertel, C.G., et al., JAMA 270 (1993) 943-947).

Si se consideran los datos disponibles, la determinacién en suero del ACE no posee sensibilidad ni especificidad
suficiente para permitir su uso como una prueba de cribado para cancer colorrectal en la poblacién asintomaética.
(Reynoso, G., et al., JAMA 220 (1972) 361-365; Sturgeon, C., Clinical Chemistry 48 (2002) 1151-1159).

La sangre total, el suero o el plasma son las fuentes de muestras mds ampliamente utilizadas en la préctica clinica
rutinaria. La identificacién de un marcador de tumor de CCR inicial que permitiese la deteccién fiable del cancer o
aportase informacion sobre el prondstico inicial podria significar el desarrollo de una prueba diagndstica que podria
ayudar enormemente en el diagndstico y en el tratamiento de esta enfermedad. Por tanto, existe una necesidad clinica
urgente para mejorar el diagndstico del CCR a partir de las muestras de sangre. Es especialmente importante mejorar
el diagnéstico temprano del CCR, ya que las posibilidades de sobrevivir son mucho mayores para aquellos pacientes
diagnosticados en los estadios iniciales de la enfermedad que para los diagnosticados en estadios avanzados.

El objetivo de la presente invencidn era investigar si se puede identificar un nuevo marcador y que éste pueda
ayudar en el diagndstico del CCR.

Sorprendentemente, se ha averiguado que el uso de la proteina MASP puede al menos superar parcialmente los
problemas conocidos hasta el momento.

La presente invencion, por tanto, se refiere a un método para el diagndstico del cancer colorrectal que consta de los
siguientes pasos: a) aportar una muestra liquida obtenida de un individuo; b) poner en contacto dicha muestra con un
agente de unién especifico para MASP bajo las condiciones apropiadas para la formacién de un complejo entre dicho
agente de unién y MASP; y c) correlacionar la cantidad de complejo formado en (b) con el diagndstico de cancer
colorrectal. Un método preferido utiliza una muestra liquida obtenida de un individuo.

Otra realizacién preferida de la invencion es un método para el diagnédstico del cdncer colorrectal que consta de los
siguientes pasos: a) poner en contacto una muestra liquida obtenida de un individuo con un agente de unién especifico
para MASP bajo las condiciones apropiadas para la formacién de un complejo entre dicho agente de unién y MASP;
y b) correlacionar la cantidad de complejo formado en a) con el diagnéstico de cancer colorrectal.

Como el experto en la materia puede apreciar, cualquier diagnéstico de este tipo se hace in vitro. La muestra del
paciente se descarta posteriormente. La muestra del paciente tnicamente se utiliza para el método de diagndstico
in vitro de la invencién y el material de la muestra del paciente no se transfiere de nuevo al cuerpo del paciente.
Normalmente, la muestra es liquida.

La proteina MASP (precursor maspin; Swiss-PROT: P36952) se caracteriza por la secuencia dada en SEQ ID
NO: 1. El cDNA maspin humano clonado codifica una proteina de 42 kDa que homdloga a la superfamilia serpin de
inhibidores de proteasa. Estudios de inmunotincién demuestran que maspin se encuentra en la matriz extracelular y en
la membrana plasmadtica (Zou, Z., et al., Science 263 (1994) 526-529).

El gen MASP humano (SERPINBS de PIS5) se aisl6 originalmente del epitelio mamario normal mediante hibrida-
cion sustractiva en base a su expresion a nivel de mRNA (Zou er al., supra). Maspin se expresaba en células epiteliales
mamarias normales pero no en la mayoria de lineas celulares de carcinoma mamario. Zou et al. (supra) mostré que su
expresion reduce la capacidad de las células transformadas de inducir la formacién de tumores y metastasis, sugiriendo
que el gen maspin codifica un supresor tumoral.

Bass, R., et al. (J. Biol. Chem. 277 (2002) 46845-46848) caracterizé el maspin eucaridtico y descubrié que no
presentaba un efecto inhibidor de proteasa frente a ninguno de los sistemas proteoliticos analizados. Sin embargo,
inhibi6 la migracién tanto de tumores como de células del musculo liso vascular.

Song, S.Y., et al. (Digestive Diseases and Sciences 47 (2002) 1831-1835) estudi6é la expresion de maspin en
cénceres de colon mediante tincién inmunohistoquimica de secciones de tejido de adenomas, adenocarcinomas y ade-
nocarcinomas metastiticos. La inmunorreactividad de maspin descubierta por Song et al. (supra) era citoplasmadtica,
con algo de tincion nuclear. Mas del 90% de cortes histolégicos de tejidos de adenomas, el 75% de adenocarcinomas
y el 47% de carcinomas metastaticos presentaron tincién positiva para maspin. Este estudio presentaba la limitacién
de no utilizar ningiln sistema de ensayo cuantitativo, como el andlisis de transferencia western (western blot). No se
valor¢ el nivel de expresién en comparacién con tejido de colon normal adyacente.
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Como es obvio para el experto en la materia, la presente invencion no se debe considerarse limitada a la longitud
completa de la proteina MASP de SEQ ID NO: 1. La presente invencién también abarca fragmentos de MASP fi-
siolégicos o artificiales, modificaciones secundarias de MASP, asi como variantes alélicas de MASP. Los fragmentos
artificiales preferentemente abarcan un péptido producido sintéticamente o por técnicas recombinantes, que constan
de al menos un epitopo de interés diagndstico consistente en al menos 6 aminodcidos contiguos que se obtienen de
la secuencia presentada en SEQ ID NO: 1. Tal fragmento puede ser utilizado ventajosamente para la generacion de
anticuerpos o como un estdndar en un inmunoensayo. Es ain més preferible que el fragmento artificial conste de al
menos dos epitopos de interés apropiados para disefiar un inmunoensayo de tipo sandwich.

En realizaciones preferidas, el marcador novedoso MASP se puede utilizar para monitorizar asi como para el
cribado.

