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DESCRIPCION
Método, matriz y uso de los mismos para determinar cancer de pancreas
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a métodos para detectar cancer de pancreas, y a biomarcadores y matrices para su
uso para ello.

Antecedentes

El adenocarcinoma ductal pancreéatico o cancer de pancreas (PC) es la 42 causa mas comin de muerte relacionada
con el cancer, con el resultado de casi tantas muertes como el cancer de mama en los Estados Unidos, a pesar de
gue su incidencia es 10 veces menor [1]. El mal pronéstico se debe sobre todo a la incapacidad para detectar PC en
los primeros estadios, a pesar incluso de que los datos corroboran que se tardan mas de cinco afios desde el inicio
del tumor hasta que adquiere la capacidad metastasica [2], o cual demuestra claramente una ventana de
oportunidad para la deteccién temprana si se dispusiera de marcadores. Hoy en dia, suele detectarse el cancer
cuando ha progresado hasta una enfermedad avanzada en la que los tumores no se pueden operar y se ha
producido metastasis ya [1, 3]. Sin embargo, incluso aunque la supervivencia de cinco afios de los tumores
extirpados grandes sea solamente 10-20 % [4, 5], aumenta a 30-60 % si se pueden extirpar los tumores de <20 mm
[6,7] y a >75 % si el tamafio en la extirpacion es <10 mm [8]. La deteccion tardia se debe a sintomas clinicos
inespecificos, asi como a la falta de tecnologias y marcadores sensibles para un diagnostico temprano. Cabe
destacar que los estudios indican que los tumores pancreaticos podrian extirparse hasta seis meses antes del
diagnostico clinico en una etapa asintomatica [9,10].

El marcador mas valorado hasta la fecha para el PC, CA 19-9, adolece de una escasa especificidad, con niveles
elevados también en pancreatitis y otros canceres y una completa ausencia de tumores de Lewis a y b negativos. En
consecuencia, el uso de CA19-9 para detectar cancer de pancreas se ha desaconsejado [11]. A pesar de los
muchos esfuerzos, no se ha demostrado que ningun otro biomarcador simple supere CA19-9 y en los Ultimos afios
la tendencia en este campo se ha desplazado hacia paneles de marcadores multiplexados para una mayor
sensibilidad y especificidad [12]. Los paneles han consistido principalmente en proteinas de la sangre altamente
abundantes, reactivos en fase aguda frecuentemente (p.ej. CRP y SAA) marcadores de tumor conocidos (p.ej.
CA242, CA125 y CEA), moléculas de adhesién (p.ej. ICAM-1 y ADCAM), proteinas relacionadas con la degradacién
de la matriz extracelular (p.ej. MMP y TIMP1), lipoproteinas (p.ej. Apo-C1, Apo-A2), y otras varias, sobre todo en
combinacién con CA19-9 [15-20]. A pesar de los informes sobre la alta sensibilidad para PC frente a los controles
sanos o afecciones pancreaticas benignas, ninguno de estos paneles ha sido validado todavia para uso clinico.

Ademas de los marcadores ya mencionados, varias proteinas inmunorreguladoras pueden ser de interés como
biomarcadores de tumor, ya que la asociaciéon entre cancer e inflamacién sigue sin dilucidarse [21]. Teniendo en
cuenta el efecto sistémico, asi como la multitud de funciones de muchas de las proteinas inmunorreguladoras,
generalmente se considera que paneles reducidos de 2 a 5 marcadores no seran suficientemente especificos para
cancer de pancreas, en particular, cuando se trata de discriminar cancer de pancreas de pancreatitis y otras
afecciones que presentan sintomas similares. Sin embargo, los estudios anteriores han demostrado que un aumento
del nimero de estos analitos (< 25) puede proporcionar inmunofirmas de enfermedad muy especificas que reflejan la
respuesta sistémica a la enfermedad [22-24].

Li et al.,, 2008, Chinese J., Cancer Prevention & Treatment, 15(15): 1166-1168 se refiere a un método para
determinar la presencia de cancer de pancreas en un individuo que comprende o que consiste en las etapas de (a)
proporcionar una muestra para su analisis desde el individuo y (b) determinar una firma de biomarcador de la
muestra de ensayo para medir la expresion en la muestra de ensayo de dos o mas biomarcadores seleccionados del
grupo definido en la Tabla Ill, en donde la expresién en la muestra de ensayo de dos o mas biomarcadores
seleccionados del grupo que se define en la Tabla Ill es indicativa del individuo que tiene cancer de pancreas.

La patente estadounidense US 2007/212738 Al (Haley et al.,) se refiere a métodos de diagndstico y prondstico para
predecir la eficacia del tratamiento de un paciente de cancer con un inhibidor de quinasa EGFR.

La patente internacional WO 2006/110581 A2 (Chiron Corp. (US) & Sagres Discovery Inc.) se refiere a métodos para
detectar cancer o la probabilidad de desarrollar cancer sobre la base de la presencia o la ausencia de la expresién
de ciertos genes o proteinas codificados por dichos genes.

Fujiwara et al., 2005, Biochem. & Biophys. Res. Com., 338(2):1256-1262 divulga la observacion de que la proteina
LTBR de longitud completa (tipo silvestre) manifiesta actividad de transformacién.

Wingren et al.,, 2012, Cancer Res., 72(10):2481-2490 divulga una firma de biomarcador en suero multiplexado
prevalidado para el diagnéstico de cancer de pancreas que puede mejorar el diagnéstico y prevencion de
enfermedades premalignas y en la identificacion sistematica de individuos en alto riesgo.
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Ingvarsson et al., 2008, Proteomics, 8(11):2211-2219 se refiere a la identificacion de una firma de proteina basada
en 19 analitos no redundantes que discrimina entre pacientes con cancer y sujetos sanos.

Pauly et al., 2013, Journal of Proteome Research, 12(12): 5943-5953 demuestra que se podrian extraer proteinas de
material de tejido impregnado en parafina fijado en formalina (FFPE), marcado y perfilado posteriormente de una
manera multiplexada, sensible y reproducible utilizando micromatrices de anticuerpo scFv recombinantes.

Cho et al., 2008, Gastroenterology. 134(4): A-699 divulga la expresién de SOX11 y SOX4 en tumor de pancreas
pseudopapilar solido, pero no en pancreas normal o en adenocarcinoma pancreatico.

La patente internacional WO 2012/120288 (Immunovia AB) se refiere a un método para determinar la presencia de
cancer pancreatico en un individuo que comprende o que consiste en las etapas de (a) proporcionar una muestra
para su analisis de un individuo y (b) determinar una firma de biomarcador de la muestra de ensayo midiendo la
expresion en la muestra de ensayo de dos o mas biomarcadores seleccionados del grupo definido en la Tabla Ill, en
donde la expresién en la muestra de ensayo de dos o mas biomarcadores seleccionados del grupo definido en la
Tabla Ill es indicativo del individuo que tiene cancer de pancreas.

No obstante, el analisis del proteoma inmunorregulador estd asociado a varios retos. En primer lugar, la
concentracion en suero de las proteinas de interés despliega una inmensa gama dinamica, desde tan alta como
microgramos a tan baja como picograma por ml, lo cual complica su deteccion simultanea utilizando metodologias
proteémicas convencionales [25, 26]. En segundo lugar, parece haber un consenso en cuanto a que es mas
probable que se encuentren marcadores de cancer prometedores entre las proteinas a menudo de peso molecular
bajo y las menos abundante [27,28]. En tercer lugar, es de esperar que los cambios asociados a la enfermedad en
los niveles de suero de estos analitos poco abundantes sean pequefios y por tanto, se necesitara un significativo
numero de muestras clinicas para una estadistica adecuada [29]. Para estos fines, los autores de la invencién han
disefiado micromatrices de anticuerpos recombinantes multiplexados con cerca de 300 anticuerpos scFv dirigidos
principalmente a proteinas inmunoreguladoras [30]. Con estas matrices, se puede medir la expresion de proteina en
cientos de muestras de una manera altamente productiva y reproductiva.

Sumario de la invencién
La invencion se define segun las reivindicaciones del presente documento.

En este estudio multicéntrico, se analizaron muestras de suero de 338 individuos de pacientes con cancer de
pancreas, enfermedad pancreatica benigna, asi como controles normales, en las micromatrices de anticuerpo
disefiadas dentro del laboratorio de los autores de la invencion. Para definir las firmas de marcador mas
discriminatorias, se aplicd un procedimiento de eliminacion retroactiva iterativa, sobre la base de andlisis mecéanico
de vector de soporte y disefiado para predecir la éptima combinacion de anticuerpos [31]. Para este fin, se
identificaron inmunofirmas 25-plexada para discriminar PC de controles benignos y sanos en grupos de
entrenamiento, prevalidados en grupos de ensayo independientes y se compararon con firmas derivadas de analisis
de expresién de proteina diferencial. Por otra parte, se pudo aplicar un perfil de proteina para estratificar muestras
de suero sobre la base del emplazamiento original del tumor en el pancreas, lo cual hasta donde llega el
conocimiento de los autores de la invencidn no se ha realizado anteriormente con proteémica. En conjunto, estos
hallazgos afiaden una importante informacién al rompecabezas del proteoma del cancer de pancreas que podria
tener como resultado final biomarcadores multiplexados que proporcionan un beneficio a miles de pacientes.

