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DESCRIPCION
Seprasa como marcador para cancer

La presente invencion se refiere a un método que ayuda a la evaluacion del cancer. Da a conocer la utilizacion de la
proteina de activacion de fibroblastos humanos (FAP/seprasa) como marcador universal de diferentes tipos de
cancer. La seprasa ayuda en la evaluacion del cancer pulmonar o de pulmén (LC) o céncer de colon, por ejemplo,
carcinoma de pulmoén de células no pequefias (NSCLC) o cancer colorrectal (CRC) o probablemente también otros
tipos especificos de cancer. Estos tipos especificos de cancer son, por ejemplo, cancer de eso6fago, de cabeza y
cuello, de estémago, de conducto biliar, de pancreas, de rifiéon, de cérvix, de ovario, de seno, de vejiga, de
endometrio o de prostata. Ademas, se relaciona especialmente con un método para evaluar un cancer a partir de
una muestra liquida, derivada de un individuo midiendo la seprasa en dicha muestra. La medicion de la seprasa
puede ser utilizada, por ejemplo, en la deteccién anticipada de un cancer o en el control de pacientes sometidos a
cirugia.

El cancer sigue siendo un reto importante para la salud publica, a pesar de los avances en la deteccién y en la
terapia. Las células cancerosas de caracterizan por la produccién de proteinas marcadoras asociadas al cancer. Las
proteinas asociadas al cancer se encuentran tanto en los tejidos como en los fluidos corporales de un individuo que
es portador de células cancerosas. Sus niveles son habitualmente bajos en las etapas principales del avance
carcinogénico y aumenta durante el avance de la enfermedad y solamente en casos raros se observan proteinas
que muestran un nivel decreciente en el curso del avance de la enfermedad. La deteccion sensible de estas
proteinas es un enfoque ventajoso y prometedor para el diagnostico del cancer, en particular, en etapas previas al
diagnostico del cancer. Los tipos mas prevalentes de cancer son el cancer de seno (BC), cancer de pulmén (LC) y
cancer colorrectal (CRC).

Los enfoques terapéuticos mas importantes para los tumores soélidos son:

a) reseccién quirdrgica del tumor,

b) quimioterapia,

c) tratamiento con agentes bioldgicos, tales como anticuerpos antitumorales o anticuerpos anti-angiogénicos y

d) una combinacion de los métodos indicados.

La reseccion quirdrgica de los tumores es aceptada ampliamente como tratamiento de primera linea para tumores
soélidos en primeras fases. No obstante, la mayor parte de canceres son detectados solamente cuando resultan
sintomaticos, es decir, cuando los pacientes se encuentran ya en una etapa adelantada de la enfermedad.

La evaluacion del cancer es la clasificacion de la enfermedad en términos de extension, avance y gravedad. Agrupa
los pacientes de cancer de manera que se puedan realizar generalizaciones sobre el prondstico y la eleccion de la
terapia.

Las diferentes etapas de CRC se solian clasificar, de acuerdo con las etapas A a D de Duke. En la actualidad, el
sistema TNM es la clasificacion mas utilizada de la extension anatdomica de cancer. Representa un sistema de
evaluacién uniforme, internacionalmente aceptado. Hay tres variables basicas: T (extension del tumor primario), N
(estado ganglios linfaticos regionales) y M (presencia o ausencia de metastasis alejadas). Los criterios TNM son
publicados por la UICC (International Union Against Cancer), Sobin, L.H., Wittekind, Ch. (eds): TNM Classification of
Malignant Tumours, sexta edicion, 2002). Una vez se ha determinado la situacién TNM, los pacientes son agrupados
en etapas de enfermedad indicadas con numerales romanos de | a IV siendo IV la etapa mas avanzada de la
enfermedad. La evaluacion TNM y etapas UICC se corresponden entre si, tal como se muestra en la siguiente tabla
tomada de la obra de Sobin L.H. y Wittekind (eds.) supra.

Interrelacion de la evaluacion TNM y etapas de enfermedad UICC

Etapa UICC de la enfermedad | Evaluacion T | Evaluacién N | Evaluacién M
Etapa 0 Tis NO MO
Etapa | T1,T2 NO MO
Etapa IIA T3 NO MO
Etapa IIB T4 NO MO
Etapa llIA T1,T2 N1 MO
Etapa IlIB T3, T4 N1 MO
Etapa llIC Cualquier T N2 MO
Etapa IV Cualquier T | Cualquier N M1

Lo que es especialmente importante es que un diagndstico anticipado de cancer, por ejemplo de CRC, se traduce en
una prognosis mucho mejor. En CRC se presentan tumores malignos de la zona colorrectal a partir de tumores
benignos, es decir, de adenoma. Por lo tanto, los pacientes tendran una mejor prognosis cuando se diagnostican en
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la etapa de adenoma. Los pacientes diagnosticados de forma previa, por ejemplo, en la etapa Tis, NO, MO 6 T1-3;
NO; MO, si se tratan adecuadamente, tienen una probabilidad superior al 90% de supervivencia a los 5 afios después
del diagnostico, en comparacion con una tasa de supervivencia de 5 afios de solamente el 10% de pacientes
diagnosticados cuando solamente existen metastasis distantes.

Los meétodos de deteccion actuales, incluyendo métodos de formacion de imagenes, tales como rayos X o
resonancia nuclear, pueden, en teoria, ser por los menos parcialmente apropiados para su utilizacion como
herramienta de exploracidon general. No obstante, son muy costosos y no se encuentran a disposicion de los
sistemas de salud para utilizaciéon general y amplia en exploraciones en masa de gran numero de personas,
particularmente en personas sin ningun sintoma de tumor.

Por lo tanto, es un objetivo de la presente invencion dar a conocer un procedimiento simple y eficaz en cuanto a
costes de evaluacion de tumores, por ejemplo, para identificar individuos sospechosos de tener cancer. Con este
objetivo, seria deseable un marcador general de tumores detectable en fluidos corporales, por ejemplo, en sangre o
suero o plasma o un panel de estos marcadores.

Se encuentran ya en utilizacién clinica una serie de marcadores por suero. Por ejemplo, el fragmento soluble 30 kDa
de citoceratina 19 (CYFRA 21-1), antigeno carcinoembriogénico (CEA), enolasa especifica de neuronas (NSE) y
antigeno de carcinoma de células escamosas (SCC) son los marcadores LC mas notables. No obstante, ninguno de
ellos cumple los criterios de sensibilidad y especificidad requeridos como herramienta de exploracién (Thomas, L.,
Labor und Diagnose (2000) TH Books Verlagsgesellschaft, Frankfurt/Main, Alemania).

Para ser de utilidad clinica, un nuevo marcador de diagnéstico como marcador Unico debe ser comparable a otros
marcadores conocidos en esta técnica o mejor. Es decir, un nuevo marcador debe conducir a un avance en la
sensibilidad del diagnoéstico y/o especificidad utilizado solo o en combinaciéon de uno o varios otros marcadores,
respectivamente. La sensibilidad de diagnostico y/o la especificidad de una prueba se evalia mejor por sus
caracteristicas de recepcion-funcionamiento, que se describiran a continuacion de manera detallada.

La sangre completa, el suero o el plasma son las fuentes mas utilizadas de muestras de rutina clinica. La
identificacion de un marcador anticipado de tumor que ayudaria en una deteccion fiable de cancer o proporcionaria
informacién adelantada de prondstico conduciria a un método que ayudaria notablemente en el diagndstico y en el
tratamiento de esta enfermedad. Por lo tanto, existe una necesidad clinica urgente de mejorar la evaluacion in vitro
de cancer y, en particular, de LC. Es especialmente importante mejorar el diagnéstico adelantado de cancer, por
ejemplo, LC, puesto que para los pacientes diagnosticados de manera anticipada, las probabilidades de
supervivencia son mucho mayor en comparacién con los diagnosticados en una etapa mas avanzada de la
enfermedad.

La utilidad clinica de marcadores bioquimicos en el cancer de pulmén se ha estudiado recientemente (Duffy, M.J.,
Critical Reviews in Clinical Laboratory Sciences 38 (2001) 225-262).

Se considera actualmente que CYFRA 21-1 es el mejor marcador de tumor actualmente conocido para el cancer de
pulmén. Aunque no es especifico del érgano, se encuentra de manera predominante en los tejidos del pulmoén. La
sensibilidad de CYFRA 21-1 para el cancer de pulmén se describe que es de 46-61% con una especificidad de 95%
con respecto a otras enfermedades benignas del pulmén. Los niveles de suero incrementados de CYFRA 21-1 estan
también asociados con enfermedades benignas y pronunciadas de higado, insuficiencia renal y cancer invasivo de
vejiga. La prueba de CYFRA 21-1 se recomienda para supervision de la terapia post-operatoria.

El CEA pertenece al grupo de antigenos carcinofetales, usualmente producidos durante la embriogénesis. EI CEA no
es un organo especifico y es utilizado predominantemente para controlar el cancer colorrectal. Ademas de
enfermedades malignas, también varias enfermedades benignas, tales como cirrosis, bronquitis, pancreatitis y
enfermedades autoinmunes estan asociadas con niveles incrementados de CEA en suero. Al 95% de especificidad
hacia las enfermedades benignas de pulmén, su sensibilidad para el cancer de pulmon se indica que es de 29-44%.
Una utilizacion preferente de CEA es el control de la terapia de cancer de pulmon.

El NSE es un marcador de tumor para SCLC. De manera general, se encuentran niveles de NSE incrementados en
el suero en asociacion con tumores neuroectodermales y neuroendocrinos. Se encuentran también niveles
incrementados en el suero en pacientes con enfermedades benignas de pulmén y enfermedades cerebrales, tales
como meningitis y otras enfermedades inflamatorias del cerebro y heridas traumaticas en la cabeza. Si bien la
sensibilidad de SCLC con 95% de especificidad se ha indicado de 60-87%, el comportamiento de las pruebas de
NSE para NSCLC es pobre (sensibilidad de 7-25%). EI NSE se recomienda para control de terapia de SCLC.

