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DESCRIPCION
Firma/marcadores de proteinas para la deteccion de adenocarcinoma
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a métodos para el diagndéstico del adenocarcinoma pancreatico, y biomarcadores y
matrices para uso en el mismo.

Antecedente

Uno de los desafios que siguen existiendo en oncologia es la capacidad para clasificar pacientes, con respecto a su
probabilidad para experimentar la recidiva del tumor o la resistencia al tratamiento con farmacos, o su esperanza de
supervivencia.

El adenocarcinoma ductal de pancreas es la neoplasia maligna mas letal por sitio anatémico, con > 30.000 nuevos
casos y muertes anualmente en los Estados Unidos solo y con una supervivencia de 5 afios del 3-5 %. Esta extrema
mortalidad es debida a la ausencia de métodos diagnosticos tempranos eficaces (5) y a una baja eficacia de las
terapias existentes para la enfermedad avanzada. Incluso los pacientes (10-20 %) a los que se les ha diagnosticado
un tumor quirirgicamente extirpable, fallecen en Ultima instancia debido a la enfermedad y a la metéstasis
recurrente. Una mayor capacidad para detectar y prever el cancer es por tanto crucial para la gestion individual de
cada paciente.

La tecnologia de micromatrices de anticuerpos (3) tiene el potencial de proporcionar un analisis muy multiplexado
(6,7) y se ha sugerido como la plataforma de tecnologia que eventualmente proporcionara una firma de proteina
definida, es decir, una combinacién de proteinas séricas que distinga los pacientes de cancer de las personas
sanas. La tecnologia de micromatriz ha madurado ahora hasta el punto en que se han superado los obstaculos
iniciales y se pueden analizar cantidades minimas de proteinas en proteomas complejos (8-12). Sin embargo, el
perfil de expresion génica del cancer ha demostrado solo la capacidad de prever el tiempo de supervivencia en
pocos casos (1,2) y no se asociado hasta el momento ninguna combinacion de proteinas séricas con ninguno de los
anteriores parametros clinicos.

Un andlisis de muestras de suero que pueda prever el tiempo de supervivencia permitiria un tratamiento del cancer
mas individualizado. Se ha puesto énfasis en esto en por ejemplo, el adenocarcinoma de cancer pancreatico, donde
no existen marcadores tumorales especificos aunque la mayoria de los pacientes tendra un CA elevado de 19-9 en
el momento del diagndstico, los marcadores de pronoéstico individuales han mostrado estar inconclusos (4). Ademas,
las soluciones no invasivas, tales como la tomografia computerizada, no son suficientemente sensibles para detectar
canceres pequefios, mientras que, por ejemplo, puede utilizarse la ultrasonografia endoscopica para supervisar a los
individuos en riesgo de lesiones del pancreas (5).

El documento WO 2006/113210 A’ divulga un método para diagnosticar la presencia de un cancer de pancreas en
un paciente, que comprende medir los niveles en suero de los marcadores en un panel de marcadores sanguineos
que comprende dos 0 mas, tres 0 mas, cuatro 0 mas, cinco o0 mas, seis 0 mas, siete o0 mas, ocho o mas, nueve o
mas de IP-10, HGF, IL-8, BFGF, IL-12p40, TNFRI, TNFRII, Eotaxin, MCP-1 y CA 19-9, donde un aumento
significativo de las concentraciones en suero de IP-10, HGF, IL-8, BFGF, IL-12p40, TNFRI, TNFRIl y CA 19-9 en el
paciente en comparacién con los correspondientes controles sanos, y una disminucion significativa en los niveles en
suero de Eotaxin y MCP-1 en el paciente en comparacion con los correspondientes controles (supuestamente)
sanos indica un diagnostico probable de cancer de pancreas en el paciente (véase parrafo 12).

Comparado con este antecedente, los inventores han desarrollado ahora una solucién proteémica para pronosticar
el diagnéstico de cancer e identificar los primeros conjuntos de biomarcadores séricos para la detecciéon del cancer
de pancreas y para prever la supervivencia.

Sumario de la invencion

De acuerdo con esto, en un primer aspecto, la invencion proporciona un método para determinar la presencia de
adenocarcinoma de pancreas en un individuo que comprende las etapas de:

a) proporcionar una muestra de proteina para ensayar (por ejemplo, suero o plasma)
b) determinar una firma de proteinas de la muestra de ensayo midiendo la presencia y/o la cantidad en la
muestra de ensayo de dos 0 mas proteinas seleccionadas procedentes del grupo definido en la Tabla 1;

donde las dos o mas proteinas seleccionadas procedentes del grupo definido en la Tabla 1 incluyen IL-5.
y donde la presencia y/o la cantidad en la muestra de ensayo de dos o mas proteinas seleccionadas procedentes del
grupo definido en la tabla 1 es indicativa de la presencia de adenocarcinoma de pancreas.
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Por “firma de proteinas” los inventores incluyen el significado de una combinacién de la presencia y/o la cantidad de
proteinas séricas presentes en un individuo que tiene cancer y que se puede distinguir de una combinacién de la
presencia y/o la cantidad de proteinas séricas presentes en un individuo que no padece cancer (tal como
adenocarcinoma de pancreas) — es decir, un individuo normal o sano.

Tal como se ilustra en los Ejemplos que acompafan, la presencia y/o la cantidad de determinadas proteinas séricas
presentes en una muestra de ensayo puede ser indicativa de la presencia de cancer, tal como adenocarcinoma de
pancreas, en un individuo. Por ejemplo, la presencia y/o la cantidad relativa de determinadas proteinas séricas
puede ser indicativa de la presencia de cancer, tal como adenocarcinoma de pancreas, en un individuo.

Preferentemente, el individuo es un ser humano, pero puede ser cualquier mamifero, tal como un mamifero
domesticado (preferentemente de significacion agricola o comercial que incluye un caballo, cerdo, vaca, oveja, perro

y gato).
Preferentemente, el método del primer aspecto de la invencion comprende ademas las etapas de:

c) proporcionar una muestra de suero o plasma control procedente de un individuo que no padece
adenocarcinoma de pancreas;

d) determinar una firma de proteinas de la muestra control midiendo la presencia y/o la cantidad en la
muestra control de las dos 0 mas proteinas medidas en la etapa (b);

donde la presencia de adenocarcinoma de pancreas se identifica en el caso de que la presencia y/o la cantidad en la
muestra de ensayo de las dos 0 mas proteinas medidas en la etapa (b) sea diferente de la presencia y/o la cantidad
en la muestra control de las dos 0 mas proteinas medidas en la etapa (b).

Preferentemente, la presencia y/o la cantidad en la muestra de ensayo de las dos o mas proteinas medidas en la
etapa (b) es significativamente diferente (es decir, estadisticamente diferente) de la presencia y/o la cantidad en la
muestra control de las dos o mas proteinas medidas en la etapa (b). Por ejemplo, tal como se describe en los
Ejemplos que acompanan, la diferencia significativa entre la presencia y/o la cantidad de una proteina concreta en
las muestras de ensayo y de control puede clasificarse como aquella donde p<0,05.

Normalmente, el método del primer aspecto comprende medir la presencia y/o la cantidad en la muestra de ensayo
de todas las proteinas definidas en la Tabla 1 — es decir, cada una de las 19 proteinas de la Tabla 1.

De forma alternativa, el método del primer aspecto puede comprender medir la presencia y/o la cantidad en la
muestra de ensayode 20304 050607u809010ui11012013014015016 017 0 18 0 19 de las
proteinas definidas en la Tabla 1.

En una realizacion preferida, el método del primer aspecto comprende medir la presencia y/o la cantidad en la
muestra de ensayo de Rantes y/o Eotaxin y/o El y/o TNF-b(1) y/o TNF-b(2) y/o GLP-1 y/o VEGF y/o IL-13 y/o CDA40.

Se describe también en el presente documento un segundo método para determinar el tiempo de supervivencia de
un individuo que padece un adenocarcinoma de pancreas que comprende las etapas de:

i) proporcionar una muestra de suero o plasma para ensayar;
ii) determinar una firma de proteinas de la muestra de ensayo midiendo la presencia y/o la cantidad en la
muestra de ensayo de una o mas proteinas seleccionadas procedentes del grupo definido en la Tabla 2;

donde el tiempo de supervivencia de un individuo se identifica en el caso en que la presencia y/o la cantidad en la
muestra de ensayo de una o mas proteinas seleccionadas procedentes del grupo definido en la Tabla 2 sea
indicativa de un tiempo de supervivencia de menos de 12 meses 0 mas de 12 meses 0 mas de 24 meses.

Preferentemente, el segundo método comprende las etapas de:

iii) proporcionar un primera muestra de suero o plasma de control procedente de un individuo que tiene un
tiempo de supervivencia de menos de 12 meses y/o una segunda muestra de suero o plasma de control
procedente de un individuo que tiene un tiempo de supervivencia de mas de 12 meses y/o de mas de 24
meses;

iv) determinar una firma de proteinas de la primera y/ la segunda muestra de control midiendo la presencia
y/o la cantidad de una o més proteinas medidas en la etapa (ii):

donde el tiempo de supervivencia de un individuo se identifica comparando la presencia y/o la cantidad de una o
mas proteinas en la muestra de ensayo medida en la etapa (ii) con la presencia y/o la cantidad de la una o mas
proteinas en la primera y/o la segunda muestra de control medida en la etapa (iv).