Por consiguiente, un primer aspecto de la invencién proporciona un método para determinar la presencia de cancer
de pancreas en un individuo que comprende o que consiste en las etapas de:

a) proporcionar una muestra para su analisis obtenida de un individuo;
b) determinar la firma de biomarcador de la muestra de ensayo midiendo la expresion de la muestra de ensayo
de dos o mas hiomarcadores seleccionados del grupo definido en la Tabla A;

en donde la etapa (b) comprende la medicion de la expresion en la muestra de ensayo de HADH2, y
en donde la expresién en la muestra de ensayo de dos o mas biomarcadores seleccionados del grupo definido en la
Tabla A es indicativo de la presencia de cancer de pancreas.

Dentro de las expresiones “muestra para su analisis”, “muestra de ensayo” o “muestra de control”, se incluye una
muestra de tejido o de fluido que se ha extraido o derivado previamente de un individuo. Preferentemente, la
muestra para su andlisis es de un mamifero. EI mamifero puede ser un animal doméstico o de granja.
Preferentemente, el mamifero es una rata, un ratén, una cobaya, un gato, un perro, un caballo o un primate. Lo mas
preferente el mamifero es un ser humano. Preferentemente, la muestra es una muestra de célula o tejido (o un
derivado de los mismos) que comprende o que consiste en plasma, células del plasma, suero, células de tejido,
siendo igualmente preferente, proteinas o acidos nucleicos derivados de una muestra de tejido o célula.
Preferentemente, las muestras de ensayo y de control se derivan de la misma especie.
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En una realizacién, la muestra de tejido es tejido pancreatico. En una realizacién, la muestra de célula es una
muestra de células pancreaticas.

“Expresion” significa segun los autores de la invencion el nivel o la cantidad de un producto génico como por ejemplo
ARNmM o proteina.

Los métodos para detectar y/o medir la concentraciéon de la proteina y/o acido nucleico son conocidos entre las
personas expertas en la materia, véase por ejemplo, Sambrook y Russell, 2001, Cold Spring Harbor Laboratory
Press.

“Biomarcador” significa una molécula bioldgica natural, o un componente o fragmento de la misma, cuya medicién
puede proporcionar informacion util en el pronéstico de cancer de pancreas. Por ejemplo, el biomarcador puede ser
una proteina natural o una fracciéon de carbohidrato, 0 un componente antigénico o fragmento del mismo.

En una realizacién, el método comprende o consiste en las etapas (a) y (b) y ademas las etapas de:

¢) proporcionar una muestra de control obtenida de un individuo no afligido por cancer de pancreas;
d) determinar una firma de biomarcador de la muestra de control midiendo la expresion de la muestra de control
de dos 0 mas hiomarcadores medidos en la etapa (b);

en donde la presencia de cancer de pancreas se identifica cuando la expresion en la muestra de ensayo de dos o
mas biomarcadores medidos en la etapa (b) es diferente de la expresién en la muestra de control de dos o mas
biomarcadores medidos en la etapa (d).

La una o mas muestras de control pueden ser de un individuo sano (es decir, un individuo que no esta afligido por
ninguna enfermedad ni afeccién), un individuo afligido por una enfermedad o afeccién no pancreatica o un individuo
afligido por una enfermedad o afeccidon pancreatica benigna (por ejemplo, pancreatitis aguda o crénica).

En otra realizacion, el método comprende o consiste en las etapas (a) y (b) y, opcionalmente, las etapas (c) y (d) y
las etapas adicionales de:

€) proporcionar una o mas muestras de control obtenidas de un individuo afligido por cancer de pancreas;
f) determinar una firma de biomarcador de la muestra de control midiendo la expresiéon en la muestra de control
de dos o0 mas hiomarcadores medidos en la etapa (b);

en donde la presencia del cancer de pancreas se identifica cuando la expresion en la muestra de ensayo de dos o
mas biomarcadores medidos en la etapa (b) se corresponde con la expresion en la muestra de control de dos o mas
biomarcadores medidos en la etapa (f).

En una realizacion, se utiliza un valor patron o de referencia en lugar, o ademas de, el uno 0 mas controles positivos
0 negativos. Por tanto, los valores patrén o de referencia pueden determinarse en procedimientos por separado a
partir de los valores de ensayo.

En una realizacion, el método es para determinar la presencia de cancer de pancreas originado en la cabeza del
pancreas o (ii) el cuerpo o la cola del pancreas. En esta realizacion, la etapa (e) puede comprender (i) proporcionar
una o mas muestras de control de un individuo afligido con cancer de pancreas originado en la cabeza del pancreas
y/o (ii) proporcionar una o mas muestras de control de un individuo afligido con cancer de pancreas originado en el
cuerpo o la cola del pancreas.

En una realizacion, la presencia de cancer de pancreas originado en la cabeza del pancreas se define en el caso de
que la expresién en la muestra (e)(i) (cuando esta presente) de dos 0 mas biomarcadores medidos en la etapa (b) se
corresponde con la expresién en la muestra de control de dos o mas biomarcadores medidos en la etapa (f) y/o la
expresion en la muestra de ensayo (e) (ii) (cuando esta presente) de dos 0 mas biomarcadores medidos en la etapa
(b) es diferente de la expresion en la muestra de control de dos o mas biomarcadores medidos en la etapa (f).

En una realizacion, la presencia de cancer de pancreas originado en el cuerpo o la cola del pancreas se identifica en
el caso de que la expresion en la muestra de ensayo (e) (i) (cuando esta presente) de dos 0 mas biomarcadores
medidos en la etapa (b) es diferente de la expresion en la muestra de control de dos 0 mas biomarcadores medidos
en la etapa (f) y/o la expresién en la muestra de ensayo (e)(ii) (cuando esta presente) de dos 0 mas biomarcadores
medidos en la etapa (b) corresponde a la expresién en la muestra de control de dos 0 mas biomarcadores medidos
en la etapa (f).

Se entiende por “que corresponde a la expresion en la muestra de control” que la expresion de dos o mas
biomarcadores en la muestra que se analiza es igual o similar a la expresion de los dos o mas biomarcadores de la
muestra de control positivo. Preferentemente, la expresion de dos o mas biomarcadores en la muestra que se va a
analizar es idéntica a la expresién de dos 0 mas biomarcadores de la muestra de control positivo.
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La expresion diferencial (regulacion al alza o regulacién a la baja) de biomarcadores, o la falta de los mismos, puede
determinarse a través de cualquier medio adecuado conocido entre las personas expertas en la materia. La
expresion diferencial se determina para un valor p como minimo de menos de 0,05 (p = < 0,05), por ejemplo, al
menos <0,04, <0,03, <0,02, <0,01, <0,009, <0,005, <0,001, <0,0001, <0,00001 o al menos <0,000001.
Preferentemente, la expresion diferencial se determina utilizando una maquina de vector de soporte (MVS).
Preferentemente, la MVS es una MVS como la que se describe mas adelante. Lo mas preferente, la MVS es la MVS
descrita en la Tabla B méas adelante.

Tal como apreciaran las personas expertas en la materia, la expresion diferencial se puede relacionar con un solo
biomarcador o con varios biomarcadores considerados en combinacion (es decir, una firma de biomarcador). Por lo
tanto, un valor p puede asociarse con un solo biomarcador o con un grupo de biomarcadores. De hecho, las
proteinas que tienen un valor p de expresion diferencial superior a 0,05 cuando se consideran individualmente
pueden seguir siendo (tiles no obstante como biomarcadores de acuerdo con los métodos de la invencion cuando
se consideran sus niveles de expresién en combinacién con otro u otros biomarcadores.

Tal como se ilustra en los ejemplos adjuntos, la expresion de ciertas proteinas en una muestra de ensayo de tejido,
sangre, suero, o plasma puede ser indicativa de cancer de pancreas en un individuo. Por ejemplo, la expresién
relativa de ciertas proteinas de suero en una sola muestra de ensayo puede ser indicativa de la presencia de cancer
de pancreas en un individuo.

La etapa (b) puede comprender ademas la medicion de la expresién de 1 o mas biomarcadores a partir de los
biomarcadores enumerados en la Tabla A (i). La etapa (b) puede comprender o consistir en la mediciéon de la
expresion de cada uno de los biomarcadores enumerados en la Tabla A(i), por ejemplo, al menos 2 de los
biomarcadores enumerados en la Tabla A(i). Por tanto, la etapa (b) puede comprender o consistir en la medicién de
la expresion de todos los biomarcadores enumerados en la Tabla A(i).

La etapa (b) puede comprender ademas medir la expresion de 1 o mas biomarcadores de los biomarcadores
enumerados en Tabla A(ii), por ejemplo al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 0 9 de los biomarcadores enumerados en la
Tabla A(ii). Por lo tanto, la etapa (b) puede comprender medir la expresion de todos los biomarcadores enumerados
en la Tabla A(ii).