Con respecto a perfiles de marcador y deseando un diagnostico mejorado del cancer de pulmoén, se publicé un
método (Schneider, J., y otros, Int. J. Clin. Oncol. 7 (2002) 145-151) utilizando algoritmos de clasificaciéon basados
en la légica difusa (“fuzzy”) para combinar niveles de suero de CYFRA 21-1, NSE y proteina C reactiva (CRP), que
es un marcador general de inflamacion. Los autores indican una sensibilidad del 92% con una especificidad del 95%.
No obstante, en este estudio, por ejemplo, la sensibilidad de CYFRA 21-1 como marcador Unico de tumor se indica
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que es del 72% con una especificidad del 95%, lo que es significativamente mayor que en muchos otros estudios
dados a conocer. Duffy, M.J., en Critical Reviews en Clinical Laboratory Sciences 38 (2001) 225-262 indica una
sensibilidad comprendida entre un 46% y 61%. Este rendimiento excepcionalmente elevado conseguido por
Schneider y otros, suscita algunas dudas y podria ser debido a varios factores. En primer lugar, el colectivo de los
pacientes de control parece se mas joven que el colectivo de los pacientes, es decir, los grupos no se corresponden
bien en cuanto a edad y el colectivo de los pacientes comprende muchas etapas tardias. En segundo lugar, e
incluso de manera mas critica, el comportamiento del algoritmo se comprueba en muestras del conjunto de prueba
que se utilizaron para la determinacion de los calificadores de la légica difusa. Por lo tanto, estos cualificadotes
desde el punto de vista estricto han sido “hechos expresamente” para este conjunto, y no se aplican a un conjunto
de validacion independiente. En circunstancias normales, se tiene que esperar que el mismo algoritmo aplicado a un
conjunto de validacion bien equilibrado, independiente y mas grande, conducirda a un rendimiento global
significativamente reducido.

Ha constituido el objetivo de la presente invencién investigar si un marcador bioquimico puede ser identificado para
que pueda ser utilizado en la evaluacion de enfermedades de cancer. En particular, los inventores de la presente
invencién han investigado si se podria identificar un marcador bioquimico para la evaluacion de diferentes tipos de
cancer, tales como cancer de pulmon, seno, colon, prostata y rifidon en fluidos corporales, en un aspecto muy
preferente de la invencion, la identificacion de un marcador bioquimico para la evaluacién de cancer de pulmoén (LC)
o cancer colorrectal (CRC) ha sido objeto de investigacion.

De manera sorprendente, se ha descubierto que la utilizacién del marcador seprasa puede, por lo menos
parcialmente, superar algunos de los problemas de los marcadores actualmente conocidos en el estado de la
técnica.

En la técnica anterior, Iwasa y otros, Cancer letters 227 (2005) 229-236, la seprasa presenta una expresion
incrementada asociada con metastasis de ganglios linfaticos en cancer colorrectal.

La presente invencion se refiere a un método de evaluaciéon de cancer de pulmén, colon, eséfago, cabeza y cuello,
estdbmago o conducto biliar in Vitro, comprendiendo la medicién en una muestra de suero o plasma de la
concentracién y/o actividad de un polipéptido de seprasa y/o fragmentos del mismo y utilizando el resultado de la
medicién, particularmente la concentracion y/o actividad determinadas en la evaluacion de cancer.

De manera sorprendente, se ha descubierto que para una concentracion y/o actividad reducida de un polipéptido de
seprasa y/o fragmentos del mismo en la muestra de pruebas, se asocia con el riesgo y/o aparicién de cancer.
Ademas, se descubrié que la seprasa es un marcador no especifico para un solo tipo de cancer, sino un marcador
para diferentes tipos de cancer, es decir, un marcador general de tumores. Dado que la seprasa parece ser mas
bien especifica para procesos tumorigénicos, el nuevo marcador de tumores seprasa tiene un gran potencial para su
utilizacién clinica con diferentes tipos de tumor.

El método de la presente invencion es adecuado para la evaluacion de muchos tipos diferentes de cancer. Las
concentraciones y/o actividad disminuida de seprasa o fragmentos de la misma en una muestra en comparacion con
controles normales se ha descubierto, por ejemplo, en tipos de cancer especificos, tales como cancer de pulmoén, de
colon, de esofago, de cabeza y cuello, de estdmago, de conducto biliar, de pancreas, de rifién, de cérvix, de ovarios,
de seno, de vejiga, de endometrio y de préstata, respectivamente.

De acuerdo con una realizacién preferente de la invencion, la concentracion y/o actividad de seprasa se mide en una
muestra para evaluar tipos de cancer especificos tales como pulmoén, de colon, de esoéfago, de cabeza y cuello, de
estdmago, de conducto biliar, de pancreas, de rifién, de cérvix, de ovarios o de seno, in vitro.

De acuerdo con otra realizacion preferente de la invencion, la concentracién y/o actividad de seprasa se mide en una
muestra a efectos de evaluar cancer tal como cancer de pulmén, de colon, de eséfago, de cabeza y cuello, de
estdmago, de conducto biliar, de pancreas o de rifidn, in vitro.

De acuerdo con otra realizacion preferente de la invencion, la concentracion y/o actividad de seprasa se mide en una
muestra para evaluar cancer tal como cancer de pulmoén, de colon, de eséfago, de cabeza y cuello, de estdmago o
de conducto biliar, in Vitro.

De acuerdo con otra realizacion preferente de la invencion, la concentracion y/o actividad de seprasa es medida en
una muestra para evaluar cancer, tal como cancer de pulmén (LC) o cancer colorrectal (CRC), in vitro.

De acuerdo con otra realizacion preferente de la invencidn, la concentracién y/o actividad de seprasa es medida en
una muestra para evaluar un cancer, tal como cancer de pulmon in vitro.

Una realizacion de la presente invencion se refiere a la exploracion en masa de una poblacion para distinguir entre
individuos que se encuentran probablemente libres de cancer e individuos que pueden ser clasificados como casos
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“sospechosos”. Este ultimo grupo de individuos podria ser sometido a continuacion a otros procesos de diagndstico,
por ejemplo, métodos de imagen u otros medios adecuados.

Una realizacion adicional de la presente invencion se refiere a una mejora de los paneles marcadores de tumores
que son adecuados para el diagndstico de cancer en general o paneles marcadores de tumores que son adecuados
para el diagnéstico de un tipo determinado de tumor, por ejemplo, cancer de pulmén o cancer de colon.

La presente invencion esta dirigida también a un método para evaluar un cancer in vitro por un marcador bioquimico,
comprendiendo la medicion en una muestra de la concentraciéon y/o actividad de seprasa y de uno o varios otros
marcadores especificos para el cancer, y utilizar los resultados de la medicion, particularmente concentraciones
determinadas en la evaluacién de cancer. Los marcadores preferentes a utilizar en combinacién con seprasa son,
por otra parte, marcadores que son en general marcadores de tumor (es decir, marcadores que no son especificos
para un solo tipo de tumor) o bien, por otra parte, marcadores especificos de tumor (marcadores que son especificos
para un solo tipo de tumor). Son marcadores preferentes, por ejemplo, para la evaluacién de cancer, tales como
cancer de pulmén o de colon Cyfra 21-1, CEA, NSE, CA19-9, CA125, PSA, ASC, S100A12 y NNMT. Estos
marcadores pueden ser utilizados individualmente, cada uno de ellos o conjuntamente en cualquier combinacién con
seprasa.

Si, de acuerdo con este método de la invencion, se evalla cancer, uno o varios otros marcadores del cancer
correspondiente se seleccionan preferentemente del grupo que consiste en Cyfra 21-1, CEA, NSE, CA19-9, CA125,
PSA, ASC, S100A12 y NNMT.

Por lo tanto, en la presente invencién, en una realizacién preferente, se refiere también a la utilizacién de un panel
de marcadores que comprende el marcador seprasa y, como minimo, otro marcador de tumores, por ejemplo, Cyfra
21-1, CEA, NSE, CA19-9, CA125, PSA, ASC, S100A12 y NNMT en la evaluacién de cancer, por ejemplo, cancer de
pulmén y/o de colon.

Preferentemente, la presente invencion esta dirigida a un método para la evaluacién de un cancer, tal como cancer
de pulmén o de colon in vitro por marcadores bioquimicos, comprendiendo la medicién en una muestra de la
concentracién y/o actividad de seprasa y/o fragmentos de la misma y uno o varios otros marcadores de cancer, por
ejemplo, uno o varios marcadores de cancer de pulmén o de colon y utilizando los resultados de la medicién,
particularmente concentraciones determinadas en la evaluacion de cancer. Es preferible que el otro u otros varios
marcadores sean seleccionados del grupo que consiste en Cyfra 21-1, CEA, NSE, CA19-9, CA125, PSA, ASC,
S100A12 y NNMT.

La presente invencién, en una realizacion preferente, se refiere también a la utilizacion de un panel marcador que
comprende como minimo seprasa y CYFRA 21-1 en la evaluacién de cancer, particularmente LC o cancer de colon,
y mas particularmente NSCLC o cancer colorrectal.

La presente invencion se refiere también a la utilizacion de un panel marcador que comprende como minimo
seprasa y CEA en la evaluacion de cancer, particularmente LC o cancer de colon, y mas particularmente NSCLC o
cancer colorrectal.

La presente invencion se refiere también a la utilizacion de un panel marcador que comprende como minimo
seprasa y SCC en la evaluacion de cancer, particularmente LC o cancer de colon, y mas particularmente NSCLC o
cancer colorrectal.

La presente invencion se refiere también a la utilizacion de un polipéptido de seprasa y/o fragmentos del mismo para
la evaluacidon de cancer, en el que una concentracion y/o actividad disminuida de seprasa y/o fragmentos de la
misma es indicativa de cancer.

La presente invencion se refiere también a la utilizacion de seprasa en la evaluacién de varios tipos especificos de
cancer, particularmente de pulmén, colon, eséfago, cabeza y cuello, estbmago, conducto biliar, pancreas, rifion,
cérvix, ovario, seno, vejiga, endometrio o préstata.

La presente invencién también se refiera a la utilizacién de un anticuerpo dirigido contra un polipéptido de seprasa
y/o fragmentos del mismo en la evaluacion de cancer, en el que una concentracion y/o actividad disminuida de
seprasa y/o fragmentos de la misma es indicativa de cancer.

La presente invencion se refiere también a la utilizacion de un reactivo para la medicién de la actividad enzimatica de
un polipéptido de seprasa y/o fragmentos de la misma en la evaluacidon de cancer, en el que una concentracién y/o
actividad disminuida de seprasa y/o fragmentos de la misma es indicativa de cancer.

La presente invencidon da a conocer también un kit para llevar a cabo un método, segun la presente invencion que
comprende, como minimo, los reactivos requeridos para medir especificamente un polipéptido de seprasa y/o
fragmentos del mismo y uno o varios otros marcadores de cancer.
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La presente invencion también da a conocer un kit para llevar a cabo el método segun la presente invencién que
comprende como minimo los reactivos requeridos para medir especificamente seprasa y uno o varios marcadores
de cancer, por ejemplo, marcadores de cancer de pulmon, colon, eséfago, cabeza y cuello, estémago, conducto
biliar, pancreas, rifién, cérvix, ovario, seno, vejiga, endometrio o prostata, tal como se ha descrito anteriormente, de
manera que los otros marcadores pueden estar dirigidos cada uno de ellos individualmente o en combinacién de los
mismos.

