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Tl'tuIO: METODO IN VITRO PARA EL DIAGNOSTICO DE LA PROGRESION DEL CANCER DE COLON

@Resumen:

Método in vitro para el diagnéstico de la progresién
del cancer de colon.

La presente invencion demuestra que la
determinacion de Hakai proporciona una ventaja
sustancial sobre la determinacion de otros
biomarcadores en el diagndstico del cancer de colon
y la progresion tumoral del cancer de colon. En
particular, se puede determinar Hakai en una muestra
de tejido, en particular, en una muestra de tejido
tumoral obtenida de una biopsia y/u otras muestras
quirurgicas, teniendo un significado para el
diagnostico de cancer de colon y para la progresion
tumoral del cancer de colon, en particular en el
carcinoma de colon o adenocarcinoma, en un sujeto.
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DESCRIPCION

METODO IN VITRO PARA EL DIAGNOSTICO DE LA PROGRESION DEL CANCER DE
COLON

TEMA DE LA INVENCION

En general, la presente invencion se relaciona con ensayos de diagndstico y pronéstico. En
particular, la presente invencion se refiere al uso de Hakai (sélo o en combinacion con otros
marcadores moleculares y caracteristicas epidemiolégicas y clinicas) como marcador
diagnéstico y pronéstico de cancer de colon, concretamente, como un marcador de
diagndstico de la progresion del cancer de colon. Hakai también puede ser util para estimar
el riesgo de cancer de colon, para decidir si se debe iniciar un régimen médico y para

determinar si el régimen médico iniciado es eficiente.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El carcinoma es el tipo mas comun de cancer y surge de la transformacién de las células
epiteliales. Alrededor del 90% de las muertes relacionadas con el cancer son consecuencia
de las metastasis. En las primeras etapas de la progresion tumoral y la metastasis del
carcinoma, las células tumorales epiteliales activan un programa crucial llamado transicion
epitelio-mesénquima (EMT), que se observa con frecuencia en el carcinoma humano. EMT
es un programa altamente controlado descrito en primer lugar durante la embriogénesis
(EMT tipo 1), y también en la cicatrizacion de heridas y reparacion de tejidos (EMT tipo II).
Ademas de estos EMT fisioldgicos, este programa puede ocurrir durante condiciones
patolégicas tales como fibrosis de érganos y progresion tumoral (EMT tipo Il). La EMT en
cancer se caracteriza por la interrupcion de los contactos célula-célula, de las adhesiones
célula al sustrato celular y la pérdida de polaridad apico-basal, acompafiada por la
reorganizacion del citoesqueleto. Todos estos cambios causan la pérdida del fenotipo
epitelial y la adquisicion de un fenotipo mesenquimal, que incluye una ganancia de
capacidades migratorias e invasivas, importantes para la diseminacion de las células
cancerosas. Una de las caracteristicas distintivas mejor caracterizadas de la EMT es la

pérdidad de la proteina E-cadherina en las células epiteliales.

La E-cadherina es el miembro prototipo de las cadherinas clasicas de las uniones
adherentes de las células epiteliales, y su pérdida esta asociada a la progresion de
adenoma a carcinoma, por lo tanto, a la transicién de un tumor benigno a un tumor maligno.
Ademas de la pérdida de la proteina epitelial E-cadherina, el marcador mesenquimal N-
cadherina se regula positivamente durante la EMT, considerandose este cambio entre las

cadherinas un sello distintivo del programa de EMT relacionado con el cancer. Dada su
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relevancia en el proceso de EMT, se ha estudiado ampliamente el mecanismo mediante el
cual la E-cadherina se regula negativamente durante la EMT en el cancer. Hakai es el

primer regulador postraduccional descrito de la estabilidad de la proteina E-cadherin.

Hakai, una nueva clase de las tres familias de E3 ubiquitin-ligasas de tipo RING-finger,
contiene un nuevo dominio llamado HYB (Hakai pTyr-binding) por el cual interactia con la
E-cadherina tirosina fosforilada por Src, induciendo su ubiquitinacién y degradacién, y en
consecuencia se produce la alteracion de los contactos célula-célula. Frecuentemente, el
sistema de ubiquitinacién sefializa para la degradacion de la proteina via lisosoma o
proteasoma. En general, se cree que las proteinas citosélicas y nucleares se degradan
principalmente a través del proteosoma, mientras que las proteinas de la membrana se
dirigen a la destruccion en el lisosoma. De hecho, la degradacion de E-cadherina via
lisosoma en las adhesiones célula-célula durante la EMT es el mecanismo descrito en su
disminucion. Ademas de la accién de Hakai en los contactos célula-célula, se ha descrito su
implicaciéon en la reduccion de las adhesiones de las células al sustrato celular y en el

aumento de la invasion en células epiteliales in vitro.

Hakai también esta involucrada en la regulacion de la proliferacion celular de una manera
independiente de E-cadherina, lo que sugiere que nuevos sustratos ubiquitinizados por
Hakai deben ser identificados. De hecho, se identificaron recientemente Cortactin y DOK1
como nuevas proteina substrato de Hakai, describiéndose la interaccion y ubiquitinizacion
de una manera dependiente de la fosforilacién por Src. Sin embargo, la relevancia fisioldgica
de estas interacciones (Hakai con estos substratos) aun no esta bien definida. A pesar de
las funciones de Hakai dependientes de ubiquitina, se ha propuesto que Hakai puede estar
involucrada en varios procesos celulares de una manera independiente de ubiquitinizacion.
De acuerdo con esto, en un analisis protedmico llevado a cabo en Arabidopsis thaliana,
Hakai se identific6 como una proteina que interactia con varios reguladores post-
transcripcionales, incluidos los miembros del complejo N6-metiladenosina (m6A). m6A es
una modificacién importante de ARNm que se encuentra en eucariotas y que esta implicada
en procesos tales como el corte y empalme (splicing) de ARNm, la estabilidad del ARNm, o
la exportacion de ARNm entre otros. En este modelo, Hakai es funcionalmente necesario
para la metilacion del ARNm, lo que sugiere un posible papel similar en los mamiferos.
Ademas, Hakai interactua con PSF (Factor de splicing asociado a la proteina de unién al
tracto de polipirimidina), y la sobreexpresion de Hakai aumenta la union de PSF a transcritos
diana de ARNm que codifican proteinas especificas relacionadas con el cancer. Hasta la

fecha, la mayoria de las publicaciones relacionadas con el papel de Hakai sobre la
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expresion de E-cadherina se han llevado a cabo en sistemas in vitro. Ademas del papel
descrito de Hakai en A. thaliana, se realiz6 otro estudio in vivo en Drosophila melanogaster,
donde se describié que la funcion de Hakai era mas importante en etapas tempranas de la

embriogénesis.