La etapa (b) puede comprender ademas medir la expresion de 1 o mas biomarcadores de los biomarcadores
enumerados en Tabla A(iii), por ejemplo al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 o 17 de los
biomarcadores enumerados en la Tabla A(iii). Por lo tanto, la etapa (b) puede comprender medir la expresién de
todos los biomarcadores enumerados en la Tabla A(iii).

La etapa (b) puede comprender ademas medir la expresién de 1 o mas biomarcadores de los biomarcadores
enumerados en Tabla A(iv), por ejemplo al menos 2, 3, 4,5, 6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 0
22, 23 0 24 de los biomarcadores enumerados en la Tabla A(iv). Por lo tanto, la etapa (b) puede comprender medir
la expresion de todos los biomarcadores enumerados en la Tabla A(iv).

La etapa (b) puede comprender ademas medir la expresion de 1 o mas biomarcadores de los biomarcadores
enumerados en Tabla A(v), por ejemplo al menos 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52,
53, 54, 55 o0 56 de los biomarcadores enumerados en la Tabla A(v). Por lo tanto, la etapa (b) puede comprender
medir la expresion de todos los biomarcadores enumerados en la Tabla A(v).

La etapa (b) puede comprender ademas medir la expresién de 1 o mas biomarcadores de los biomarcadores
enumerados en Tabla A(vi). Por lo tanto, la etapa (b) puede comprender medir la expresién de todos los
biomarcadores enumerados en la Tabla A(vi).

La etapa (b) puede comprender ademas medir la expresion de 1 o mas biomarcadores de los biomarcadores
enumerados en la Tabla A, por ejemplo al menos 2, 3, 4,5, 6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52,
53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72,73, 74,75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83,
84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109 o0 110
de los biomarcadores enumerados en la Tabla A. Por lo tanto, la etapa (b) puede comprender medir la expresion de
todos los biomarcadores enumerados en la Tabla A.

Cuando el método es para determinar la presencia de adenocarcinoma pancreatico la etapa (b) comprende
preferentemente medir la expresion de HADH2 y:

1 o mas biomarcadores de los biomarcadores enumerados en Tabla A(i), por ejemplo al menos 2 de los
biomarcadores enumerados en la Tabla A(i);

1 o mas biomarcadores de los biomarcadores enumerados en Tabla A(ii), por ejemplo al menos 2, 3, 4,5,6,7, 8
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0 9 de los biomarcadores enumerados en la Tabla A(ii);

1 o méas biomarcadores de los biomarcadores enumerados en Tabla A(iii), por ejemplo al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 o0 17 de los biomarcadores enumerados en la Tabla A(iii);

1 o més biomarcadores de los biomarcadores enumerados en Tabla A(iv), por ejemplo al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 0 24 de los biomarcadores enumerados en la Tabla
A(iv); ylo

1 o mas biomarcadores de los biomarcadores enumerados en Tabla A(v), por ejemplo al menos 2, 3, 4,5, 6, 7, 8,
9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,
39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55 o0 56 de los biomarcadores enumerados en la
Tabla A(v).

1 o méas biomarcadores de los biomarcadores enumerados en Tabla A(vi). Por lo tanto, la etapa (b) puede
comprender o consistir medir la expresion de todos los biomarcadores enumerados en la Tabla A(vi).

Cuando el método es para determinar la presencia de adenocarcinoma pancreatico originado en (i) la cabeza del
pancreas o (ii) el cuerpo o la cola del pancreas, la etapa (b) comprende preferentemente medir la expresion de
HADH2 y:

1 o0 mas biomarcadores de los biomarcadores enumerados en Tabla A(ii), por ejemplo al menos 2, 3, 4, 5,6, 7, 8
0 9 de los biomarcadores enumerados en la Tabla A(ii);

1 o mas biomarcadores de los biomarcadores enumerados en Tabla A(iv), por ejemplo al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 13 o0 24 de los biomarcadores enumerados en la Tabla
A(iv); ylo

1 o més biomarcadores enumerados en la Tabla A(vi).

Cuando se hace referencia a una patologia “normal”, se pretende incluir los individuos no afligidos con una
pancreatitis crénica (ChP) o una pancreatitis inflamatoria aguda (AIP). Preferentemente, los individuos no estan
afligidos de ninguna enfermedad o trastorno pancreatico. Lo mas preferente, los individuos son individuos sanos, es
decir, no estan afligidos de ninguna enfermedad o trastorno.

En los métodos de la invencién, la etapa (b) comprende medir la expresion en la muestra de ensayo de HADH2 y al
menos un biomarcador adicional seleccionado del grupo que se define en la Tabla A (i), (ii) o (iii).

Por lo tanto, en una realizacion, la etapa (b) comprende la medicion de la expresion de factor de transcripcion SOX-
11. En otra realizacion adicional, la etapa (b) comprende medir la expresion de integrina alfa-10. En una realizacion
adicional, la etapa (b) comprende medir la expresion de EDFR. En una realizacién adicional, la etapa (b) comprende
medir la expresion de EPFR. En una realizacion adicional, la etapa (b) comprende medir la expresion de LSADHR.
En una realizacién adicional, la etapa (b) comprende medir la expresion de SEAHLR. En una realizacién adicional, la
etapa (b) comprende medir la expresion de AQQHQWDGLLSYQDSLS. En una realizaciéon adicional, la etapa (b)
comprende medir la expresion de WTRNSNMNYWLIIRL. En una realizacién adicional, la etapa (b) comprende medir
la expresion de WDSR. En una realizacion adicional, la etapa (b) comprende medir la expresién de DFAEDK. En una
realizacién adicional, la etapa (b) comprende medir la expresion de proteina FASN. En una realizacién adicional, la
etapa (b) comprende medir la expresion de proteina GAK. En una realizacién adicional, la etapa (b) comprende
medir la expresion de LNVWGK. En una realizaciéon adicional, la etapa (b) comprende medir la expresion de
LTEFAK. En una realizacion adicional, la etapa (b) comprende medir la expresiéon de LYEIAR. En una realizacion
adicional, la etapa (b) comprende medir la expresion de proteina tirosina quinasa asociada a megacariocito. En una
realizacién adicional, la etapa (b) comprende medir la expresion de proteina 3 relacionada con proteina de union a
oxiesterol 3. En una realizacion adicional, la etapa (b) comprende medir la expresion de QEASFK. En una
realizacién adicional, la etapa (b) comprende medir la expresién de SSAYSR. En una realizacién adicional, la etapa
(b) comprende medir la expresion de QEASFK. En una realizacién adicional, la etapa (b) comprende medir la
expresion de TEEQLK. En una realizacién adicional, la etapa (b) comprende medir la expresién de TLYVGK. En una
realizacién adicional, la etapa (b) comprende medir la expresion de FLLMQYGGMDEHAR. En una realizacion
adicional, la etapa (b) comprende medir la expresion de GIVKYLYEDEG. En una realizacion adicional, la etapa (b)
comprende medir la expresion de GIVKYLYEDEG. En una realizacién adicional, la etapa (b) comprende medir la
expresion del miembro 3 de la superfamilia de receptor de factor de necrosis de tumor. En una realizacion adicional,
la etapa (b) comprende medir la expresion de proteina tirosina quinasa SYK. En una realizacion adicional, la etapa
(b) comprende medir la expresiéon de angiomotina. En una realizacion adicional, la etapa (b) comprende medir la
expresion de quimiocina 2 de motivo C-C. En una realizacion adicional, la etapa (b) comprende medir la expresién
de quimiocina 5 de motivo C-C. En una realizacién adicional, la etapa (b) comprende medir la expresion de ligando
CD40. En una realizacion adicional, la etapa (b) comprende medir la expresion de péptido 1 de tipo glucagon. En
una realizacion adicional, la etapa (b) comprende medir la expresion de inmunoglobulina M. En una realizacion
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adicional, la etapa (b) comprende medir la expresion de interleucinal-alfa. En una realizacion adicional, la etapa (b)
comprende medir la expresidn de proteina antagonista de receptor de interleucina-1. En una realizacion adicional, la
etapa (b) comprende medir la expresion de Interleucina-11. En una realizacion adicional, la etapa (b) comprende
medir la expresién de Interleucina-12. En una realizacion adicional, la etapa (b) comprende medir la expresion de
Interleucina-16. En una realizacion adicional, la etapa (b) comprende medir la expresion de interleucina-18. En una
realizacién adicional, la etapa (b) comprende medir la expresion de Interleucina-2. En una realizacién adicional, la
etapa (b) comprende medir la expresiéon de Interleucina-3. En una realizacion adicional, la etapa (b) comprende
medir la expresion de Interleucina-4. En una realizacién adicional, la etapa (b) comprende medir la expresion de
Interleucina-6. En una realizacion adicional, la etapa (b) comprende medir la expresion de Interleucina-7. En una
realizacién adicional, la etapa (b) comprende medir la expresion de Interleucina-9. En una realizacién adicional, la
etapa (b) comprende medir la expresion de Lewis x. En una realizacion adicional, la etapa (b) comprende medir la
expresion de linfotoxina-alfa. En una realizacion adicional, la etapa (b) comprende medir la expresion de factor de
crecimiento de transformacion beta-1. En una realizacion adicional, la etapa (b) comprende medir la expresion de
factor de crecimiento endotelial vascular. En una realizacion adicional, la etapa (b) comprende medir la expresién de
sistema visual homeobox 2. En una realizacion adicional, la etapa (b) comprende medir la expresion de HLA-DR/DP.
En una realizacion adicional, la etapa (b) comprende medir la expresién de apolipoproteina A1. En una realizacion
adicional, la etapa (b) comprende medir la expresiéon de apolipoproteina A4. En una realizacién adicional, la etapa
(b) comprende medir la expresién de apolipoproteina B-100, En una realizacién adicional, la etapa (b) comprende
medir la expresion de ATP sintasa subunidad beta, mitocondrial. En una realizaciéon adicional, la etapa (b)
comprende medir la expresion de beta-galactosidasa. En una realizacion adicional, la etapa (b) comprende medir la
expresion de catepsina W. En una realizacién adicional, la etapa (b) comprende medir la expresion de quimiocina 13
de motivo C-C. En una realizacion adicional, la etapa (b) comprende medir la expresion de quimiocina 7 de motivo
C-C. En una realizacién adicional, la etapa (b) comprende medir la expresion de proteina CD40. En una realizacién
adicional, la etapa (b) comprende medir la expresion de Complemento C1qg. En una realizacién adicional, la etapa (b)
comprende medir la expresion de Complemento Cls. En una realizacién adicional, la etapa (b) comprende medir la
expresion de Complemento C3. En una realizacién adicional, la etapa (b) comprende medir la expresion de
Complemento C4. En una realizacion adicional, la etapa (b) comprende medir la expresién de Complemento C5. En
una realizacion adicional, la etapa (b) comprende medir la expresion de Complemento factor B. En una realizacion
adicional, la etapa (b) comprende medir la expresién de quinasa dependiente de ciclina 2. En una realizacién
adicional, la etapa (b) comprende medir la expresién de Cistatina-C. En una realizacion adicional, la etapa (b)
comprende medir la expresion de Eotaxina. En una realizacién adicional, la etapa (b) comprende medir la expresién
de receptor de factor de crecimiento epidérmico. En una realizacién adicional, la etapa (b) comprende medir la
expresion de receptor de péptido tipo glucagén 1. En una realizacién adicional, la etapa (b) comprende medir la
expresion de factor de estimulacion de colonia de granulocitos-macréfagos. En una realizacién adicional, la etapa (b)
comprende medir la expresion de Integrina alfa-11. En una realizacion adicional, la etapa (b) comprende medir la
expresion de molécula de adhesion intercelular 1. En una realizacién adicional, la etapa (b) comprende medir la
expresion de Interferon gamma. En una realizacion adicional, la etapa (b) comprende medir la expresién de
interleucina-1 beta. En una realizacién adicional, la etapa (b) comprende medir la expresion de Interleucina-