Mediante la comparacion entre la presencia y/o la cantidad de la una o mas proteinas seleccionadas en la muestra
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de ensayo y la muestra de control, es posible determinar el tiempo de supervivencia del individuo que padece
adenocarcinoma de pancreas. Por ejemplo, si la muestra de ensayo tiene la misma (es decir, idéntica) o
sustancialmente similar o significativamente similar presencia y/o cantidad de la una o mas proteinas seleccionadas
que la muestra de control procedente de un paciente conocido por tener un tiempo de supervivencia de mas de 24
meses, la muestra de ensayo se determinara como una muestra procedente de un paciente que tiene un tiempo de
supervivencia de mas de 24 meses. La persona experta en temas de diagnostico entendera comparaciones
diferentes de las mencionadas.

Normalmente, el segundo método comprende medir la presencia y/o la cantidad en la muestra de ensayo de todas
las proteinas definidas en la Tabla 2 — es decir, cada una de las 22 proteinas de la Tabla 2.

De forma alternativa, el segundo método puede comprender medir la presencia y/o la cantidad en la muestra de
ensayode1020304050607u809010u110120130140150160170180 19020 021 0 22 de las
proteinas definidas en la Tabla 2.

Preferentemente, el segundo método comprende medir la presencia y/o la cantidad en la muestra de ensayo del
ligando de CD40 y/o de la mucina y/o IL-16 y/o Rantes y/o Eotaxin y/o MCP-4 y/o IL-11 y/o TNF-b y/o IL-1ra y/o
MCP-3 y/o IL-1a y/o IL-3 y/o C3 y/o LDL (1) y/o LDL (2) y/o Lewis Y.

Preferentemente, el primer aspecto de la invencién proporciona un método donde la etapa (b) y/o la etapa (d) se
lleva a cabo utilizando un primer agente de unién capaz de unirse a dos o mas proteinas. Preferentemente, el
segundo método de la etapa (ii) y/o la etapa (iv) se lleva a cabo utilizando un primer agente de unién capaz de unirse
a una o mas proteinas.

Los agentes de unién (denominados también moléculas de unidén) se pueden seleccionar a partir de una biblioteca,
en funcion de su capacidad para unirse a un motivo dado, tal como se describe a continuacion.

Al menos un tipo, mas normalmente todos los tipos de las moléculas de unién pueden ser anticuerpos o sus
fragmentos o variantes.

De esta manera, un fragmento puede contener uno o mas de los dominios variable pesado (Vu) o variable ligero
(VL). Por ejemplo, el término fragmento de anticuerpo incluye moléculas analogas a Fab (Better y col (1988) Science
240, 1041); moléculas Fv (Skerra y col (1988) Science 240, 1038); moléculas Fv monocatenarias (ScFv) donde los
dominios Vu y V. asociados se unen mediante un oligopéptido flexible (Bird y col (1988) Science 242, 423; Huston y
col (1988) Proc. Natl. Acad Sci. USA 85, 5879) y anticuerpos de dominio Unico (dAb) que comprenden dominios V
aislados (Ward y col. (1989) Nature 341, 544).

El término “variante de anticuerpo” incluye cualquiera de anticuerpos sintéticos, anticuerpos recombinantes o
anticuerpos hibridos, tales como, pero sin limitarse a, una molécula de anticuerpo de cadena Unica producida
mediante expresion en fago de la inmunoglobulina ligera y/o la cadena pesada variable y/o las regiones constantes,
u otra molécula inmunointeractiva capaz de unirse a un antigeno en un formato de inmunoensayo que es conocido
por los expertos en la materia.

En Winter & Milstein (1991) Nature 349, 293-299 se encontrara una revision general de las técnicas implicadas en la
sintesis de fragmentos de anticuerpos que retienen sus sitios de unién especificos .

De forma adicional o alternativa, al menos un tipo, mas normalmente todos los tipos, de las moléculas de union son
un aptamero.

Se pueden usar bibliotecas moleculares tales como bibliotecas de anticuerpos (Clackson y col, 1991, Nature 352,
624-628; Marks y col, 1991, J Mol Biol 222(3): 581-97), bibliotecas de péptidos (Smith, 1985, Science 228(4705):
1315-7), bibliotecas expresadas en ADNc (Santi y col (2000) J Mol Biol 296(2): 497-508), bibliotecas en estructuras
principales que sean diferentes al marco de los anticuerpos tales como affibodies (Gunneriusson y col. 1999, Appl
Environ Microbiol 65(9): 4134-40) o bibliotecas basadas en aptameros (Kenan y col, 1999, Methods Mol Biol 118,
217-31) como fuente a partir de la cual se seleccionan las moléculas de unién que son especificas para un motivo
dado, para su uso en los métodos de la invencion.

Las bibliotecas moleculares se pueden expresar in vivo en células procariotas (Clackson y col, 1991, op. cit.; Marks y
col, 1991, op. cit) o en células eucariotas (Kieke y col, 1999, Proc Natl Acad Sci USA, 96(10):5651-6) o se pueden
expresar in vitro sin implicacion de las células (Hanes & Pluckthun, 1997, Proc Natl Acad Sci USA 94(10): 4937-42;
He & Taussig, 1997, Nucleic Acids Res 25(24): 5132-4; Nemoto y col, 1997, FEBS Lett, 414(2):405-8).

En los casos en que se utilizan bibliotecas basadas en proteinas, a menudo los genes que codifican las bibliotecas
de las potenciales moléculas de unidon se empaquetan en virus y la potencial molécula de unidon se expresa en la
superficie del virus (Clackson y col, 1991, op. cit.; Marks y col, 1991, op. cit., Smith, 1985, op. cit.).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2442919 T3

El sistema mencionado mas comunmente usado actualmente es el de los bacteriéfagos filamentosos que expresan
fragmentos de anticuerpos en sus superficies, los fragmentos de anticuerpos se expresan como una fusion de la
proteina de revestimiento menor del bacteriéfago (Clackson y col, 1991, op. cit.; Marks y col, 1991, op. cif). Sin
embargo, se han utilizado también otros sistemas de expresiéon que utilizan otros virus (documento EP 39578),
bacterias (Gunneriusson y col, 1999, op. cit.; Daugherty y col, 1998, Protein Eng 11(9): 825-32; Daugherty y col,
1999, Protein Eng 12(7): 613-21), y levaduras (Shusta y col, 1999, J Mol Biol 292 (5): 949-56).

Ademas, recientemente, se han presentado sistemas de expresién que utilizan la union del producto polipeptidico a
su ARNm que se codifica en los denominados sistemas de expresion de ribosomas (Hanes & Pluckthun, 1997, op.
cit.; He & Taussig, 1997, op. cit; Nemoto y col, 1997, op. cit), o de forma alternativa la union del producto
polipeptidico al ADN codificante (véase la Patente de los Estados Unidos N® 5.856.090 y el documento WO
98/37186).

Cuando las potenciales moléculas de unién se seleccionan a partir de bibliotecas, se emplean normalmente uno o
unos pocos péptidos selectores que tienen motivos definidos. Se pueden usar restos de aminodcidos que
proporcionan estructura, disminuyendo la flexibilidad en el péptido o cadenas secundarias polares o hidréfobas
cargadas que permiten la interaccion con la molécula de unién en el disefio de motivos de péptidos selectores. Por
ejemplo -

(i) La prolina puede estabilizar una estructura peptidica ya que su cadena secundaria se une tanto al carbono
alfa como al nitrégeno;

(i) Fenilalanina, tirosina y triptéfano tienen cadenas secundarias aromaticas y son muy hidréfobos, mientras
que leucina e isoleucina tienen cadenas secundarias alifaticas y son también hidréfobos;

(iii) Lisina, arginina e histidina tienen cadenas secundarias basicas y estaran cargados positivamente a pH
neutro, mientras que aspartato y glutamato tienen cadenas secundarias acidas y estaran cargados
negativamente a pH neutro;

(iv) Asparagina y glutamina son neutros a pH neutro pero contienen un grupo amida que puede participar en
enlaces de hidrégeno;

(v) Serina, treonina vy tirosina tienen cadenas secundarias que contienen grupos hidroxilo, que pueden
participar en enlaces de hidrégeno.

Normalmente, la seleccion de moléculas de unidén puede implicar el uso de tecnologias y sistemas de matriz para
analizar la union a manchas que corresponden a tipos de moléculas de unién.

Preferentemente, el primer agente de unién es un anticuerpo o un fragmento del mismo. De forma conveniente, el
anticuerpo o su fragmento se selecciona entre el grupo que consiste en: scFv, Fab, un dominio de unién de una
inmunoglobulina.

