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DESCRIPCION
Uso de N-miristoiltransferasa en tejido no tumoral para el diagndstico de cancer
Campo de la invencion
La presente invencion se refiere en general a métodos de diagndstico para la deteccion del cancer.
Antecedentes de la invencién

El cancer es una de las causas principales de muerte prematura a nivel mundial. Ademas, el cancer colorrectal es la
segunda causa principal de muerte por cancer en el mundo occidental. El cancer colorrectal puede curarse si se
diagnostica a tiempo. Uno de los protocolos de tratamiento principales para cancer colorrectal es la cirugia. Sin
terapia adicional, la cirugia cura normalmente el cancer de colon de Duke A que invade la submucosa y la
enfermedad de Duke B1 que invade la capa muscular (Cohen et al., En: DeVita et al. (eds.), Cancer Principles and
Practice of Oncology, 5% ed., pags. 1144-1197. Nueva York: Lippincott-Raven.).

El enfoque de pronédstico primario para identificar diferencias entre pacientes en estadios tempranos de la
enfermedad es el sistema tumor-nodo-metastasis (TNM) (Graziano et al. (2003) Ann Oncol. 14, 1026-1038). Sin
embargo, el desenlace de supervivencia varia entre pacientes con estadios de enfermedad patolégicos similares. Ha
habido demandas crecientes para especificar los marcadores moleculares de cancer colorrectal mas agresivo con el
fin de identificar la enfermedad con mucha anticipacion y prescribir una terapia apropiada para los pacientes. En
respuesta, son necesarias nuevas estrategias terapéuticas para combatir el cancer colorrectal.

Se conoce que la actividad N-miristoiltransferasa (NMT) es altamente elevada en el cancer colorrectal (Magnuson et
al. 1995, J. Natl. Cancer Inst. 87, 1630-1635). La NMT es una enzima que cataliza la miristoilacion de proteinas
implicadas en diversas funciones bioldgicas incluyendo oncogénesis (Rajala et al. (2000) Mol. Cell. Biochem. 204,
135-155; Selvakumar et al., (2002) Int. J. Mol. Med. 10, 493-500).

La actividad N-miristoiltransferasa estd aumentada en tumores colénicos de ratas en comparacion con los de
mucosa coldnica que parece normal (Magnuson et al. (1985) J. Natl. Cancer Inst. 87, 1630-1635.). De manera
interesante, la actividad NMT en la mucosa que parece normal de ratas que portan cancer de colon era similar a la
actividad encontrada en la mucosa coldnica de ratas control, sugiriendo que la actividad NMT elevada esta
restringida al sitio tumoral. Se observa actividad NMT superior en tumores colénicos de ratas en comparacion con la
mucosa normal o que parece normal correspondiente. Ademas, se observé un aumento de varias veces en la
actividad NMT en comparacién con la mucosa que parece normal adyacente, en pdlipos y tumores en estadio B1
ubicados en el colon descendente cerca del recto.

Ademas del modelo de rata, también se observo actividad y expresion de NMT elevadas en adenocarcinoma
humano en comparacion con las de mucosa que parece normal (Magnuson et al., (1995) J. Natl. Cancer Inst. 87.
1630-1635: Raju et al., (1997) Exp. Cell Res. 235, 145-154.). La actividad NMT en mucosa que parece normal es
similar a la de la enfermedad de Crohn y el vélvulo, indicando que la actividad NMT elevada es especifica del cancer
y no es una respuesta no especifica a condiciones inflamatorias o lesiones no cancerosas. Rajala ef al. (Cancer
2000; 88 (9):1992-1999) mostraron una expresion aumentada en NMT en tejido de vesicula de pacientes con cancer
de vesicula.

Sin embargo, el trabajo previo no ha establecido NMT como marcador para el cancer, dada la limitacion de que la
expresion y actividad elevadas de NMT en la regidon tumoral no es accesible para fines de prondstico/diagnostico
hasta que se realiza una colonoscopia y esta disponible una muestra de tejido para el analisis de proteina.

El documento WO 2004/016758 concedido a Madden (Genzyme) da a conocer un método para el diagndstico de
glioma. El método comprende detectar la expresion de un producto, tal como N-miristoiltransferasa 1 (NMT1), en
una muestra de tejido cerebral de la que se sospecha que es neoplasica y comparar la expresion de ese producto
con la expresion de dicho producto en tejido cerebral normal (control), en el que la sobreexpresion de dicho producto
en la primera muestra de tejido en comparacion con el control es indicativa de que el primer tejido es neoplasico.

Existe la necesidad de tecnologias no invasivas o minimamente invasivas que puedan usarse para detectar cancer.
Sumario de la invencion
Un objeto de la presente invencion es proporcionar un método para la deteccion del cancer.

En un primer aspecto, la presente invencién proporciona un método para la deteccién de cancer que comprende las
etapas de obtener una muestra de tejido no tumoral de un sujeto del que se sospecha que tiene cancer; y detectar
un aumento del nivel de N-miristoiliransferasa (NMT) o actividad N-miristoiltransferasa (NMT) en relacién con un
valor control.

En una realizacion adicional, se proporciona un método para la detecciéon de cancer colorrectal que comprende las
etapas de obtener una muestra de sangre de un sujeto del que se sospecha que tiene cancer; separar las células
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mononucleares de sangre periférica de la muestra de sangre y detectar N-miristoiltransferasa o actividad N-
miristoiltransferasa en dichas células mononucleares de sangre periférica.