10. En una realizacién adicional, la etapa (b) comprende medir la expresion deinterleucina-13. En una realizacion
adicional, la etapa (b) comprende medir la expresion de Interleucina-5. En una realizacién adicional, la etapa (b)
comprende medir la expresion de Interleucina-8. En una realizacién adicional, la etapa (b) comprende medir la
expresion de queratina, tipo | citoesquelética 19. En una realizacién adicional, la etapa (b) comprende medir la
expresion de Leptina. En una realizacién adicional, la etapa (b) comprende medir la expresion de Lumican. En una
realizacién adicional, la etapa (b) comprende medir la expresion de proteina quinasa 1 activada con mitdgeno. En
una realizacion adicional, la etapa (b) comprende medir la expresion de proteina quinasa 8 activada con mitégeno.
En una realizacion adicional, la etapa (b) comprende medir la expresion de Mucina-1. En una realizacion adicional, la
etapa (b) comprende medir la expresion de Miomesina-2. En una realizacion adicional, la etapa (b) comprende medir
la expresion de Osteopontina. En una realizacion adicional, la etapa (b) comprende medir la expresion de subunidad
alfa reguladora de fosfatidilinositol 3-quinasa. En una realizacion adicional, la etapa (b) comprende medir la
expresion de inhibidor C1 de proteasa de plasma. En una realizacion adicional, la etapa (b) comprende medir la
expresion de Properdina. En una realizacion adicional, la etapa (b) comprende medir la expresion de antigeno
especifico de prostata. En una realizacion adicional, la etapa (b) comprende medir la expresion de receptor erbB-2
de proteina tirosina quinasa. En una realizacion adicional, la etapa (b) comprende medir la expresién de regulador
de transcriptos no codificantes 3B. En una realizacién adicional, la etapa (b) comprende medir la expresion de
proteina ribosémica S6 quinasa alfa-2. En una realizacion adicional, la etapa (b) comprende medir la expresion de
Sialyl Lewis x. En una realizacién adicional, la etapa (b) comprende medir la expresién de proteina 2 adaptadora de
transduccién de sefial. En una realizacién adicional, la etapa (b) comprende medir la expresion de enzima UBC9
conjugada con SUMO. En una realizacién adicional, la etapa (b) comprende medir la expresion del miembro 9 de la
familia de dominio TBC. En una realizacion adicional, la etapa (b) comprende medir la expresion de péptido de
transmembrana. En una realizacién adicional, la etapa (b) comprende medir la expresién de factor alfa de necrosis
de tumor. En una realizacién adicional, la etapa (b) comprende medir la expresién de miembro 14 de la superfamilia
de receptor de factor de necrosis de tumor. En una realizacion adicional, la etapa (b) comprende medir la expresion
de proteina tirosina quinasa BTK. En una realizacion adicional, la etapa (b) comprende medir la expresion de
proteina tirosina quinasa JAK3. En una realizacion adicional, la etapa (b) comprende medir la expresion de proteina
tirosina fosfatasa tipo no receptor 1. En una realizacién adicional, la etapa (b) comprende medir la expresion de
isozima L5 hidrolasa carboxilo terminal ubiquitina. En una realizacion adicional, la etapa (b) comprende medir la
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expresion de enzima E2 C conjugada con ubiquitina. En una realizacién adicional, la etapa (b) comprende medir la
expresion de FIQTDK.

“Péptido de transmembrana” o “péptido TM” significa un péptido derivado de una proteina 10TM, para la que tiene
especificidad la construccion de anticuerpo scFv de SEQ ID NO: 1 a continuacién (en donde las secuencias CDR se
indican en negrita, texto en cursiva):

MAEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYGFHWVRQAPGKGLEWVSLISWDG
GSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARGTWFDPWGQGTLVT
VSSGGGGSGGGGSGGGGSQSVLTQPPSASGTPGQRVTISCSGSSSNIGNNAVNWYQ

QLPGTAPKLLIYRNNQRPSGVPDRFSGSKSGTSASLAISGLRSEDEADYY CAAWDDSL
SWVFGGGTKLTVLG

[SEQ ID NO: 1]

Por lo tanto, puede utilizarse este scFv o cualquier anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, que
compita con este scFv por la union con la proteina 10TM. Por ejemplo, el anticuerpo, o fragmento de unién a
antigeno del mismo, que compita con las mismas CDR que las presentes en SEQ ID NO: 1.

Las personas expertas en la materia podran apreciar que dicho anticuerpo puede producirse con una etiqueta de
afinidad (p.€j., en el término C) para fines de purificacion. Por ejemplo, se puede utilizar una etiqueta de afinidad de
SEQ ID NO: 2, a continuacion:

DYKDHDGDYKDHDIDYKDDDDKAAAHHHHHH
[SEQ ID NO: 2]

En una realizacion adicional, los dos o mas marcadores medidos en la etapa (b) comprenden HADH2 y uno o mas
biomarcadores seleccionados del grupo que consiste en:

Angiomotina, Apo-Al, Apo-A4, ATP-5B, BTK, inh C1, Cl1q, C3, C5, CD40, CD40L, Cistatina C, Eotaxina, Factor B,
GAK, GM-CSF, IL-11, IL-13, IL-3, IL-4, IL-6, IL-8, IL-9, KSYK-1, LDL, MAPK1, MCP-1, PTP-1B, Sialyl Lewis X,
Sox11A, TGFbetal, TNF-alfa, TNFRSF3, UCHL5 y UPF3B.

En esta realizacion, el método puede servir para discriminar entre cancer de pancreas (CP) y cancer no pancreatico
(NC) y/o afecciones pancreaticas benignas (BC).

En una realizacion adicional, los dos o mas biomarcadores medidos en la etapa (b) comprenden HADH2 y uno o
mas biomarcadores seleccionados del grupo que consiste en:

Angiomotina, ATP-5B, inh C1, Cl1q, C3, C5, CDA40, Cistatina C, Eotaxina, Factor B, GAK, IL-11, IL-13, IL-6, IL-8, LDL
y TNF-alfa.

En esta realizacion, el método puede servir para para discriminar entre cancer pancreatico (CP) y cancer no
pancreatico (NC).