Los dominios variable pesado (Vu) y variable ligero (Vi) del anticuerpo estan implicados en el reconocimiento del
antigeno, un hecho reconocido en primer lugar por los experimentos iniciales de digestion con la proteasa. Se
encontré confirmacién adicional mediante la “humanizaciéon” de anticuerpos de roedores. Los dominios variables
procedentes de roedores se pueden fusionar con los dominios constantes de origen humano de tal manera que el
anticuerpo resultante retiene la especificidad antigénica del anticuerpo originario de roedor (Morrison y col (1984)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81, 6851-6855).

Esta especificidad antigénica, que esta conferida por los dominios variables y es independiente de los dominios
constantes, es conocida a partir de los experimentos que implican la expresién bacteriana de fragmentos de
anticuerpo, conteniendo cada uno de los cuales uno o mas dominios variables. Estas moléculas incluyen moléculas
analogas a Fab (Better y col (1988) Science 240, 1041): moléculas Fv (Skerra y col (1988) Science 240, 1038);
moléculas Fv monocatenarias donde los dominios Vy y V. asociados se unen mediante un oligopéptido flexible (Bird
y col (1988) Science 242, 423; Huston y col (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85, 5879) y anticuerpos de dominio
unico (dAb) que comprenden dominios V aislados (Ward y col (1989) Nature 341, 544). En Winter & Milstein (1991)
Nature 349, 293-299 se encuentra una revision general de las técnicas implicadas en la sintesis de los fragmentos
de anticuerpos que retienen sus sitios de union especificos.

Por “moléculas ScFv” los inventores entienden moléculas donde los dominios Vy y Vi asociados se unen mediante
un oligopéptido flexible.

Las ventajas de utilizar fragmentos de anticuerpos en lugar de anticuerpos completos son de diferentes tipos. El
tamafno mas pequefio de los fragmentos puede conducir a propiedades farmacolégicas mejoradas, tales como mejor
penetracion del tejido sélido. Se eliminan las funciones efectoras de los anticuerpos completos, tales como la unién
del complemento. Todos los Fab, Fv, ScFv y los fragmentos de anticuerpos dAb se pueden expresar en y secretarse
a partir de E. coli, permitiendo de esta manera la facil produccién de grandes cantidades de dichos fragmentos.

Los anticuerpos completos, y los fragmentos F(ab’) son “bivalentes”. Por “bivalente” los inventores entienden que
dichos anticuerpos y los fragmentos F(ab’). tienen dos sitios de combinacion de antigenos. En contraste, Fab, Fv,
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ScFv y los fragmentos dAb son monovalentes, teniendo solamente un sitio de combinacién de antigenos.

Los anticuerpos pueden ser monoclonales o policlonales. Se pueden preparar anticuerpos monoclonales adecuados
mediante técnicas conocidas, por ejemplo, las divulgadas en "Monoclonal Antibodies: A manual of techniques”, H
Zola (CRC Press, 1988) y en "Monoclonal Hybridoma Antibodies: Techniques and applications", J G R Hurrell (CRC
Press, 1982), ambas cuales se incorporan en el presente documento por referencia.

En una realizacion preferida, la invencién proporciona métodos donde las dos 0 mas proteinas en la muestra de
ensayo se marcan con un resto detectable. Preferentemente, el primer aspecto proporciona un método donde las
dos 0 mas proteinas en la muestra de control se marcan con un resto detectable. De forma alternativa, en el
segundo método, la una o mas proteinas en la primera y/o segunda muestra de control se marca con un resto
detectable.

Por un “resto detectable” los inventores incluyen el significado de que el resto es aquel que se puede detectar y
determinarse la cantidad y/o la localizacion del resto (por ejemplo, la localizaciéon en una matriz).

Son bien conocidos en la materia los restos detectables.

Un resto detectable puede ser un resto fluorescente y/o luminiscente y/o quimioluminiscente que, cuando se expone
a condiciones especificas, se puede detectar. Por ejemplo, un resto fluorescente puede necesitar exponerse a
radiacion (es decir, luz) a una longitud de onda e intensidad especificas para producir la excitacion del resto
fluorescente, permitiendo de esta manera emitir fluorescencia detectable a una longitud de onda especifica que se
puede detectar.

De forma alternativa, el resto detectable puede ser una enzima que sea capaz de convertir un sustrato
(preferentemente indetectable) en un producto detectable que se puede visualizar y/o detectar. Se describen con
mas detalles a continuacion los ejemplos de enzimas adecuadas en relacién a, por ejemplo, ensayos ELISA.

De forma alternativa, el resto detectable puede ser un atomo radioactivo que es de utilidad en la formacién de
imagenes. Los atomos radioactivos adecuados incluyen R R para estudios de gammagrafia. Otros restos
facilmente detectables incluyen, por ejemplo, marcas de espin para diagnéstico por imagenes mediante resonancia
magnética (IRM) tales como '®I de nuevo, "', "In, °F, *C, ™N, 'O, gadolinio, manganeso o hierro.
Evidentemente, el agente que se va a detectar (tal como, por ejemplo, la una 0 mas proteinas en la muestra de
ensayo y o la muestra de control descritas en el presente documento y/o la molécula de anticuerpo para uso en la
deteccion de una proteina seleccionada) deben tener suficientes is6topos atémicos adecuados a fin de que el resto
detectable sea facilmente detectable.

Se pueden incorporar radiomarcas u otras marcas a los agentes de la invencion (es decir, las proteinas presentes en
las muestras de los métodos de la invencion y/o los agentes de unién de la invencién) en las maneras conocidas.
Por ejemplo, si el resto de unién es un polipéptido, este se puede biosintetizar o sintetizar mediante sintesis quimica
de aminoacidos utilizando precursores de aminoacidos adecuados que implican, por ejemplo, flior-19 en lugar de
hidrégeno. Marcas tales como *™Tc, "I, ®8Rh, "®Rh e """In se pueden, por ejemplo, unir mediante restos cisteina
en el resto de unién. El itrio-90 se puede unir mediante un resto lisina. Se puede usar el método del IODOGEN
(Fraker y col (1978) Biochem. Biophys. Res. Comm. 80, 49-57) para incorporar 23| La referencia ("Monoclonal
Antibodies in immunoscintigraphy". J-F Chatal, CRC Press, 1989) describe otros métodos en detalle. Son bien
conocidos en la técnica los métodos para conjugar otros restos detectables (tales como restos enzimaticos,
fluorescentes, luminiscentes, quimioluminiscentes o radioactivos) a proteinas.

Los ejemplos que acomparfan proporcionan un ejemplo de métodos y restos detectables para marcar agentes de la
invencién (tales como, proteinas en la muestra de los métodos de la invencién y/o moléculas de unién) para uso en
los métodos de la invencion.

Preferentemente, el resto detectable se selecciona entre el grupo que consiste en: un resto fluorescente; un resto
luminiscente; un resto quimioluminiscente; un resto radioactivo; un resto enzimatico.

Preferentemente, el primer aspecto proporciona un método donde la etapa (b) y/o la etapa (d) se llevan a cabo

utilizando una matriz. De forma conveniente, en el segundo método, la etapa (ii) y/o la etapa (iv) se llevan a cabo
utilizando una matriz.

Las matrices per se son bien conocidas en la materia. Normalmente estan formadas por una estructura lineal o
bidimensional que tiene regiones uniformemente separadas (es decir, discretas) (“manchas”), teniendo cada una un
area finita, formada sobre la superficie de un soporte solido. Una matriz puede ser también una estructura en forma
de perla donde cada perla se puede identificar mediante un cédigo molecular o cédigo de colores o identificarse en
un flujo continuo. Se puede llevar a cabo el andlisis de forma secuencial donde la muestra se pasa sobre una serie
de manchas adsorbiendo cada una de ellas la clase de moléculas procedente de la disolucién. El soporte sélido es
normalmente vidrio o un polimero, los polimeros utilizados mas comunmente son celulosa, poliacrilamida, nil6n,
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poliestireno, poli(cloruro de vinilo). Los soportes sélidos pueden estar en forma de tubos, perlas, chips de silicio,
microplacas, membranas de difluoruro de polivinilideno (PVDF), membranas de nitrocelulosa, membranas no
porosas (por ejemplo, de plastico, polimero, perspex, silicio, entre otras), una pluralidad de alfileres poliméricos, o
una pluralidad de pocillos de microvaloracién, o cualquier otra superficie adecuada para inmovilizar proteinas,
polinucleétidos y otras moléculas adecuadas y/o llevar a cabo un inmunoensayo. Son bien conocidos en la materia
los procedimientos de unién y consisten generalmente en reticular covalentemente la unién o adsorber fisicamente
una molécula de proteina, polinucleétido o similar en el soporte sélido. Utilizando técnicas bien conocidas, tales
como la impresion por contacto o sin contacto, el enmascaramiento o la fotolitografia, se puede definir la localizacién
de cada mancha. Para revisiones, véanse Jenkins, R.E., Pennington, S.R. (2001, Proteomics, 2, 13-29) y Lal y col
(2002, Drug Discov Today 15; 7(18 Suppl):S143-9).