En la presente invencién, hemos ampliado los resultados descritos anteriormente y

examinado la funcion de Hakai en la progresion del cancer empleando muestras de tejido

humano de pacientes en diferentes etapas de la progresion tumoral del cancer de colon asi

como el papel funcional de Hakai in vivo empleando un modelo de xenoinjertos tumorales en

raton.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

En el empleo de biomarcadores en el contexto del cancer de colon, o el carcinoma de colon
o el adenocarcinoma, los programas de cribado tienen un enorme potencial. En particular,
discriminar si los nédulos de colon, encontrados fortuitamente o detectados en cribado, son
malignos o benignos es uno de los problemas clinicos mas urgentes en la deteccion
temprana del cancer de colon. Lamentablemente, las herramientas predictivas actuales para
discriminar los nédulos benignos de los malignos son subéptimas, y la investigacion sobre el
cancer aun no ha logrado el objetivo de producir un marcador que pueda emplearse de

forma rutinaria en la practica clinica.

Sorprendentemente, la presente invencidén demuestra que la determinacion de Hakai
proporciona una ventaja sustancial sobre la determinacién de otros biomarcadores en el
diagnéstico del cancer de colon y la progresion tumoral del cancer de colon. En particular, se
puede determinar Hakai en una muestra de tejido, concretamente, en una muestra de tejido
tumoral obtenida de una biopsia y/u otras muestras quirdrgicas, para el diagndstico de
cancer de colon y la progresion tumoral del cancer de colon, en particular en el carcinoma
de colon o adenocarcinoma, en un sujeto (ver el ejemplo, en particular, primera parte de los

resultados y figura 1).

Esta invencién también pone de manifiesto que la cuantificacion de Hakai puede
proporcionar informacion para determinar si un nédulo canceroso indeterminado sospechoso
es maligno o no. Ademas, esta informacién puede combinarse con datos epidemiolégicos y
clinicos para generar un modelo de diagndstico para la prediccion de malignidad. Esta
invencion puede mejorar, de este modo, las eficacias de diagnéstico y cribado,

particularmente al discriminar cual de los nédulos, detectados de forma fortuita o por
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cribado, puede necesitar un seguimiento mas activo. La aplicacion de esta invencién se
puede emplear asi para mejorar el tratamiento clinico de los adenocarcinomas de colon,
reduciendo potencialmente el numero de procedimientos invasivos potencialmente daninos

llevados a cabo para diagnosticar la enfermedad, tales como las colonoscopias.

Ademas, esta invencion también evidencia que la cuantificacion de la intensidad de sefal de
la tincion de inmunohistoquimica de Hakai en células de cancer de colon se incrementa
gradualmente en todas los estadios TNM [-IV en comparacién con el epitelio normal sano.
Curiosamente, en muestras de adenoma de colon benigno, existe una expresion
incrementada de Hakai que es estadisticamente significativa en comparacién con los tejidos
adyacentes normales. Estos datos indican claramente que Hakai no sélo se puede utilizar
como biomarcador para la progresidén maligna del cancer de colon humano, sino que
también se puede usar para detectar la tumorogénesis en etapas tempranas mediante su
deteccidén en una muestra de tejido, en particular en una muestra de tejido tumoral obtenida
de una biopsia y/u otras muestras quirurgicas. Ademas, la cuantificacién de la intensidad de
la sefal de Hakai también se puede usar como biomarcador para estimar los diferentes

estadios TNM (I-IV) de adenocarcinoma de colon.

En consecuencia, la primera realizacion de la presente invencion se refiere a un método in
vitro para el diagnéstico de cancer de colon en un sujeto que comprende: a) determinar el
nivel de al menos Hakai en una muestra obtenida del sujeto; comparar el nivel de Hakai
determinado en el paso (a) con un nivel de control de referencia de Hakai, y en el que si el
nivel de Hakai determinado en el paso (a) es superior al nivel de control de referencia, es
indicativo de que el sujeto padece cancer de colon y/o que los ndédulos de colon o el

adenocarcinoma presente en el sujeto se consideran malignos.

Ademas, la presente invencién también se refiere a un método in vitro para el diagndstico de
la progresion del cancer de colon en un sujeto que comprende: a) determinar los niveles de
expresion de Hakai, en una muestra obtenida del sujeto; y opcionalmente comparar los
niveles determinados en el paso (a) con niveles de control de referencia de ese
biomarcador, donde la cuantificacion de la intensidad o nivel de sefial de Hakai, en
comparacion con los niveles de control de referencia, se usa como biomarcador para

estimar los diferentes estadiosTNM (I-1V) de los adenocarcinomas de colon.

Ademas, la presente invencién se refiere a un método in vitro para el diagnéstico de la

progresion del cancer de colon en un sujeto que comprende: a) determinar los niveles de
5
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expresion de Hakai, en una muestra obtenida del sujeto; y opcionalmente comparar los
niveles determinados en el paso (a) con niveles de control de referencia de ese
biomarcador, donde la cuantificacion de la intensidad o nivel de sefial de Hakai, en
comparacion con los niveles de control de referencia, se usa para detectar la tumorogénesis
en etapas tempranas, preferiblemente mediante su detecciéon en una muestra de tejido, en
particular en una muestra de tejido tumoral obtenida de una biopsia y/u otras muestras

quirurgicas.

En una realizacién preferida de la invencion, la muestra se selecciona de: sangre, plasma,
suero, biopsia y muestras quirdrgicas. La biopsia y las muestras quirdrgicas son

particularmente idoneas.