En una realizacion adicional, los dos o mas biomarcadores medidos en la etapa (b) comprenden HADH2 y uno o
mas biomarcadores seleccionados del grupo que consiste en:

Apo-Al, Apo-A4, BTK, C1 inh, C5, CD40L, CIMS, Factor B, GM-CSF, HADH2, IL-3, IL-4, IL-4, IL-9, KSYK-1, MAPK1,
MCP-1, PTP-1B, Sialyl Lewis X, Sox11A, TGF-betal, TNFRSF3, UCHL5 y UPF3B.

En esta realizacion, el método puede servir para discriminar entre cancer de pancreas (PC), y afecciones
pancreaticas benignas (BC).

En una realizaciéon adicional, el método comprende la etapas (a) y (b), opcionalmente, la etapas (c) y (d),
opcionalmente, la etapas (e) y (f), y la etapa adicional de:

g) determinar la presencia de cancer de pancreas sobre la base de la expresion de los dos 0 mas biomarcadores
medidos en la etapa (b).

En una realizacién adicional, el método se basa en las tendencias (regulacion al alza y a la baja) que se identifican
en la Tabla 2.

En una realizacion adicional, la etapa (b) y cuando estan presentes las etapas (d) y (f) se realizan poniendo en
contacto la muestra que se va a analizar con la fraccién de unién para los dos o mas biomarcadores medidos en la
etapa (b), por ejemplo, una primera fraccién de union, tal como se define a continuacion.

En una realizacion adicional, el método comprende o consiste en el uso in vitro de los biomarcadores enumerados
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en la Tabla 3.

Generalmente, el diagndstico se realiza con una ROC AUC de al menos 0,55, por ejemplo con una ROC AUC de al
menos 0,60, 0,65, 0,70, 0,75, 0,80, 0,85, 0,90, 0,95, 0,96, 0,97, 0,98, 0,99 o con una ROC AUC de 1,00.
Preferentemente, el diagndstico se realiza con una ROC AUC de al menos 0,85, y lo méas preferente con una ROC
AUC de 1.

Normalmente, el diagndstico se realiza utilizando una maquina de vector de soporte (MVS), como por ejemplo las
que estan disponibles por http:// cran.r-project.org/web/packages/el071/index.html (p.ej. €1071 1.5-24). Sin
embargo, puede utilizarse cualquier otro medio adecuado.

Las maquinas de vector de soporte (MVS) son un conjunto de métodos de aprendizaje supervisados para
clasificacion y regresion. Dado un conjunto de ejemplos de entrenamiento, cada uno de ellos marcado como
perteneciente a una o dos categorias, un algoritmo de entrenamiento de MVS construye un modelo que predice si un
nuevo ejemplo entra en una categoria u otra. Intuitivamente, un modelo de MVS es una representacion de los
ejemplos ya que apunta en el espacio, cartografiado para que los ejemplos de las categorias por separado se
dividan con un hueco claro que es lo mas ancho posible. Se cartografian nuevos ejemplos después en ese mismo
espacio y se predice que pertenecen a una categoria sobre la base de en qué lado del hueco entran.

Mas formalmente, una maquina de vector de soporte construye un hiperplano o un conjunto de hiperplanos en un
espacio dimensional alto o infinito, que se puede utilizar para clasificacion, regresion u otras tareas. Intuitivamente,
se consigue una buena separacion mediante el hiperplano que tiene la distancia maxima para los puntos de datos
de entrenamiento mas cercanos de cualquier clase (llamado margen funcional) ya que, en general, cuanto mayor es
el margen, menor es el error de generalizacion del clasificador. Para mas informacion sobre las MVS, véase por
ejemplo, Burges, 1998, Data Mining y Knowledge Discovery, 2:121-167.

Las MVS pueden “entrenarse” antes de realizar los métodos de la invencién utilizando perfiles de biomarcador de
individuos con una patologia conocida (por ejemplo individuos que se sabe que tienen cancer de pancreas,
individuos que se sabe que tienen pancreatitis inflamatoria aguda, individuos que se sabe que tienen pancreatitis
cronica o individuos que se sabe que estan sanos). Al introducir en el ciclo las muestras de entrenamiento, la MVS
es capaz de aprender que los perfiles de biomarcador estan asociados con cancer de pancreas. Una vez
completado el proceso de entrenamiento, la SVM es capaz entonces de distinguir si una muestra de biomarcador
analizada es de un individuo con cancer de pancreas o no.

Sin embargo, este procedimiento de entrenamiento puede obviarse pre-programando la SMV con los parametros de
entrenamiento necesarios. Por ejemplo, pueden realizarse diagnosticos de acuerdo con parametros de SVM
conocidos utilizando el algoritmo de SVM detallado en la Tabla B, sobre la base de la medicion de cualquiera o todos
los biomarcadores enumerados en la Tabla A.

Las personas expertas en la materia podran apreciar que pueden determinarse parametros de MVS adecuados para
cualquier combinacién de los biomarcadores enumerados en la Tabla A entrenando una maquina MVS con la
seleccién de datos apropiada (es decir, las mediciones de biomarcador de individuos que se sabe que tienen una
patologia del pancreas conocida). Alternativamente, los datos de la Tabla 2 y 3 pueden utilizarse para determinar
una patologia asociada a cancer de pancreas en particular, de acuerdo con cualquier otro método estadistico
conocido en la técnica.

Preferentemente, el método divulgado tiene una precision de al menos 60 %, por ejemplo 61 %, 62 %, 63 %, 64 %,
65 %, 66 %, 67 %, 68 %, 69 %, 70 %, 71 %, 72 %, 73 %, 74 %, 75 %, 76 %, 77 %, 78 %, 79 %, 80 %, 81 %, 82 %,
83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %
de precision.

Preferentemente, el método divulgado tiene una sensibilidad de al menos 60 %, por ejemplo 61 %, 62 %, 63 %,
64 %, 65 %, 66 %, 67 %, 68 %, 69 %, 70 %, 71 %, 72 %, 73 %, 74 %, 75 %, 76 %, 77 %, 78 %, 79 %, 80 %, 81 %,
82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o
100 % de sensibilidad.

Preferentemente, el método divulgado tiene una especificidad de al menos 60 %, por ejemplo 61 %, 62 %, 63 %,
64 %, 65 %, 66 %, 67 %, 68 %, 69 %, 70 %, 71 %, 72 %, 73 %, 74 %, 75 %, 76 %, 77 %, 78 %, 79 %, 80 %, 81 %,
82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o
100 % de especificidad.

Por "Precision”, los autores de la invencion se refieren a la proporcion de resultados correctos de un método, por
“sensibilidad” se refieren a la proporcion de todas las muestras PaC positivas que se clasifican correctamente como
positivos y por “especificidad” se refieren a la proporcion de todas las muestras de PaC negativas que se han
clasificado correctamente como negativas.
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En una realizacion adicional, el individuo no afligido por cancer de pancreas no esta afligido por cancer de pancreas
(PaC), pancreatitis cronica (ChP) o pancreatitis inflamatoria aguda (AIP). Mas preferentemente, el individuo sano no
esta afligido por ninguna enfermedad o afeccién pancreética. Incluso mas preferentemente, el individuo que no esta
afligido con cancer de pancreas no esta afligido con ninguna otra enfermedad o afeccién. Lo mas preferente, el
individuo que no estéa afligido con cancer de pancreas es un individuo sano. Dentro de “individuo sano” se incluye a
los individuos que la persona experta en la materia considera como fisicamente vigoroso y sin una enfermedad
fisica.

Sin embargo, en otra realizacion, el individuo que no esta afligido por cancer de pancreas esta afligido por
pancreatitis crénica. En otra realizacion mas, el individuo que no esta afligido por cancer de pancreas esta afligido
por pancreatitis inflamatoria aguda.

Tal como se ha mencionado anteriormente, el método de la presente invencion sirve para determinar la presencia de
cancer de pancreas en un individuo. En una realizacion alternativa o adicional, el cancer de pancreas se selecciona
del grupo que consiste en adenocarcinoma, carcinoma adenoescamoso, carcinoma de célula en anillo de signet,
carcinoma hepatoide, carcinoma coloide, carcinoma no diferenciado y carcinomas no diferenciados con células
gigantes de tipo osteoclasto. Preferentemente, el cancer de pancreas es un adenocarcinoma pancreatico. Mas
preferentemente, el cancer de pancreas es un adenocarcinoma ductal pancreatico, también conocido como cancer
de pancreas exocrino.

En otra realizacién mas, la etapa (b), (d) y/o la etapa (f) se realizan utilizando primeros agentes de unién capaces de
unirse a dos 0 mas biomarcadores (es decir, utilizando dos o mas primeros agentes de unién, en donde cada agente
de unién es capaz de unirse especificamente a uno de los dos 0 mas biomarcadores). Las personas expertas en la
materia apreciaran que el primer agente de union puede comprender o consistir en una sola especie con
especificidad para uno de los biomarcadores de proteina o una pluralidad de especies diferentes, cada una de ellas
para un biomarcador de proteina diferente.