Normalmente, la matriz es una micromatriz. Por “micromatrices” los inventores incluyen el significado de una matriz
de regiones que tienen una densidad de regiones discretas de al menos aproximadamente 100/cm? y
preferentemente al menos aproximadamente 1000/cm®. Las regiones de una micromatriz tienen dimensiones tipicas,
por ejemplo, diametros en el intervalo de entre aproximadamente 10-250 um, y estan separadas de otras regiones
en la matriz por aproximadamente la misma distancia. La matriz puede ser también una macromatriz o una
nanomatriz.

Una vez que las moléculas de unién (descritas anteriormente) se han identificado y aislado, la persona experta
puede fabricar una matriz usando métodos bien conocidos en la técnica de la biologia molecular.

De forma alternativa, el primer aspecto de la invencion proporciona un método donde la etapa (b) y/o la etapa (d) se
lleva a cabo utilizando un ensayo que comprende un segundo agente de unién capaz de unirse a una 0 mas
proteinas, teniendo el segundo agente de unién un resto detectable.

Normalmente, en el segundo método, la etapa (ii) y/o la etapa (iv) se lleva a cabo utilizando un ensayo que
comprende un segundo agente de unién capaz de unirse a una o mas proteinas, teniendo el segundo agente de
unién un resto detectable.

Los agentes de unién se han descrito con detalle anteriormente.

En una realizacion preferida, el segundo agente de union es un anticuerpo o fragmento del mismo; normalmente un
anticuerpo recombinante o fragmento del mismo. De forma conveniente, el anticuerpo o fragmento del mismo se
selecciona entre el grupo que consiste en: scFv, Fab, un dominio de unién de una molécula de inmunoglobulina. Los
anticuerpos se han descrito con detalle anteriormente.

Se prefiere que, cuando se utiliza el ensayo, la invencion proporcione un método donde el resto detectable se
selecciona entre el grupo que consiste en: un resto fluorescente; un resto luminiscente; un resto quimioluminiscente,
un resto radioactivo; un resto enzimatico. Los ejemplos de restos detectables adecuados para su uso en los métodos
de la invencién se han descrito anteriormente.

Los ensayos preferidos para detectar proteinas en suero o plasma incluyen enzimoinmunoanalisis de adsorcion
(ELISA), radioinmunoensayo (RIA), ensayos inmunoradiométricos (IRMA) y ensayos inmunoenzimaticos (IEMA)
incluyen ensayos de tipo sandwich utilizando anticuerpos monoclonales y/o policlonales. David y col en las Patentes
de los Estados unidos N°. 4.376.110 y 4.486.530 describen los ensayos de tipo sandwich a modo de ejemplo,
incorporados de esta manera por referencia en el presente documento. Se puede usar la tincién de anticuerpos de
células sobre portas en métodos bien conocidos en pruebas diagnésticas de laboratorio de citologia, conocidas
también por los expertos en la materia.

Normalmente, el ensayo es un ELISA (enzimoinmunoanalisis de adsorciéon) que implica normalmente el uso de
enzimas que proporcionan un producto de reaccién coloreado, usualmente en ensayos en fase sélida. Las enzimas
tales como peroxidasa de rabano picante y fosfatasa se han empleado ampliamente. Una manera de amplificar la
reaccion de la fosfatasa es el uso del NADP como sustrato para generar NAD que actlia ahora como una coenzima
para un segundo sistema de enzimas. La pirofosfatasa de Escherichia coli proporciona un buen conjugado debido a
que la enzima no esta presente en tejidos, es estable y proporciona un color de reaccion bueno. Se pueden usar
también sistemas quimioluminiscentes basados en enzimas tales como luciferasa.

La conjugacioén con la vitamina biotina se utiliza con frecuencia debido a que puede detectarse facilmente por su
reaccion con la avidina o la estreptavidina unida a enzima, a la cual se une con gran especificidad y afinidad.

En un segundo aspecto, la invencién proporciona una matriz para determinar la presencia de adenocarcinoma de
pancreas en un individuo que comprende dos o mas agentes de unién de acuerdo con la invencién.
Preferentemente, los dos 0 mas agentes de unién son capaces de unirse a todas las proteinas definidas en la Tabla
1.

Se describe también en el presente documento una matriz para determinar el tiempo de supervivencia de un
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individuo que padece un adenocarcinoma de pancreas que comprende uno 0 mas agentes de unién de acuerdo con
el segundo aspecto descrito en el presente documento. Preferentemente, el uno o méas agentes de unién es capaz
de unirse a todas las proteinas definidas en la Tabla 2.

Las matrices adecuadas para su uso en el método de la invencién se han descrito anteriormente. En un tercer
aspecto, la invencion proporciona el uso de una matriz para su uso en el método del primer aspecto de la invencién.
Se describe también en el presente documento el uso de una matriz para su uso en el segundo método descrito.

En un cuarto aspecto, la invencion proporciona el uso de dos o mas proteinas seleccionadas entre el grupo definido
en la Tabla 1 como un marcador diagndstico para determinar la presencia de adenocarcinoma de pancreas en un
individuo, donde las dos o mas proteinas seleccionadas entre el grupo definido en la Tabla 1 incluyen IL-5. De forma
conveniente, todas las proteinas definidas en la Tabla 1 se usan como marcador diagnostico para determinar la
presencia de adenocarcinoma de pancreas en un individuo.

Se describe también en el presente documento el uso de una o mas proteinas seleccionadas entre el grupo definido
en la Tabla 2 como marcador diagnéstico para determinar el tiempo de supervivencia de un individuo que padece un
adenocarcinoma de pancreas. Se prefiere que todas las proteinas definidas en la Tabla 2 se utilicen como marcador
diagnostico para determinar el tiempo de supervivencia de un individuo que padece un adenocarcinoma de
pancreas.

En un quinto aspecto, se proporciona un kit para determinar la presencia de un adenocarcinoma de pancreas que
comprende:

A) dos 0 mas primeros agentes de unién, o una matriz de acuerdo con el primer aspecto de la invencion;
B) instrucciones para llevar a cabo el método de acuerdo con el primer aspecto de la invencion.

donde las dos 0 mas proteinas seleccionadas entre el grupo definido en la Tabla 1 incluyen IL-5.

En un sexto aspecto, la invencién proporciona un kit para determinar la presencia de un adenocarcinoma de
pancreas que comprende:

A) dos 0 mas segundos agentes de union tal como se ha definido en el presente documento,
B) instrucciones para llevar a cabo el método tal como se ha definido en el primer aspecto de la invencion.

Se describe también en el presente documento un kit para determinar el tiempo de supervivencia de un individuo
que padece un adenocarcinoma de pancreas que comprende:

1) uno o mas primeros agentes de union tal como se define en el presente documento;
2) instrucciones para llevar a cabo el método de acuerdo con el segundo método.

Se describe también en el presente documento un kit para determinar el tiempo de supervivencia de un individuo
que padece un adenocarcinoma de pancreas que comprende:

1) uno o mas segundos agentes de unién tal como se ha definido en el presente documento;
2) instrucciones para llevar a cabo el método tal como se ha definido en el segundo método.

El listado o la discusién de un documento anteriormente publicado en esta memoria descriptiva no debe tomarse
generalmente como un reconocimiento de que el documento es parte del estado de la técnica o es un conocimiento
general coman.

Los ejemplos no limitantes preferidos que abarcan determinados aspectos de la invencion se describiran ahora, con
referencia a las siguientes tablas y figuras:

Tabla 1: Perfil de proteinas séricas para distinguir a pacientes normales frente a pacientes con cancer de
pancreas

Tabla 2: Firma de proteinas séricas para distinguir supervivientes a corto plazo (<12 meses) frente a
supervivientes a largo plazo (>24 meses) entre los pacientes con cancer de pancreas

Tabla 3: 129 fragmentos de anticuerpos recombinantes, dirigidos contra 60 proteinas séricas, para su uso
en la micromatriz de la invencion

Tabla 4: Datos demogréficos del paciente de pacientes a partir de los cuales se obtuvieron muestras de

suero. PC = adenocarcinoma de pancreas.