En un aspecto adicional, la presente descripcién proporciona un kit para la deteccién de cancer, que emplea el
método inventivo. El kit comprende un anticuerpo anti-N-miristoiltransferasa e instrucciones para su uso.
Adicionalmente, se da a conocer un uso de un anticuerpo anti-N-miristoiltransferasa (NMT), para la deteccion de
NMT elevada en una muestra de tejido no tumoral para el diagndstico de cancer.

Adicionalmente, una realizacion de la invencién proporciona el uso de un anticuerpo anti-N-miristoiltransferasa
(NMT) para la deteccion de NMT elevada en una muestra de tejido no tumoral para el diagnostico de cancer. El kit
puede usarse en la deteccion de canceres epiteliales, por ejemplo, cancer colorrectal. La muestra de tejido no
tumoral puede ser, por ejemplo, células mononucleares de sangre periférica.

Ademas, se proporciona un método para la deteccién de cancer colorrectal que comprende las etapas de obtener
una muestra de médula 6sea de un sujeto del que se sospecha que tiene cancer; separar las células de médula
6sea de la muestra y detectar un aumento de N-miristoiltransferasa o actividad N-miristoiltransferasa en las células
de médula 6sea.

Otros aspectos y caracteristicas de la presente invencion resultaran evidentes para los expertos habituales en la
técnica tras la revision de la siguiente descripcion de realizaciones especificas de la invencion junto con las figuras
adjuntas.

Breve descripcion de los dibujos

Ahora se describiran realizaciones de la presente invencién, a modo de ejemplo solamente, con referencia a las
figuras adjuntas.

La figura 1 ilustra la actividad NMT en células mononucleares de sangre periférica (CMSP) y células de médula 6sea
(CMO) de ratas normales y que portan tumor de colon.

La figura 2 muestra los resultados de analisis de inmunotransferencia de tipo Western de células mononucleares de
sangre periférica y células de médula 6sea.

La figura 3 ilustra el analisis inmunohistoquimico de células de sangre periférica de ratas control, que carecen de
tincion de NMT.

La figura 4 ilustra el analisis inmunohistoquimico de células mononucleares de sangre periférica de ratas que portan
tumor, mostrando tincién fuerte como evidencia de expresion de NMT intensa.

La figura 5 muestra el analisis inmunohistoquimico de tincion de NMT en médula ésea de rata normal.

La figura 6 muestra el analisis inmunohistoquimico de tincion de NMT en médula ésea de rata con tumor colonico.
La figura 7 muestra la tincion de NMT negativa de linfocitos.

La figura 8 muestra la tincion de NMT negativa en monocitos de frotis de sangre periférica en sujetos control.

La figura 9 muestra un frotis de sangre periférica de un paciente con cancer de colon, que ilustra la tincién positiva
de macrofagos.

La figura 10 es un frotis de sangre periférica de un paciente con cancer de colon, que ilustra la tincion positiva de
neutrdfilos, linfocitos y macréfagos.

La figura 11 muestra la tincién de NMT en médula ésea de sujetos control.

La figura 12 muestra tincion nuclear intensa y algo de tincion citoplasmica para NMT en médula ésea de un paciente
con cancer de colon.

Descripcion detallada

En general, la presente invencion proporciona un método para la deteccion de cancer que comprende las etapas de
obtener una muestra de tejido no tumoral de un sujeto del que se sospecha que tiene cancer; y detectar un aumento
del nivel de N-miristoiltransferasa (NMT) o actividad N-miristoiltransferasa (NMT) en relaciéon con un valor control.

Previamente, se creia que solo el tejido tumoral contenia niveles o actividad elevados de NMT. Sin embargo, segun
la invencion, pueden obtenerse tejidos no tumorales y un aumento de NMT o actividad NMT también es indicativo de
cancer. Los tejidos no tumorales a modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a sangre o médula ésea. El uso de
muestras de sangre para la detecciéon de NMT o actividad NMT proporciona la ventaja adicional de que extraer una
muestra de sangre de un paciente es minimamente invasivo. Por tanto, no se requiere un procedimiento quirdrgico
ni invasivo para extraer el tejido tumoral. Puede extraerse la muestra de sangre, por ejemplo, en la consulta de un
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médico durante una revision fisica anual, lo que permitiria que el método se realice de manera rutinaria en un gran
numero de sujetos. La exploracion y deteccion tempranas aumentaran enormemente la probabilidad de un
desenlace positivo en los casos en los que se detecta cancer.

Cuando la muestra de tejido no tumoral es sangre, es especialmente ventajoso aislar o separar las células
mononucleares de sangre periférica y evaluar la NMT o actividad NMT en estos tipos de células.

Pueden realizarse una variedad de metodologias o ensayos de laboratorio para detectar NMT o actividad NMT. Por
ejemplo, puede usarse analisis inmunohistoquimico, en el que se detecta el nivel de NMT cuantificando la unién
entre NMT y un anticuerpo anti-NMT. Puede usarse un anticuerpo policlonal o monoclonal, por ejemplo, el
anticuerpo policlonal anti-NMT tal como se describié por Raju et al. (1996) Protein Expr. Purif. 7:431-437. Tal como
resultara evidente para un experto en la técnica, puede clonarse un epitopo o parte de un anticuerpo policlonal que
puede unirse a NMT en un anticuerpo monoclonal para su uso con la invencién, usando técnicas de laboratorio
convencionales.

Puede detectarse cualquier cancer que conduzca a un aumento en el nivel de o la actividad NMT en tejido no
tumoral usando el método de la invencion. Los canceres a modo de ejemplo incluyen adenocarcinomas y canceres
epiteliales. Entre estos canceres a modo de ejemplo, el método se usa ventajosamente para detectar canceres
colorrectales. Tal como se hizo referencia en el presente documento, el término “cancer colorrectal” se usa para
describir un cancer del colon o recto, que puede ser o no un adenocarcinoma. Un ejemplo de un cancer colorrectal
es cancer de colon.