Cuando el método diagnéstico de acuerdo con la presente invencidn se utiliza en monitorizacién de pacientes
puede ayudar a valorar la carga tumoral, la eficacia del tratamiento y la recurrencia del tumor en el seguimiento
de los pacientes. Niveles elevados de MASP estdn directamente relacionados con la carga tumoral. Después de la
quimioterapia un incremento de MASP a corto plazo (desde unas pocas horas hasta 14 dias) puede servir como un
indicador de la muerte de las células tumorales. En el seguimiento de los pacientes (desde 3 meses hasta 10 afios) se
puede utilizar un incremento de MASP como indicador de recurrencia tumoral.

En una realizacién preferida el método de diagndstico de acuerdo con la presente invencién se utiliza para la
realizacion de cribados. P. €j. se utiliza para evaluar individuos sin un diagndstico previo de CCR mediante la medicién
del nivel de MASP y la correlacion del nivel medido con la presencia o ausencia de CCR.

El céncer colorrectal con mucha frecuencia evoluciona de adenomas (pdlipos) a carcinomas malignos. Los dife-
rentes estadios del CCR normalmente se clasificaban de acuerdo con la clasificaciéon de Duke de los estadios A a
D.

El estadiaje del cdncer consiste en la clasificacion de la enfermedad en funcién de la extension, la progresion y la
gravedad. Agrupa a los pacientes con cancer de manera que se pueden hacer generalizaciones sobre el prondstico y la
seleccion del tratamiento.

Actualmente, el sistema TNM es la clasificacién mds ampliamente utilizada de la extensién anatémica de céncer.
Representa un sistema uniforme de estadiaje aceptado internacionalmente. Hay tres variables bdsicas: T (la extensién
del tumor primario), N (el estado de los nédulos linfaticos regionales) y M (presencia o ausencia de metéstasis distan-
tes). Los criterios TNM estdn publicados por la UICC (Unién Internacional Contra el Cancer), Sobin, LH., Wittekind,
Ch. (eds): TNM Classification of Malignant Tumours, fifth edition, 1997).

Lo realmente importante es que el diagnéstico precoz del CCR supone un prondstico mucho mejor. Los tumo-
res malignos colorrectales surgen de tumores benignos, p. €j. de adenomas. Por tanto, el mejor prondstico lo tienen
aquellos pacientes diagnosticados en el estadio de adenoma. Los pacientes diagnosticados en estadios tan iniciales
como Tj,, NO, MO o TI-3; NO; MO, si se tratan apropiadamente tienen més del 90% de probabilidad de supervivencia 5
afios después del diagnéstico en comparacién con la tasa de supervivencia a 5 afios de sé6lo el 10% para los pacientes
diagnosticados cuando las metdstasis distantes ya estdn presentes.

En el sentido de la presente invencién el diagnéstico precoz del CCR se refiere al diagndstico en un estadio pre-
maligno (adenoma) o en un estadio tumoral en el que no hay ninguna metéstasis (ni proximal ni distal), p. €j., adenoma,
Ti, NO, MO o T1-4; NO; MO estéan presentes. T; indica carcinoma in situ.

En una realizacion preferida la deteccion de MASP se utiliza para diagnosticar el CCR tan temprano como en el
estadio de adenoma.

Es atn mds preferido que el CCR se diagnostique cuando todavia no ha crecido completamente a través de la pared
intestinal y de este modo ni el peritoneo visceral estd perforado ni otros 6rganos o estructuras son invadidos, p. ej., que
el diagnéstico se haga en cualquier estadio desde T;; NO; MO a T3; NO; MO (=T-3; NO; MO).

El método de diagndstico de acuerdo con la presente invencion se basa en una muestra liquida que se ha obtenido de
un individuo. A diferencia de los métodos conocidos en este ambito, MASP se mide especificamente en esta muestra
liquida mediante el uso de un agente de unién especifico.

Un agente de unién especifico es, p. €j., un receptor para MASP, una lectina unida a MASP o un anticuerpo unido a
MASP. Un agente de union especifico debe tener al menos una afinidad de 107 1/mol por su correspondiente molécula
diana. El agente de unién especifico preferiblemente tiene una afinidad de 10® I/mol o, es incluso més preferible, 10°
I/mol por su molécula diana. Como el experto en la materia apreciard, el término especifico se utiliza para indicar
que otras biomoléculas presentes en la muestra no se unirdn de manera significativa con el agente de union especifico
para MASP. Preferiblemente, el nivel de unién a una biomolécula diferente a la molécula diana da como resultado
una afinidad de unién de solo un 10%, mds preferiblemente el 5% de la afinidad de la molécula diana o menos. Un
agente de union especifico mas preferido cumplird los dos criterios minimos anteriores para la afinidad asi como para
la especificidad.
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Un agente de unién especifico es preferiblemente un anticuerpo reactivo con MASP. El término anticuerpo se refie-
re a un anticuerpo policlonal, un anticuerpo monoclonal, fragmentos de dichos anticuerpos, asi como a construcciones
genéticas que consten del dominio de unién de un anticuerpo.

El término anticuerpo se refiere a un anticuerpo policlonal, un anticuerpo monoclonal, fragmentos de dichos an-
ticuerpos, asi como a construcciones genéticas que consten del dominio de unién de un anticuerpo. Se puede utilizar
cualquier fragmento de anticuerpo que cumpla los criterios anteriores de un agente de unién especifico. Los anticuer-
pos se generan por procedimientos novedosos en el ambito, p. ej., como se describe en Tijssen (Tijssen, P., Practice
and theory of enzyme immunoassays 11 (1990) el libro completo, sobretodo las paginas 43-78; Elsevier, Amsterdam).
Ademas, el experto en la materia es bien consciente de que los métodos basados en inmunosorbentes pueden ser uti-
lizados para el aislamiento especifico de anticuerpos. De esa manera, la calidad de los anticuerpos policlonales y, por
tanto, su funcién en inmunoensayos puede mejorarse. (Tijssen, P., supra, pags. 108-115).