La segunda realizacion de la presente invencién se refiere a un método in vitro para decidir
0 recomendar un tratamiento médico a un sujeto que padece cancer de colon que
comprende: determinar el nivel de al menos Hakai en una muestra obtenida del sujeto; y
comparar el nivel de Hakai determinado en el paso (a) con un nivel de control de referencia
de Hakai, y si el nivel de Hakai determinado en el paso (a) es mayor que el nivel de control
de referencia, se recomienda un tratamiento médico; o si se determina que el nivel de Hakai
en el paso (a) no es mayor que el nivel de control de referencia, entonces se recomienda un
seguimiento. Alternativamente, la presente invencién se refiere a un método in vitro para
decidir o recomendar un tratamiento médico a un sujeto que padece cancer de colon que
comprende: a) determinar los niveles de expresién de Hakai, en una muestra obtenida del
sujeto; y opcionalmente comparar los niveles determinados en el paso (a) con niveles de
control de referencia de ese biomarcador, donde la cuantificacion de la intensidad o nivel de
sefal de Hakai, en comparacion con los niveles de control de referencia, se usa como
biomarcador para estimar los diferentes estadios TNM (I-IV) de los adenocarcinomas de
colon y, por lo tanto, para clasificar la muestra como perteneciente a uno de esos estadios,
en donde esta clasificacién se utiliza para recomendar el tratamiento médico. En una
realizacién favorita de la invencion, la muestra se selecciona de: sangre, plasma, suero,
biopsia y muestras quirdrgicas. La biopsia y las muestras quirurgicas son particularmente

preferidas.

La tercera realizacién de la presente invencion se refiere a un método in vitro para
determinar la eficacia de un régimen médico en un paciente ya diagnosticado con cancer de
colon que comprende: a) medir el nivel de al menos Hakai en una muestra obtenida del

paciente antes de la administracion del régimen médico; b) medir el nivel de Hakai en una
6
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muestra del paciente una vez que comenzdé la administracion del régimen médico; y c)
comparar los niveles de Hakai medidos en los pasos (a) y (b), de tal forma que si el nivel de
Hakai medido en el paso (b) es inferior al nivel de Hakai medido en el paso (a), es indicativo

de que el régimen médico es efectivo en el tratamiento del cancer de colon.

La cuarta realizacién de la presente invencién se refiere a un método in vitro para determinar
la eficacia de un régimen médico en un paciente ya diagnosticado con cancer de colon que
comprende: a) medir el nivel de Hakai en una muestra del paciente una vez iniciada la
administracion del régimen médico; b) comparar el nivel de Hakai medido en el paso (a) con
un nivel de control de referencia del Hakai o con el nivel del Hakai en una muestra del
mismo paciente, bajo el mismo régimen médico, tomada en un momento posterior a la
muestra tomada en el paso (a) y ¢) en donde, si el nivel de Hakai medido en el paso a) es
mas alto que el nivel medido en el paso (b), es indicativo de que el régimen médico es

efectivo en el tratamiento del colon cancer.

La quinta realizacién de la invencioén se refiere al uso de al menos Hakai en el diagnéstico in
vitro de cancer de colon o para la determinacion in vitro de si un nddulo cancerigeno
indeterminado o adenoma, identificado por ejemplo mediante el uso de una técnica de

imagen (tal como colonoscopia), es 0 no maligno.

Como se explicd anteriormente, es importante tener en cuenta que las técnicas (como una
colonoscopia) se utilizan comunmente en la actualidad para diagnosticar el cancer de colon
y que dichas técnicas indicadas estan asociadas con un alto porcentaje de falsos positivos,
particularmente en el caso de la deteccion indeterminada de nédulos. Desafortunadamente,
las herramientas actuales para discriminar los nddulos benignos de los malignos son
subéptimos, y la investigacién sobre el cancer aun no ha logrado el objetivo de producir un
marcador que pueda usarse de forma rutinaria en la clinica. En consecuencia, a un alto
porcentaje de pacientes se les diagnostica erréneamente que padecen cancer de colon y se
los somete a procedimientos invasivos innecesarios que aumentan el coste del Sistema

Nacional de Salud.

En consecuencia, una realizacion preferida de la presente invencién se dirige a técnicas
complementarias con la informacién de diagndstico/prondstico obtenida de los
biomarcadores, como se describe en las realizaciones uno a cinco de la presente invencion.
Se enfatiza que esta realizacidn requiere practicar la técnica (colonoscopia) en un paciente y

la informacion obtenida de la técnica indicada se complementa con la informacion
7
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proporcionada por el biomarcador como se describe en las realizaciones de uno a cinco de
la presente invencion; tal combinacion de caracteristicas aporta mucho mas que si fuese un
fendmeno natural o una idea abstracta. Dado que la medicién del nivel de Hakai ofrece una
mayor sensibilidad y especificidad que las técnicas comunmente utilizadas, como las
colonoscopias, el porcentaje de falsos positivos se reduce. En consecuencia, también se
reduce el numero de técnicas invasivas que generalmente se realizan una vez que se
obtiene un resultado positivo de las técnicas. Por lo tanto, la presente invencion ofrece
significativamente mas en comparacion con los procedimientos estandares actuales para el
diagnéstico de cancer de colon ya que la combinacion de la técnica, en particular
colonoscopia, con la determinacion del nivel de este biomarcador mejora el diagnéstico de
un paciente con riesgo de cancer de colon que ha sido diagnosticado errbneamente con

técnicas previas o de un paciente que presenta un nodulo indeterminado de colon.

En consecuencia, la sexta realizacion de la invencion se dirige a un método in vitro para el
diagnéstico de cancer de colon en un sujeto que comprende: a) practicar una colonoscopia
en el sujeto para cancer de colon; y determinar el nivel de al menos Hakai en una muestra
apropiada (biopsia o muestra quirurgica) del sujeto poniendo en contacto la muestra de
prueba con un reactivo que se une selectivamente a la proteina Hakai (ver materiales y
métodos de los ejemplos); b) comparar el nivel de Hakai determinado en la etapa a) con un
nivel de control de referencia de ese biomarcador, y ¢) donde la toma de imagenes y el paso
de determinacién (a) pueden tomarse en cualquier orden; y en el que si el nivel de Hakai
determinado en el paso (a) es mayor que el nivel de control de referencia, es indicativo de
que el sujeto padece cancer de colon y o que los nédulos presentes en el colon en un sujeto

son considerados malignos.