En el caso en el que se detecta la actividad NMT y se evalta en relacién con un valor control, puede usarse una
reaccion de miristoilacion de proteina con miristoil-CoA para detectar la actividad. Es ventajoso evaluar esta
actividad en células mononucleares de sangre periférica aisladas de una muestra de sangre. Por tanto, segin una
realizacion de la invencion, se proporciona un método para la deteccién de cancer de colon que comprende las
etapas de obtener una muestra de sangre de un sujeto del que se sospecha que tiene cancer; separar las células
mononucleares de sangre periférica de la muestra de sangre y detectar N-miristoiliransferasa o actividad N-
miristoiltransferasa en las células mononucleares de sangre periférica.

Puede obtenerse un valor control con el fin de evaluar NMT o la actividad NMT frente a un intervalo de valores
convencionales o “normales”, de manera que puedan detectarse valores anémalos. Pueden usarse los propios
valores previos de un sujeto como valor “control”, para aquellos individuos que se estan monitorizando para el
desarrollo de cancer de manera regular. Por ejemplo, aquellos individuos de los que se sospecha que tienen una
susceptibilidad familiar al cancer pueden examinarse inicialmente a través de una variedad de medios, incluyendo
niveles de NMT y/o niveles de actividad NMT y si resultan pruebas negativas, pueden usarse los niveles de NMT y/o
niveles de actividad NMT obtenidos como control para el individuo frente al cual evaluar mediciones futuras. De esta
manera, el valor control puede personalizarse. Alternativamente, puede evaluarse el nivel de NMT o nivel de
actividad NMT frente a una variedad de niveles encontrados en una poblacién control no cancerosa. En este caso,
puede usarse el intervalo de valores proporcionado para definir un intervalo de confianza seleccionado
apropiadamente por el médico o evaluador clinico que evalla la prueba. En el caso en el que se usen medios
inmunohistoquimicos para evaluar una muestra frente a un control, puede seleccionarse el intervalo de confianza,
por ejemplo a un valor de desde el 80% hasta el 95%, que puede depender de parametros tales como el numero de
observaciones consideradas para llegar al valor control y la variabilidad dentro de y entre sujetos.

El método de la invencion puede realizarse usando un kit que contiene reactivos seleccionados requeridos para
realizar el método en un entorno de laboratorio clinico tipico. Por ejemplo, el kit puede incluir un anticuerpo anti-N-
miristoiltransferasa para la deteccién de NMT, junto con instrucciones para el uso del kit. De esta manera, la prueba
puede realizarse en una muestra de sangre enviada a cualquier laboratorio clinico una vez que se obtiene el kit. El
kit es particularmente ventajoso en la deteccion de cancer de colon, usando células mononucleares de sangre
periférica aisladas de una muestra de sangre de un sujeto. Este uso de un anticuerpo anti-N-miristoiltransferasa
(NMT) para la deteccion de NMT elevada en una muestra de tejido no tumoral es ventajosamente un método
conveniente y minimamente invasivo para la deteccion y el diagnéstico de cancer.

Previamente, no se consideraba la NMT para su uso en la deteccién de cancer debido a la limitacién de que la
expresion y actividad elevadas de NMT en la regién tumoral no es accesible para fines de prondstico/diagnéstico
hasta después que se realiza la colonoscopia y esta disponible una muestra tisular para su analisis. Sin embargo, la
invencion se basa, en parte, en el descubrimiento sorprendente de que la deteccion de NMT en muestras de sangre
derivadas de sujetos animales que portan tumor y pacientes con cancer humanos es indicativa y predictiva de
cancer. Por tanto, puede usarse el kit in vitro segun la invencion para la deteccion de NMT como herramienta de
diagnéstico para la deteccion del cancer.

Pueden observarse las siguientes caracteristicas en sujetos que portan tumor: la presencia de actividad NMT en la
sangre; elevacion de la actividad y expresiéon de NMT en células mononucleares de sangre periférica (CMSP); y
elevacion de la actividad y expresion de NMT en médula ésea (MO).

Los anticuerpos anti-NMT, tales como anticuerpos anti-NMT monoclonales o policlonales pueden usarse para
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analisis inmunohistoquimico. La evidencia inmunohistoquimica para tincion positiva de NMT en la sangre y MO de
huéspedes que portan tumor puede usarse para detectar la presencia de tumores.

Se proporciona una herramienta de prondstico/diagndstico simple para el cancer, y en particular: cancer colorrectal,
que no requiere cirugia ni biopsia. Ademas, este marcador para cancer colorrectal en sangre periférica no esta
asociado con una respuesta inflamatoria debido al crecimiento del tumor como es el caso de otros marcadores de
cancer colorrectal, por ejemplo, tal como se notifico por Erlinger et al. (2004) JAMA. 291, 585-590.

Ejemplo 1
Deteccion de NMT como marcador de cancer colorrectal

En este ejemplo, se detecta NMT en sangre periférica y médula 6sea y se muestra que es un marcador predictivo de
la presencia de tumores.