Para los logros que se presentan en la presente invencion se utilizaron anticuerpos policlonales producidos en
conejos. Sin embargo, claramente se pueden utilizar también los anticuerpos policlonales de diferentes especies, p. €j.
ratas o cobayas, asi como anticuerpos monoclonales. Dado que los anticuerpos monoclonales se pueden obtener en
cualquier cantidad que se necesite con propiedades constantes, representan las herramientas ideales para el desarrollo
de un ensayo clinico rutinario. La produccién y el uso de anticuerpos monoclonales para MASP en un método de
acuerdo con la presente invencion es otra realizacién preferida més.

Como el experto en la materia apreciard ahora que MASP ha sido identificada como un marcador util en el diag-
néstico de CCR, se pueden utilizar maneras alternativas para conseguir un resultado comparable a los logros de la
presente invencién. Por ejemplo, se pueden utilizar estrategias alternativas para generar anticuerpos. Dichas estrate-
gias incluyen, entre otras, el uso de péptidos sintéticos que representen un epitopo de MASP para la inmunizacion.
Alternativamente, se puede utilizar la inmunizacién genética también conocida como vacuna de DNA.

Para la medicién, la muestra liquida obtenida de un individuo se incuba con el agente especifico de unién a MASP
bajo las condiciones apropiadas para la formacién del complejo MASP-agente de unién. Tales condiciones no nece-
sitan ser especificadas, ya que el experto en la materia sin ningtin esfuerzo imaginativo puede identificar facilmente
dichas condiciones apropiadas de incubacién.

Como paso final, de acuerdo con el método presentado en la presente invencién, la cantidad de complejo se mide y
correlaciona con el diagnéstico de CCR. Como el experto en la materia apreciard hay numerosos métodos para medir
la cantidad de complejo MASP-agente especifico de unidn todos descritos en detalle en libros de texto relevantes (cf.,
p. €j., Tijssen P., supra, or Diamandis, et al., eds. (1996) Immunoassay, Academic Press, Boston).

Preferiblemente, MASP se detecta con un ensayo tipo sandwich. En dicho ensayo, un primer agente de unién
especifico se utiliza para capturar MASP por un lado y un segundo agente de unién especifico, que estad marcado para
ser detectado directa o indirectamente, se utiliza por el otro lado.

Como se menciona anteriormente, sorprendentemente se ha descubierto que se puede medir MASP a partir de una
muestra liquida obtenida de una muestra individual. Para la aplicacién del marcador MASP en el diagndstico del CCR,
no son necesarias muestras de tejido ni biopsia.

En una realizacién preferida el método de acuerdo con la presente invencién se pone en practica con suero como
muestra liquida.

En una realizacién mds preferida el método de acuerdo con la presente invencién se pone en practica con plasma
como muestra liquida.

En una realizacién atin mas preferida el método de acuerdo con la presente invencion se pone en practica con
sangre total como muestra liquida.

Ademds las deposiciones pueden prepararse de varias maneras conocidas por el experto en la materia para dar
como resultado también una muestra liquida. Dicha muestra liquida derivada de las deposiciones también representa
una realizacién preferida de acuerdo con la presente invencion.

Mientras que la aplicacién de métodos protedmicos rutinarios a las muestras de tejido conduce a la identificacién
de muchos candidatos marcadores potenciales para el tejido seleccionado, los creadores de la presente invencién
han sido capaces, sorprendentemente, de detectar proteina MASP en una muestra de fluido corporal. Es incluso més
sorprendentemente el hecho de que ellos han sido capaces de demostrar que la presencia de MASP en dicha muestra
liquida obtenida de un individuo puede ser correlacionada con el diagndstico de cancer colorrectal.

Se pueden utilizar, con enormes ventajas, anticuerpos para MASP en procedimientos establecidos, p. €j., para la
deteccién de células de cancer colorrectal in situ, en biopsias o en procedimientos inmunohistoldgicos.

Preferiblemente, un anticuerpo para MASP se utiliza en un inmunoensayo cualitativo (presencia o ausencia de
MASP) o cuantitativo (cantidad de MASP determinada).
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Se ha demostrado que la medicién del nivel de proteina MASP es muy ventajosa para el campo del CCR. Por tanto,
en una realizacién mds preferida, la presente invencidn se refiere al uso de la proteina MASP como una molécula
marcadora en el diagndstico del cdncer colorrectal a partir de una muestra liquida obtenida de un individuo.

El término molécula marcadora se utiliza para indicar que un nivel elevado del analito MASP, cuando se mide en
el fluido corporal de un individuo, marca la presencia de CCR.

Es especialmente preferido utilizar el marcador novedoso MASP en el diagndstico precoz del cancer colorrectal.

El uso de MASP en si mismo representa un progreso significativo en el desafiante campo del diagnéstico del CCR.
Combinar la medida de MASP con otros marcadores conocidos, como ACE, o con otros marcadores de CCR todavia
por descubrir, lleva a méds mejoras. Por tanto, en una realizacion mas preferida la presente invencidn se refiere al uso de
MASP como una molécula marcadora para cancer colorrectal en combinacién con una o mds moléculas marcadores
para cancer colorrectal en el diagnéstico de esta enfermedad a partir de una muestra liquida obtenida de un individuo.
En ese sentido, la expresién “una o mds” indica de 1 a 10, preferiblemente de 1 a 5, mas preferiblemente 3. Otros
marcadores preferidos de CCR seleccionados con los cuales se puede combinar la medida de MASP son ACE, CA
19-9, CA 72-4 y CA 242. De este modo, una realizacién mucho mds preferida de la presente invencion es el uso de
la proteina MASP como una molécula marcadora para el cancer colorrectal en combinacién con una o mas moléculas
marcadoras para el cdncer colorrectal en el diagndstico de cancer colorrectal a partir de una muestra liquida obtenida
de un individuo, en la que al menos la otra molécula marcadora se selecciona del grupo compuesto por ACE, CA 19-
9, CA 72-4,y CA 242.