Ademas, una séptima realizacion de la invencion se dirige a un método in vitro para el
diagnéstico de cancer de colon en un sujeto que comprende: a) determinar el nivel de al
menos Hakai en una muestra apropiada (biopsia o espécimen quirdrgico) del sujeto
poniendo en contacto la muestra con un reactivo que se une selectivamente a la proteina
Hakai (ver materiales y métodos de los ejemplos); y b) comparar el nivel de Hakai
determinado en el paso a) con un nivel de control de referencia de ese biomarcador, y c)
donde sodlo si el nivel de Hakai determinado en el paso (a) es mayor que el nivel de control
de referencia, es indicativo de que el sujeto padece cancer de colon y/o que los ndédulos de
colon presentes en el sujeto se consideran malignos y, por lo tanto, sélo en ese caso, se

practicaria una colonoscopia para el cancer de colon en el sujeto.
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Para el objetivo de la presente invencion, se proporcionan las siguientes definiciones:

El término " que comprende " significa que incluye, pero no se limita a, aquellos que
sigue a la palabra "que comprende". Por lo tanto, el uso del término "que comprende"
indica que los elementos enumerados son requeridos u obligatorios, pero que otros
elementos son opcionales y pueden o no estar presentes.

Por "que consiste en" se entiende que incluye, y se limita a, lo que sigue a la frase
"que consiste en". Por lo tanto, la frase "que consta de" indica que los elementos
enumerados son requeridos u obligatorios, y que no pueden estar presentes otros
elementos.

El término "referencia" o "nivel de control", cuando se refiere al nivel de la proteina
Hakai descrito en la presente invencion, puede referirse al nivel observado en
pacientes que no padecen cancer de colon o a cualquier nivel especifico que
identifique una etapa del cancer de colon o adenocarcinoma de colon. Es probable
que el paciente sufra de cancer de colon con una sensibilidad y especificidad dadas
si los niveles anteriores en el paciente indicados anteriormente son de "referencia”, o
"nivel de control" en pacientes que no padecen cancer de colon o en cualquier nivel
especifico que identifique un estadio del cancer de colon o adenocarcinoma de
colon. Ademas, es probable que el paciente presente un estadio especifico de
cancer de colon con una sensibilidad y especificidad dadas si los niveles en el
paciente estan por encima, iguales o por debajo del de "referencia" o "nivel de
control" indicados que identifican una etapa del cancer de colon o adenocarcinoma

de colon.

El término "Hakai" es una proteina E3 ubiquitina-ligasa. El gen que codifica la E3
ubiquitina-ligasa Hakai se denomina CBLL1. El proto-oncogen Cbl-1 like [Homo
sapiens] La secuencia que codifica Hakai (CDS) contiene 491 aminoacidos como se
indica a continuacion:
MDHTDNELQGTNSSGSLGGLDVRRRIPIKLISKQANKAKPAPRTQRTINRMPAKAPP
GDEEGFDYNEEERYDCKGGELFANQRRFPGHLFWDFQINILGEKDDTPVHFCDKC
GLPIKIYGRMIPCKHVFCYDCAILHEKKGDKMCPGCSDPVQRIEQCTRGSLFMCSIV
QGCKRTYLSQRDLQAHINHRHMRAGKPVTRASLENVHPPIAPPPTEIPERFIMPPDK
HHMSHIPPKQHIMMPPPPLQHVPHEHYNQPHEDIRAPPAELSMAPPPPRSVSQETF
RISTRKHSNLITVPIQDDSNSGAREPPPPAPAPAHHHPEYQGQPVVSHPHHIMPPQQ
HYAPPPPPPPPISHPMPHPPQAAGTPHLVYSQAPPPPMTSAPPPITPPPGHIIAQMP
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PYMNHPPPGPPPPQHGGPPVTAPPPHHYNPNSLPQFTEDQGTLSPPFTQPGGMS
PGIWPAPRGPPPPPRLQGPPSQTPLPGPHHPDQTRYRPYYQ.

En Homo sapiens la proteina E3 ubiquitina-ligasa Hakai isoforma 1 esta codificada
por el variante 1 del transcrito. NCBI Reference Sequence: NP_079090.2; que

contiene 491 aminoacidos: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP 079090.2

Variante 1 del transcrito, ARNm: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM 024814.3

En Homo sapiens la proteina E3 ubiquitina-ligasa Hakai isoforma 2 esta codificada
por la variante 3 del transcrito. NCBI Reference Sequence: NP_001271220.1, que
contiene 490 aminoacidos: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001271220.1

Variante 3 del transcrito ARNm:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001284291.1

En Homo sapiens el protoncogen Cbl like 1 (CBLL1), variante 2 del transcrito, es un
ARN no-codificante. Esta variante (2) incluye un exon alternativo que introduce un
codon stop y hace que la transcripcion sea candidata para el proceso de degradacion
del ARN mensajero mediada por mutacion sin sentido o terminadora (NMD). Variante
2 del transcrito ARNm: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NR_024199.2

En base a la presente descripcion los marcadores, el biomarcador Hakai, se definen
principalmente segun el nivel de expresion, la diferencia en el nivel de expresién o
los cambios en el nivel de expresion en el ARNm o de proteina en comparacion con
la muestra de referencia a través de varios métodos de analisis cuantitativos,
semicuantitativos y/o cualitativos conocidos de vanguardia.