La presente invencion da a conocer también un kit para llevar a cabo un método, segun la presente invencion, que
comprende, como minimo, los reactivos requeridos para medir especificamente seprasa y CYFRA 21-1,
respectivamente, y opcionalmente reactivos auxiliares para llevar a cabo la medicion.

La presente invencion da a conocer también un kit para llevar a cabo un método, segun la presente invencion, que
comprende, como minimo, los reactivos requeridos para medir especificamente seprasa y CEA, respectivamente, y
opcionalmente reactivos auxiliares para llevar a cabo la medicion.

La presente invencion también da a conocer un kit para llevar a cabo un método, segun la presente invencion, que
comprende como minimo los reactivos requeridos para medir especificamente seprasa y SCC, respectivamente, y
opcionalmente reactivos auxiliares para llevar acabo la medicién.

En una realizacion preferente, la presente invencion se refiere a un método para la evaluacion de cancer in vitro que
comprende la medicién en una muestra de la concentraciéon y/o actividad de (a) un polipéptido de separsa y/o
fragmentos de la misma, (b) opcionalmente uno o varios otros marcadores de cancer, y (c) utilizacion del resultado
de medicion de la etapa (a) y opcionalmente de la etapa (b) en la evaluacion de cancer, en el que una concentracion
y/o actividad disminuida de seprasa y/o fragmentos de la misma es indicativa de cancer.

El término “medicion” preferentemente comprende una medicién cualitativa, semi-cuantitativa o cuantitativa de un
polipéptido de seprasa en una muestra. En una realizacion preferente, la medicion es una medicion semi-
cuantitativa, es decir, se determina si la concentraciéon y/o actividad de seprasa se encuentra por encima o por
debajo de un valor limite. Tal como conocer los expertos en la materia, en un ensayo de Sl (presencia) o NO
(ausencia), la sensibilidad del ensayo se ajusta habitualmente para adecuarse al valor limite o de corte. Un valor
limite o de corte puede ser determinado, por ejemplo, a partir de la prueba de un grupo de individuos sanos.
Preferentemente, el valor limite es ajustado para que resulte en una especificidad de 90%, asimismo, de forma
preferente, el corte es ajustado para que resulte en una especificidad de 95%, o también es preferente el ajuste del
corte para que resulte en una especificidad de 98%. Un valor por debajo del valor de corte puede ser indicativo, por
ejemplo, de la presencia de cancer. En particular, un valor por debajo del valor de corte puede ser indicativo, por
ejemplo, de la presencia de cancer de pulmén, colon, eséfago, cabeza y cuello, estémago, conducto biliar, pancreas,
rifidn, cérvix, ovario, seno, vejiga, endometrio o prostata. En una realizacion adicional preferente, la medicion de
seprasa es una medicién cuantitativa. En otra realizaciéon, la concentracion y/o actividad de seprasa es
correlacionada a una cuestién de diagnostico subyacente, tal como etapa de la enfermedad, avance la enfermedad,
o respuesta a la terapia.

La seprasa humana (designada proteina de activacion de fibroblastos (FAP)) es una glicoproteina unida a
membrana de 170 kDa que tiene actividad de gelatinasa y de dipeptidil peptidasa. Consiste en dos unidades
mondmeras idénticas (acceso a base de datos Uni Prot KB No. 27487) caracterizadas por la secuencia indicada en
SEQ ID NO: 1 (Figura 3). El monémero de seprasa comprende 766 aminoacidos y tiene un peso molecular aparente
de 97 kDa (SDS-PAGE) (Pineiro-Sanchez y otros, J. Biol. Chem. 272 (1997) 7595-7601; Park y otros, J. Biol.
Chem. 274 (1999) 36505-36512). Una forma soluble de seprasa es la enzima fraccionadora de antiplasmina APCE
(Lee y otros, Blood 103 (2004) 3783-3788; y otros, Blood 107 (2006) 1397-1404). La secuencia de amino&cidos del
terminal N de APCE corresponde a residuos 24-38 de seprasa que se ha predicho, que tiene sus primeros 6
residuos del terminal N dentro del citoplasma del fibroblasto, seguido por un dominio transmembrana de 20
residuos, y a continuacién un dominio catalitico de terminal C extracelular de 734 residuos (Goldstein y otros,
Biochim. Biophys. Acta. 1361 (1997) 11-19; Scanlan y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91 (1994) 5657-5661).

Pifieiro-Sanchez y otros (ver anterior) descubrieron que una expresion incrementada de seprasa se correlaciona con
el fenotipo invasivo del melanoma humano y células de carcinoma. Henry y otros, Clin. Cancer Res. 13 (2007) 1736-
1741 describen que los pacientes de tumor de colon humano que tienen elevados niveles de seprasa en el estroma
tienen mayores probabilidades de avance agresivo de la enfermedad y potencial desarrollo de metastasis o de
recurrencia.

Por lo tanto, ninguno de los documentos anteriores de la técnica sugiere que una concentracion y/o disminuida de
un polipéptido de seprasa y/o fragmentos de la misma en fluidos corporales sea indicativo de cancer.

De manera sorprendente, se ha descubierto en la presente invencidon que una determinacion de la concentracion
y/o actividad, por ejemplo, la actividad enzimatica de un polipéptido de seprasa y/o fragmentos de la misma,
particularmente de APCE en el un fluido corporal, permite la evaluacion de cancer, por ejemplo, cancer de pulmon,
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colon, eséfago, cabeza y cuello, estdmago, conducto biliar, pancreas, rifidn, cérvix, ovario, seno, vejiga, endometrio
o prostata. Incluso, de manera mas sorprendente, se descubrié que una concentracion y/o actividad disminuida de
seprasa o fragmentos de la misma en una muestra en comparacion con controles normales es indicativa del riesgo
de aparicion de cancer.

Tal como se utiliza en esta descripcidn, cada uno de los términos siguientes tiene el significado que se le asocia en
esta seccion.

Los articulos “un” y “unos” son utilizados para hacer referencia a uno o a mas de uno (es decir, como minimo uno)
de los objetos gramaticales del articulo. A titulo de ejemplo, “un marcador” significa un marcador o mas de un
marcador. El término “como minimo” es utilizado para indicar que opcionalmente pueden encontrarse presentes uno
o varios otros objetos. A titulo de ejemplo, un panel marcador que comprende como minimo (los marcadores)
seprasa y CYFRA 21-1 puede comprender opcionalmente uno u otros marcadores mas.

La expresién “uno o mas” indica de 1 a 50, preferente de 1 a 20, también de manera preferente 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,
10, 12, 0 15.

El término “marcador” o “marcador bioquimico” utilizado en esta descripcion, se refiere a una molécula a utilizar
como diana para analizar la muestra de prueba del paciente. Son ejemplos de dichas dianas moleculares proteinas
o polipéptidos. Las proteinas o polipéptidos utilizados como marcador en la presente invencidon se prevé que
incluyan variantes que se presentan de manera natural de dicha proteina y también fragmentos de dicha proteina o
de dicha variante, en particular, fragmentos detectables inmunoldgicamente. Los fragmentos inmunoldgicamente
detectables comprenden preferentemente como minimo 6, 7, 8, 10, 12, 15 o 20 aminoacidos contiguos de dicho
polipéptido marcador. Un técnico en la materia reconoceria que las proteinas que son liberadas por células o que
se encuentran presentes en la matriz extracelular pueden ser dafiadas, por ejemplo, durante inflamacién, y se
podrian degradar o fraccionar en los mencionados fragmentos. Ciertos marcadores son sintetizados en forma
inactiva, que puede ser activada subsiguientemente por protedlisis. Tal como apreciaran los técnicos en la materia,
las proteinas o fragmentos de la misma pueden encontrarse también presentes como parte de un complejo. Este
complejo puede ser también utilizado como marcador en el sentido de la presente invencion. Las variantes de un
polipéptido marcador son codificadas por el mismo gen, pero pueden diferir en su punto isoeléctrico (=PI) o peso
molecular (=MW), o ambos, por ejemplo, como resultado de proceso alternativo mRNA o pre-mRNA. La secuencia
de aminoacidos de una variante es hasta 95% o més idéntica a la correspondiente secuencia del marcador.
Ademas, o de manera alternativa, un polipéptido del marcador o una variante del mismo, puede llevar una
modificacion post-translacional. Son ejemplos no limitativos de modificaciones post-translacionales la glicosilacion,
acilacion, y/o fosforilacion.

Seprasa:

De acuerdo con la presente invencion, el término “polipéptido de seprasa y/o fragmentos de la misma” se refieren a
polipéptidos monémeros o multimeros, particularmente dimeros. Ademas, el término “polipéptido de seprasa y/o
fragmentos del mismo” se refiere particularmente a formas solubles de seprasa y/o fragmentos de la misma,
particularmente una enzima fraccionadora de antiplasmina (APCE) y también seprasa y/o fragmentos de seprasa
presentes en forma de un complejo con otro polipéptido.

Los polipéptidos de seprasa, particularmente formas solubles de polipéptidos de seprasa y/o fragmentos de la
misma, se detectan preferentemente en muestras apropiadas, particularmente fluidos corporales. Son muestras
preferentes los fluidos corporales, tales como sangre, plasma, suero, esputos, orina, heces, etc. Preferentemente,
la muestra es obtenida de un ser humano, por ejemplo un paciente de tumor o una persona con riesgo de tumor o
una persona de la que se sospecha que tenga un tumor.

De acuerdo con la presente invencion, se determina la concentracion y/o actividad de un polipéptido de seprasa y/o
fragmentos de la misma. En una realizacion, el marcador seprasa es medido especificamente a partir de una
muestra por utilizacion de un agente de unién especifico.

Un agente de uniéon especifico es, por ejemplo, un receptor para seprasa, una lectina que se une a seprasa o un
anticuerpo a seprasa. Un agente de union especifico tiene como minimo una afinidad de 10" I/mol para su
correspondiente molécula diana. El agente de union especifico tiene preferentemente una afinidad de 10% I/mol o,
asimismo, de modo preferente 10° I/mol para su molécula diana. Tal como apreciaran los técnicos en la matera, el
término especifico es utilizado para indicar qué otras biomoléculas presentes en la muestra no se unen
significativamente al agente de unién especifico para seprasa. Preferentemente, el nivel de unién a una biomolécula
distinta de la molécula diana resulta en una afinidad a la unién que es, como maximo, sélo 10% o menos, sélo 5% o
menos, sblo 5% o menos, sélo 2% o menos, solamente 1% o menos de la afinidad de la molécula diana,
respectivamente. Un agente preferente especifico de union cumplira los criterios minimos indicados para afinidad y
también para especificidad.