Los reactivos para el diagnéstico en el campo de los ensayos de unién especifica, como los inmunoensayos, nor-
malmente se proporcionan mejor en forma de kit, el cual consta del agente de unién especifico y los reactivos auxiliares
necesarios para realizar el ensayo. La presente invencion, por tanto, también hace referencia a un equipo inmunolégico
que consta de al menos un agente de unién especifico para MASP y reactivos auxiliares para la medida de MASP.

La exactitud de una prueba se describe mejor por las caracteristicas de su curva ROC (del inglés, receiver-operating
characteristics) (ver especialmente Zweig, M. H., and Campbell, G., Clin. Chem. 39 (1993) 561-577).

El grifico ROC es un diagrama de todos los pares de sensibilidad/especificidad resultantes de variar continuamente
el umbral de decisién a lo largo de todo el rango de datos observados.

La utilidad clinica de una prueba analitica depende de su precision en el diagndstico o de su capacidad para
clasificar correctamente a los individuos en subgrupos clinicos relevantes. La precision en el diagnéstico mide la
capacidad de la prueba para distinguir correctamente dos condiciones diferentes de los sujetos investigados. Tales
condiciones son, por ejemplo, la salud frente a la enfermedad o la enfermedad benigna frente a 1a maligna.

En cada caso, la curva ROC representa la superposicion entre las dos distribuciones mediante la representacion de
la sensibilidad frente a 1 - especificidad para el rango completo del umbral de decisién. En el eje Y se observa la sensi-
bilidad, o la fraccién verdadero-positivo [definida como (nimero de resultados de prueba verdadero-positivo)/(nimero
de resultados de prueba verdadero-positivo + niimero de resultados de prueba falso-negativo)]. Esto también puede
expresarse como positividad en presencia de una enfermedad o condicién. Se calcula tnicamente para el subgrupo
afectado. En el eje X estd la fraccién falso-positivo, o 1 - especificidad [definida como (nimero de resultados falso-po-
sitivo)/ (ntimero de verdadero-negativo + niimero de resultados falso-positivo)]. Se trata de un indice de especificidad
y se calcula Uinicamente a partir del subgrupo no afectado. Dado que las fracciones verdadero-positivo y falso-positivo
se calculan totalmente por separado mediante la utilizacién de resultados de pruebas de dos subgrupos diferentes, la
curva ROC es independiente de la prevalencia de la enfermedad en la muestra. Cada punto en la curva ROC representa
un par de sensibilidad/especificidad correspondiente a un umbral de decisién concreto. Una prueba con discriminacién
perfecta (no superposicién en las dos distribuciones de resultados) presenta una curva ROC que pasa por la esquina
superior izquierda, donde la fraccién verdadero positivo es 1,0 o 100% (sensibilidad perfecta), y la fraccion falso po-
sitivo es O (especificidad perfecta). El diagrama tedrico para una prueba sin discriminacion (distribuciones idénticas
de los resultados para los dos grupos) es una linea en diagonal de 45° que discurre desde la esquina inferior izquierda
hasta la esquina superior derecha. La mayoria de trazos se encuentran entre estos dos extremos. (Si el trazo ROC cae
completamente por debajo de la diagonal de 45° se puede resolver facilmente por reversion del criterio para “posi-
tividad” de “mayor que” a “menor que” o viceversa.) Cualitativamente, cuanto mds cerca esta el trazo de la esquina
superior izquierda, mas elevada serd la precisioén de la prueba.

Para cuantificar la precisién del diagnéstico de una prueba analitica, es una meta oportuna la expresién de sus
resultados mediante un tnico nimero. La medida global mas comiin es el drea bajo la curva ROC. Por convenio, esta
rea es siempre > 0,5 (si no lo es, se puede revertir la regla de decision para que lo sea). Los valores oscilan entre 1,0
(separacion perfecta de los valores de las pruebas de los dos grupos) y 0,5 (no hay diferencia de distribucién aparente
entre los valores de las pruebas de los dos grupos). El drea no depende de una parte concreta del trazo tinicamente
como el punto mas cercano a la diagonal o la sensibilidad al 90% de especificidad, sino del trazo completo. Esto es
una expresion cuantitativa y descriptiva de como es de cercano la curva ROC al trazo perfecto (area=1,0).

Se ha evaluado la utilidad clinica del marcador novedoso MASP en comparacion con el marcador establecido ACE
y en combinacién con él utilizando un andlisis de la curva ROC (ROC; Zweig, M. H., and Campbell, G., Clin. Chem.
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39 (1993) 561-577). Este andlisis se ha basado en cohortes de pacientes bien definidas consistentes en 50 muestras
cada una de pacientes TI1-3; NO; MO, tumores mds avanzados, p. €j., T4 y/o metdstasis de diversa gravedad (N+ y/o
M+), y controles sanos, respectivamente.

El método de diagnéstico basado en la medida de MASP solo en comparacion con el marcador establecido ACE
ha resultado tener al menos una precisién de diagndstico tan buena (perfil de sensibilidad/especificidad) como se ha
demostrado mediante el drea bajo la curva.

Se presentan los siguientes ejemplos, referencias, listado de secuencias y figuras para ayudar a la comprensién de
la presente invencion, el verdadero dambito de aplicacion de la cual se establece posteriormente en las reivindicaciones
adjuntas. Se entiende que las modificaciones se pueden realizar en los procedimientos establecidos posteriormente sin
desviarse del espiritu de la invencion.

Descripcion de las Figuras
Figura 1

La figura 1 muestra un ejemplo tipico de gel en 2D, cargado con una muestra de tumor (lado izquierdo), y un gel,
cargado con una muestra control emparejada (lado derecho) obtenida de mucosa sana adyacente. El peso molecular
aparente y el punto isoeléctrico de MASP corresponden a los valores tedricos aproximados de 40 kDa y 5,98, respecti-
vamente. El circulo en la seccidon engrandecida de estos geles indica la posicion para la proteina MASP. Esta proteina
no se detecté mediante el mismo método en mucosa sana.