El analisis cuantitativo, semicuantitativo y cualitativo de los marcadores de cancer de
colon o progresién del carcinoma de colon de acuerdo con la presente divulgacién se
puede realizar por diversos métodos de vanguardia conocidos que pueden detectar
las proteinas y ARNm de forma cuantitativa y cualitativamente. Por ejemplo, los
métodos incluyen un western blot, un ELISA, un radicinmunoensayo, una
inmunodifusion, una inmunoelectroforesis, una inmunotincion, una
inmunoprecipitacion, un ensayo de fijacion del complemento, un sistema basado en
acoplamineto de beads o granulos, en donde el anticuerpo se acopla en
solucidén/suspension y se detecta por citometria de flujo, o espectrometria de masas,
o similares. Estos métodos son conocidos y documentados como la electroforesis
capilar basada en chips: Colyer et al. 1997. J Chromatogr A. 781(1-2):271-6; mass
spectroscopy: Petricoin et al. 2002. Lancet 359: 572-77; eTag systems: Chan-Hui et
al. 2004. Clinical Immunology 111:162-174; microparticle-enhanced nephelometric
immunoassay: Montagne et al. 1992. Eur J Clin Chem Clin Biochem. 30:217-22. A
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modo de ejemplo, un inmunoensayo empleando un sistema en sandwich como el
ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), o RIA (Radio Immuno Assay) y
similar pueden ser empleados para la deteccidén cunatitativa y/o cualitativa de los
marcadores presentes. En este sistema, las muestras reaccionan con el primer
anticuerpo fijado a un soporte/substrato sélido como cristal, plastico (por ejemplo
poliestireno), polisacaridos, beads, nylon o membrane de nitrocelulosa o una
microplaca para formar un complejo el cual luego reacciona con un anticuerpo
secundario que es marcado normalmente con agentes que pueden ser detectados
directa o indirectamente, como son substancias radioactivas como H3 o 1125,
materiales fluorescentes, substancias quimioluminiscentes, haptenos, biotina,
digoxigenina o similar. En algunos casos, los materiales marcados son conjugados
con enzimas como son la peroxidasa de rabano, la fosfatasa alcalina o la malato
deshidrogenase que es capaz de producir colores 0 cambios de color o iluminarse en
presencia de los substratos adecuados.

También se pueden utilizar otros métodos basados en la reaccién inmune. En este
sentido, se puede usar una inmunoelectroforesis tal como una placa de Ouchterlony,
una transferencia de Western, una |IE cruzada, una Rocket IE, una fused Rocket IE o
una |IE de afinidad, que pueden detectar los marcadores simplemente por reaccién
antigeno-anticuerpo. Los agentes o materiales que pueden usarse en los métodos
descritos anteriormente son conocidos de vanguardia. Por ejemplo, los marcadores
pueden detectarse mediante una reaccion antigeno-anticuerpo, o una reacciéon con
un sustrato, aptameros peptidicos o de acidos nucleicos, receptores o ligandos que
reconocen especificamente los presentes marcadores, o cofactores o usando
espectrometria de masas. Los agentes o materiales que se unen o interactuan
especificamente con los marcadores de la presente divulgacion se pueden utilizar
por medio de un chip o con nanoparticulas. Los métodos de inmunoensayo o
inmunotincién descritos anteriormente se describen en las siguientes publicaciones:
Enzyme Immunoassay, E.; Gaastra, W., Enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA), in Methods in Molecular Biology, Vol. 1, Walker, J.M. ed., Humana Press,
NJ, 1984 etc. Las intensidades de las sefales generadas por el inmunoensayo
mencionado anteriormente se analizan luego, y se comparan concretamente con las
sefales de los controles apropiados para la determinacion.

Ademas, también pueden ser empleados los métodos para medir el nivel de
expresion del biomarcador revelado aqui utilizando un material que detecta al menos

la presencia, o la cantidad o el patron de expresion del ARNm y/o de la proteina
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codificada por el gen. Preferiblemente, el material para medir el nivel de expresion
del gen es, al menos, un cebador, una sonda, un aptdmero y un antisentido que se
unen especificamente al menos a una seleccionada del grupo que consiste en una
secuencia de nucledtidos del gen, una secuencia complementaria de la misma, un
fragmento del nucledtido y una secuencia complementaria del mismo. Mas
preferiblemente, el material para medir el nivel de expresion del gen es al menos uno
seleccionado entre los siguientes: oligopéptidos, anticuerpos monoclonales,
anticuerpos policlonales, anticuerpos quiméricos, fragmentos de anticuerpos,
ligandos, acidos nucleicos peptidicos (PNA), aptameros, multimeros de avidez y
peptidomiméticos que se une especificamente a al menos un de los polipéptido
codificados por una secuencia de nucledétidos del gen, un polipéptido codificado por
una secuencia complementaria al mismo, y un polipéptido codificado por un
fragmento de la secuencia de nucledtidos. Todavia mas preferiblemente, el material
para medir el nivel de expresion del gen es un reactivo de deteccion para medir la
expresion génica mediante al menos un método de reaccion en cadena de la
polimerasa con transcripcién inversa, una reaccién en cadena de la polimerasa
competitiva (PCR competitiva), una reacciéon en cadena de la polimerasa en tiempo
real, un ensayo de proteccion de nucleasas (RNasa, ensayo de nucleasa S1), un
método de hibridacién in situ, un método de microarrays de ADN, northern-blot,
western-blot, un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), un
radioinmunoensayo, un método de inmunodifusiéon, inmunoelectroforesis,
inmunotincién en tejido, un ensayo de inmunoprecipitacién, un ensayo de fijacién del
complemento, FACS, espectrometria de masas y microarray de proteinas.Mas
preferiblemente, el reactivo que detecta al menos la presencia, o cantidad y/o patrén
de abundancia de la proteina Hakai util para practicar cualquiera de los métodos de
la presente invencion es un anticuerpo o un fragmento del mismo o un aptamero.
Preferiblemente, el reactivo indicado se une a cualquiera de los péptidos
GPHHPDQTRYRPYYQ 6 DHTDNELQGTNSSG.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1: Niveles de expresion de Hakai en muestras humanas de pacientes con
cancer colorrectal. (A) Inmunorreactividad representativa de Hakai en la mucosa coldnica
normal, adenoma y cancer colorrectal (estadios I-IV de TNM). Las imagenes se obtuvieron
con un objetivo 20x. (B) Cuantificacion estadistica de la intensidad de tincién de Hakai en

células de cancer epitelial en diferentes estadios de cancer de colon y en tejidos de
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adenoma y colon normal (mucosa colénica normal, n=26; adenoma, n=10; cancer
colorrectal, n=20 de todos los estadios). Se cuantificaron cinco fotografias de cada tejido.
Los datos se representan como diagrama de dispersion. Los valores son medias + SEM
(Error estadard de la media) de la intensidad de sefial de la tincion por area. La calibracion y
cuantificacion de las imagenes se realizaron con el software ImagedJ. Los analisis de prueba
de correccion de Kruskal-Wallis con Tukey muestran diferencias estadisticamente
significativas en cancer colorrectal (TNM, SI-IV) con respecto a las muestras sanas de tejido

adyacente (*p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001). Barra de escala 125 um.