Material y métodos. Se adquirié acido [9,10-*H]-miristico (39,3 Ci/mMol)] de Perkin Elmer (Boston, EE.UU.). La acil
CoA sintetasa de Pseudomonas, fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), ditiotreitol (DTT), inhibidor de tripsina de
soja, pepsina y benzamidina eran de Sigma Chemical Co. (Toronto, Canada). Se sintetiz6 el sustrato de péptido
derivado de los extremos N-terminal de proteina cinasa A dependiente de AMPc (GNAAAAKKRR) por el Alberta
Peptide Institute, Canada, y se publico esta secuencia previamente por King y Sharma (Anal Biochem, 1991;
199:149-153). Se adquiri6 el anticuerpo anti-NMT monoclonal de BD Biosciences (Mississauga, Canada). Se produjo
anticuerpo anti-NMT policlonal en el laboratorio. Se purific6 NMTh recombinante tal como se describié por Raju et al.
(1996) Protein Expr. Purif. 7, 431-437. Se obtuvo membrana de PVDF de BioRad Laboratories (Herculus, EE.UU.).
Los agentes de quimioluminiscencia eran de Perkin Elmer Life Sciences. Se adquirieron anticuerpos secundarios
conjugados con HRP y anti-von Willebrand para inmunohistoquimica de Dako Corporation (Carpenteria, EE.UU.). Se
obtuvieron reactivos de laboratorio generales de Sigma Chemical Co. y eran de calidad analitica.

Tumores colonicos inducidos por azoximetano en ratas. Se obtuvieron veinte ratas Sprague-Dawley (peso,
machos: 250,8 + 15,5; hembras: 168,1 + 9,02) de Charles River Canada (St. Constant, Canada). Se aclimataron las
ratas durante una semana y se asignaron aleatoriamente a grupos de tratamiento o control. Se administraron a doce
ratas (seis machos y seis hembras) ocho inyecciones subcutaneas semanales de azoximetano (10 mg/kg de peso
corporal) en solucién salina. Se administraron a ocho ratas control (cuatro machos y cuatro hembras) ocho
inyecciones semanales solo de solucion salina. Se administraron a los animales alimento para ratas y agua a
voluntad y se alojaron dos por jaula. Se controlaron la temperatura, humedad y luz a 22°C, el 50% y 12/12 horas
(luz/oscuridad) respectivamente. Todos los animales se cuidaron segun las directrices del Canadian Council of
Animal Care Subcommittee of the National Research Council (Consejo canadiense del subcomité de cuidado de
animales del Consejo de investigacion nacional). Se sacrificaron los animales tras 30 semanas mediante asfixia con
CO.. Se extrajo sangre periférica de la cola y se prepararon frotis de sangre sobre una portaobjetos de vidrio para
estudios inmunohistoquimicos. Se extrajo sangre de la arteria principal en un Vacutainers™ que contenia EDTA para
la separacion de células mononucleares. Se extrajeron los célones seguido por aclarado de solucion salina helada
para eliminar el contenido. Ademas, se cortaron longitudinalmente los célones y se abrieron en plano sobre una
superficie helada para contar el tamafo y el nimero de tumores.

Separacion de células mononucleares de sangre periférica. Se usaron inmediatamente muestras de sangre
periférica para la separacion de células mononucleares. Se diluy6 un mililitro de sangre con un volumen igual de
medio RPMI (sin suero). Se puso sangre periférica diluida sobre 8 ml de Ficoll-Paque™ (Amersham Biosciences,
EE.UU.) en tubos cénicos de 15 ml y se centrifugéd a 800 x g (Beckman, modelo TJ-6, EE.UU.). Entonces se
extrajeron cuidadosamente células de la interfase plasma/ficoll sin alterar las capas. Se transfirieron las células a un
tubo coénico de 15 ml y se lavaron con un volumen igual de PBS. Entonces se resuspendieron las células
mononucleares de sangre periférica (CMSP) aisladas en medio RPMI y se determinaron los recuentos celulares y la
viabilidad. Ademas, se lisaron CMSP en tampén RIPA que contenia PMSF 1 mM, DTT 10 mM y céctel inhibidor de
proteasa al 1% (Sigma, Canada).

Aislamiento de médula 6sea. Se obtuvo médula 6sea (MO) aclarando PBS en los fémures de ratas mediante una
aguja de calibre 22 y una jeringa. Se homogeneiz6 la médula 6sea en tampon RIPA tal como se menciond
anteriormente. Para estudios inmunohistoquimicos, se fijé la MO en formaldehido y, tras deshidratacion en
concentraciones crecientes de etanol y xileno, se incrustd en parafina. También se obtuvieron células de médula
6sea (CMO) de los fémures de ratas. Se agitaron las CMO cuidadosamente para preparar una suspension celular
Unica y se lavaron posteriormente tres veces en PBS. Se incubaron entonces las CMO durante 24 h en aire
humidificado y CO- al 5% a 37°C. Tras el lavado, las células restantes adheridas a las placas de cultivo de plastico
eran macrofagos de médula ésea. Se lisaron las células en tampon RIPA tal como se mencion6 anteriormente y se
sometieron a analisis de tipo Western y ensayo de NMT. Se prepararon suspensiones celulares uUnicas de CMO a
partir de médula ésea y se cultivaron en medio RPMI durante 24 h y se lisaron en tampén RIPA para la actividad y
expresion de NMT. Se incrusté la médula ésea total en parafina para el analisis inmunohistoquimico.