Figura 1: Deteccion de adenocarcinomas de pancreas mediante el analisis de la expresion de la proteina sérica,
utilizando micromatrices de anticuerpos recombinantes. (a) Una imagen escaneada de una matriz de anticuerpos
que contiene 1280 puntos de datos, (b) Un analisis multidimensional representado como un grafico de Sammon no
supervisado basado en los 129 fragmentos de anticuerpos, donde se muestra que los pacientes de cancer (rojo)
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estan completamente separados de los individuos sanos (azul), (¢) Un dendrograma, donde los pacientes de cancer
(PA) estan completamente separados de los individuos normales (N); el agrupamiento jerarquico bilateral se basé en
19 biomarcadores séricos que se expresaron significativamente de forma diferencial (p<0,05) en individuos con
cancer comparado con los individuos normales, utilizando un conjunto de entrenamiento compuesto de 28 muestras
de suero. Posteriormente, un conjunto de ensayo de 19 muestras de suero (marcado con *) se clasificd
correctamente en un 100 %. Las columnas representan donantes, donde el azul es para los individuos normales (N)
y el rojo es para los pacientes con cancer (PA). Cada hilera representa un biomarcador sérico, tal como se sefiala en
el lado a mano derecha, donde cada pixel demuestra el nivel de expresién de este biomarcador concreto en cada
donante (expresién en exceso) (rojo), expresiéon en defecto (verde) o sin cambios (negro) en el suero de cancer de
pancreas comparado con un suero normal); (d) algunos de los biomarcadores séricos, tales como IL-4, IL-5, IL-13, y
MCP-3, también se analizaron mediante ELISA para confirmar los resultados de la micromatriz. Se muestra el
conjunto de datos representativos para IL-3, demostrando que el andlisis ELISA convencional y el andlisis de la
micromatriz de anticuerpos generaron resultados similares. La sensibilidad del andlisis de la micromatriz fue igual a,
0 mejor, en comparacién con la que se obtuvo mediante ELISA (no se muestran los datos).

Figura 2: Identificacion de una firma predictiva de biomarcadores de proteinas séricas, que discrimina entre dos
grupos de pacientes supervivientes a corto (<12 meses) frente a largo plazo (>24 meses). (a) Un area bajo la curva
de rendimiento diagnéstico (AUROC) como una funcién del nimero de analitos incluidos en una firma predictiva, que
demuestra con claridad que se podrian discriminar bien dos grupos de supervivientes usando una firma >29 analitos;
(b) El area bajo ROC de una firma predictiva de biomarcadores séricos, basada en 29 analitos especificos de
anticuerpos identificados (c) Se entrend una SVM con la firma de biomarcadores escogida como el conjunto de
entrenamiento. Un conjunto de ensayo consistente en 10 pacientes escogidos de forma aleatoria (muestras
marcadas con *) se clasificd a continuacion, utilizando el Valor de Prediccién de la SVM; (d) Cartografia térmica
basada en las 22 proteinas séricas no redundantes en la firma predictiva. Las columnas representan pacientes con
cancer, donde el azul son supervivientes a largo plazo (>24 meses) y rojo son supervivientes a corto plazo (<12
meses). Véase la leyenda de la Figura 1c para la codificacion de los colores.

Figura 3: Principio de la tecnologia de micromatriz de anticuerpos recombinantes
Ejemplo
Visién general

El impulso subyacente de la oncoprotedmica es identificar las firmas de proteinas que estan asociadas con una
neoplasia maligna concreta. Basandose en el andlisis de micromatrices de anticuerpos recombinantes de proteomas
séricos completos humanos sin fraccionar, derivados de carcinomas de pancreas y de donantes sanos normales, los
inventores han identificado una firma de proteinas, basada en 22 analitos no redundantes, que discrimina entre
pacientes con cancer y pacientes sanos. Se previé que la especificidad y la sensibilidad fueran del 99,7 y del 99,9,
respectivamente. Ademas, se defini6 que una firma de proteinas consistente en 19 analitos de proteinas tenia el
potencial de prever la supervivencia entre pacientes con cancer. Esta novedosa firma predictora distinguié entre
pacientes que tenian <12 meses 0 >24 meses de tiempo de supervivencia y sugiere nuevas posibilidades en la
medicina individualizada.

El presente estudio describe un enfoque proteémico por afinidad para pronosticar un diagnéstico de cancer
basandose en una matriz de anticuerpos recombinantes, que utiliza una matriz adaptada a fragmentos de scFv
recombinantes, especifica de proteinas inmunoreguladoras, puede discriminar entre proteomas séricos humanos
derivados tanto de pacientes con cancer como de individuos sanos. Los inventores presentan los primeros conjuntos
de biomarcadores séricos para la deteccion de cancer de pancreas asi como para prever la supervivencia del
paciente.

Materiales y métodos

Produccion y purificacion de anticuerpos scFv - 129 fragmentos de anticuerpos scFv recombinantes humanos contra
60 proteinas diferentes implicadas en la inmunorregulacién, se seleccionaron a partir de la biblioteca n-CoDeR (13) y
fueron amablemente proporcionados por Biolnvent International AB (Lund, Suecia). De esta manera, cada antigeno
fue reconocido por hasta cuatro fragmentos de scFv diferentes. Todos los anticuerpos scFv se produjeron en 100 ml
de cultivos de E. coli y se purificaron a partir de sobrenadantes para la expresion, utilizando cromatografia de
afinidad en Ni-NTA agarosa (Qiagen, Hilden, Alemania). Las moléculas unidas se eluyeron con imidazol 250 mM, se
dializaron ampliamente frente a PBS, y se almacenaron a 4° C, hasta uso posterior. Se determiné la concentracion
de proteinas midiendo la absorbancia a 280 nm (concentracién promedio 210 pg/ml, intervalo de 60-1090 pg/ml). Se
evaluo la pureza mediante SDS-PAGE al 10 % (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.)

Muestras de suero — En total, 44 muestras de suero suministradas por el Stockholm South General Hospital (Suecia)
y el Lund University Hospital (Lund, Suecia) se incluyeron en este estudio. Se recogieron 24 muestras de suero
(PA1-PA30) de pacientes con cancer de pancreas en el momento del diagnéstico. Se recogieron 20 muestras de
suero (N1-N20) (sin sintomas clinicos) procedentes de donantes sanos. En la Tabla 4 se muestran los datos
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demograficos de los pacientes. Todas las muestras se distribuyeron en alicuotas y se almacenaron a -80° C,
siguiendo los procedimientos de funcionamiento normalizados.

Marcado de muestras de suero — Las muestras de suero se marcaron utilizando los protocolos de marcado
anteriormente optimizados para los proteomas séricos (9, 14, 15). Todas las muestras de suero se biotinilaron
utilizando EZ-Link Sulfo-NHS-LC-Biotina (Pierce, Rockford, IL, EE.UU.). Se centrifugaron alicuotas de suero de 50 pl
a 16.000 x g durante 20 minutos a 4° C y se diluyeron a 1:45 en PBS, dando como resultado una concentracién de
aproximadamente 2 mg/ml. A continuacién las muestras se biotinilaron mediante la adicion de Sulfo-NHS-biotina
hasta una concentracion final de 0,6 mM durante 2 h en hielo, sometiéndolas a vortizacion cuidadosamente cada 20
minutos. Se elimind la biotina sin reaccionar mediante didlisis frente a PBS durante 72 horas, utilizando una
membrana de didlisis de 3,5 kDa de PM (Spectrum Laboratories, Rancho Dominguez, CA, EE.UU.). Las muestras se
distribuyeron en alicuotas y se almacenaron a -20° C.

Enzimoinmunoanalisis de adsorcion. Se midieron las concentraciones en suero de 4 analitos de proteinas (MCP-3,
IL-4, IL-5 e IL-13) en todas las muestras, utilizando kits ELISA comerciales (Quantikine, R&D Systems, Minneapolis,
MN, EE.UU.). Se llevaron a cabo las medidas de acuerdo con las recomendaciones proporcionadas por el
suministrador.

Fabricacion y procesamiento de micromatrices de anticuerpos — Para la produccién de micromatrices de
anticuerpos, los inventores utilizaron una configuracion previamente optimizada y validada (9, 12, 14, 15). De forma
breve, las micromatrices de scFv se fabricaron utilizando una impresora sin contacto (Biochip Arrayer, Perkin Elmer
Life & Analytical Sciences), que deposita aproximadamente 330 pl/gota, utilizando piezotecnologia. Los anticuerpos
scFv se distribuyeron en la matriz manchando 2 gotas en cada posicion y la primera gota se dejo secar antes de que
se dispensara la segunda gota. Los anticuerpos se distribuyeron en manchas sobre portas de la micromatriz
MaxiSorb de polimero negro (NUNC A/S, Roskilde, Dinamarca), dando como resultado un promedio de 5 fmol de
scFv por mancha (intervalo de 1,5 — 25 fmol). Ocho réplicas de cada clon de scFv se distribuyeron en la matriz para
asegurar una estadistica adecuada. En total, se imprimieron 160 anticuerpos y controles por porta orientados en dos
columnas con 8 x 80 anticuerpos por columna. Para ayudar a la alineacién de la cuadricula durante la cuantificacién,
una hilera que contenia estreptavidina conjugada con Cy5 (2 ug/ml) se distribuyd en forma de mancha por cada
decena de hileras. Se utilizé6 una pluma hidréfoba (DakoCytomation Pen, DakoCytomation, Glostrup, Dinamarca)
para levantar una barrera hidréfoba alrededor de las matrices. Las matrices se bloquearon con 500 pl de leche en
polvo desnatada al 5 % (p/v) (Semper AB, Sundbyberg, Suecia) en PBS durante la noche. Todas las incubaciones
se llevaron a cabo en una camara de humedad a temperatura ambiente. Las matrices se lavaron a continuacién
cuatro veces con 400 pl de Tween-20 al 0,05 % en PBS (PBS-T), y se incubaron con 350 pl de suero biotinilado, se
diluyeron 1:10 (dando como resultado una dilucién total del suero de 1:450) en leche en polvo desnatada al 1 % (p/v)
y Tween al 1 % en PBS (PBS-MT) durante 1 h. A continuacién, las matrices se lavaron cuatro veces con 400 ul de
PBS-T y se incubaron con 350 pl de 1 ug/ml de estreptavidina conjugada con Alexa-647 diluida en PBS-MT durante
1 h. Finalmente, las matrices se lavaron cuatro veces con 400 ul de PBS-T, se secaron inmediatamente en una
corriente de nitrébgeno gas y se escanearon con un escaner de micromatriz confocal (ScanArray Express, Perkin
Elmer Life & Analytical Sciences) a una resoluciéon de 5 um, utilizando seis configuraciones de barrido diferentes. Se
utilizé el software ScanArray Express V2.0 (Perkin Elmer Life & Analytical Sciences) para cuantificar la intensidad de
cada mancha, utilizando el método del circulo fijo. Se sustrajo el fondo local y para compensar los posibles defectos
locales, las dos réplicas mas altas y las dos réplicas mas bajas se excluyeron automaticamente y cada punto de
datos representa el valor promedio de las cuatro réplicas restantes. El coeficiente de correlacion para los
intraensayos fue >0,99 y para los interensayos fue >0,96, respectivamente.