Figura 2: Hakai induce la formacion de tumores in vivo. (A) Fotografias representativas
después de 38 dias de inyeccién subcutanea de 5x10° células de MDCK o células MDCK
que sobreexpresan Hakai (Hakai-MDCK) en ratones desnudos. (B) Crecimiento tumoral en
ratones atimicos inyectados con células MDCK o Hakai-MDCK. Los tumores se midieron
dos veces por semana, como se describe en Materiales y Métodos y los resultados se
representan como media * SEM (*p<0,05). (C) Tincidon representativa H&E
(Hematoxilina&Eosina) de teratoma y tumores originados por células MDCK o Hakai-MDCK,

respectivamente. Las fotos fueron tomadas con un objetivo 10x.

Figura 3: Accién de Hakai sobre la proliferacién e invasion tumoral en un modelo de
xenoimplantes de tumores en ratén. (A) Inmunohistoquimica para la expresién de ki67 en
teratoma originados por células MDCK y tumores originados por células Hakai-MDCK. Se
tomaron imagenes representativas con el objetivo 40x (panel izquierdo) y se realizd la
cuantificacion del porcentaje de células positivas (panel derecho). Barra de escala, 500 um.
(B) Células mitdticas en xenoinjertos de células MDCK y de Hakai-MDCK. Células mitéticas
en imagenes representativas con tincion H&E tomadas con un objetivo 40x (panel izquierdo,
flechas) y la cuantificacion de las mitosis correspondientes a los xenoinjertos (panel
derecho). Barra de escala, 500 um. (C) Tincién de H&E que muestra un vaso sanguineo
infiltrado con células tumorales originado por la inyeccion de Hakai-MDCK en ratones.
Fotografia tomada con un objetivo 20x. (D) Tincion H&E que muestra infiltracibn muscular
por células Hakai-MDCK. Foto tomada con un objetivo de 10x. (E) La tincion H&E que
muestra un tumor primario (flechas) y una metastasis local (puntas de flecha) originadas por
las células Hakai-MDCK; se indican las areas con linea discontinua. Foto tomada con un
objetivo de 10x. Barras de escala, 500 um. Las cuantificaciones se muestran como media *
SEM (**p<0,01; *** p<0,001).
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

EJEMPLOS

MATERIALES AND METODOS

Muestras de tejidos humanos

Las biopsias de cancer de colon se obtuvieron del departamento de Anatomia Patolégica del
Complejo Hospitalario Universitario A Coruia (CHUAC), con el consentimiento informado
firmados por todos los pacientes y el proyecto de investigacién fue aprobado por el Comité
de Etica de Investigacion institucional siguiendo los procedimientos éticos estandares del
reglamento espafiol (Ley Organica de Investigacién Biomédica, 14 de julio de 2007). Las
muestras de parafina fueron provistas por el biobanco del CHUAC, integrado en la Red
Espafiola de Biobancos de Hospitales. Se emplearon veinte tejidos de cancer de colon
fijados en formalina y embebidos en parafina (FFPE, 4um) de los estadios |-IV de TNM de
progresion del cancer de colon, diez de adenomas vy los tejidos sanos de colon adyacentes

de los mismos pacientes para realizar la inmunoquimica con el anticuerpo anti-Hakai.

Anticuerpos y materiales

El anticuerpo policlonal anti-Hakai de conejo (Hakai-2498) se generd utilizando los péptidos
(GPHHPDQTRYRPYYQ y DHTDNELQGTNSSG) como antigenos (Eurogentec, Seraing,
Bélgica), y fue proporcionado por el Dr. Fujita. Para la inmunohistoquimica de biopsias

humanas se empled una dilucion del anticuerpo de Hakai de 1/700.

Histologia e Inmunohistoquimica

Secciones de 4 uym de muestras de adenocarcinoma de colon se desparafinaron,
rehidrataron vy tifieron con hematoxilina y eosina (H&E) utilizando procedimientos estandar.
También se emplearon secciones desparafinizadas e hidratadas (4 um) de tumores para
inmunohistoquimica. La exposicion antigénica se llevd a cabo con tampén citrato o EDTA
siguiendo las instrucciones y se inhibié la actividad de peroxidasa endégena con inhibidor de
peroxidasa (DakoCytomation). Las muestras se bloquearon durante 1 hora a temperatura
ambiente con 0,2% de BSA y 0,1% de TX-100 y se incubaron durante la noche a 4°C en una
camara humeda con el anticuerpo primario de Hakai. A continuacién, los portas se
incubaron durante toda la noche a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario y se
revelaron con DAB (kit DakoReal Envision). Los portas se contra-tineron con Hematoxilina
de Gill y se montaron con DePeX (Serva). Las imagenes se tomaron con un microscopio

Olympus en los objetivos indicados en las leyendas de las figuras.
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Se tomaron cinco imagenes de cada seccién con un microscopio Olympus y la tincién
positiva se cuantificd con el programa Image J. Los resultados se expresan como media +
SEM de cada estadio TNM de la enfermedad y se representan en un grafico de diagrama de

dispersion.

Analisis estadistico

La cuantificacion de las inmunohistoquimicas humanas no siguié una distribucién normal,
por lo tanto, empleamos la prueba Kruskal-Wallis con correccién de Tukey. La significacion
de la prueba t-Student y Kruskal-Wallis con la correccién de Tukey entre los grupos
experimentales indicados en las figuras se muestra empleando *p<0.05, **p<0.01 y
***p<0.001.

RESULTADOS.