Ensayo de N-miristoiltransferasa. Se someti¢ a ensayo la actividad N-miristoiltransferasa tal como se describié por
King y Sharma (1991) Anal Biochem. 199, 149-153. En resumen, se sintetizé [*H]miristoil-CoA tal como se describio
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anteriormente (Raju et al., (1999) Methods Mol. Biol. 116, 193-211). La mezcla de reaccion contenia Tris-HCI 40
mM, pH 7,4, EGTA 0,1 mM, MgCl, 10 mM, ATP 5 mM, LiCoA 1 mM, acido [3H]mir|’stico 1 uM (7,5 uCi) y acil-CoA
sintetasa de Pseudomonas 0,3 unidades/ml en un volumen total de 200 pl. Se llevé a cabo la reaccion durante 30
min. a 30°C. La conversion a [3H]miristoiI-CoA fue generalmente superior al 95%. La mezcla de ensayo contenia
Tris-HCI 40 mM, pH 7,4, EGTA 0,5 mM, 2-mercaptoetanol 0,45 mM, Triton X-100 al 1%, sustrato de péptido (500
M) y NMT en un volumen total de 25 pl. Se inici6 la reaccién de transferasa mediante la adicion de [H]miristoil-CoA
recién generada y se incubd a 30°C durante 30 minutos. Se finalizé la reaccion dejando caer alicuotas de 15 pl de
mezcla de incubacion sobre discos de papel de fosfocelulosa P81 y secando bajo una corriente de aire caliente. Se
lavaron los discos de papel de fosfocelulosa P81 en dos cambios de Tris-HCI 40 mM, pH 7,3 durante 60 minutos. Se
cuantificé la radiactividad en 7,5 ml de mezcla de centelleo liquido Beckman Ready Safe™ en un contador de
centelleo liquido Beckman. Se expresé una unidad de actividad NMT como 1 pmol de miristoil-péptido formado por
min.

Anadlisis de inmunotransferencia de tipo Western. Se realizé un analisis de inmunotransferencia de tipo Western
esencialmente tal como se describio por Towbin et al. (1979) Proc Natl Acad Sci USA. 76, 4350-4354. Se sometieron
a electroforesis las muestras sobre SDS-PAGE y se transfirieron a la membrana de PVDF. Se incubd la membrana
de PVDF trans-inmunotransferida con tampon de bloqueo (PBS-Tween™ 20 mas leche en polvo al 5%) durante 1 h
a temperatura ambiente para bloquear la unién no especifica. Tras el lavado, se incubd la inmunotransferencia a 4°C
durante la noche con anticuerpo monoclonal frente a NMT-1 (1:250, dilucién en tampdn de bloqueo). Tras el lavado,
se incubd la inmunotransferencia con anticuerpo secundario anti-ratén de cabra conjugado con HRP (1:5000,
dilucion en tampdn de bloqueo) y se detecto la banda de NMT usando el reactivo de quimioluminiscencia y expuesto
a peliculas de rayos X.

Inmunohistoquimica. Se uso6 la técnica de estreptavidina-avidina marcada (Warnke et al., (1980) J. Histochem
Cytochem. 28, 771-776) para localizar los anticuerpos primarios tras la recuperacion de antigeno con microondas.
Los anticuerpos primarios usados en este estudio fueron: CD3 (policlonal, dilucion 1:80, Neomarkers, Fairmont, CA),
CD20 (monoclonal, diluciéon 1:20, Dako, Mississauga, ON) y NMT (policlonal, dilucién 1:50). Se evaluaron los
resultados de tincion inmunohistoquimica de manera semicuantitativa como sigue: nimero de positivos de células
mononucleares: ninguno; rara vez; 10%; 10-30%, 30-50%, >50%. Se evaluo la intensidad de tincion como ausente,
débil, moderada o fuerte.

Otros métodos. Se estimaron las proteinas mediante el método de Bradford (Bradford (1976) Anal Biochem. 72,
248-254). Se uso el programa GraphPad Prism® para calcular los intervalos de confianza al 95%.

RESULTADOS Y DISCUSION

En treinta semanas, todos los animales inyectados con azoximetano desarrollaron al menos dos tumores en el colon
con un maximo de cuatro en dos casos. Las ratas control parecian sanas sin ningun tumor de colon. La evaluacioén
histolégica de estos tumores mostré que oscilaban entre adenoma (pdlipo) y tumores C2 altamente invasivos,
basandose en el sistema de clasificacion de Duke modificado (Astler et al. (1954) Ann Surg. 139, 846-852).

Actividad N-miristoiltransferasa en células mononucleares de sangre periférica y médula 6sea. Se midio la
actividad N-miristoiltransferasa en las CMSP y CMO de control (n = 8) y ratas que portan tumor (n = 12). La actividad
NMT era significativamente superior en CMSP y CMO de ratas que portan tumor en comparacion con ratas control
(P=0,001).

La figura 1 muestra la actividad NMT en células mononucleares de sangre periférica (CMSP) y células de médula
6sea (CMO) de ratas normales y que portan tumor de colon. Se evaluaron células mononucleares de sangre
periférica aisladas de sangre periférica de rata control o que porta tumor para determinar la actividad NMT tal como
se describio en “Materiales y métodos”. Se sometid a ensayo la actividad NMT usando sustrato de péptido derivado
de proteina cinasa dependiente de AMPc. Los valores son la media + DE de tres experimentos independientes.

La figura 1 ilustra que la actividad NMT era aproximadamente tres veces superior en CMSP de ratas que portan
tumor, frente a animales control. De manera interesante, se observé de manera comparativa la actividad NMT mas
alta (casi diez veces) en las CMSP de dos ratas que portan tumor con tumores C2 altamente invasivos. Mientras, se
observd una actividad NMT aproximadamente seis veces superior en las CMO de las ratas que portan tumor de
colon. Se notifica la actividad NMT elevada por primera vez en la muestra de sangre. Este aumento de la actividad
NMT en las CMSP puede servir como herramienta de diagnéstico para el cancer de colon.

Expresion de N-miristoiltransferasa en células mononucleares de sangre periférica y médula 6sea. Se realizd
un analisis de inmunotransferencia de tipo Western para investigar si la actividad superior de NMT en CMSP y CMO
de ratas que portan tumor se debe al aumento absoluto en la producciéon de NMT o a la eliminacién del inhibidor o la
aparicion del activador de NMT. La expresion de NMT en CMSP y CMO era tres veces superior en ratas que portan
tumor en comparacién con ratas control. La actividad NMT es directamente proporcional a la expresion de proteina
en CMSP y CMO de ratas que portan tumor.