Normalizacion de datos — Solo las manchas no saturadas se utilizaron para el analisis posterior de los datos. Se
llevd a cabo la normalizacion de los datos entre chips, utilizando una solucion de normalizaciéon semiglobal,
conceptualmente similar a la normalizacién desarrollada para las micromatrices de ADN. De esta manera, se calculd
en primer lugar el coeficiente de variacién (CV) para cada analito y se clasificd. Se identificé el quince % de los
analitos que presentaron los valores de CV mas bajos sobre todas las muestras, que correspondian a 21 analitos, y
se utilizé para calcular un factor de normalizacion entre chips. El factor de normalizacion N; se calcul6 mediante la
formula Ny = S/u, donde S; es la suma de las intensidades de sefial para los 21 analitos de cada muestra y u es la
suma de las intensidades de sefial de los 21 analitos promediados sobre todas las muestras. Cada conjunto de
datos generados a partir de una muestra se dividié con el factor de normalizacion N,. Para la intensidad, se utilizaron
valores del log 2 en el analisis.

Anadlisis de datos — Se llevo a cabo la cartografia de Sammon utilizando distancias en el espacio euclidiano de los
129 analitos. Se llevo a cabo la clasificacion supervisada con una maquina de soporte vectorial (SVM) utilizando un
kernel lineal — (16,18). El coste de violacion de las restricciones (el parametro C en la SVM) se fij6 en 1, que es el
valor por defecto en la funcién R de svm, y no se realizd ninglin intento de afinarlo. Se escogi6 esta ausencia de
afinacion de parametros para evitar un ajuste excesivo y para llevar a cabo el procedimiento de clasificacién de
manera mas facil de entender. La salida de la SVM en una muestra de ensayo es un valor de decision de SVM, que
es la distancia sefalada con respecto al hiperplano. En la Figura 1C y 2C, se llevé a cabo una vez de forma aleatoria
la division entre conjunto de entrenamiento y conjunto de ensayo y se mantuvo fija a partir de ese momento. En la
Figura 2A se utilizd el procedimiento de validacién cruzada que deja fuera un elemento en cada iteracion. Para cada
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numero K entre 1 y 129, se llevé a cabo el siguiente procedimiento. Para el conjunto de entrenamiento, es decir,
todas las muestras excepto una, se seleccionaron los analitos clasificados con el nimero K mas alto en el ensayo de
Wilcoxon, y se entrend la SVM con dichos analitos K. A continuacion se calculé un valor de decisién de la SVM para
la muestra abandonada por el clasificador. Como practica comun, esto se llevo a cabo para todas las muestras en la
validacién cruzada que deja fuera un elemento en cada iteracion.

Se construy6 una curva de rendimiento diagndéstico (ROC) utilizando los valores de decisiéon de la SVM y se
encontro el area bajo la curva. La Figura 2A muestra la curva ROC para el valor K = 29. Se llevaron a cabo todas las
estadisticas en R (19).

Resultados

El adenocarcinoma ductal de pancreas es un cancer con un pronostico malo y una herramienta de diagnéstico
mejorada que facilitara la decision clinica seria significativamente beneficiosa para los pacientes. Una solucién para
un diagndstico mejorado es identificar un conjunto de biomarcadores que puedan detectar el cancer y que prevea
también el resultado clinico. Por consiguiente, para ser capaces de identificar una firma de proteinas vinculada a un
cancer de pancreas con alta sensibilidad, los inventores han disefiado la primera micromatriz a gran escala (Figura
1A) basada en 129 fragmentos de anticuerpos recombinantes (12, 14, 15), dirigida contra 60 proteinas séricas,
principalmente de naturaleza inmunoreguladora (Tabla 2). En este estudio, los sueros marcados de 24 pacientes con
cancer de pancreas y 20 pacientes sanos se incubaron en las micromatrices de anticuerpos, que posteriormente se
cuantificaron, utilizando un escaner confocal. En primer lugar, para ensayar la capacidad de los inventores para
detectar el cancer, los datos de la micromatriz se visualizaron en una representacion grafica de Sammon no
supervisada basada en todos los anticuerpos y se pudieron distinguir con claridad dos poblaciones distintas (Figura
1B). Esto indic6 la existencia de una clara diferencia entre los proteomas de cancer y los proteomas normales, en
relacion con los analitos séricos analizados mediante la micromatriz. Los inventores ejecutaron posteriormente una
validacién cruzada que deja fuera un elemento en cada iteracién, con una maquina de soporte vectorial (SVM), y
extrajeron los valores de decision de cada muestra. El valor de decision es la salida del predictor, y las muestras con
un valor de predicciéon por encima (por debajo) de un umbral se prevé que sean carcinomas de pancreas (sano). El
umbral parametriza el equilibrio entre la sensibilidad y la especificidad y se ajusta a menudo, pero no siempre, a
cero. Las 24 muestras de carcinoma de pancreas obtuvieron valores de decision en el intervalo de 0,20 a 1,93, y las
muestras sanas en el intervalo de -1,84 a -0,30. De esta manera, con un valor umbral de cero, o cualquier otro valor
entre -0,30 y 0,30, la sensibilidad y la especificidad son del 100 % en el conjunto de datos de los inventores. Sin
embargo, para extrapolar la sensibilidad y la especificidad a una poblacidon mas grande, los inventores verificaron en
primer lugar que los valores de decision se distribuyeran normalmente de forma aproximada, en los grupos normales
frente a los grupos con cancer, respectivamente, y calcularon los promedios y las varianzas. Configurando el umbral
de clasificacion en el punto intermedio entre los dos promedios y utilizando distribuciones normales, los inventores
encontraron un 99,9 % de sensibilidad y un 99,3 % de especificidad, que indicé una potencia de la clasificacion
excelente incluso en una poblacion mas grande. Para ilustrar la clara separaciéon entre el grupo normal y el grupo
con cancer, los inventores seleccionaron de manera aleatoria un conjunto de entrenamiento, consistente en 18
muestras con cancer y 10 normales. Este conjunto de entrenamiento de proteomas séricos de cancer y normales
definié un conjunto mas pequefio de biomarcadores, consistente en 19 proteinas séricas no redundantes que
diferian significativamente (p<0,05) entre las dos muestras. Estas proteinas expresadas de forma diferencial se
utilizaron posteriormente para construir un dendograma de las 28 muestras de entrenamiento y las 16 muestras
restantes, que se utilizaron como un conjunto de ensayo. Como se puede ver en la Figura 1C, las muestras de
cancer se separaron completamente de las muestras normales para el conjunto de entrenamiento y el conjunto de
ensayo (100 % de sensibilidad y especificidad).

Una observacién interesante fue el hecho de que los inventores habian obtenido de forma enmascarada tres
muestras de suero procedentes de un paciente (PA14), extraidas en diferentes ocasiones con una diferencia de
pocas semanas pero 11-12 meses antes de que al paciente se le diagnosticara cancer de pancreas. Ademas, todas
las muestras se clasificaron de manera correcta como cancer, cuando se usaron en el conjunto de ensayo (no se
muestran los datos). De forma importante, la firma de proteinas, definida por el entrenamiento y utilizada para la
clasificacion de las muestras de ensayo, es especifica de adenocarcinomas de pancreas y difiere de las firmas
séricas encontradas en la configuracion de micromatriz de los inventores en otros canceres, tales como
adenocarcinomas gastricos (9) y de mama (manuscrito en preparacién). Se confirmaron también algunos de los
datos de la micromatriz analizando algunas de las proteinas séricas mediante el enzimoinmunoandlisis de adsorcidn
(Figura 1D. Sin embargo, el analisis basado en las medidas de la micromatriz es a menudo mas sensible, en
comparacién con los enzimoinmunoanalisis tradicionales. Por consiguiente, podrian validarse los analitos cuando el
ELISA fuera suficientemente sensible, pero a continuaciéon se confirmaron los datos de la micromatriz de los
inventores.