1. Niveles de expresidon de Hakai en diferentes estadios TNM de cancer de colon.

Mediante el uso de muestras de carcinoma humano de colon, mostramos el analisis que
compara pares de tejidos sanos de colon humano con adenoma y con diferentes estadios
TNM (I-1V) de adenocarcinomas de colon, como se muestra en una imagen representativa
(Figura 1A). La cuantificacion de la intensidad de sefal de la tincion de inmunohistoquimica
de Hakai se muestra en la Figura 1B. Las intensidades de tincion de Hakai en las células
cancerosas se incrementaron gradualmente en todas las etapas I-IV en comparacion con el
epitelio normal sano. Curiosamente, en muestras de adenoma de colon benigno, la
expresion de Hakai esta estadisticamente incrementada en comparacion con los tejidos
normales. Estos datos sugieren que Hakai no sélo se puede usar como un biomarcador para
la progresién maligna del cancer de colon humano, sino que también puede detectar la

tumorogénesis en etapas tempranas

2. Hakai promueve la formacién de tumores, la proliferacién y la invasién in vivo

Para obtener mas informacion sobre el posible papel de Hakai durante la progresion tumoral
in vivo, se inyectaron células MDCK y Hakai-MDCK por via subcutanea en el flanco de
ratones desnudos. Las células Hakai-MDCK formaron tumores primarios en todos los sitios
de inyeccion mientras que las células parentales MDCK no pudieron hacerlo, como se
muestra en la Figura 2A. Se midio el crecimiento tumoral inducido por células Hakai-MDCK,
que muestra un aumento en el volumen tumoral a los 38 dias después de la inyeccion. Se
detectaron tumores medibles en los ratones inyectados con 5x10° células de Hakai-MDCK
tras 18 dias de la inyeccion (Figura 2B). Todos los ratones inyectados con células MDCK

estaban libres de tumor, por el contrario, todos los ratones inoculados con Hakai-MDCK
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mostraron una formacion de tumor local, y después de este tiempo todos los ratones fueron
sacrificados. El analisis histolégico de los xenoinjertos tumorales confirmé aun mas el efecto
bioldgico de la sobreexpresion de Hakai. Curiosamente, al inyectar 5x10° células MDCK,
observamos una formacion de teratoma (Figura 2C), sin embargo, estos hallazgos no se
observaron inyectando 1x10° células (resultados no mostrados). Nuestros resultados estan
en concordancia con los resultados publicados previamente sobre como las células MDCK
mantienen la capacidad de regenerar estructuras similares a tubulos renales in vivo al
inyectarse en ratones desnudos atimicos, manteniendo las adhesiones celulares y la
diferenciacion. Por el contrario, los tumores inducidos por las células Hakai-MDCK
mostraron un cambio significativo en el fenotipo, observandose células de carcinoma
indiferenciadas y en forma de huso. Ademas, la morfologia de los xenoinjertos de Hakai-
MDCK se modificé drasticamente observandose un aumento en el tamafo del nucleo,
presentado tamafo y forma irregular y nucléolos prominentes. Por el contrario, se ve una
reduccion del tamafio del citoplasma. Todos estos cambios morfolégicos son caracteristicos

de las células cancerosas (Figura 2C).

La cuantificacién del potencial de crecimiento de estos tumores se caracterizé6 mediante el
estudio de la inmunohistoquimica empleando el marcador de proliferacién Ki67 y el indice
mitotico. Los tumores originados por las células Hakai-MDCK fueron enormemente
proliferativos, observandose mas del 80% de células positivas para el marcado Ki67 (Figura
3A). Estos resultados se confirmaron con la cuantificacién del indice mitdtico, un parametro
comunmente utilizado en el diagndstico clinico, que muestra un alto nimero de mitosis en
células, detectadas en secciones de tumor originados por Hakai-MDCK, tefiidas con H&E
(Figura 3B, flechas). En conclusion, se observé un marcado aumento de ambos marcadores
de proliferacion en los tumores Hakai-MDCK, lo que confirma que las células Hakai-MDCK

inducen tumores con una tasa proliferativa extremadamente alta.

Por otro lado, se encontraron células Hakai-MDCK infiltrantes en los vasos sanguineos
(Figura 3C) asi como invasién en musculos adyacentes (Figura 3D) apoyando aun mas la
implicacion de Hakai en el proceso de invasion in vivo. Ademas, se encontré invasion
localizada del tumor primario en los ratones tumorales (Figura 3E), un hecho de especial
relevancia que sugiere un comportamiento extremadamente agresivo de las células Hakai-
MDCK, ya que los ratones con tumores localmente invasivos son mas propensos a

desarrollar metastasis y también tienden a tener un peor prondstico.
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Conclusién

Estos analisis evidencian la capacidad de diagnéstico de la cuantificacion de Hakai en
muestras bioldgicas (s6lo o en combinacidn con otros marcadores moleculares vy
caracteristicas epidemiolégicas y clinicas) para discriminar qué nddulos cancerosos son
malignos y determinar la etapa de malignidad de esos nédulos cancerosos. La aplicacion de
este enfoque multimodal predice el cancer de colon de forma mas precisa y puede utilizarse
para la identificacion de los sujetos que necesitan un seguimiento mas activo, lo que
mejoraria el tratamiento clinico de los nddulos cancerigenos al reducir el numero de

procedimientos innecesarios.
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REIVINDICACIONES

1.

El uso de, al menos, Hakai en el diagndstico in vitro de la progresion del cancer de
colon o para la determinacién in vitro de los estadios TNM (I-IV) de un nédulo de

adenocarcinoma de colon o de adenoma.

Método in vitro para el diagnéstico de cancer de colon en un sujeto que comprende:
a) determinar el nivel de al menos Hakai en una muestra obtenida del sujeto
poniendo en contacto la muestra de prueba con un reactivo que detecta al menos el
nivel de la proteina Hakai; comparar el nivel de Hakai determinado en el paso (a) con
un nivel de control de referencia de ese biomarcador, donde si el nivel de Hakai
determinado en el paso (a) es mayor que el nivel de control de referencia, es
indicativo que el sujeto padece cancer de colon y/o que los nédulos de colon o el

adenocarcinoma presente en el sujeto se consideran malignos.

Método in vitro para el diagnéstico de la progresion del cancer de colon en un sujeto
que comprende: a) determinar los niveles de expresiéon de Hakai en una muestra
obtenida del sujeto poniendo en contacto la muestra de prueba con un reactivo que
detecta al menos el nivel del Hakai proteina; y opcionalmente comparar los niveles
determinados en el paso (a) con niveles de control de referencia de ese biomarcador,
donde la cuantificacion de la intensidad o nivel de sefial de Hakai, opcionalmente en
comparacion con los niveles de control de referencia, se usa como biomarcador para

estimar los diferentes estadios de TNM (I-1V) de los adenocarcinomas de colon.