Los agentes de union adecuados (también denominados moléculas de union) se pueden seleccionar de una
biblioteca, sobre la base de su capacidad para unirse a un motivo dado, tal como se explica mas adelante.

A menos un tipo de los agentes de union, y mas normalmente todos los tipos, pueden comprender o consistir en un
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo, o una variante del mismo.

Los métodos para la produccion y uso de anticuerpos son conocidos dentro de la técnica, como por ejemplo, véase
Antibodies: A Laboratory Manual, 1988, Harlow & Lane, Cold Spring Harbor Press, ISBN-13: 978-0879693145, Using
Antibodies: A Laboratory Manual, 1998, Harlow & Lane, Cold Spring Harbor Press, ISBN-13: 978-0879695446 y
Making y Using Antibodies: A Practical Handbook, 2006, Howard & Kaser, CRC Press, ISBN-13: 978-0849335280.

Por tanto, un fragmento puede contener uno o mas de los dominios variable pesado (Vy) o variable ligero (V.). Por
ejemplo, el término fragmento de anticuerpo incluye moléculas de tipo Fab (Better et al (1988) Science 240, 1041);
moléculas Fv (Skerra et al (1988) Science 240, 1038); moléculas Fv monocatenarias (ScFv) en donde los dominios
de pareja Vy y VL estan unidos a través de un oligopéptido flexible (Bird et al (1988) Science 242, 423; Huston et al
(1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85, 5879) y anticuerpos de dominio simple (dAbs) que comprenden dominios V
aislados (Ward et al (1989) Nature 341, 544).

El término “variante de anticuerpo” incluye cualquier anticuerpo sintético, anticuerpos recombinantes o hibridos de
anticuerpo, como por ejemplo, pero sin limitarse a ellos, una molécula de anticuerpo monocatenaria producida por
despliegue de fagos de las regiones variables y/o constantes de cadena ligera y/o pesada de inmunoglobulina, u otra
molécula inmunointeractiva capaz de unirse a un antigeno en un formato de inmunoensayo conocido entre los
expertos en la materia.

Se puede encontrar una revision general de las técnicas relacionadas con la sintesis de fragmentos de anticuerpo
gue retienen sus sitios de union especificos en Winter & Milstein (1991) Nature 349, 293-299.

En los métodos de la invencion pueden utilizarse bibliotecas moleculares, como las bibliotecas de anticuerpos
(Clackson et al, 1991, Nature 352, 624-628; Marks et al, 1991, J Mol Biol 222(3): 581-97), bibliotecas de péptidos
(Smith, 1985, Science 228 (4705): 1315-7), bibliotecas de ADNc expresado (Santi et al (2000) J Mol Biol 296(2):
497-508), bibliotecas de otros andamios distintos al marco de anticuerpo como afficuerpos (Gunneriusson et al,
1999, Appl Environ Microbiol 65(9): 4134-40) o bibliotecas basadas en aptameros (Kenan et al, 1999, Methods Mol
Biol 118, 217-31) como fuente para la seleccion de moléculas de unién que son especificas para un motivo dado.

Las bibliotecas moleculares pueden expresarse in vivo en células procariotas (Clackson et al, 1991, op. cit.; Marks et
al, 1991, op. cit.) o eucariotas (Kieke et al, 1999, Proc Natl Acad Sci EE.UU., 96(10):5651-6) o pueden expresarse in
vitro sin participacion de células (Hanes & Pluckthun, 1997, Proc Natl Acad Sci EE.UU. 94(10):4937-42; He &
Taussig, 1997, Nucleic Acids Res 25(24):5132-4; Nemoto et al, 1997, FEBS Lett, 414(2):405-8).
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En los casos en los que se utilizan bibliotecas a base de proteinas, generalmente, los genes que codifican las
bibliotecas de moléculas de unién posibles estdn empaquetados en virus y la molécula de unién posible se despliega
en la superficie del virus (Clackson et al, 1991, op. cit.; Marks et al, 1991, op. cit; Smith, 1985, op. cit.).

El sistema cuyo uso esta mas extendido hoy en dia es bacteriofago que despliega fragmentos de anticuerpo en su
superficie, expresandose los fragmentos de anticuerpo como una fusién de la proteina de revestimiento menor del
bacteriofago (Clackson et al, 1991, op. cit.; Marks et al, 1991, op. cit). Sin embargo, también se han empleado otros
sistemas para despliegue utilizando otros virus (EP 39578), bacterias (Gunneriusson et al, 1999, op. cit.; Daugherty
et al, 1998, Protein Eng 11(9):825-32; Daugherty et al, 1999, Protein Eng 12(7):613-21) y levadura (Shusta et al,
1999, J Mol Biol 292(5):949-56).

Ademas, los sistemas de despliegue se han desarrollado utilizando la unién del producto de polipéptido con su
ARNm codificante en lo que se conoce como sistemas de despliegue (Hanes & Pluckthun, 1997, op. cit.; He &
Taussig, 1997, op. cit.; Nemoto et al, 1997, op. cit.), o alternativamente, la unién del producto de polipéptido con el
ADN codificante (véase patente estadounidense No. 5.856.090 y patente internacional WO 98/37186).

Cuando se seleccionan las posibles moléculas de unién de bibliotecas, normalmente se emplean uno o mas
péptidos seleccionadores que tienen motivos definidos. Se pueden utilizar restos de aminoacido que proporcionan
estructura, menor flexibilidad en el péptido o cadenas laterales cargadas, polares o hidréfobas que permiten la
interaccion con la molécula de unién, en el disefio de los motivos de los péptidos seleccionadores.

Por ejemplo:

(i) Prolina puede estabilizar una estructura de péptido cuando su cadena lateral estd unida tanto al carbono alfa
como al nitrégeno;

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

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

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

(v) Las cadenas laterales de serina, treonina y tirosina contienen grupos hidroxilo, que pueden participar en
enlaces de hidrégeno.

Normalmente, la seleccion de los agentes de unién puede implicar el uso de un conjunto de tecnologias y sistemas
de matriz para analizar la unién por puntos que corresponde a los tipos de moléculas de unién.

En una realizacion alternativa o adicional, el (los) primer(os) agente(s) de unién esta(n) inmovilizados en una
superficie (p.ej., en una matriz o placa de varios pocillos).

Los dominios variable pesado (Vy) y variable ligero (V) del anticuerpo participan en el reconocimiento de antigeno,
un hecho reconocido primero a través de experimentos de digestion de proteasa. Se observd una posterior
confirmacion por “humanizacién” de anticuerpos de roedores. Los dominios variables de origen roedor pueden
fusionarse con dominios constantes de origen humano de manera que el anticuerpo resultante retenga la
especificidad antigénica del anticuerpo parental roedor (Morrison et al (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 81, 6851-
6855).

Se sabe que la especificidad antigénica se confiere mediante dominios variables y es independiente de los dominios
constantes por los experimentos que implican la expresion bacteriana de fragmentos de anticuerpo, que contienen
uno o mas dominios variables. Estas moléculas incluyen moléculas de tipo Fab (Better et al (1988) Science 240,
1041); moléculas Fv (Skerra et al (1988) Science 240, 1038); moléculas Fv monocatenarias (ScFv) en donde los
dominios emparejados Vi y Vi esta unidos a través de un oligopéptido flexible (Bird et al (1988) Science 242, 423;
Huston et al (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 85, 5879) y anticuerpos de dominio simple (dAbs) que
comprenden dominios V aislados) (Ward et al (1989) Nature 341, 544). Una revision general de las técnicas
relacionadas con la sintesis de fragmentos de anticuerpos que retienen sus sitios de unién especificos se puede
encontrar en Winter & Milstein (1991) Nature 349, 293-299.

Por "moléculas ScFv" los autores de la invencion se refieren a moléculas en las que los dominios emparejados Vy y
V| estan unidos a través de un oligopéptido flexible.

Las ventajas de emplear fragmentos de anticuerpo en lugar de anticuerpos enteros son mdltiples. El pequefio
tamafio de los fragmentos puede conllevar propiedades farmacolégicas mejoradas, como una mejor penetracion de
tejido solido. Las funciones de efector de anticuerpos enteros, como la unién a complemento, se eliminan. Los
fragmentos de anticuerpo Fab, Fv, ScFv y dAb pueden expresarse y secretarse en El coli, y desde él, permitiendo
asi la facil produccién de grandes cantidades de dichos fragmentos.
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Los anticuerpos enteros, y los fragmentos F(ab’)2 son “bivalentes”. Se entiende por “bivalente” que dichos
anticuerpos y fragmentos F(ab’)2 tienen dos sitios de combinacién de antigeno. En contraste, los fragmentos Fab,
Fv, ScFv y dAb son monovalentes, y tienen solamente un sitio de combinacién de antigeno.

Los anticuerpos pueden ser monoclonales o policlonales. Los anticuerpos monoclonales adecuados pueden
prepararse a través de técnicas conocidas, como por ejemplo, las divulgadas en "Monoclonal Antibodies: A manual
of techniques", H Zola (CRC Press, 1988) , asi como en "Monoclonal Hybridoma Antibodies: Techniques and
applications”, J G R Hurrell (CRC Press, 1982).