Aunque una deteccion temprana del cancer tiene sus méritos, especialmente en el cancer de pancreas, se ha
sugerido también el perfil de proteinas séricas como la solucién para definir firmas que, ademas de clasificar cancer
frente a normal, pudiera también asociarse con parametros clinicos (16). Ser capaces de prever el tiempo de
supervivencia podria ser de gran relevancia, debido a que esto podria afectar las pautas terapéuticas asignadas a
cada paciente. Por consiguiente para interrogar la plataforma de micromatriz de anticuerpos recombinantes de los
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inventores, estos compararon dos grupos de pacientes con cancer divididos en supervivientes a corto plazo (<12
meses) frente a supervivientes a largo plazo (>24 meses). En primer lugar, los inventores calcularon el area bajo las
curvas de rendimiento diagnéstico (AUROC), como una funcién del nimero total de analitos definidos por anticuerpo
en una firma predictiva, utilizado un ensayo de Wilcoxon para filtrar los analitos, seguido por una maquina de soporte
vectorial (Figura 2A). Estos calculos incluyeron los 129 anticuerpos y puesto que los inventores disponian de 1 a 4
anticuerpos/analitos del suero, estuvo presente una determinada redundancia en el tamafio del biomarcador de la
firma predictiva. A partir de estos calculos, fue evidente que podrian discriminarse los dos grupos, con un area bajo
ROC (AUC) de >0,80. Para resaltar, esta curva demostré también que una firma de proteinas consistente en <26
analitos proporcioné un predictor mas variable y menos soélido. Por consiguiente, los inventores seleccionaron una
firma de predictores consistente en 29 analitos, para el andlisis adicional. La curva bajo ROC de los 29 analitos tiene
un area bajo la curva de 0,86 (Figura 2B).

De nuevo, para ilustrar la capacidad predictiva de esta firma de biomarcadores, los pacientes con cancer de
pancreas (n = 23), que comprendian los supervivientes a corto plazo y los supervivientes a largo plazo, se dividieron
de forma aleatoria en un conjunto de entrenamiento de 13 pacientes y un conjunto de ensayo de 10 pacientes.
Debido a que la supervivencia promedio para los pacientes con enfermedad no extirpable sigue siendo de 5-6
meses, hubo un sesgo inevitable en el tamafo del grupo, y el grupo de los supervivientes a largo plazo consistio solo
en 5 pacientes. Se entrend una SVM con la firma de biomarcadores seleccionada por el conjunto de entrenamiento y
podria a continuacion clasificarse el conjunto de ensayo, tal como se muestra en la Figura 2C. Todos los pacientes
que sobrevivieron <12 meses se clasificaron correctamente, utilizando un valor de previsién de la SVM de <0, que se
considerd la clasificacién mas importante. Un superviviente a largo plazo se clasific6 de manera incorrecta. Los 29
analitos mas significativos que separan los supervivientes a largo plazo y los supervivientes a corto plazo entre los
23 pacientes en un ensayo de Wilcoxon corresponden a 22 proteinas séricas no redundantes (7 de los 29 analitos
estaban duplicados pero definidos por clones de anticuerpo diferentes). Esta novedosa firma de predictores,
representados por 22 proteinas no redundantes, y la respuesta de analitos diferenciales expresada por
supervivientes a corto y a largo plazo, respectivamente se muestran como una cartografia térmica en la Figura 2D.
Cuando se analizaron las proteinas individuales no hubo una configuracién estricta de consenso entre las proteinas
séricas, aunque fue evidente que las citoquinas, tales como IL-1a, IL-3, IL-8, e IL-11 estaban reguladas por exceso
en los supervivientes a corto plazo, mientras que Rantes, IL-16, IL-4 y eotaxin estuvieron reguladas por exceso en
mayor grado en los supervivientes a largo plazo (Figura 2D). La significancia de esto sigue siendo validada pero
podria indicar posiblemente un compartimento de linfocitos T activos en la Gltima poblacién.

Discusion

Las micromatrices de anticuerpos, como herramienta en la proteémica de afinidad, han evolucionado durante los
Ultimos afos desde una herramienta prometedora a una solucién que comienza a procurar resultados prometedores
en la oncoprotedmica (3, 12, 20, 21). El principal foco en este empefo es detectar el cancer en una etapa temprana
para prever la recidiva del tumor y la resistencia al tratamiento, o para seleccionar pacientes para una pauta
terapéutica concreta (3). Estos es de particular importancia para canceres con prondsticos malos, que es una
caracteristica intrinseca al cancer de pancreas debido a que metastatiza rapidamente por ejemplo, hacia los
ganglios linfaticos, los pulmones, el peritoneo (4, 23) y es dificil de diagnosticar en una etapa temprana. Sin
embargo, la capacidad de una firma de biomarcadores para distinguir entre diferentes carcinomas o entre cancer e
inflamacién ha sido hasta ahora dificil de conseguir (para una revisién, véase la ref. 3) (20). El motivo para la
distincion observada entre proteomas séricos de cancer y normales en este estudio es mas probable que sea
dependiente de la gama de especificidades de anticuerpos en la micromatriz, que esta también recientemente
apoyada por la matriz designada légicamente, notificada por Sanchez-Carbayo y col. (21). Estos investigadores
podian clasificar pacientes con tumores de vejiga en funciéon de su supervivencia global utilizando anticuerpos
generados contra productos génicos expresados diferencialmente. Durante los Ultimos afios, los inventores han
desarrollado una plataforma de micromatriz de anticuerpos recombinantes de alto rendimiento para el analisis
complejo del proteoma (6, 9, 11, 12, 14, 15), evaluando y optimizando los parametros tecnolégicos clave (24), tales
como un disefio de sonda y sustrato (13, 25), disefio de matriz/ensayo (9, 15) y un formato de muestra (9, 14, 15).
Esto ha permitido su uso para llevar a cabo el primer perfil de expresién de proteinas diferencial del proteoma de
plasma humano, utilizando las micromatrices de scFv optimizadas, que dirigen principalmente las proteinas
inmunoreguladoras. De acuerdo con los resultados previos, estas micromatrices de anticuerpos presentan
sensibilidades en el intervalo pM a fM, detectando facilmente las citoquinas poco abundantes. Ademas, los
inventores han mantenido una reproducibilidad del ensayo con un coeficiente de correlacién en el intervalo de 0,96 —
0,99, que es una caracteristica clave del analisis multiplexado y que se compara bien con otros informes (12, 26).
Ademas, los datos de la micromatriz de anticuerpos se compararon con ELISA vy, cuando fueron suficientemente
sensibles, este ensayo convencional corrobor6 los resultados de los inventores.

Los pacientes con cancer de pancreas se diagnostican a menudo de forma tardia, dando como resultado un
prondstico malo. Debido a la baja incidencia es dificil recopilar grandes cantidades de muestras, especialmente de
los supervivientes a largo plazo, es decir >24 meses. Los inventores han tenido acceso a 25 pacientes para este
estudio, que utilizando una rigurosa evaluacion estadistica les ha permitido utilizarlo para clasificar proteomas de
cancer y proteomas normales. Esta es una clasificacién supervisada y los inventores han empleado una maquina de
soporte vectorial como clasificador, aunque los inventores han obtenido resultados muy similares para este conjunto
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de datos con un clasificador bayesiano no utilizado aun (no se muestran los datos). La SVM separé los dos grupos
mediante el hallazgo de un hiperplano en el espacio de todos los analitos, y asigno muestras en un lado del
hiperplano a uno de los grupos y aquellas en el otro lado al otro grupo. La distancia al hiperplano se denomina valor
de prevision o decision (Figura 2C). El hiperplano y, de esta manera, la clasificacion de los grupos, se encontraron
utilizando el conjunto de entrenamiento de los inventores. A continuaciéon se estimo el rendimiento del clasificador
posteriormente, utilizando un conjunto de ensayo, donde no se permitié el solapamiento entre el conjunto de
entrenamiento y el de ensayo. Sin embrago, un conjunto de datos se puede dividir aleatoriamente en diferentes
conjuntos de entrenamiento y ensayo, que se utilizan a continuaciéon para entrenar y ensayar el clasificador,
respectivamente. El inconveniente de esto es que el resultado final depende de la division entre el conjunto de
entrenamiento y el de ensayo. Por consiguiente, los inventores utilizaron la validacion cruzada como procedimiento
para preparar algunas divisiones del conjunto de datos de los mismos y se utilizé el rendimiento promedio de los
conjuntos de ensayos como una medida de precision de la clasificacién de los datos. Por consiguiente, en la
validacién cruzada que deja fuera un elemento en cada iteracién que se llevé a cabo, el conjunto de ensayo contiene
una muestra y el conjunto de entrenamiento contiene el resto. Se puede medir el rendimiento de la SVM medir
mediante la curva bajo ROC vy, en particular, el area bajo la curva de ROC. Las muestras de carcinoma normal y de
pancreas quedaron notablemente bien separadas, ya que la SVM clasificé todas las muestras correctamente con un
hueco entre los dos grupos. La extrapolacion de los valores de decision proporcioné sensibilidad (99,9 %) y
especificidad (99,3 %) muy altas, mostrando que podria llevar cientos de muestras obtener una clasificacién
incorrecta