Un agente de unién especifico es preferentemente un anticuerpo reactivo con seprasa. El término anticuerpo se
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refiere a un anticuerpo policlonal, un anticuerpo monoclonal, fragmentos de union de antigeno de dichos
anticuerpos, anticuerpos de cadena Unica y también constructos genéticos que comprenden el dominio de unién de
un anticuerpo.

Cualquier fragmento de anticuerpo que conserve los criterios anteriores de un agente de unién especifico, podra ser
utilizado. Los anticuerpos son generados por procedimientos del estado de la técnica, por ejemplo, el descrito en
Tijssen, P., Practice y theory of enzyme immunoassays, 11, Elsevier Science Publishers B.V., Amsterdam, la obra
completa, especialmente paginas 43-78). Ademas, los técnicos en la materia conocen métodos basados en
inmunoabsorventes que pueden ser utilizados para el aislamiento especifico de anticuerpos. Por estos medios se
puede mejorar la calidad de anticuerpos policlonales, y por lo tanto, su comportamiento en inmunoensayos (Tijssen,
P., citado anteriormente, paginas 108-115).

Para las mejoras que se dan a conocer en la presente invencion, se pueden utilizar anticuerpos policlonales criados
en conejos. No obstante, es evidente que también se podrian utilizar anticuerpos policlonales de especies distintas,
por ejemplo, ratas o cobayas, asi como anticuerpos monoclonales. Dado que los anticuerpos monoclonales pueden
ser producidos en cualquier cantidad requerida con caracteristicas constantes, representan herramientas ideales en
el desarrollo de un ensayo para rutina clinica. La generacion y utilizaciéon de anticuerpos monoclonales por seprasa
en un método, segun la presente invencion, respectivamente, representan otras mejoras preferentes. Son ejemplos
preferentes de anticuerpos adecuados para la deteccidon de seprasa los que se dan a conocer en Pifieiro-Sanchez y
otros, citados anteriormente, por ejemplo los anticuerpos D8, D28 y D43.

Tal como apreciara el técnico en la materia, la seprasa ha sido identificada como marcador util en la evaluacién de
cancer, preferentemente cancer de pulmén o de colon. Se pueden utilizar varios procesos inmunodiagndsticos para
llegar a un resultado comparable a las mejoras de la presente invencion. Por ejemplo, se pueden utilizar estrategias
alternativas para generar anticuerpos. Estas estrategias comprenden entre otros, la utilizacion de péptidos sintéticos
que representan un epitopo de seprasa para inmunizacion. De manera alternativa, se puede utilizar también
inmunizacion de ADN también conocida como vacuna de ADN.

Para medicion, la muestra obtenida de un individuo es incubada con un agente de unién especifico para seprasa en
condiciones apropiadas para la formacion de un complejo de seprasa y agente de unidn. Estas condiciones no es
necesario que sean especificadas dado que los técnicos de la materia pueden identificar sin esfuerzo inventivo las
condiciones de incubacién apropiadas. La cantidad de complejo de seprasa y agente de unidon se mide y se utiliza en
la evaluacion de cancer, preferentemente cancer de pulmén. Tal como prefieran los técnicos en la materia, hay
numerosos métodos para medir la cantidad de complejo de seprasa y agente de unidn, todos ellos descritos en
detalle en libros relevantes (ver por ejemplo, Tijssen, P., citado anteriormente, o Diamandis, E.P., y Christopoulos,
T.K. (eds.), Immunoassay, Academic Press, Boston (1996)).

Preferentemente, la seprasa es detectada en un formato de ensayo de tipo sandwich. En este ensayo, un primer
agente de unién especifico es utilizado para captar seprasa por una parte y un segundo agente de union especifico
que es etiquetado para ser detectable de manera directa o indirecta, es utilizado por otra parte. Los agentes de
union especificos utilizados en el formato de ensayo de tipo sandwich pueden ser anticuerpos especificamente
dirigidos contra seprasa. Por otra parte, la deteccion puede ser llevada a cabo utilizando diferentes anticuerpos de
captacion y etiquetado, es decir, anticuerpos que reconocen diferentes epitopos en el polipéptido de seprasa. Por
otra parte, un ensayo de tipo sandwich puede ser llevado a cabo también con un anticuerpo de captaciéon y
etiquetado dirigido contra el mismo epitopo de seprasa. En esta realizacion, sélo se pueden detectar formas di y
multiméricas de seprasa.

De acuerdo con otra realizacion de la invencién, el marcador seprasa es especificamente medido a partir de una
muestra por utilizacién de un régimen de prueba adecuado para detectar la actividad enzimatica de la seprasa. La
actividad enzimatica puede ser, por ejemplo, una actividad de gelatinasa o actividad de peptinasa. La actividad de
gelatinasa puede ser determinada, por ejemplo, por zimografia, utilizando zimogramas de gelatina. La actividad de
peptinasa puede ser determinada, por ejemplo, por ensayos fluorescentes utilizando sustratos péptidos. Se
describen ensayos para la medicién de la actividad de seprasa, por ejemplo, por Lee y otros (2006), ver anterior.

En el sentido de la presente invencion, un “marcador de cancer” y en particular un “marcador de cancer de pulmon” y
“marcador de cancer de colon” es cualquier marcador que si se combina con el marcador seprasa afiade informacion
relevante en la evaluacion del cancer, por ejemplo, en la evaluacién de céncer en general o en la evaluacion de
ciertos tipos de cancer, por ejemplo, en la evaluacion de LC o CRC. La informacion se considera relevante o que
afade valor si a una especificidad determinada la sensibilidad o si para una sensibilidad determinada la
especificidad, respectivamente, para la evaluacion del cancer, se pueden mejorar incluyendo dicho marcador en una
combinacién de marcadores que comprende ya el marcador seprasa. En la realizacién preferente de la evaluacion
de cancer, la mejora en la sensibilidad o especificidad, respectivamente, es estadisticamente significativa a un nivel
de significancia de p = .05, .02, .01 o inferior. Preferentemente, el marcador o marcadores de tumores se
seleccionan del grupo que consiste en CYFRA 21-1, CEA, NSE, CA19-9, CA125, PSA, ASC, S100A12 y NNMT.
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El término “muestra” utilizado en esta descripcion se refiere a una muestra biolégica obtenida con el objetivo de
evaluacion in vitro. En los métodos de la presente invencién, la muestra o muestra de paciente preferentemente
puede comprender cualquier fluido corporal. Son muestras preferentes la sangre completa, suero, plasma, lavajes
bronquiales o esputos, siendo los mas preferentes plasma o suero.

El término “evaluacion de cancer” y en particular “evaluacion de cancer de pulmén” o evaluacion de cancer de colon”
se utiliza para indicar que el método, segun la presente invencion (solo o conjuntamente con los otros marcadores o
variables, por ejemplo el criterio indicado por UICC (ver anterior)), ayudara al médico a establecer o confirmar la
ausencia o presencia de cancer, en particular LC o CRC, o ayudara al médico en la prognosis, detecciéon de la
recurrencia (seguimiento del paciente después de cirugia) y/o el control del tratamiento especialmente quimioterapia.

Tal como apreciaran los técnicos en la materia, estas evaluaciones se realizaran in vitro. La muestra del paciente es
eliminada posteriormente. La muestra del paciente es utilizada unicamente para el método de diagndstico in vitro de
la invenciéon y el material de la muestra del paciente no es transferido nuevamente al cuerpo del paciente. De
manera tipica, la muestra es una muestra liquida, por ejemplo, sangre completa, suero o plasma.

En una realizacion preferente la presente invencion se refiere a un método para la evaluacién de cancer, por
ejemplo, LC o CRC in Vitro por marcadores bioquimicos comprendiendo la medicion en una muestra de la
concentracion de seprasa y utilizando la concentraciéon y/o actividad determinada en la evaluacién de cancer, por
ejemplo, LC o CRC.

Los inventores de la presente invencion de manera sorprendente han sido capaces de detectar una concentracion
y/o actividad disminuida del marcador seprasa en un porcentaje significativo de muestras obtenidas de pacientes
con cancer, en particular con cancer de pulmoén, de colon, de eséfago, de cabeza y cuello, de estomago, de
conducto biliar, de pancreas, de rifidn, de cérvix, de ovario, de seno, de vejiga, de endometrio o de préstata. Incluso,
de manera mas sorprendente, han sido capaces de demostrar que la concentracion y/o actividad disminuida de
seprasa en esta muestra obtenida de un individuo se puede utilizar para la evaluacién de cancer, en particular para
las enfermedades de cancer antes mencionadas.

La situacion ideal para el diagnéstico seria una situacion en la que un solo evento o proceso provocaria la
correspondiente enfermedad, por ejemplo, en enfermedades infecciosas. En todos los demas casos, el diagnéstico
correcto puede ser muy dificil, especialmente cuando la etiologia de la enfermedad no estda comprendida por
completo, tal como es en el caso de muchos tipos de cancer, por ejemplo, LC. Tal como el experto en la materia
apreciara, ningun marcador bioquimico es diagnosticado con 100% de especificidad, y al mismo tiempo 100% de
sensibilidad para una determinada enfermedad multifactorial, por ejemplo, LC: por el contrario, los marcadores
bioquimicos, por ejemplo, CYFRA 21-1, CEA, NSE o tal como se ha mostrado seprasa, se pueden utilizar para
evaluar, con una cierta probabilidad o valor de prediccion, por ejemplo, la presencia, ausencia o gravedad de una
enfermedad. Por lo tanto, en diagndsticos clinicos de rutina. Se consideraran conjuntamente de manera general
varios sintomas clinicos y marcadores biolégicos de manera conjunta en el diagnéstico, tratamiento y gestion de la
enfermedad subyacente.

Los marcadores bioquimicos pueden ser determinados individualmente o en una realizacion preferente de la
invencion se pueden medir simultaneamente utilizando un chip o un granulo basado en tecnologia “array”. Las
concentraciones de los biomarcadores son interpretadas a continuaciéon de manera independiente, por ejemplo,
utilizando un valor limite o de corte para cada marcador o se pueden combinar a efectos de interpretacion.