Figura 2

La figura 2 muestra un ejemplo tipico de transferencia Western. El gel se cargd con lisados de tejido de tumor
colorrectal y tejido control sano adyacente de 4 pacientes (sujeto 36: carcinoma de recto, Dukes B; sujeto 37: carci-
noma de recto, Dukes A; sujeto 39: carcinoma de colon, Dukes A; y sujeto 40: carcinoma de colon, Dukes B). La
presencia de MASP en las muestras se analizé utilizando un suero anti-MASP policlonal de conejo. Los carriles que
contienen lisados de tumor se indican como “T”, los carriles que contienen tejido control normal se indican como
“N”. El carril marcador que contiene un estandar de pesos moleculares de proteina se indica como “Ma”. Los carriles
que contienen MASP recombinante a diferentes concentraciones se indican como “300”, “1000” y “3000”. La flecha
indica la posicién en el gel de la banda MASP. Todas las muestras de tumor dan como resultado una fuerte sefial en la
posicién de MASP, mientras que sélo se detecta una sefial débil en los lisados de tejido control normal adyacente. Esta
sobrexpresion tan fuerte de MASP en tejido tumoral de pacientes con cdncer colorrectal se encuentra en 13 de los 13
sujetos examinados.

Abreviaciones

ABTS sal de diamonio 2,2’-Azino-di-[3-etilbenztiazolina sulfonato(6)]
BSA albumina sérica bovina

cDNA DNA complementario

CHAPS (3-[(3-Colamidopropil)-dimetilamonio]- 1 -propan-sulfonato)
DMSO dimetil sulf6xido

DO densidad 6ptica

DTT ditiotreitol

EDTA dcido etileno diamino tetracético

ELISA inmunoensayo enzimatico sobre fase sélida

HRP peroxidasa de rdbano picante

IAA iodacetamida

IegG inmunoglobulina G

IEF enfoque isoeléctrico

IPG gradiente de pH inmovilizado
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LDS dodecil sulfato de litio

MALDI-TOF espectrometria de masas mediante ionizacién-desorcidn por laser asistida por matriz acoplada a un
analizador de tiempo de vuelo

MES mesitil,2,4,6-trimetilfenil

PAGE electroforesis en gel de poliacrilamida
PBS tampon fosfato salino

PI punto isoeléctrico

RTS sistema rdpido de traduccién

SDS dodecil sulfato sédico

Ejemplo 1

Identificacion de MASP como un marcador potencial de cdncer colorrectal
Fuentes de tejido

Para identificar las proteinas especificas de tumores como marcadores diagnésticos potenciales para el cancer
colorrectal, se realiza el andlisis de tres tipos diferentes de tejido utilizando métodos proteémicos.

En total, se analizan muestras de tejido de 10 pacientes que padecen cancer colorrectal. De cada paciente se recogen
tres tipos de tejido diferentes de resecciones terapéuticas: tejido tumoral (>80% de tumor) (T), tejido sano adyacente
(N) y mucosa extraida de zonas sanas adyacentes (M). Los dos tltimos tipos de tejido sirven como muestras control
sanas emparejadas. Los tejidos son inmediatamente congelados de forma rapida después de la reseccion y almacenados
a -80°C antes del procesamiento. Los tumores se diagnostican mediante criterios histopatolégicos.

Preparacion del tejido

Se ponen en un mortero 0,8-1,2 g de tejido congelado y se congelan completamente con nitrégeno liquido. El
tejido se pulveriza en el mortero, se disuelve 10 veces en un volumen (p/v) de tampén de lisis (40 mM Na-citrato,
5 mM MgCl,, 1% Genapol X-080, 0,02% Na-azida, Complete® EDTA-free [Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Alemania, Nim. Cat. 1 873 580]) y posteriormente se homogeneiza en un homogeneizador de vidrio Wheaton® (20 x
ajuste amplio, 20 ajuste estrecho). Se someten 3 ml del homogeneizado a una centrifugacién en gradiente de densidad
de sacarosa (10-60% sacarosa) durante 1 hora a 4.500 x g. Después de esta centrifugacion se obtienen tres fracciones.
La fraccién superior del gradiente contiene las proteinas solubles y se utiliza para andlisis posteriores.

Enfoque isoeléctrico (IEF) y SDS-PAGE

Para IEF, se mezclan 3 ml de la suspension con 12 ml de tampdn de muestra (7 M urea, 2 M tiourea, 2% CHAPS,
0,4% tampo6n IPG pH 4-7, 0,5% DTT) y se incuban durante 1 hora. Las muestras se concentran en un dispositivo
Amicon® Ultra-15 (Miffipore GmbH, Schwalbach, Alemania) y la concentracién de proteina se determina utilizando
el ensayo de proteinas BioRad® (Ndim. Cat. 500-0006; Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Alemania) siguiendo
las instrucciones del manual del distribuidor. Se afiade tamp6n a un volumen correspondiente a 1,5 mg de muestra de
proteina hasta un volumen final de 350 ul. Esta solucién se utiliza para rehidratar las tiras IPG a pH 4-7 (Amersham
Biosciences, Freiburg, Alemania) durante toda la noche. La IEF se realiza utilizando el siguiente protocolo de gra-
diente: 1.) 1 minuto a 500 V; 2.) 2 horas a 3.500 V; 3.) 22 horas a 3.500 V constantes hasta llegar a 82 kVh. Después
de la IEF, las tiras se almacenan a -80°C o se utilizan directamente para la SDS-PAGE.

Antes del SDS-PAGE, se incuban las tiras en tampén de equilibrio (6 M urea, S0 mM Tris/HCL, pH 8,8, 30%
glicerol, 2% SDS), para reduccién se aflade DTT (15 minutos, + 50 mg DTT/10 ml), y para alquilacién se afade IAA
(15 minutos, + 235 mg iodacetamida/10 ml). Las tiras se introducen en un gel de poliacrilamida al 12,5% y se someten
a electroforesis a 1 W/gel durante 1 hora y entonces a 17 W/gel. Posteriormente, los geles se fijan (50% metanol, 10%

acetato) y se tifien durante la noche con un kit Novex™ Coloidal Blue Staming (Invitrogen, Karlsruhe, Alemania,
Nim. Cat. LC6025, 45-15 7101).