En una realizacién alternativa o adicional, el primer agente de union se inmoviliza en una superficie (p.ej., en una
matriz o placa de varios pocillos).

Por lo tanto, el primer agente de union puede comprender o consistir en un anticuerpo o un fragmento de unién a
antigeno del mismo. Preferentemente, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo es un anticuerpo
recombinante o un fragmento de unién a antigeno del mismo. El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del
mismo se puede seleccionar del grupo que consiste en: scFv, Fab y un dominio de unién de una molécula de
inmunoglobulina.

El primer agente de union puede inmovilizarse en una superficie.

Los dos 0 mas biomarcadores en la muestra de ensayo pueden etiquetarse con una fraccion detectable. Se incluye
en el significado de “fraccion detectable” que la fraccion es aquella que puede detectarse y determinarse la cantidad
relativa y/o emplazamiento de la fraccion (por ejemplo, el emplazamiento en una matriz).

Las fracciones detectables adecuadas son muy conocidas en la técnica.

Por lo tanto, la fraccién detectable puede ser una fraccion fluorescente y/o luminiscente y/o quimioluminiscente que
puede detectarse cuando se expone en condiciones especificas. Por ejemplo, es posible que sea necesario exponer
una fraccion fluorescente a radiacion (es decir luz) a una longitud de onda y una intensidad especificas para causar
la excitacién de la fraccion fluorescente, permitiendo asi que emita fluorescencia detectable a una longitud de onda
especifica que se pueda detectar.

Alternativamente, la fraccion detectable puede ser una enzima que es capaz de convertir un sustrato
(preferentemente no detectable) en un producto detectable que se puede visualizar y/o detectar. Entre los ejemplos
de enzimas adecuadas se incluyen las explicadas con mas detalle mas adelante en relacién con los ensayos ELISA.

Alternativamente, la fraccion detectable puede ser un atomo radioactivo que es (til en la obtencion de imagenes.
Entre los atomos radioactivos adecuados se |ncluyen ¥ e 112 para estudios escintograficos. Otras fracuones
detectables |ncIu en 9por eaJem?Io marcadores de espin para |magen por resonancia magnética (IRM) como 1'% de
nuevo, | *¥ In gadollnlo magnesio o hierro. Claramente, el agente que se va a detectar (por
ejemplo, el uno o mas b|omarcadores en la muestra de ensayo y/o la muestra de control descrita en el presente
documento y/o la molécula de anticuerpo para su uso en la deteccion de una proteina seleccionada) debe tener
suficientes is6topos atémicos apropiados para poder detectar facilmente la fraccion detectable.

Los radio marcadores y otros marcadores pueden incorporarse en los agentes utilizados en la invencion (es decir,
las proteinas presentes en las muestras de los métodos de la invencién y/o los agentes de unién utilizados en la
invencion) de maneras conocidas. Por ejemplo, si la fraccion de unién es un polipéptido, puede biosintetizarse o se
puede sintetizar por sintesis de aminoacidos quimica empleando precursores de aminoacido adecuados lo cual
99m 123 186 188

|mpI|ca por ejemplo, flior-19 en lugar de hidrégeno. Se pueden unir marcadores como Tc™ ", | Rh Rh

, por ejemplo, a través de restos de cisteina en la fraccién de unién. Se puede unir Itrio- 90 a traves de un resto
de Ilsma Puede emplearse el método IODOGEN (Fraker et al (1978) Biochem. Biophys. Res. Comm. 80, 49-57)
para incorporar I'3. La referencia ("Monoclonal Antibodies in Immunoscintigraphy”, J-F Chatal, CRC Press, 1989)
describe otros metodos en detalle. Los métodos para conjugar otras fracciones detectables (como por ejemplo
fracciones enzimaticas, fluorescentes, luminiscentes, quimioluminiscentes o radiactivas) a proteinas son muy
conocidos en la técnica.

Preferentemente, los dos o mas biomarcadores en la(s) muestra(s) de control estdn marcados con una fraccion
detectable. La fraccion detectable puede seleccionarse del grupo que consiste en una fraccidn fluorescente; una
fraccion luminiscente; una fraccion quimioluminiscente; una fraccidn radioactiva; una fraccion enzimatica. Sin
embargo, es preferente que la fraccién detectable sea biotina.

En una realizacion adicional la etapa (b), (d) y/o la etapa (f) se realiza empleando un ensayo que comprende
segundos agentes de union capaces de unirse a los dos o mas biomarcadores, comprendiendo el segundo agente
de unioén una fraccién detectable. Preferentemente, el segundo agente de unién comprende o consiste en un
anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo. Preferentemente, el anticuerpo o fragmento de unién a
antigeno del mismo es un anticuerpo recombinante o fragmento de unién a antigeno del mismo. Lo mas preferente,
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el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo se selecciona del grupo que consiste en: scFv, Fab y un
dominio de union de una molécula de inmunoglobulina. En una realizaciéon alternativa o adicional, la fraccién
detectable se selecciona del grupo que consiste en: una fraccion fluorescente; una fraccion luminiscente; una
fraccion quimioluminiscente; una fraccion radioactiva y una fraccién enzimatica. Preferentemente, la fraccion
detectable es una fraccion fluorescente (por ejemplo un colorante Alexa Fluor, p.ej., Alexa647).

En un caso alternativo o adicional, el método del primer aspecto de la invencion puede llevarse a cabo por medio de
un ensayo ELISA (Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima). Los ensayos preferentes para detectar proteinas en
suero o plasma incluyen ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA), radioinmunoensayo (RIA), ensayos
inmunoradiométricos (IRMA) y ensayos inmunoenzimaticos (IEMA), incluyendo ensayos sandwich utilizando
anticuerpos monoclonales y/o policlonales. En David et al en las patentes estadounidenses Nos. 4.376.110 y
4.486.530, se describen ejemplos de ensayos sandwich. Se puede utilizar la tincion con células de anticuerpos en
portaobjetos en los métodos perfectamente conocidos de los analisis de diagndstico de laboratorio citoldgicos, tal
como conocen las personas expertas en la materia.

Normalmente, el ensayo en ELISA (ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas) que implica normalmente el uso de
enzimas que dan un producto de reaccion con color, normalmente en ensayos en fase sélida. Estd muy extendido el
uso de enzimas como peroxidasa de rabano picante rusticano y fosfatasa. Una forma de amplificar la reaccion de
fosfatasa es con el uso de NADP como sustrato para generar NAD que actia ahora como una coenzima para un
segundo sistema de enzima. La pirofosfatasa de Escherichia coli proporciona un buen conjugado ya que la enzima
no esta presente en tejidos y es estable y da un buen color de reacciéon. También pueden utilizarse sistemas quimio-
luminiscentes basados en enzimas como luciferasa.

Los métodos ELISA son muy conocidos en la técnica, véase por ejemplo la Guia ELISA (Methods in Molecular
Biology), 2000, Crowther, Humana Press, ISBN-13: 978-0896037281.

La conjugacion con la vitamina biotina se utiliza frecuentemente ya que se puede detectar faciimente a través de su
deteccion con avidina ligada a enzima o estreptavidina con la que se une con gran especificidad y afinidad.

Sin embargo, se realiza alternativamente la etapa (b), (d) y/o la etapa (f) utilizando una matriz. Las matrices en si
son conocidas dentro de la técnica. Normalmente, se forman de una estructura lineal o bidimensional que tiene
regiones separadas por un espacio (es decir, diferenciadas) (“puntos”) que tienen cada una de ellas un area finita
formada en la superficie de un soporte solido. Una matriz también puede ser una estructura de perla en la que se
puede identificar cada perla a través de un codigo molecular o un cédigo de color o se puede identificar en un flujo
continuo. El andlisis puede realizarse también secuencialmente pasandose la muestra sobre una serie de puntos
gue adsorben cada uno de ellos la clase de moléculas de la solucion. El soporte sélido es normalmente vidrio o un
polimero, siendo los polimeros mas cominmente utilizados celulosa, poliacrilamida, nilén, poliestireno, policloruro de
vinilo, polipropileno. Los soportes sélidos pueden presentarse en forma de tubos, perlas, discos, copos de silicio,
microplacas, membrana de polidifluoruro de vinilideno (PVDF), membrana de nitrocelulosa, membrana de nil6n,
otras membranas porosas, membrana no porosa (p.ej., plastico, polimero, perspex, silicio, entre otros), una
pluralidad de pasadores poliméricos o una pluralidad de pocillos de microtitulacion, o cualquier otra superficie
adecuada para inmovilizar proteinas, polinucledtidos y otras moléculas adecuadas y/o llevar a cabo un
inmunoensayo. Los procesos de unién son muy conocidos dentro de la técnica y consisten generalmente en
reticular, unir covalentemente o adsorber fisicamente una molécula de proteina, polinucleétido o similar a un soporte
sélido. Al utilizar técnicas muy conocidas, como impresién con contacto o sin contacto, enmascaramiento o
fotolitografia, se puede definir el emplazamiento de cada punto. Para una revision véase Jenkins, R.E., Pennington,
S.R. (2001, Proteomics, 2, 13-29) y Lal et al (2002, Drug Discov Today 15; 7(18 Suppl):S143-9).