En otras realizacion preferente, la evaluacién de cancer, de acuerdo con la presente invencion, se lleva a cabo en un
método que comprende la medicion en una muestra de la concentraciéon y/o actividad de a) un polipéptido de
seprasa y/o fragmentos del mismo y b) uno o varios otros marcadores de cancer y c) utilizando los resultados de la
medicion, por ejemplo, las concentraciones determinadas en la etapa s) y en la etapa b) respectivamente en la
evaluacion de cancer.

En la evaluacion de cancer, el marcador seprasa sera ventajoso segun uno o varios de los siguientes aspectos:
rastreo, ayuda al diagnéstico, prognosis, control de la terapia tal como quimioterapia, radioterapia e inmunoterapia.

Rastreo:

El rastreo se define como la aplicacion sistematica de una prueba para identificar individuos, por ejemplo, individuos
de riesgo, en cuanto a indicadores de una enfermedad, por ejemplo, la presencia de cancer. Preferentemente, la
poblacion a rastrear se compone de individuos que se sabe que tiene un riesgo de cancer superior al promedio. Por
ejemplo, una poblacién de rastreo para cancer de pulmén esta compuesta por individuos que se sabe que tienen un
riesgo superior promedio de cancer de pulmon, tal como fumadores, exfumadores y trabajadores expuesto a uranio,
cuarzo o amianto.

En la realizacién preferente, un fluido corporal tal como suero o esputos se utiliza como muestra en el rastreo de
cancer, por ejemplo, cancer de pulmén o colorrectal.
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Para muchas enfermedades, ningun marcador bioquimico individual en la circulacién cumplira en ningin caso los
criterios de sensibilidad y especificidad requeridos para los objetivos del rastreo. Esto parece ser también cierto para
cancer y en particular para cancer de pulmoén. Se tiene que esperar que un panel marcador que comprende una
serie de marcadores tendra que ser utilizado en el rastreo de cancer. Los datos establecidos en la presente
invencién indican que el marcador seprasa formara una parte integral de un panel marcador apropiado para
objetivos de rastreo. La presente invencion se refiere, por lo tanto, a la utilizacion de seprasa como otro marcador de
un panel de marcadores de cancer, es decir, un panel marcador que comprende seprasa y uno o varios otros
marcadores adicionales con el objetivo de rastreo de cancer. En particular, la presente invencion se refiere a la
utilizacion de seprasa como marcador de un panel de marcadores general para cancer. Este panel marcador
comprende el marcador seprasa y uno o varios marcadores adicionales, por ejemplo, marcadores generales de
cancer y/o marcadores para el tipo antes mencionado de cancer.

La seprasa es posible que contribuya también a paneles marcadores para ciertos tipos especificos de cancer, por
ejemplo, cancer de pulmén, de colon, de eséfago, de cabeza y cuello, de estémago, de conducto biliar, de pancreas,
de rifién, de cérvix, de ovarios, de seno, de vejiga, de endometrio o de proéstata.

Otros tipos de cancer a evaluar con un panel marcador que comprende seprasa son cancer de de pulmén, de colon,
de esodfago, de cabeza y cuello, de estdmago, de conducto biliar, de pancreas o de rifidn.

Otros tipos preferentes de cancer a evaluar con un panel marcador que comprende seprasa son cancer de de
pulmoén, de colon, de eséfago, de cabeza y cuello, de estmago o de conducto biliar.

Otros tipos preferentes de cancer a evaluar con un panel marcador que comprende seprasa son cancer de pulmén o
cancer de colon.

Un tipo preferente de cancer a evaluar con un panel marcador que comprende seprasa es cancer de pulmén (LC).

Los presentes datos indican ademds que ciertas combinaciones de marcadores seran ventajosas en el rastreo de
cancer. Por ejemplo, con referencia a las realizaciones preferentes de rastreo de LC o CRC, la presente invencion
se refiere también a la utilizacion de un panel marcador que comprende seprasa y CYFRA 21-1 o un panel marcador
que comprende seprasa y CEA, o un panel marcador que comprende seprasa y NSE, o un panel marcador que
comprende seprasa y CA 19-9, o un panel marcador que comprende seprasa y CA 125, o un panel marcador que
comprende seprasa y PSA, o un panel marcador que comprende seprasa y ASC, o un panel marcador que
comprende seprasa y S100A12, o un panel marcador que comprende seprasa y NNMT, o un panel marcador que
comprende seprasa y dos 0 mas marcadores seleccionados del grupo que consiste en CYFRA 21-1, CEA, NSE, CA
19-9, CA 125, PSA, ASC, S100A12 y NNMT.

Ayuda al diagnéstico:

Los marcadores pueden o bien ayudar al diagndstico diferencial de enfermedades benignas con respecto a las
malignas en érganos especificos, o pueden ayudar a distinguir entre diferentes tipos histolégicos de un tumor, o
establecer valores de marcador de linea base antes de la cirugia.

En la actualidad, importantes métodos utilizados en la deteccidon de cancer son exploraciéon radiolégica y/o la
tomografia computarizada (CT). Pequefios nddulos, es decir, pequefias regiones de tejidos sospechosos se pueden
visualizar por estos métodos. No obstante, muchos de estos nédulos, mas del 90% con CT representan cambios de
tejidos benignos y solamente una minoria de ndédulos representa tejidos cancerosos. La utilizacion del marcador
seprasa puede ayudar en la diferenciacién de enfermedades benignas con respecto a las malignas.

Dado que la seprasa como marcador individual puede ser superior a otros marcadores, por ejemplo, en el caso de
LC a otros marcadores, tales como CEA o NSE, se tiene que esperar que la seprasa se utilice como ayuda de
diagnéstico, especialmente estableciendo un valor de linea base antes de la cirugia. La presente invencion se
refiere, por lo tanto, a la utilizacion de seprasa para establecer un valor de linea base antes de la cirugia para
cancer.

Prognosis:

Se pueden definir los indicadores prondsticos como caracteristicas clinicas, patolégicas o bioquimicas de pacientes
de cancer y sus tumores que predicen con una cierta probabilidad el resultado de la enfermedad. Su utilizacion
principal consiste en ayudar a planificar racionalmente la gestion del paciente, es decir, evitar sub-tratamiento de
enfermedades agresivas y sobre-tratamiento de enfermedades indolentes, respectivamente. Molina, R., y otros,
Tumor Biol. 24 (2003) 209-218 evaluaron el valor pronéstico de CEA, CA 125, CYFRA 21-1, SSC y NSE, en NSCLC.
En su estudio, los niveles anormales en suero de los marcadores NSE, CEA, y LDH (lactato dehidrogenasa) parecen
indicar una supervivencia més corta.
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Dado que la seprasa sola significativamente contribuye a la diferenciacion de pacientes de cancer, por ejemplo,
pacientes LC o CRC con respecto a controles sanos, se puede esperar que ayudara en la evaluacion de la
prognosis de pacientes que sufren de cancer, preferentemente LC o CRC. El nivel de seprasa pre-operativa se
combinara muy probablemente con uno o varios otros marcadores de cancer y/o el sistema de evaluacion TNM. En
una realizacién preferente, se utiliza seprasa en la prognosis de pacientes con LC o CRC.

Control de quimioterapia:

Merle, P., y otros, Int. J. of Biological Markers 19 (2004) 310-315 evaluaron las variaciones de nivel en suero de
CYFRA 21-1 en pacientes con NSCLC localmente avanzado tratado con quimioterapia de induccion. Llegaron a una
conclusion que el control temprano de niveles en suero de CYFRA 21-1 puede ser una herramienta de prondstico util
para la respuesta del tumor y supervivencia en pacientes de NSCLC en etapa Ill. Ademas, se ha descrito en
informes la utilizacion de CEA en el control del tratamiento de pacientes con LC (Fukasawa, T., y otros, Cancer &
Chemotherapy 13 (1986) 1862-1867). La mayor parte de estos estudios eran retrospectivos, no aleatorios y
contenian un pequefio nimero de paciente. Igual que en el caso de los estudios con CYFRA 21-1, los estudios de
CEA sugirieron: a) que los pacientes con una disminucion en niveles de CEA mientras recibian quimioterapia tenian
en general un mejor resultado que los pacientes cuyos niveles de CEA no disminuian y b) para la mayor parte de
pacientes, los aumentos en niveles de CEA estaban asociados con el avance de la enfermedad.

Se espera que la seprasa sea, como minimo, un marcador tan bueno para el control de quimioterapia como CYFRA
21-1 o CEA, respectivamente. La presente invencion se refiere, por lo tanto, a la utilizacién de seprasa en el control
de pacientes de cancer y preferentemente de cancer de pulmén (LC) o cancer de colon (CRC) sometidos a
quimioterapia. En el control de la terapia en una realizacion preferente, las mediciones para seprasa y para, como
minimo, un marcador seleccionado del grupo que consiste en CYFRA 21-1, CEA y/o NSE se combinara y se utilizara
en la evaluacion de cancer de pulmén (LC).

Seguimiento:

Una parte importante de pacientes con LC sometidos a reseccion quirdrgica destinada a la eliminacién completa de
tejidos cancerosos desarrollan posteriormente recurrencia o enfermedad de metastasis ((Wagner, H., Chest 117
(2000) 110-118; Buccheri, G., y otros., Ann. Thorac. Surg. 75 (2003) 973-980). La mayor parte de estos relapsos
tienen lugar dentro de los primeros 2-3 afios después de la cirugia. Dado que la enfermedad
recurrente/metastasica es invariablemente mortal si se detecta demasiado tarde, se han enfocado considerables
investigaciones en el relapso de cancer en una etapa previa y, por lo tanto, potencialmente tratable.

Como consecuencia, muchos pacientes de cancer, por ejemplo, pacientes de LC, son sometidos a un programa de
control post-operatorio que incluye frecuentemente control regular con CEA. Se ha demostrado que el control
seriado con CEA un afio después de la reseccion quirirgica detecta una enfermedad post-operatoria
recurrente/metastasica con una sensibilidad de aproximadamente 29% con una especificidad de aproximadamente
97%, incluso en ausencia de sintomas sospechosos ((Buccheri, G., y otros, Ann. Thorac. Surg.75 (2003) 973-980).
De este modo, el seguimiento de pacientes con LC después de cirugia es uno de los campos mas importantes de
utilizacion para un marcador bioquimico apropiado. Debido a la alta sensibilidad de seprasa en pacientes con LC
investigados, es probable que la seprasa sola o en combinacién con uno o varios marcadores sea de gran ayuda
en el seguimiento de pacientes de LC, especialmente pacientes de LC después de cirugia. La utilizacion de un
panel marcador que comprende seprasa y uno o varios otros marcadores de LC en el seguimiento de pacientes de
LC representa una realizacién adicional preferente de la presente invencién.