Deteccion de MASP como un marcador potencial para el cdncer colorrectal

Cada paciente se analiza por separado por anélisis de imagen con el software ProteomeWeaver® (Definiens AG,
Alemania, Miinchen). Ademads, todas las bandas del gel se extraen con un robot que las selecciona y las proteinas
presentes en las bandas se identifican mediante espectrometria de masas MALDI-TOF (Ultraflex Tof/Tof, Bruker
Daltonik GmbH, Bremen, Alemania). Para cada paciente, se comparan 4 geles de la muestra de tumor con 4 geles
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cada uno de tejido adyacente normal y tejido extraido de mucosa y se analizan para distintas bandas correspondientes
a proteinas expresadas de manera distinta. Con esto, quiere decir que se ha descubierto que la proteina MASP se
expresa especificamente o se sobrexpresa fuertemente en tejido tumoral y no se detecta o se expresa en menor medida
en tejido control sano. Por tanto - entre muchas otras proteinas - se considera como un marcador candidato para su uso
en el diagnéstico del cancer colorrectal.

Ejemplo 2
Generacion de anticuerpos para la proteina marcadora en cdncer colorrectal MASP

El anticuerpo policlonal para la proteina marcadora en cancer colorrectal MASP se genera para el uso posterior del
anticuerpo en la medida de niveles de MASP en suero y plasma y sangre mediante ensayos de inmunodeteccion, p. ej.
Western Blotting y ELISA.

Expresion de proteina recombinante en E. coli

Para generar anticuerpos para MASP, la expresion recombinante de la proteina tiene lugar para obtener inmuno-
genes. La expresion se realiza aplicando una combinacién del sistema de expresiéon RTS 100 y E. coli. En un primer
paso, se analiza la secuencia de DNA y se obtienen recomendaciones para producir de manera elevada variantes de
mutaciones silenciosas de cDNA vy las respectivas secuencias PCR-cebador utilizando el sistema “ProteoExpert RTS
E. coli HY”. Esto es un servicio basado en una web comercial (www.proteoexpert.com). Utilizando los primeros pares
recomendados, el sistema “RTS 100 E. coli Linear Template Generation Set, His-tag” (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Alemania, Cat. No. 3186237) para generar moldes lineales para PCR a partir del cDNA y se utiliza pa-
ra la transcripcién in vitro y la expresion de la secuencia codificante del nucleétido para la proteina MASP. Para la
deteccion Western-blot y posterior purificacion, la proteina expresada contiene una etiqueta de His. La mejor varian-
te de expresion se identifica. Todos los pasos desde la PCR hasta la expresion y deteccion tienen lugar de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. El respectivo producto de PCR, que contiene todas las regiones reguladoras T7
necesarias (promotor, sitio de unién ribosomal y terminador T7) se clona en el vector pPBAD TOPO® (Invitrogen,
Karlsruhe, Alemania, Cal. No. K 4300/01) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para la expresion utilizando
las secuencias reguladoras T7, la construccién 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 fermentador de 1 I para la expresion de
proteinas.

La purificacion de la proteina de fusién His-MASP se realiza siguiendo procedimientos estdndar en una columna de
Ni-quelante. En resumen, 1 1 de cultivo de bacterias que contienen el vector de expresion para la proteina de fusién His-
MASP es sedimentado por centrifugacion. El sedimento celular se resuspende en tamp6n de lisis, conteniendo fosfato,
pH 8,0, cloruro de guanidio 7 M, imidazol y tioglicerol, seguido de homogeneizacién utilizando un UltraTurrax®. El
material insoluble se sedimenta por centrifugacién de alta velocidad y el sobrenadante se introduce en una columna
cromatografica de Ni-quelante. La columna se lava con varios volimenes de tampdn de lisis seguido por lavados con
tampo6n, que contiene fosfato, pH 8,0 y Urea. Finalmente, el antigeno unido se diluye utilizando un tampén de fosfato
que contiene SDS bajo condiciones dcidas.

Produccion de anticuerpos monoclonales contra MASP
a) Inmunizacion de ratones

Ratones A/J de 12 semanas de edad son inicialmente inmunizados intraperitonealmente con 100 ug de MASP. Al
cabo de 6 semanas se hacen dos inmunizaciones intraperitoneales mas en intervalos mensuales. En este proceso a cada
ratén se le administran 100 ug de MASP adsorbida a hidréxido de aluminio y 10° gérmenes de Bordetella pertussis.
Posteriormente las dos udltimas inmunizaciones se realizan por via intravenosa en el 3° y 2° dia antes de la fusién
utilizando 100 g de MASP en tampén PBS para cada una.

b) Fusion y clonacion

Las células esplénicas de los ratones inmunizados de acuerdo con a) se funden con células de mieloma de acuerdo
con Gaifre, G., and Milstein, C., Methods in Enzymology 73 (1981) 3-46. En este proceso alrededor de 1#10% células
esplénicas del ratén inmunizado se mezclan con 2x107 células de mieloma (P3X63-Ag8-653, ATCC CR11580) y
se centrifugan (10 minutos a 300 g y 4°C). Entonces las células se lavan una vez con medio RPMI 1640 sin suero
fetal bovino (FCS) y se centrifugan de nuevo a 400 g en un tubo cénico de 50 ml. El sobrenadante se descarta, el
sedimento de células se libera con cuidado mediante golpes suaves, se aflade 1 ml de PEG (peso molecular 4000,
Merck, Darmstadt) y se mezcla mediante pipeteo. Después de 1 minuto en un bafio de agua a 37°C, se afiaden gota
a gota 5 ml de RPMI 1640 sin FCS a temperatura ambiente durante un periodo de 4-5 minutos. Posteriormente se
afladen gota a gota 5 ml de RPMI 1640 que contienen un 10% de FCS durante alrededor de 1 minuto, se mezcla
generosamente, se llena hasta 50 ml con medio (RPMI 1640 + 10% FCS) y posteriormente se centrifuga durante 10
minutos a 400 x gy 4°C. Las células sedimentadas se recogen en medio RPMI 1640 que contiene un 10% de FCS y se
siembran en un medio de seleccién hipoxantina-azaserina (100 mmol/l hipoxantina, 1 ug/ml azaserina en RPMI 1640
+ 10% FCS). Se afade interleucina 6 a 100 U/ml al medio como factor de crecimiento.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2271892 T3

Después de alrededor de 10 dias los cultivos primarios se analizan para anticuerpos especificos. Los cultivos
primarios positivos de MASP se clonan en placas de cultivo de células de 96 pocillos por medio de un clasificador de
células activado por fluorescencia. En este proceso de nuevo se afiade interleucina 6 a 100 U/ml al medio como un
aditivo de crecimiento.