En este estudio, los inventores no pudieron comparar los canceres de pancreas con un grupo de pacientes con
pancreatitis, que podria haber sido una comparacion deseable, pero los inventores, en vez de ello, utilizaron
muestras de suero normales. Es de resaltar, que el presente cancer de pancreas asociado con la firma de
biomarcadores tenia, sin embargo solamente eotaxin, IL-5 e IL-13 en comdn con los catorce biomarcadores
encontrados como resultado de la infeccién bacteriana, asociados con otro cancer gastrointestinal (12), lo que indicé
que la firma pancreatica no estaba relacionada con la inflamacion general. Ademas, esta firma no fue similar a los
biomarcadores encontrados en el lupus sistémico eritematoso, un trastorno autoinmune con un significativo
componente inflamatorio (Wingren y col., manuscrito en preparacion). La firma fue también completamente diferente
de la de Orchekowski y col., notificada (26) donde se llevd a cabo el perfil de las muestras en suero de cancer de
pancreas utilizando una micromatriz basada en anticuerpos monoclonales y policlonales. Las proteinas séricas muy
abundantes dirigidas, tales como albimina, transferrina y hemoglobina, asi como los marcadores de inflamacién
mas comunes, tales como la proteina c reactiva (CRP), la proteina amiloide A y las inmonoglobulinas séricas,
mientras que solamente se analizaron ocho citoquinas. Por otra parte, la firma de cancer presente de los inventores
contenia un numero de citoquinas TH2 expresadas en exceso (IL-4, 5, 10 y 13) mientras que las citoquinas TH1
clasicas (IL-12 y TNF-b) estaban reguladas por defecto, lo que también estaba de acuerdo con el estudio de Belone
y col., que mostraron que TGF-b e IL-10 estaban reguladas en exceso en el suero de cancer de pancreas (27).
Estos autores mostraron también que los monocitos derivados de sangre de pacientes con cancer de pancreas
desarrollaron desde un principio una respuesta andloga a TH2, con una creciente expresiéon de IL-4 y una
disminucion en la expresion de IL-12.

Finalmente, los inventores investigaron la posibilidad de identificar una firma, que ademas de ser capaz de clasificar
las muestras de cancer frente a las muestras normales, pudiera también utilizarse para prever la supervivencia del
paciente. Inicialmente, la SVM podria clasificar los supervivientes a corto y a largo plazo con un area bajo ROC de
0,81, utilizando todos los analitos (no se muestran los datos), lo que fue muy prometedor. A continuacion se prepard
un clasificador para cada cantidad de biomarcadores, seleccionando los analitos mas significativos, que
posteriormente se utilizé para distinguir los dos grupos de muestras en el conjunto de entrenamiento. Como se
observa en la Figura 2A, el rendimiento del clasificador fue estable por encima de 26 analitos, y los inventores
pudieron demostrar que una firma de 29 biomarcadores (22 analitos no redundantes) proporcionaba un ROC de
0,86. Un estudio con mas de 18 supervivientes a corto plazo y 5 supervivientes a largo plazo es, sin embargo,
necesario para establecer firmemente un perfil de proteinas para la clasificacion de supervivencia, pero este estudio
establece ciertamente la posibilidad de dicho perfil.

En conclusion, al utilizar una micromatriz de anticuerpos recombinantes contra proteinas reguladoras, los inventores
han sido capaces de detectar de forma especifica el adenocarcinoma de pancreas y discriminar completamente
entre proteomas séricos de cancer frente a suero normal. Lo més importante es que se presenta el primer intento
para definir una firma capaz de prever la supervivencia de pacientes con cancer, indicando la potencia de afinidad
oncoprotedmica para la toma de decisiones clinicas.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para determinar la presencia de adenocarcinoma de pancreas en un individuo que comprende las
etapas de:

a) proporcionar una muestra de suero o plasma para ensayar;
b) determinar una firma de proteinas de la muestra de ensayo midiendo la presencia y/o la cantidad en la
muestra de ensayo de dos 0 mas proteinas seleccionadas entre el grupo definido en la Tabla 1;

donde las dos 0 mas proteinas seleccionadas entre el grupo definido en la Tabla 1 incluyen IL-5,
y donde la presencia y/o la cantidad en la muestra de ensayo de dos 0 mas proteinas seleccionadas entre el grupo
definido en la Tabla 1 es indicativa de la presencia de adenocarcinoma de pancreas.

2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1 que comprende ademas las etapas de:

¢) proporcionar una muestra de suero o plasma de control procedente de un individuo que no padece un
adenocarcinoma de pancreas;

d) determinar una firma de proteinas de la muestra de control midiendo la presencia y/o la cantidad en la
muestra de control de las dos 0 mas proteinas medidas en la etapa (b);

donde la presencia de un adenocarcinoma de pancreas se identifica en el caso de que la presencia y/o la cantidad
en la muestra de ensayo de las dos 0 mas proteinas medidas en la etapa (b) sea diferente de la presencia y/o la
cantidad en la muestra de control de las dos 0 mas proteinas medidas en la etapa (b).

3. El método de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2 donde la etapa (b) comprende medir la presencia y/o la cantidad
en la muestra de ensayo de todas las proteinas definidas en la Tabla 1.

4. El método de acuerdo con una cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 3 donde la etapa (b) y/o la etapa (d) se
llevan a cabo utilizando un primer agente de unién capaz de unirse a las dos o mas proteinas.

5. El método de acuerdo con la reivindicacién 4 donde el primer agente de union es un anticuerpo o un fragmento
del mismo.

6. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 donde las dos 0 mas proteinas en la
muestra de ensayo estan marcadas con un resto detectable.

7. Una matriz para determinar la presencia de un adenocarcinoma de pancreas en un individuo que comprende dos
0 mas agentes de union tal como se ha definido en la reivindicacion 4 o 5, donde la matriz comprende primeros
agentes de unién para IL-5y C5.

8. Uso de dos 0 mas proteinas seleccionadas entre el grupo definido en la Tabla 1 como un marcador diagnéstico
para determinar la presencia de un adenocarcinoma de pancreas en un individuo, donde las dos o mas proteinas
seleccionadas entre el grupo definido en la Tabla 1 incluyen IL-5.
9. Un kit para determinar la presencia de un adenocarcinoma de pancreas que comprende:

A) dos o0 mas primeros agentes de unién tal como se ha definido en la reivindicacion 7, o una matriz de

acuerdo con la reivindicacion 7;
B) instrucciones para llevar a cabo el método tal como se define en una cualquiera de la reivindicacién 1.
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Tabla 1
Perfil de proteina sérica para distinguir pacientes normales frente a pacientes con cancer de pancreas

Proteina analito
Rantes
Eotaxin

El (es decir, inhibidor de la esterasa C1
IL-8
MCP-1
TNF-b (1)
TNF-b (2)
GLP-1
VEGF
IL-5
IL-4
IL-13
angiomotin
C4
C3
Factor B
C5
CD40
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Tabla 2

Firma de proteinas séricas para distinguir los supervivientes a corto plazo (<12 meses) frente a los supervivientes a
largo plazo (>24 meses) entre los pacientes con cancer de pancreas

Proteina analito
TGF-b1
Ligando de CD40
IL-4
Mucina
IL-16
Rantes
Eotaxin
C5
MCP-4
IL-11
TNF-b
IL-1ra
MCP-3
IL-1a
IL-8
IL-3
C3
Angiomotin
LDL (1)
LDL (2)
Factor B

Lewis Y
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Tabla 3
129 fragmentos de anticuerpos recombinantes, dirigidos contra 60 proteinas séricas para uso en una micromatriz de
la invencién
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Tabla 3 (continuacion)
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Tabla 3 continuacion
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Tabla 3 continuacion

Lewis’

Linfoma de linf. B sAg

e B B N

Tabla 4
Datos demograficos del paciente

Edad -
Sexo  Media(SD) Intervalo

* PC = adenocarcinoma de pancreas
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Figura 1

22



ES 2442919 T3

Figura 1 (continuacion)
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Figura 1 (continuacion)
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Intensidad de la sefal de la matriz
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Figura 1 (continuacion)

p < 0,001 p < 0,01
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Figura 2
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Figura 2 (continuacion)
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Figura 2 (continuacion)

C

ES 2442919 T3

2

Valor de prediccién de la SVM

28

Y



ES 2442919 T3

Figura 2 (continuacion)

0vad 3p o
(T} %

29



ES 2442919 T3

Figura 3
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Figura 3 (continuacion)
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