La figura 2 muestra el analisis de inmunotransferencia de tipo Western de células mononucleares de sangre
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periférica y células de médula dsea de ratas normales y que portan tumor colorrectal. Se sometieron las proteinas
(25 pg) de CMSP o CMO de ratas control o que portan tumor a SDS-PAGE al 10%, se trans-inmunotransfirieron
sobre membrana de nitrocelulosa y se estudiaron mediante sonda con anticuerpo anti-NMT humana monoclonal
(dilucion 1:250) tal como se describié en “Materiales y métodos”.

La figura 2 muestra que hay sobreexpresion de NMT en las CMSP y CMO de ratas que portan tumor como
consecuencia del desarrollo del tumor.

Inmunohistoquimica. Una vez que se establecié que hay actividad elevada y sobreexpresion de NMT en las CMSP
de huésped que porta tumor, se determind entonces la incidencia del cancer de colon a través de una técnica de
diagndstico rutinario. La actividad NMT y el analisis de inmunotransferencia de tipo Western implican procedimientos
largos de separacion de células mononucleares que entonces se lisan para obtener una muestra de proteina para su
analisis. Por tanto se evalué el potencial de NMT como herramienta de diagnéstico para cancer de colon mediante
estudios inmunohistoquimicos de sangre. Se usaron anticuerpos tanto anti-NMT monoclonales como anti-NMT
policlonales para estudios inmunohistoquimicos. U n anticuerpo policlonal anti-NMT mostré tincién
inmunohistoquimica y se us6 para analisis inmunohistoquimico. Se tifieron frotis de sangre y se estudiaron mediante
sonda con anticuerpos anti-CD3, anti-CD20 y anti-NMT para estudios inmunohistoquimicos. En sangre periférica, se
observé que la mayoria de las células mononucleares eran células T CD3+ (75-80%) mezcladas con un numero
menor de células B CD20+ (10-15%) (datos no mostrados).

La figura 3 y la figura 4 ilustran los resultados de analisis inmunohistoquimico de frotis de células de sangre
periférica de células mononucleares de sangre periférica (CMSP) incubadas con anticuerpo anti-NMT tal como se
describié en “Materiales y métodos”. La figura 3 muestra que las células mononucleares de sangre periférica
(principalmente linfocitos) de ratas control carecian de tincion de NMT. La figura 4 muestra la expresion de NMT
intensa observada en las células mononucleares de sangre periférica de ratas que portan tumor colorrectal como
evidente a partir de tincion fuerte (véanse las flechas). En casos con tumores, la expresion de NMT era de moderada
a fuerte en mas del 50% de células mononucleares (figura 4) mientras que estaba ausente en los controles (figura
3).

Se observo la sobreexpresién de NMT en casos de células mononucleares de ratas con tumores C2 altamente
invasivos. También se detecto la positividad de NMT en los neutréfilos de sangre periférica. No se observé la
expresion de NMT en monocitos. Los resultados de expresion de NMT notablemente distintos obtenidos del modelo
animal son utiles en el establecimiento de una herramienta de diagndstico simple en muestras de sangre humana de
pacientes con cancer colorrectal. Se estudié adicionalmente la expresion de NMT en médula 6sea de ratas normales
y con tumor colonico.

La figura 5 y la figura 6 ilustran el analisis inmunohistoquimico de portaobjetos de médula 6sea preparados a partir
de bloques incrustados en parafina de médula 6sea de ratas normales y que portan tumor coldénico,
respectivamente. Se llevd a cabo el analisis inmunohistoquimico tal como se describié en “Materiales y métodos”.

La figura 5 muestra que la tincién de NMT citoplasmica en células de médula ésea normales (véase la flecha) era
de débil a apenas visible. La figura 6 muestra que la NMT se tefiia intensamente en médula 6sea de ratas que
portan tumor. Ademas de su sobreexpresidon, una observacion interesante adicional es que el analisis
inmunohistoquimico de médula 6sea de animal que porta tumor mostré tincion nuclear de NMT (véanse las flechas
que indican zonas de ubicacién nuclear de NMT). La presencia de NMT en el ndcleo de la médula ésea en caso de
cancer de colon puede servir como marcador de diagndstico/pronéstico.

Estudios preliminares indicaron que también se observé una expresioén superior en pacientes humanos.

Sin querer limitarse a la teoria, es posible que la actividad NMT elevada en CMSP durante la carcinogénesis
colonica pueda deberse a la demanda superior de miristoilacién en diversas proteinas/oncoproteinas que se
sobreexpresan y activan durante la tumorigénesis. Por ejemplo, los niveles de las tirosina cinasas miristoiladas,
pp60c-src y pp60c-yes son varias veces superiores en lesiones preneoplasicas colénicas y neoplasias en
comparacion con células de colon normales (Bolen et al., (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU.. 84, 2251-2255;
Termuhlen et al., (1993) J. Surg. Res. 54, 293-298; Weber et al., (1992) J. Clin. Invest. 90, 815-821). Uno de los
posibles desenlaces de la alta actividad NMT en neoplasia puede ser la miristoilacion aberrante de proteinas que de
otro modo no estan habitualmente miristoiladas. Por ejemplo, la N-miristoilacion del p21 ras celular normal dio como
resultado una actividad de transformacién potente (Buss et al., (1989) Biochem. Soc. Trans. 17, 867-869). La
miristoilacion de H-ras y K-ras alter6 la ubicacion subcelular y afecto significativamente a la activaciéon de MAP
cinasa (Cadwallader et al., (1994) Mol. Cell. Biol. 14, 4722-4730).