La presente invencion en una realizacion preferente se refiere a la utilizacion de seprasa en el campo diagndstico
de cancer. Preferentemente, se utiliza seprasa en la evaluacion de cancer de pulmén (LC), colon (CRC), esoéfago,
cabeza y cuello, estdbmago, conducto biliar, pancreas, rifidn, cérvix, ovario, seno, vejiga, endometrio o prostata,
respectivamente.

En otra realizacion adicional preferente, la presente invencion se refiere a la utilizacion de seprasa como molécula
marcadora para cancer, por ejemplo, cancer en general o tipos especificos de cancer, tal como cancer de pulmon,
colon, esofago, cabeza y cuello, estdmago, conducto biliar, pancreas, rifién, cérvix, ovario, seno, vejiga,
endometrio, o prdstata en combinacion con una u otras varias moléculas marcadoras para cancer. Las otras
moléculas marcadoras pueden ser moléculas marcadoras de tipo general no especificas para tipo de cancer y/o
moléculas marcadoras especificas para tipo de cancer, por ejemplo, moléculas marcadoras para cancer de pulmon
0 cancer de colon. La seprasa y, como minimo, otro marcador adicional, se utilizan para la evaluacién de cancer,
por ejemplo, cancer de pulmén o de colon en una muestra liquida obtenida de un individuo. Otros marcadores de
cancer seleccionados preferentemente con los que se puede combinar la medicién de seprasa son: Cyfra 21-1,
CEA, NSE, CA125, CA19-9, PSA, ASC, S100A12 y NNMT. En particular, los otros marcadores LC seleccionados
preferentes con los que se puede combinar seprasa son CYFRA 21-1, CEA y/o NSE. Un panel marcador
adicionalmente preferente en la evaluacioén de cancer, por ejemplo, LC comprende seprasa y, como minimo, otra
molécula marcadora seleccionada del grupo que consiste en CYFRA 21-1 y CEA.
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Tal como apreciara el técnico en la materia, hay muchas maneras de utilizar las mediciones de dos o mas
marcadores a efectos de mejorar la cuestion de diagndstico que se investiga. En una forma muy simple, pero, no
obstante, frecuentemente efectiva, se supone un resultado positivo si una muestra es positiva para un minimo de
uno de los marcadores investigados. Este puede ser por ejemplo el caso cuando se efectia diagndstico de
enfermedad infecciosa, tal como SIDA.

No obstante, frecuentemente la combinacién de marcadores es evaluada. Preferentemente, los valores medidos
para marcadores de un panel de marcadores, por ejemplo, para seprasa y CYFRA 21-1, se combinan
matematicamente y el valor combinado es correlacionado con la cuestion de diagnéstico subyacente. Los valores
de marcadores pueden ser combinados por cualquier método matematico del estado de la técnica. Los métodos
matematicos bien conocidos para correlacionar una combinacion de marcadores con una enfermedad utilizan
métodos tales como el analisis discriminante (DA) (es decir, DA lineal, cuadratico, regularizado), métodos de Kernel
(por ejemplo, SVM), métodos no paramétricos (por ejemplo, clasificadores de k-Nearest-Neighbor), PLS (Minimos
cuadrados parciales), métodos de tres bases (es decir, regresion légica, CART, métodos Forest al azar, métodos
Boosting/Bagging), modelos lineales generalizados (por ejemplo, regresion logistica), métodos basados en
componentes principales (es decir, SIMCA), modelos aditivos generalizados, métodos basados en légica difusa y
métodos basados en redes neuronales y algoritmos genéticos. Los técnicos en la materia no tendran problema
alguno en seleccionar un método apropiado para evaluar una combinacion de marcadores, segun la presente
invencion. Preferentemente, el método utilizado en la correlacién de la combinacién de marcadores de la invencion,
por ejemplo, la ausencia o presencia de LC se selecciona a partir de DA (es decir, analisis discriminante lineal,
cuadratico, regularizado), métodos Kernel (es decir, SVM), métodos no paramétricos (es decir, clasificadores k-
Nearest-Neighbor), PLS (cuadrados minimos parciales), métodos de tres bases (es decir, regresion ldgica, CART,
métodos Forest al azar, métodos Boosting), o modelos lineales generalizados (es decir, regresion logistica). Se
encuentran detalles relativos a estos métodos estadisticos en las siguientes referencias: Ruczinski, |., y otros, J. of
Computational and Graphical Statistics, 12 (2003) 475-511; Friedman, J.H., J. of the American Statistical
Association 84 (1989) 165-175; Hastie, Trevor, Tibshirani, Robert, Friedman, Jerome, The Elements of Statistical
Learning, Springer Series in Statistics (2001); Breiman, L., Friedman, J.H., Olshen, R.A., Stone, C. J. (1984)
Classification and regression trees, California: Wadsworth; Breiman, L., Random Forests, Machine Learning, 45
(2001) 5-32; Pepe, M.S., The Statistical Evaluation of Medical Tests for Classification and Prediction, Oxford
Statistical Science Series 28 (2003); y Duda, R.O., Hart, P. E., Stork, D. G., Pattern Classification, Wiley
Interscience, 22 edicion (2001).

Una realizacion preferente de la invencion consiste en utilizar un limite de corte multivariable optimizado para la
combinacién subyacente de marcadores bioldgicos y discriminar el estado A con respecto al estado B, por ejemplo,
enfermo con respecto a sano. En este tipo de analisis, los marcadores no son independientes, sino que forman un
panel marcador.

La exactitud del método de diagnostico se describe mejor por sus caracteristicas operativas en el receptor (ROC)
(ver especialmente Zweig, M.H., and Campbell, G., Clin. Chem. 39 (1993) 561-577). El grafico ROC es una
representacion de todos los pares de sensibilidad/especificidad que resultan de la variacién continuada del umbral
de decision en todo el rango de datos observado.

El comportamiento clinico de una prueba de laboratorio depende de su exactitud de diagnédstico, de la capacidad
de clasificar correctamente sujetos en subgrupos clinicamente relevantes. La exactitud de diagndstico mide la
capacidad de la prueba para distinguir correctamente dos condiciones distintas de los sujetos investigados. Estas
condiciones son, por ejemplo, salud y enfermedad o enfermedad benigna contra enfermedad maligna.

En cada caso, el grafico ROC muestra el solape entre las dos distribuciones al representar la sensibilidad con
respecto a 1-especificidad para el rango completo de umbrales de decision. Sobre el eje Y se encuentra la
sensibilidad o la fraccidn positiva real [definida como (numero de resultados de pruebas positivos reales)/(numero
de resultados positivos reales + numero de resultados de prueba negativos falsos)]. Se ha hecho referencia a ello
también como positividad en presencia de una enfermedad o de un determinado estado. Se calcula Gnicamente a
partir del subgrupo afectado. En el eje X, se encuentra la fraccion falsa positiva o 1-especificidad [definida como
(nimero de resultados falsos-positivos)/(nimero de resultados verdaderos-negativos + nimero de resultados
falsos-positivos)]. Es un indice de especificidad y se calcula enteramente a partir del subgrupo no afectado. Dado
que las fracciones verdadera y falsa-positiva son calculadas completamente de forma separada, utilizando los
resultados de la prueba de diferentes subgrupos, el grafico ROC es independiente de la prevalencia de enfermedad
en la muestra. Cada uno de los puntos del grafico ROC representa un par sensibilidad/1-especificidad que
corresponde a un umbral de decisiéon especifico. Una prueba con discriminacion perfecta (sin solape en las dos
distribuciones de resultados) tiene un grafico ROC que pasa por la esquina superior izquierda, en la que la fraccidn
verdadero-positivo es 1,0, o 100% (sensibilidad perfecta), y la fraccion falsa-positivo es 0 (especificidad perfecta).
El grafico tedrico para una prueba sin discriminacion (distribuciones idénticas de resultados de los dos grupos) es
una linea diagonal a 45° desde la esquina inferior izquierda a la esquina suprior derecha. La mayor parte de
graficos se encuentran entre estos dos extremos (si el grafico ROC se encuentra completamente por debajo de la
diagonal de 45°, esto se soluciona facilmente invirtiendo el criterio para “positividad” desde “mayor que” a “menor
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que”, o viceversa). Cualitativamente, cuanto mas cerca se encuentre el grafico a la esquina superior izquierda,
mayor es la exactitud global de la prueba.

Una forma preferente de cuantificar la exactitud de diagnédstico de una prueba de laboratorio consiste en expresar
su rendimiento con un solo numero. Este parametro global es, por ejemplo, el llamado “error total” o
alternativamente el “area por debajo de la curva = AUC”. La medicién global mas comun es el area por debajo del
grafico ROC. De manera convencional, este area es siempre >0,5 (si no lo es se puede invertir la norma de
decisidn para hacerlo). Los valores estan comprendidos entre 1,0 (separacion perfecta de los valores de prueba de
los dos grupos) y 0,5 (sin diferencia de distribucidén aparente entre los dos grupos de valores de prueba). El area no
depende solamente de una parte particular del grafico, tal como el punto mas préoximo a la diagonal o la
sensibilidad a 90% de especificidad, sino en el grafico en conjunto. Esta es una expresion cuantitativa, descriptiva
de la proximidad del grafico ROC al grafico perfecto (area=1,0).

En una realizacién preferente, la presente invencion se refiere a un método para mejorar la exactitud de
diagndstico para cancer, por ejemplo, LC o CRC con respecto a controles sanos por medicion en una muestra de la
concentracion de, como minimo, seprasa y CYFRA 21-1. y opcionalmente CEA, y/o NSE, respectivamente y
correlacionando las concentraciones determinadas a la presencia o ausencia de cancer, por ejemplo LC o CRC,
resultando la mejora en que un mayor nimero de pacientes es clasificado correctamente como afectados de
cancer, por ejemplo, LC o CRC con respecto a controles sanos en comparacién con una clasificacion basada en
cualquier marcador individual investigado en solitario.

En un método preferente, segun la presente invencion, como minimo la concentracion de los biomarcadores
seprasa, y CYFRA 21-1, respectivamente, se determina y la combinacién de marcadores se utiliza en la evaluacion
de cancer, por ejemplo LC o CRC.

En otro método adicionalmente preferente segun la presente invencion, como minimo, la concentracion de los
biomarcadores seprasa y CEA, respectivamente, es determinada y la combinaciéon de marcadores es utilizada en la
evaluacion de cancer, por ejemplo, LC o CRC.