¢) Aislamiento de inmunoglobulinas del sobrenadante del cultivo celular

Las células de hibridoma obtenidas se siembran en una densidad de 1x10° células por ml en medio RPMI 1640 que
contiene 10% de FCS y proliferaron durante 7 dias en un fermentador. (Thermodux Co., Wertheim/Main, Model MCS-
104XL, Order No. 144-050). A concentraciones promedio de 100 ug por ml se obtienen anticuerpos monoclonales en
el sobrenadante del cultivo. La purificacion de estos anticuerpos del sobrenadante del cultivo se lleva a cabo mediante
métodos convencionales en quimica de proteinas (p. ej. de acuerdo con Bruck, C., et al., Methods in Enzymology 121
(1986) 587-695).

Generacion de anticuerpos policlonales
a) Inmunizacion

Para la inmunizacidn, se prepara una emulsion fresca de la solucién de proteinas (100 ug/ml de proteina MASP)
y el adyuvante de Freund completo a la proporcién de 1:1. Cada conejo se inmuniza con 1 ml de la emulsién los dias
1,7, 14 y 30, 60 y 90. Se extrae sangre y el suero anti-MASP resultante se utiliza para posteriores experimentos como
se describe en los ejemplos 3 y 4.

b) Purificacion de IgG (inmunoglobulina G) de suero de conejo mediante purificacion secuencial con dcido capri-
lico y sulfato de amonio

Un volumen de suero de conejo se diluye con 4 volimenes de tampdn de acetato (60 mM, pH 4,0). Se ajusta el pH
a 4,5 con 2 M de Tris base. Se afade 4cido caprilico gota a gota (25 ul/ml de muestra diluida) bajo agitacién vigorosa.
Después de 30 minutos la muestra se centrifuga (13.000 x g, 30 minutos, 4°C), el sedimento se descarta y se recoge el
sobrenadante. El pH del sobrenadante se ajusta a 7,5 mediante la adicién de 2 M de Tris base y se filtra (0,2 um).

La inmunoglobulina en el sobrenadante se precipita bajo agitacién vigorosa mediante la adicién gota a gota de
una solucién de sulfato de amonio 4 M hasta una concentracién final de 2 M. Las inmunoglobulinas precipitadas se
recogen mediante centrifugacién (8.000 x g, 15 minutos, 4°C).

Se descarta el sobrenadante. El sedimento se disuelve en 10 mM de 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 um).

Biotinilacion de IgG policlonal de conejo

La IgG policlonal de conejo se lleva a 10 mg/ml en 10 mM NaH,PO,/NaOH, pH 7,5, 30 mM NacCl. Por cada ml
de solucién de IgG se afiaden 50 ul de Biotin-N-hidroxisuccinimida (3,6 mg/ml en DMSO). Después de 30 minutos a
temperatura ambiente, la muestra se cromatografia en Superdex 200 (10 mM NaH,PO,/NaOH, pH 7,5, 30 mM NaCl).
La fraccién que contiene las IgG biotiniladas se recoge. Los anticuerpos monoclonales se biotinilan de acuerdo con el
mismo procedimiento.

Digoxigenilacion de IgG policlonal de conejo

La IgG policlonal de conejo se lleva a 10 mg/ml en 10 mM NaH,PO,/NaOH, 30 mM NacCl, pH 7,5. Por ml de solu-
cion de IgG se afiaden 50 ul de éster N-hidroxisuccinimida de dcido digoxigenin-3-O-metilcarbonil-g-aminocaproico
(Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania, Cat. No. 1 333 054) (3,8 mg/ml en DMSO). Después de 30 minutos a tem-
peratura ambiente, la muestra se cromatografia en Superdex® 200 (10 mM NaH,PO,/NaOH, pH 7,5, 30 mM NaCl). Se
recogen las fracciones que contienen IgG digoxigeniladas. Los anticuerpos monoclonales se marcan con digoxigenina
de acuerdo con el mismo procedimiento.

Ejemplo 3

Aplicacion de Western Blot para la deteccion de MASP en tejido humano de cdncer colorrectal utilizando anticuerpos
policlonales como los generados en el Ejemplo 2

Los lisados de tejido de muestras de tumor y muestras control sanas se preparan como se describe en el Ejemplo
1, “Preparacion del Tejido”.