Método in vitro para el diagnéstico de la progresion tumoral del cancer de colon en
un sujeto que comprende: a) determinar los niveles de expresion de Hakai en una
muestra obtenida del sujeto poniendo en contacto la muestra de prueba con un
reactivo que detecta al menos el nivel de proteina de Hakai; y opcionalmente
comparar los niveles determinados en el paso (a) con los niveles de control de
referencia de ese biomarcador, donde la cuantificacion de la intensidad o nivel de
sefal de Hakai, opcionalmente en comparacion con los niveles de control de
referencia, se usa para detectar la tumorogénesis en etapas tempranas, como
estadio | de TNM.

Método in vitro para decidir o recomendar un tratamiento médico a un sujeto que

padece cancer de colon que comprende: determinar el nivel de al menos Hakai en
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una muestra obtenida del sujeto poniendo en contacto la muestra de prueba con un
reactivo que detecta al menos el nivel de la proteina Hakai; y comparar el nivel de
Hakai determinado en el paso (a) con un nivel de control de referencia de ese Hakai,
y en el que si el nivel Hakai determinado en el paso (a) es superior al nivel de control
de referencia, se recomienda un tratamiento médico o si el nivel de Hakai
determinado en el paso (a) no es mas alto que el nivel de control de referencia,

entonces se recomienda un seguimiento.

Método in vitro para decidir o recomendar un tratamiento médico a un sujeto que
padece cancer de colon que comprende: a) determinar los niveles de expresion de
Hakai en una muestra obtenida del sujeto poniendo en contacto la muestra de
prueba con un reactivo que detecta al menos el nivel de la proteina Hakai; y
opcionalmente comparar los niveles determinados en el paso (a) con los niveles de
control de referencia de ese biomarcador, donde la cuantificacion de la intensidad o
nivel de Hakai, en comparacion con los niveles de control de referencia, se usa como
un biomarcador para identificar los diferentes estadios TNM (I-IV) de los
adenocarcinomas de colon y, por lo tanto, para clasificar la muestra como
perteneciente a una de dichos estadios, siendo empleada la clasificacién

mencionada para recomendar el tratamiento médico.

Método in vitro para determinar la eficacia de un régimen médico en un paciente ya
diagnosticado con cancer de colon que comprende: a) medir el nivel de al menos
Hakai en una muestra obtenida del paciente antes de la administracién del régimen
médico poniendo en contacto la muestra prueba con un reactivo que detecta al
menos el nivel de la proteina Hakai; y b) medir el nivel de dicho Hakai en una
muestra del paciente una vez comenzada la administracion del régimen médico; y ¢)
comparar los niveles de Hakai medidos en los pasos (a) y (b), de tal forma que si el
nivel de Hakai medido en el paso (b) es inferior al nivel de Hakai medido en el paso
(a), es indicativo de que el régimen médico es efectivo en el tratamiento del cancer

de colon.

Método in vitro para determinar la eficacia de un régimen médico en un paciente ya
diagnosticado con cancer de colon que comprende: a) medir el nivel de Hakai en una
muestra del paciente una vez que comenzé la administraciéon del régimen médico
poniendo en contacto la muestra de prueba con un reactivo que detecta al menos el

nivel de la proteina Hakai; y b) comparar el nivel de Hakai medido en el paso (a) con
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un nivel de control de referencia del Hakai o con el nivel del Hakai en una muestra
del mismo paciente, bajo el mismo régimen médico, tomada en un momento
posterior a la muestra tomada en el paso (a) y c) en donde, si el nivel de Hakai
medido en el paso a) es mas alto que el nivel medido en el paso (b), es indicativo de

que el régimen médico es efectivo en el tratamiento del colon cancer.

Método in vitro para el diagnéstico de cancer de colon en un sujeto que comprende:
a) practicar una colonoscopia en el sujeto para cancer de colon; y determinar el nivel
de al menos Hakai en una muestra apropiada (biopsia o muestra quirurgica) del
sujeto poniendo en contacto la muestra de prueba con un reactivo que detecta al
menos el nivel de la proteina Hakai; y b) comparar el nivel de Hakai determinado en
la etapa a) con un nivel de control de referencia de ese biomarcador, y c) la toma de
imagenes y la etapa de determinacion (a) pueden tomarse en cualquier orden y si el
nivel de Hakai determinado en el paso (a) es mayor que el nivel de control de
referencia, es indicativo de que el sujeto padece cancer de colon y/o que los nédulos

de colon presentes en el sujeto se consideran malignos.

Método in vitro para el diagnéstico de cancer de colon en un sujeto que comprende:
a) determinar el nivel de al menos Hakai en una muestra apropiada (biopsia o
muestra quiruargica) del sujeto poniendo en contacto la muestra de prueba con un
reactivo que detecta al menos el nivel de la proteina Hakai; y b) comparar el nivel de
Hakai determinado en el paso a) con un nivel de control de referencia de ese
biomarcador, y ¢) donde so6lo si el nivel de Hakai determinado en el paso (a) es
mayor que el nivel de control de referencia, es indicativo de que el sujeto padece
cancer de colon y/o que los nddulos de colon presentes en el sujeto se consideran
malignos y, por lo tanto, sélo en ese caso, se practicaria una colonoscopia para tratar

el cancer de colon en el sujeto.
En el método para cualquiera de las reivindicaciones 2 a 10, la muestra seleccionada
es de: sangre, plasma, suero, biopsia y muestras quirurgicas, preferiblemente

muestras de biopsia y quirurgicas.

En el método para cualquiera de las reivindicaciones 2 a 10, la muestra seleccionada

es de biopsia y muestras quirurgicas.
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13. En el método para cualquiera de las reivindicaciones 2 a 10, el reactivo que detecta
al menos el nivel de la proteina Hakai es un anticuerpo o un fragmento del mismo o

un aptamero.

5 14. En el método de la reivindicacion 13, el reactivo indicado se une a cualquiera de los
péptidos GPHHPDQTRYRPYYQ 6 DHTDNELQGTNSSG.
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Fig. 1
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Fig. 1 (Cont.)
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Fig. 2
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Fig. 3

LR

100

_ _ _ _ _ _ _ _ _ _
DDD W D DDD_D
o | ] MmN

seAisod £91)l se|n|2d %

. :
: I

Hakai
MDCK

MDCK

R

=4} @ P~ w0 1,1 = m ~ — =]
odwed / sisojiw 5N

Hakai-MDCK| ® - °

Hakai

MDCK

MDCK

25



ES 2717073 Al

Fig. 3 (Cont.)
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