En otro método preferente, segun la presente invencién, como minimo, la concentracion de los biomarcadores
seprasa, CYFRA 21-1 y CEA, respectivamente, es determinada y la combinacién de marcadores es utilizada en la
evaluacion de cancer, por ejemplo, LC o CRC.

En otro método preferente, segun la presente invencién, como minimo, la concentracion de los biomarcadores
seprasa, CYFRA 21-1 y CEA, respectivamente, es determinada y la combinacion de marcadores es utilizada en la
evaluacion de cancer, por ejemplo, LC o CRC.

Todavia en otro método preferente, de acuerdo con la presente invencién, como minimo, la concentracién de los
biomarcadores seprasa, CYFRA 21-1 y NSE, respectivamente, es determinada y la combinacién de marcadores es
utilizada en la evaluacion de cancer, por ejemplo, LC o CRC.

Los siguientes ejemplos, referencias, secuencias, listas y figuras se facilitan para ayudar a la comprension de la
presente invencion, cuyo ambito real se define en las reivindicaciones adjuntas. Se comprendera que se pueden
introducir modificaciones en los procedimientos que se han indicado sin salir del espiritu de la invencion.

Descripcion de las figuras

Figura 1 La figura 1 muestra la distribucién de valores de concentracion de seprasa en suero en pacientes
con cancer colorrectal (CRC) y pacientes de control sanos y controles sanos.

Figura 2 La figura 2 muestra la distribucion de valores de concentracion de seprasa en suero en pacientes
de cancer de pulmén (LC) y controles sanos.

Figura 3 La figura 3 muestra la secuencia de aminoacidos de seprasa humana (SEC ID NO: 1).

Ejemplo 1

Como moléculas de union especificas de seprasa se utilizaron anticuerpos monoclonales de rata anti-seprasa
(clones D8, D28 y D43) (Pineiro-Sanchez, M.-L., y otros., J. Biol. Chem., 272 (1997) 7595-7601).

Biotinilacion de IgG de rata monoclonal

IgG de rata monoclonal (clones D28 6 D43) fue llevado a 10 mg/ml en 10 mM NaH;PO4/NaOH, pH 7,5, 30 mM
NaCl. Por ml de solucién IgG se afiadieron 50 pl de Biotina-N-hidroxisuccinimida (3,6 mg/ml en DMSO). Después
de 30 minutos a temperatura ambiente, la muestra fue cromatografiada sobre Superdex 200 (10 mM
NaH>PO4/NaOH, pH 7,5, 30 mM NaCl). La fraccién que contenia IgG biotinilada fue recogida.
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Digoxigenilacion de IgG de rata monoclonal.

IgG de rata monoclonal (clones D8 6 D43) fue llevado a 10 mg/ml en 10 mM NaH2PO.4/NaOH, 30 mM NacCl, pH 7,5.
Por ml de solucion IgG se afiadieron 50 pl acido digoxigenin-3-O-metilcarbonil-e-aminocaproéico-N-
hidroxisuccinimida ester (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania, Cat. No. 1 333 054) (3,8 mg/ml en DMSO).
Después de 30 minutos a temperatura ambiente, la muestra fue cromatografiada sobre Superdex® 200 (10 mM
NaH>PO4/NaOH, pH 7,5, 30 mM NaCl). Las fracciones conteniendo IgG digoxigenilada fueron recogidas.

Ejemplo 2

Ensayo de ELISA para la medicion de seprasa en muestras de suero y plasma humano

Para la deteccion de seprasa en suero o plasma humano, se desarrollé un analisis ELISA sandwich. En un primer
formato de ensayo, partes alicuotas de los anticuerpos D28 monoclonales anti-seprasa conjugados con biotina y
D8 conjugado con digoxigenina (ver ejemplo 1) fueron utilizados para captar y detectar el antigeno (formato D28 x
D8). En un segundo formato de ensayo, partes alicuotas del anticuerpo monoclonal anti-seprasa D43 (ver ejemplo
1) conjugado con biotina y digoxigenina, respectivamente, se utilizaron para captar y detectar al antigeno (formato
D43 x D43).

Se mezclaron muestras (75 ul) con 150 ul de reactivo anticuerpo conteniendo 0,375 ug de cada uno de los
anticuerpos D28-biotina y D8-digoxigenina o alternativamente de los anticuerpos D43-biotina y D43-digoxigenina
en tampon de incubacion (40 mM fosfato, 200 mM tartrato sédico, 10 mM EDTA, 0,05% fenol, 0,1% polietilenglicol
40000, 0,1% Tween 20, 0,2% BSA, 0,1% IgG bovino, y 0,02% de 5-Bromo- 5-Nitro-1,3-Dioxano y se ajusté a pH
7,4).

Después de incubacion durante dos horas, se transfirieron 2x100 pl de la mezcla a pocillos separados de una
placa de microtitulacién con recubrimiento de estreptavidina y se incubé durante otra hora. Las placas fueron
lavadas tres veces con tampén de lavado (10 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,05% Tween 20).

En una etapa siguiente, se incubaron pocillos con 30 mU/ml conjugado de anti-digoxigenina-HRP (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania, Catalogo # 1633716) en tampon universal conjugado (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Alemania, Catalogo # 11684825) durante 60 minutos y se lavo igual que antes.

Los pocillos fueron incubados a continuacion durante 1 hora con 100 ul de solucion de sustrato TMB (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania, Catalogo # 12034425). La adicion de acido sulfurico 2N (50 pl) detuvo el
desarrollo de color y cambi6 el color azul en amarillo.

Se midié OD a 450 nm con un lector ELISA.

Todas las incubaciones tuvieron lugar a temperatura ambiente. Las muestras de suero o plasma humano fueron
pre-diluidas con tampén de incubacion a 0,15 %. Para calibracion, se utilizé un conjunto de suero como estandar.
Se diluyd con tampoén de incubaciéon a 0,09/0,18/0,27/0,36/0,45% para hacer calibradores con valores
arbitrariamente asignados de 0,03/0,06/0,09/0,12/0,15 Unidades/ml, respectivamente.

La ecuacion de la curva de calibrado fue calculada por andlisis de regresion lineal y utilizada para convertir la

lectura de observancia de un pocillo en el valor de concentracién correspondiente. El resultado fue multiplicado por
el factor de pre-dilucion para conseguir la concentracion de la propia muestra respectiva.

Ejemplo 3
Poblacién estudio CRC

En un primer estudio, se han utilizado muestras procedentes de 49 pacientes bien caracterizados con cancer
colorrectal (clasificacion UICC indicada en la tabla 1).

Tabla 1

Estudio CRC: distribucién de muestras segun etapas UICC
Etapas segun UICC Numero de muestras

uUICC | 8

uiccll 8

uICcC il 15

uicC IV 4

Sin clasificar 14

Numero total de muestras CRC 49
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Las muestras de la tabla 1 han sido evaluadas en comparacién con muestras de control obtenidas de 50 individuos
evidentemente sanos sin ninguna enfermedad maligna conocida (= grupo de control).

Ejemplo 4

Poblacién estudio LC

Un segundo estudio totalmente independiente del primer y enfocado a cancer de pulmén de células no pequefas
(NSCLC). De manera mas especifica, se investigaron pacientes afectados de tipos principales de NSCL,
adenocarcinoma y carcinoma de células escamosas. La tabla 2a describe el tipo y distribucion de etapas del equipo
de cancer.

Tabla 2a
Estudio LC: tipo y clasificacién de muestras LC
Tipo de cancer Numero de muestras
UICC 16l | UICCII6 IV
Adenocarcinoma 12 18
Carcinoma de células escamosas 12 18
NuUmero total de muestras NSCLC 60

El grupo de control en este estudio fue definido especialmente para comprender muestras de fumadores y no
fumadores, tal como se describe en la tabla 2b. Se llevé a cabo una prueba de funcién espirométrica de pulmén
(Miller, M.R. y otros, Eur. Respir. J. 26 (2005) 319-338) con cada individuo. Las muestras fueron incluidas en el
grupo de control solamente si el resultado del donante se encontraba dentro del rango normal.

Tabla 2b
Estudio LC: composicion del grupo de control

Clasificaciéon segun UICC | Numero de muestras
Fumadores 30
Ex-fumadores 6
No fumadores 24

Ejemplo 5

La seprasa discrimina pacientes de cancer con respecto a controles sanos

La concentracién en suero de seprasa difiere notablemente entre pacientes de cancer y controles sanos, tal como se
encontr6 en ambos estudios. En las figuras 1 y 2 se muestran los resultados de un ensayo utilizando una
combinacion de anticuerpos D28 y D8.

La concentracion media de los grupos de pacientes de cancer es significativamente menor que la de los grupos de
control: 22,6 y 20,9 U/ml en pacientes con respecto a 33,6 y 35,6 U/ml en controles se encontré en los estudios CRC
y LC respectivamente. Con un valor limite o de corte que proporciona 95% de especificidad del grupo de control
respectivo, la sensibilidad para cancer colorrectal es de 67%. Para el cancer de pulmon es del 62%.

La sensibilidad es similar para todas las etapas de cancer tal como se puede apreciar de ambos juegos de datos
CRC y LC (tablas 3 y 4). Por lo tanto, solo se puede utilizar seprasa como indicador temprano de la enfermedad.
Con respecto al cancer de pulmédn, la sensibilidad para carcinomas de células escamosas es mas alta que para
adenocarcinoma.

Tabla 3
Estudio CRC: sensibilidad dependiendo de clasificacién UICC
Clasificacion segun UICC Numero de muestras | Numero positivo | % positivo

UICC | 8 6 75
UICC II 8 4 50
uICC Il 15 11 73
UICC IV 4 3 75
Sin clasificacion 14 9 64
Numero total de muestras CRC 49 33 67
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Tabla 4
Estudio LC: sensibilidad dependiendo del tipo y clasificacion
Etapa y tipo de LC Numero de muestras | Numero positivo | % positivo
UICC Iyl 24 15 63
UICC Il y IV 36 22 61
Adenocarcinoma 30 15 50
Carcinoma de células escamosas 30 22 73
Numero total de muestras LC 60 37 62

Los resultados de ensayos utilizando dos anticuerpos D43 que detectan solamente formas dimeras o multimeras de
seprasa se correlacionaron intimamente (datos no mostrados).

Ejemplo 6

Sensibilidad de otros marcadores para CRCy LC

Ademas de seprasa, los inventores determinaron otros diez marcadores de tumores bien conocidos en las muestras
de estudio CRC y LC. Se utilizaron kits de prueba disponibles comercialmente en este caso. Para hacer una
comparacion razonable entre ellos, el valor de corte de cada marcador investigado se ajusté para proporcionar 95%

de especificidad en el grupo de control del estudio respectivo.