SDS-PAGE y Western-Blotting se llevan a cabo utilizando reactivos y equipamiento de Invitrogen, Karlsruhe,
Alemania. Para cada muestra de tejido analizada, se diluyen 10 ug de lisado de tejido en el NuPAGE® reductor
(Invitrogen) tampodn de muestra SDS y se calienta durante 10 minutos a 95°C. Las muestras se desplazan en un gel
4-12% NuPAGE® (Tris-Glicina) en el sistema tampén de desplazamiento MES. La mezcla de proteinas separadas
en el gel se transfieren a membranas de nitrocelulosa utilizando el Invitrogen XCell II Blot Module (Invitrogen) y el
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sistema tampén de transferencia NuPAGE®. Las membranas se lavan 3 veces en PBS/0,05% Tween-20 y se bloquean
con tampén de bloqueo Roti®-Block (A151.1; Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Alemania) durante 2 horas. El anticuerpo
primario, suero anti-MASP policlonal de conejo (generacion descrita en el Ejemplo 2), se diluye a 1:10.000 en tamp6n
de bloqueo Roti®-Block y se incuban durante 1 hora con la membrana. Las membranas se lavan 6 veces en PBS/0,05%
Tween-20. El anticuerpo primario de conejo unido de manera especifica se marca con un anticuerpo policlonal de oveja
POD-conjugado anti IgG de conejo, se diluye a 10 mU/ml en 0,5 x tampén de bloqueo Roti®-Block. Después de la
incubacién durante 1 hora, las membranas se lavan 6 veces en PBS/0,05% Tween 20. Para la deteccién del anticuerpo
POD-conjugado anti conejo unido, la membrana se incuba con el sustrato de Western-Blotting Lumi-Light™"S (Ntdm.
orden 2015196, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania) y se expone a una capa autoradiografica.

Ejemplo 4
ELISA para la medida de MASP en muestras humanas de suero y plasma

Para la detecciéon de MASP en suero y plasma humanos, se desarrolla una técnica ELISA en sdndwich. Para
la captura y deteccién del antigeno, se conjugan alicuotas de anticuerpo anti-MASP (ver Ejemplo 2) con biotina y
digoxigenina, respectivamente.

Las placas de 96 pocillos cubiertas de estreptavidina se incuban con 100 ul de anticuerpo policlonal anti-MASP
biotinilado durante 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 incubacidn, las placas se lavan tres veces con 0,9% NaCl, 0,1% Tween-20. Los pocillos se incuban entonces
durante 2 horas o bien con una dilucién en serie de la proteina recombinante (ver Ejemplo 2) como antigeno estandar
o con muestras de plasma diluido de los pacientes. Después de la unién de MASP, las placas se lavan tres veces
con 0,9% NacCl, 0,1% Tween-20. Para la deteccién especifica de MASP unido, los pocillos se incuban con 100 ul
de anticuerpo policlonal anti MASP digoxigenilado durante 60 minutos a 10 pg/ml en 10 mM fosfato, pH 7.4, 1%
BSA, 0,9% NaCl y 0,1% Tween-20. Entonces, las placas se lavan tres veces para eliminar al anticuerpo no unido. En
un paso posterior, los pocillos se incuban con 20 mU/ml de conjugados POD anti-digoxigenina (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Alemania, Catalog No. 1633716) durante 60 minutos en 10 mM fosfato, pH 7,4, 1% BSA, 0,9%
NaCl y 0,1% Tween-20. Las placas son posteriormente lavadas tres veces con el mismo tampon. Para la deteccién de
los complejos antigeno-anticuerpo, los pocillos se incuban con 100 ul de solucién ABTS (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Alemania, Catalog No. 1 1685767) y DO se mide después de 30-60 minutos con un lector ELISA.

Ejemplo 5
Andlisis ROC para evaluar la utilidad clinica en términos de la precision diagndstica

La precision se evaliia mediante el andlisis de las muestras liquidas individuales obtenidas de cohortes de pacientes
bien caracterizados, p. ej., 50 pacientes a los que se les ha realizado una colonoscopia y han resultado no tener adenoma
o CCR, 50 pacientes diagnosticados y clasificados en el estadio T;-3, NO, MO de CCR, y 50 pacientes diagnosticados
con CCR avanzado, teniendo al menos infiltraciones del tumor en al menos un nédulo linfatico proximal o formas
més severas de metdstasis, respectivamente. CEA medida mediante un ensayo disponible comercialmente (Roche
Diagnostics, CEA-assay (Cat. No. 1 173 1629 for Elecsys® Systems immunoassay analyzer) y medida MASP como
se describe anteriormente se cuantifican en un suero obtenido de cada uno de esos individuos. El andlisis ROC tiene
lugar de acuerdo con Zweig, M. H., y Campbell, supra. El poder discriminatorio para diferenciar los pacientes en el
grupo T-3, NO, MO de los individuos sanos como se ha medido por el drea bajo la curva ha resultado ser tan bueno
para MASP como en comparacién con el marcador establecido CEA.

Los datos preliminares indican que MASP puede también ser de gran ayuda en el seguimiento de los pacientes
después de la cirugia.
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REIVINDICACIONES
1. Un método para el diagndstico del cancer colorrectal que incluya los pasos de:
a) aportar una muestra liquida obtenida de un individuo,

b) poner en contacto dicha muestra con un agente de unién especifico para el precursor maspin (MASP) bajo
condiciones apropiadas para la formacién de un complejo entre dicho agente de unién y MASP, y

¢) correlacionar la cantidad de complejo formado en (b) con el diagndstico del cancer colorrectal.
2. El método de la reivindicacién 1, caracterizado ademds porque esa muestra es suero.

3. El método de la reivindicacién 1, caracterizado ademads porque esa muestra es plasma.

4. El método de la reivindicacién 1, caracterizado ademas porque esa muestra es sangre total.

5. El uso de la proteina MASP como molécula marcadora en el diagndstico del cdncer colorrectal a partir de una
muestra liquida obtenida de un individuo.

6. El uso de la proteina MASP como molécula marcadora en el diagnéstico precoz del cancer colorrectal a partir
de una muestra liquida obtenida de un individuo.

7. El uso de acuerdo con la reivindicacién 6, en la que el diagndstico precoz se realiza con una muestra obtenida
de pacientes con CCR en el estadio de adenoma.

8. El uso de acuerdo con la reivindicacién 6, en la que el diagnéstico precoz se realiza con una muestra obtenida
de pacientes con CCR en el estadio T;-3; NO; MO.

9. Eluso de la proteina MASP como molécula marcadora para cancer colorrectal en combinacién con otra molécula
marcadora para cancer colorrectal en el diagndstico del cdncer colorrectal a partir de una muestra liquida obtenida de
un individuo.

10. Un equipo inmunolégico que incluya al menos un agente de unién especifico para MASP y reactivos auxiliares
para la medida de MASP.
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