Ejemplo 2
N-miristoiltransferasa como marcador de diagndéstico para cancer colorrectal en seres humanos

El cancer colorrectal es la segunda causa principal de muertes por cancer en el mundo occidental. Si se detecta a
tiempo, el cancer colorrectal es una de las formas mas tratables de cancer. Desafortunadamente, se examina a muy
pocas personas. La N-miristoiltransferasa (NMT) cataliza la miristoilacion de diversas proteinas incluyendo las
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oncoproteinas. Los datos proporcionados en este ejemplo demuestran la alteraciéon de la actividad NMT durante la
progresion del cancer colorrectal en seres humanos y establece la NMT como marcador de para el cancer.

El disefio experimental usado en este ejemplo implica muestras de sangre periférica y médula 6sea extraidas de
pacientes con cancer de colon humanos y sus controles. Se determiné la actividad y expresion de NMT tal como se
notificé en el ejemplo 1. Se llevaron a cabo estudios inmunohistoquimicos usando procedimientos convencionales.

Los resultados presentados en este ejemplo demuestran la expresion y ubicacion alterada de NMT en la sangre
periférica y médula 6sea en pacientes con cancer de colon. Los analisis inmunohistoquimicos revelaron tincion de
débil a negativa para NMT en células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de controles, mientras que se
observo positividad fuerte en pacientes con cancer de colon con CMSP. Se localizé la NMT en la mayoria de los
casos en los nucleos de las células mononucleares de médula 6sea (MO) de los pacientes con cancer de colon,
mientras que la NMT permanecio citoplasmica en los especimenes de médula ésea control.

La expresion de NMT notablemente diferente demuestra el uso de este marcador como herramienta de investigacion
para la seleccion o el diagndstico de pacientes en riesgo de o de los que se sospecha que tienen cancer de colon.

MATERIALES Y METODOS

Las fuentes de productos quimicos y bioquimicos son tal como se describieron anteriormente (Shrivastav et al.,
Cancer Res 2003; 63 (22):7975-8). Se sintetiz6 el sustrato de péptido derivado de los extremos N-terminales de
proteina cinasa A dependiente de AMPc (GNAAAAKKRR) por el Alberta Peptide Institute, Canada. Se adquirieron
anticuerpos monoclonales de BD Biosciences (Mississauga, Canada). Se produjeron anticuerpos policlonales frente
a NMT humana purificada en conejos blancos Nueva Zelanda y se ha descrito la especificidad de este anticuerpo
previamente por Raju et al., Exp Cell Res 1997; 235 (1):145-54.

Extraccion de muestras de sangre. Se extrajeron muestras de sangre periférica de los pacientes con cancer de
colon (n = 8) y controles (n = 5) tras consentimiento informado segun las directrices de la Universidad de
Saskatchewan. Se prepararon frotis de sangre para estudios inmunohistoquimicos.

Separacion de células mononucleares de sangre periférica (CMSP). Se usaron inmediatamente muestras de
sangre periférica para la separacion de células mononucleares. Se aislaron CMSP usando Ficoll-Paque™ segun
procedimientos convencionales. Entonces se resuspendieron las CMSP aisladas en medio RPMI y se determinaron
los recuentos y la viabilidad celulares. Ademas, se lisaron las CMSP en tampén RIPA que contenia PMSF 1 mM,
DTT 10 mMy el 1% de coctel inhibidor de proteasa.

Inmunohistoquimica. Se prepararon secciones de cinco um de grosor de médula ésea a partir de bloques de
archivo y se colocaron sobre portaobjetos de vidrio. Se usaron secciones de médula 6sea de tres pacientes con
cancer de colon y tres controles sin historia de ninguna clase de cancer. Se us6 la técnica de estreptavidina-avidina
marcada para localizar los anticuerpos primarios tras la retirada de antigeno con microondas. Los anticuerpos
primarios usados en este estudio fueron: anti-CD3 (policlonal, dilucion 1:80, Neomarkers, Fairmont, CA), anti-CD20
(monoclonal, dilucién 1:20, Dako, Mississauga, ON) y anti-NMT (policlonal, dilucién 1:50). Se evaluaron los
resultados de tincion inmunohistoquimica de manera semicuantitativa como sigue: nimero de positivos de células
mononucleares: ninguno; rara vez; 10%; 10-30%, 30-50%, >50%. Se evalud la intensidad de tincion como ausente,
débil, moderada o fuerte.

Ensayo de N-miristoiltransferasa. Se sintetizo [*H]miristoil-CoA y se sometié a ensayo la actividad N-
miristoiltransferasa tal como se describié anteriormente (Shrivastav et al., Cancer Res 2003;63 (22):7975-8). La
mezcla de ensayo contenia Tris-HCI 40 mM, pH 7,4, EGTA 0,5 mM, 2-mercaptoetanol 0,45 mM, Triton X-100 al 1%,
sustrato deféptido (500 puM) y NMT en un volumen total de 25 pl. Se inici6 la reaccion de transferasa mediante la
adicion de [“H]miristoil-CoA recién generada y se incubd a 30°C durante 30 min. Se expresé una unidad de actividad
NMT como 1 pmol de miristoil-péptido formado por min.

Andlisis de inmunotransferencia de tipo Western. Se llevé a cabo SDS-PAGE usando procedimientos
convencionales y se realizé un analisis de inmunotransferencia de tipo Western tal como se describié previamente
por Shrivastav et al., Cancer Res 2003; 63 (22):7975-8, y se estudiaron mediante sonda con anticuerpo monoclonal
frente a NMT-1 (1:250, dilucion en tampén de bloqueo).