La tabla 5 representa la sensibilidad de cada marcador para la deteccién de ambos tipos de cancer.

Tabla 5
Sensibilidad de varios marcadores de cancer para CRCyLC
Marcador Ser]sibilidad (%) para Ser]sibilidad (%) para | \oodia
cancer colorrectal cancer de pulmén
Seprasa 67 62 64,5
CEA 33 32 32,5
NSE 15 35 25
CA 15-3 10 20 15
CAT72-4 21 7 14
CYFRA21-1 57 72 64,5
S100 16 22 19
AFP 10 7 8.5
hCG-R 9 8 8,5
CA 19-9 31 18 24,5
CA 125 16 32 24

La seprasa demuestra sensibilidad similar para CRC y LC. En conjunto, tiene un promedio de 64,5%, el valor mas
elevado observado entre todos los marcadores evaluados. Solamente Cyfra 21-1 tiene la misma sensibilidad media.
Cyfra es significativamente menos efectivo en la deteccion de CRC que seprasa. El comportamiento mostrado por
todos los demas marcadores medidos es mas bien pobre en comparacion con los dos mencionados.

Ejemplo 7

Combinaciones de marcadores

Se clasific6 que un individuo tenia cancer si, como minimo, uno de los marcadores de la combinacion
correspondiente supera un cierto umbral. En general, estos valores limite eran distintos a los utilizados para el

marcador individual, pero facilitaron de manera analoga 95% de especificidad con la combinacion respectiva.

La combinacion de los dos marcadores mas prominentes seprasa y Cyfra 21-1 mejoré notablemente la deteccion de
cancer y proporcion 80% de sensibilidad en es estudio LC.

Ejemplo 8

Discriminacion de diferentes canceres de controles sanos con correspondencia de edad, utilizando seprasa
como marcador de tumor
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En este estudio, se midieron muestras de pacientes bien caracterizados con diferentes enfermedades de cancer
(numeros de muestras y clasificacion UICC en la tabla 6). Las muestras de la tabla 6 fueron evaluadas en
comparacion con 264 pacientes de control con correspondencia de edad que eran individuos evidentemente sanos
sin ninguna enfermedad maligna conocida. En este grupo de control, el valor limite o de corte fue determinado para
obtener una especificidad de 95%.

Tabla 6
Sensibilidad de seprasa en diferentes entidades de cancer

Entidad de Numero de Numero UICC | UICC | UICC | uICcC uicC Sensibilidad
cancer muestra UiCcC O I Il Il [\ desconocido (%)
Conducto 10 - - 3 1 6 : 50

biliar
Vejiga 8 - - 2 5 1 - 13
Seno 44 - 19 18 6 1 - 18
Cérvix 16 - 6 1 7 2 - 25
Endometrio 15 1 9 2 2 1 - 13
Eséfago 30 - 5 3 12 4 6 70
Cabezal/cuello 30 - 2 2 3 21 2 60
Rifién 23 - 4 - 2 5 12 39
Ovario 23 - 3 1 9 8 2 22
Pancreas 64 - 2 26 5 22 9 45
Préstata 33 - - 25 4 3 1 6

Estémago 37 - 8 8 6 13 2 54

Se obtuvieron elevadas sensibilidades para seprasa en cancer de eso6fago, de cabeza/cuello, estémago y conducto
biliar igual que para LC y CRC (datos mostrados en la tabla 5). También se encontré una buena sensibilidad para
seprasa para cancer de pancreas y de rifion. Se ha encontrado menor sensibilidad para seprasa en la evaluacion de
cancer de cérvix, ovario y seno. A pesar de una sensibilidad comparativamente baja en el cdncer de seno (18%) en
un rastreo (especificidad 95%) la seprasa puede ser considerada también como un marcador interesante para
control de recurrencia de cancer de seno. Los marcadores CA 15-3 y CEA, que se utilizan rutinariamente para esta
utilizaciéon prevista mostraron solamente una sensibilidad de 6% y 11%, respectivamente, en este colectivo de
cancer de seno, que es menor en comparacion con el marcador seprasa.
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REIVINDICACIONES

1. Método para la evaluaciéon de cancer de pulmén, colon, eséfago, cabeza y cuello, estbmago o conducto biliar in
vitro que comprende la medicion en una muestra de suero o plasma de la concentracion y/o actividad de
a) polipéptido de seprasa y/o fragmentos del mismo,
b) opcionalmente uno o varios otros marcadores de cancer, y
c) utilizacion del resultado de medicidon de la etapa (a) y opcionalmente de la etapa (b) en la evaluacion de
cancer en el que, en comparaciéon con un grupo de control, una concentracion y/o actividad disminuida de un
polipéptido de seprasa y/o fragmento del mismo indican cancer de pulmodn, colon, eséfago, cabeza y cuello,
estémago o conducto biliar.

2. Método, segun la reivindicacién 1, en el que dicho marcador o marcadores de la etapa (b) son seleccionados del
grupo que consiste en CYFRA 21- 1, CEA, NSE, CA19-9, CA125, PSA, ASC, S100A12 y NNMT.

3. Método, segun la reivindicacion 2, en el que dicho uno o varios otros marcadores son CYFRA 21-1.
4. Método, segun la reivindicacion 2, en el que dicho uno o varios otros marcadores son CEA.

5. Método, segun cualquiera de la reivindicaciones 1 a 4, en el que se efectua la medicidn de la concentracion de un
polipéptido seprasa y/o fragmentos del mismo.

6. Método, segun la reivindicacion 5, en el que la concentracién se mide por un método inmunolégico.

7. Método, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que se mide una forma dimera o multimera de un
polipéptido de seprasa.

8. Método, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que se mide una forma monémera de un polipéptido
de seprasa.

9. Utilizacién de un polipéptido de seprasa y/o fragmentos del mismo en la evaluacién de cancer de pulmén, colon,
esofago, cabeza y cuello, estbmago o conducto biliar, en el que, en comparaciéon con un grupo de control, una
concentracién y/o actividad disminuida de seprasa y/o fragmentos de la misma en una muestra de suero o plasma
es indicativa de cancer de pulmon, colon, es6fago, cabeza y cuello, estbmago o conducto biliar.

10. Utilizacién de un anticuerpo dirigido contra un polipéptido de seprasa y/o fragmentos del mismo en la evaluacion
de cancer de pulmén, colon, eséfago, cabeza y cuello, estdmago y conducto biliar, en el que, en comparacién con un
grupo de control, una concentracion y/o actividad disminuida de seprasa y/o fragmentos de la misma en una muestra
de suero o plasma es indicativa de cancer de colon, cabeza y cuello, estdmago o conducto biliar.

11. Utilizacion de un reactivo para medir la actividad enzimética de un polipéptido de seprasa y/o fragmentos del
mismo en la evaluacion de cancer de pulmon colén, eséfago, cabeza y cuello, estdbmago o conducto biliar, en el que,
en comparacion con un grupo de control, una actividad disminuida de seprasa y/o fragmentos de la misma es una
muestra de suero o plasma es indicativa de cancer de pulmdn, colon, eséfago, cabeza y cuello, estémago o
conducto biliar.

12. Utilizacién de un panel marcador que comprende un polipéptido de seprasa y/o fragmentos del mismo y uno o
varios otros marcadores para cancer en la evaluacion de cancer de pulmon, colon, es6fago, cabeza y cuello,
estdmago o conducto biliar, en el que en comparacién con un grupo de control, una concentraciéon y/o actividad
disminuida de un polipéptido de seprasa y/o fragmentos del mismo, en una muestra de suero o plasma es indicativa
de cancer de pulmén, colon, eséfago, cabeza y cuello, estémago o conducto biliar.

13. Utilizacidn, segun la reivindicacion 12, en la que el uno o varios otros marcadores se seleccionan del grupo que
consiste en CYFRA 21- 1, CEA, NSE, CA19-9, CA125, PSA, ASC, S100A12 y NNMT.

14. Utilizacion, segun la reivindicacion 12 6 13, en la que el panel marcador comprende, como minimo, seprasa y/o
fragmentos de la misma y CYFRA 21-1.

15. Kit para llevar a cabo el método, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, que comprende los reactivos
requeridos para medir de manera especifica un polipéptido de seprasa y/o fragmentos del mismo y los reactivos
requeridos para medir especificamente uno o varios otros marcadores de polipéptidos de cancer seleccionados
entre el grupo de CYFRA 21- 1, CEA, NSE, CA19-9, CA125, PSA, ASC, S100A12 y NNMT.
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SEQ ID NO:

MKTPWKVLLG
NTYRLKLYSL
SINDYSISPD
NTQWVTWS PV
WVYEEEVFSA
TVRVPYPKAG
CDVTWATQER
TGWVGRFRPS
TWEVIGIEAL
PERCQYYSVS
DKMLQONVQMP
CSQKADTVFR
FEVEDQIEAA
IAVAPVSRWE
LLIHGTADDN

IYTHMSHFIK

LLGAAALVTI
RWISDHREYLY
GQFILLEYNY
GHKLAYVWNN
YSALWWSPNG
AVNPTVKFEV
ISLOWLRRIQ
EPHFTLDGNS
TSDYLYYISN
FSKEAKYYQL
SKKLDFIILN
LNWATYLAST
RQFSKMGFVD
YYDSVYTERY
VHFQQSAQIS

QCFSLP
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ITVPVVLLNK
KQENNILVFN
VKOWRHSYTA
DIYVKIEPNL
TFLAYAQFND
VNTDSLSSVT
NYSVMDICDY
FYKIISNEEG
EYKGMPGGRN
RCSGPGLPLY
ETKEWYQMIL
ENIIVASFDG
NKRIAIWGWS
MGLPTPEDNL

KALVDVGVDF

GTDDATADSR
AEYGNSSVFL
SYDIYDLNKR
PSYRITWTGK
TEVPLIEYSF
NATSIQITAP
DESSGRWNCL
YRHICYFQID
LYKIQLSDYT
TLHSSVNDKG
PPHFDKSKKY
RGSGYQGDKI
YGGYVTSMVL
DHYRNSTVMS

QAMWYTDEDH

24

KTYTLTDYLK
ENSTEFDEFGH
QLITEERIPN
EDIIYNGITD
YSDESLQYPK
ASMLIGDHYL
VARQHIEMST
KKDCTFITKG
KVTCLSCELN
LRVLEDNSAL
PLLLDVYAGP
MHAINRRLGT
GSGSGVFKCG
RAENFKQVEY

GIASSTAHQH

Fig. 3
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