Se estimaron las proteinas mediante el método de Bradford usando BSA como patrén.
RESULTADOS

Se tifieron frotis de sangre periférica de pacientes con cancer de colon y controles sanos y se estudiaron mediante
sonda contra anticuerpos anti-CD3, anti-CD68, anti-CD20 y anti-NMT. En sangre periférica, la mayoria de las células
mononucleares eran células T positivas CD3 (75-80%) mezcladas con un numero menor de células B positivas
CD20 (<5%). La positividad de CD68 estaba presente en aproximadamente el 15% de las células, en la mayoria de
los casos monocitos.
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La figura 7 y la figura 8 muestran tincion de NMT en las células mononucleares (incluyendo linfocitos y monocitos) y
neutrofilos en los frotis de sangre periférica de los controles sanos que oscilaban entre positividad negativa y rara
vez, débil. Se observé tincion de NMT fuerte en linfocitos (véase la flecha en la figura 7), monocitos (véanse las
flechas en la figura 8) y neutrdfilos en el frotis de sangre del paciente con cancer de colon.

La figura 9 muestra un frotis de sangre periférica de un paciente con cancer de colon, que ilustra la tincién positiva
de macrofagos.

La figura 10 es un frotis de sangre periférica de un paciente con cancer de colon, que ilustra la tincién positiva de
neutrdfilos, linfocitos y macréfagos.

La figura 11 y la figura 12 ilustran el analisis inmunohistoquimico de secciones de médula ésea de sujetos control y
pacientes con cancer de colon, respectivamente. En la figura 12, se encontré que la NMT estaba ubicada en los
nucleos asi como en el citoplasma de las células mononucleares de médula 6sea de los pacientes con cancer de
colon, mientras que la NMT permanecié citoplasmica en los especimenes de médula ésea control, tal como se
muestra en la figura 11.

La expresiéon de NMT notablemente diferente ilustra la capacidad de este marcador para servir como herramienta de
investigacion para la seleccion y/o el diagnostico de pacientes en riesgo de o de los que se sospecha que tienen
cancer de colon. Ademas, la ubicacién alterada de NMT en MO de huéspedes que portan tumor puede servir como
herramienta de investigacion afnadida para fines de diagndstico.

Para evaluar la especificidad de la prueba, se llevé a cabo la tincion inmunohistoquimica de la sangre periférica de
un paciente con leucemia linfocitica cronica (LLC). La tincion de NMT era negativa en las células linfoides del
paciente con LLC.

La actividad NMT elevada en CMSP durante la carcinogénesis coldnica puede deberse a la gran demanda de
miristoilacion de diversas proteinas/oncoproteinas que se sobreexpresan y activan durante la tumorigénesis. Por
ejemplo, los niveles de las tirosina cinasas miristoiladas, pp®" y pp®®¥* son varias veces superiores en lesiones
preneoplasicas coldnicas y neoplasias en comparacion con células de colon normales (Biscardi et al., Adv Cancer
Res 1999 (76:61-119). Uno de los posibles desenlaces de la alta actividad NMT en neoplasia puede ser la
miristoilacion aberrante de proteinas que de lo contrario no estan habitualmente miristoiladas. Por ejemplo, la N-
miristoilacion del p21 ras celular normal dio como resultado una actividad de transformacién potente. La
miristoilaciéon de H-ras y K-ras alter6 la ubicacion subcelular y afecté significativamente a la activacion de MAP
cinasa.

Las realizaciones descritas anteriormente de la presente invencion pretenden ser sélo ejemplos. Pueden efectuarse
alteraciones, modificaciones y variaciones a las realizaciones particulares por los expertos en la técnica sin
apartarse del alcance de la invencién que se define solamente por las reivindicaciones adjuntadas al presente
documento.
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REIVINDICACIONES

Un método para la deteccion de cancer colorrectal que comprende la etapa de: en una muestra de tejido no
tumoral obtenida de un sujeto del que se sospecha que tiene cancer, detectar un aumento del nivel de (i)
expresion de N-miristoiltransferasa (NMT) o (ii) actividad N-miristoiltransferasa (NMT), en relacién con un
valor control en el que la muestra de tejido no tumoral es sangre o células de médula ésea.

El método de la reivindicacion 1, en el que la muestra de tejido no tumoral comprende células
mononucleares de sangre periférica.

El método de la reivindicacion 2, en el que la muestra de tejido no tumoral es una muestra de sangre y el
método ademas comprende separar las células mononucleares de sangre periférica de la muestra de
sangre, y en el que la detecciodn se realiza sobre dichas células mononucleares de sangre periférica.

El método de la reivindicacion 2, en el que la muestra de tejido no tumoral es una muestra de médula ésea
y el método ademas comprende separar las células de médula 6sea de la muestra, en el que la deteccion
se realiza sobre dichas células de médula 6sea.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el nivel de NMT se detecta usando
analisis inmunohistoquimico.

El método de la reivindicacién 5, en el que el nivel de NMT se detecta cuantificando la unién entre NMT y un
anticuerpo anti-NMT.

El método de la reivindicacién 6, en el que el anticuerpo anti-NMT es un anticuerpo policlonal.
El método de la reivindicacién 6, en el que el anticuerpo anti-NMT es anti NMT-1.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la actividad NMT se detecta usando
una reaccién de miristoilacion de proteina con miristoil-CoA.

Uso de un anticuerpo anti-N-miristoiltransferasa segun el método de una cualquiera de las reivindicaciones
1a9.
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