Normalmente, la matriz es una micromatriz. El significado de “micromatriz” incluye una matriz de regiones que tienen
una densidad de regiones diferenciadas de menos de aproximadamente 100/cm? y, preferentemente, al menos
aproximadamente 1000/cm?. Las regiones en una micromatriz tienen dimensiones tipicas, p.je., diametros, en el
intervalo entre aproximadamente 10-250 uym y estan separadas de otras regiones en la matriz por aproximadamente
la misma distancia. La matriz puede ser también una micromatriz o una nanomatriz.

Una vez identificadas y aisladas las moléculas de unién adecuadas (tal como se ha explicado), la persona experta
en la materia puede fabricar una matriz aplicando los métodos conocidos en la técnica de biologia molecular.

Por lo tanto, la matriz puede ser, la matriz es, una matriz a base de perlas, 0 una matriz de base superficial.
Preferentemente, la matriz se selecciona del grupo que consiste en una macromatriz, una micromatriz y una
nanomatriz.
En una realizacién adicional, el método de acuerdo con el primer aspecto de la invencién comprende:
(i) marcar los biomarcadores presentes en la muestra con biotina:
(i) contacto de las proteinas marcadas con biotina con una matriz que comprende una pluralidad de scFv
inmovilizados en emplazamientos diferenciados en su superficie, teniendo scFv especificidad para dos o méas de
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las proteinas de la Tabla Ill, incluyendo HADHZ2;
(iii) contacto de scFV inmovilizado con un conjugado de estreptavidina que comprende un colorante fluorescente;

(iv) deteccién de la presencia del colorante en emplazamientos diferenciados en la superficie de matriz

en donde la expresion del colorante en la superficie de la matriz es indicativo de la expresion de un biomarcador de
la Tabla A en la muestra.

En una realizacion alternativa, la etapa (b), (d) y/o (f) comprende medir la expresién de una molécula de acido
nucleico que codifica los dos 0 méas biomarcadores. Preferentemente la molécula de acido nucleico es una molécula
de ADNCc o una molécula de ARNm. Lo mas preferente, la molécula de acido nucleico es una molécula de ARNm.

Por lo tanto la expresion de los dos o mas biomarcadores en la etapa (b), (d) y/o (f) puede realizarse utilizando un
método seleccionado del grupo que consiste en hibridacion Southern, hibridacion Northern, reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR), PCR de transcriptasa inversa (RT-PCR), PCR en tiempo real cuantitativa (qRT-PCR), nanomatriz,
micromatriz, macromatriz, autorradioagrafia e hibridacion in situ. Preferentemente, la expresion del uno o mas
biomarcadores en la etapa (b) se determina utilizando una micromatriz de ADN.

En una realizacién alternativa o adicional, la medicién de la expresion de los dos o mas biomarcadores en la etapa
(b), (d) y/o (f) se lleva a cabo utilizando dos o mas fracciones de union, capaz cada una de ellas de unirse
selectivamente a una molécula que codifica un de los biomarcadores identificados en la Tabla A.

En otra realizacién mas, la una o mas fracciones de unién comprende o consiste cada una de ellas en una molécula
de acido nucleico. Por tanto, cada una o mas de las fracciones de union pueden comprender o consistir en ADN,
ARN, PNA, LNA, GNA, TNA o PMO. Sin embargo, preferentemente cada una o mas de las fracciones de union
comprende o consiste en ADN.

Preferentemente, la una o mas de las fracciones de union tienen de 5 a 100 nucledtidos de longitud. Mas
preferentemente, la una o mas moléculas de acido nucleico es de 15 a 35 nucledtidos de longitud. Mas
preferentemente, la fraccion de union comprende una fraccién detectable.

En una realizacion adicional, la fraccion detectable se selecciona del grupo que consiste en: una fraccion
fluorescente; una fraccion luminiscente; una fracciéon quimioluminiscente; una fraccién radioactiva (por ejemplo, un
atomo radioactivo) y una fraccion enzimatica. Preferentemente, la fraccion detectable comprende o consiste en un
atomo radioactivo. El atomo radioactivo puede seleccionarse del grupo que consiste en tecnecio-99m, yodo-123,
yodo-125, yodo-131, indio-111, flGor-19, carbono-13, nitrégeno-15, oxigeno-17, fésforo-32, azufre-35, deuterio tritio,
renio-186, renio-188 e itrio-90.

Sin embargo, la fraccion detectable de la fraccién de unién puede ser una fraccion fluorescente (por ejemplo, un
colorante Alexa Fluor, p.ej. Alexa647).

En una realizacion adicional, la mezcla que se proporciona en la etapa (b), (d) y/o (f) se selecciona del grupo que
consiste en sangre no fraccionada, plasma, suero, fluido de tejido, tejido pancreatico, jugo pancreatico, bilis y orina.
Preferentemente, la muestra proporcionada en la etapa (b), (d) y/o (f) se selecciona del grupo que consiste en
sangre no fraccionada, plasma y suero. Mas preferentemente, la muestra proporcionada en la etapa (b), (d) y/o (f) es
plasma. En otra realizacion preferente, la muestra proporcionada en la etapa (b), (d) y/o (f) es suero.

En una realizacion alternativa, el método del primer aspecto de la invencion es para diferenciar cancer de cuerpo y/o
cola del pancreas del cancer de la cabeza del pancreas que comprende o consiste en las etapas de:

a) proporcionar una muestra para su analisis obtenida de un individuo;

b) determinar una firma de biomarcador de la muestra de ensayo midiendo la expresién en la muestra de ensayo
de al menos dos biomarcadores seleccionados del grupo definido en la Tabla A (i), (i), (iv) y/o (vi), incluyendo
HADH2;

en donde la expresion en la muestra de ensayo del al menos un biomarcador seleccionado del grupo definido en la
Tabla A (i), (i) y/o (iii) es indicativo de la presencia de cancer del cuerpo y/o la cola del pancreas o cancer de la
cabeza del pancreas. La muestra de ensayo puede haberse identificado ya como una muestra de cancer
pancreatico (por ejemplo, aplicando el método que se ha descrito). Alternativamente, la muestra de ensayo puede no
haber sido identificada como muestra de cancer pancreatico. Las muestras de control positivo y negativo se pueden
seleccionar apropiadamente.

En una realizacion alternativa, se trata apropiadamente al paciente tras la identificacion del cancer de pancreas. Por
ejemplo, pueden extirparse quirdrgicamente el (los) tumor(es), tratarse por quimioterapia (es decir farmacos anti-
neoplasicos) y/o tratarse con radioterapia. Por tanto, la presente invencion incluye un método de tratamiento de una
persona que tiene cancer de pancreas, en donde se identifica al paciente por tener cancer de pancreas aplicando el
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método del primer aspecto de la invencion.

Se describe asimismo en el presente documento una matriz para determinar la presencia de cancer de pancreas en
un individuo, tal como se define en las reivindicaciones del presente documento.

Las matrices adecuadas para su uso en los métodos de la invencion se han explicado anteriormente.

Preferentemente, los dos 0 mas agentes de unién son capaces de unirse a todos los biomarcadores definidos en la
Tabla A.

Un segundo aspecto de la presente invencion proporciona el uso de dos o mas biomarcadores (incluyendo HADH?2)
seleccionados del grupo que se define en el primer aspecto de la invencién como marcador de diagnéstico para
determinar la presencia de cancer de pancreas en un individuo in vitro, tal como se define en las reivindicaciones del
presente documento. Preferentemente, todas las proteinas definidas en la Tabla Il se utilizan como marcadores de
diagndstico para determinar la presencia de cancer de pancreas en un individuo.

Asimismo, se describe en el presente documento un kit para determinar la presencia de cancer de pancreas que
comprende:

A) uno o mas agentes de unién o una matriz tal como se describe en el presente documento; y
B) instrucciones para realizar el método de acuerdo con el primer aspecto de la invencion.

Se describe asimismo en el presente documento el uso de uno o mas agentes/fracciones de unién seleccionadas del
grupo que se define en el primer aspecto de la invencion para determinar la presencia de cancer de pancreas en un
individuo. Preferentemente, los agentes/fracciones de unién para todas las proteinas definidas en la Tabla IIl se
utilizan como marcadores de diagndéstico para determinar la presencia de cancer de pancreas en un individuo.

A continuacion, se describiran ejemplos no exhaustivos preferentes que representan ciertos aspectos de la invencion
haciendo referencia a las siguientes Tablas y Figuras:

Figura 1. PCA con muestras coloreadas de acuerdo con el diagnéstico (rojo = PC, amarillo = BC, azul = NC). Los
datos se han filtrado a p = 1e-10 (63 anticuerpos).

Figura 2. Analisis de eliminacion retroactiva. Se registré en grafico el error Kullback-Leibler (K-L) después de
cada ronda de eliminacién de anticuerpo en el primer grupo de entrenamiento para para (A) PC frente a NC y (B)
PC frente a BC. (C) Boxplot de los valores AUC generados a partir de modelos MVS de 25 anticuerpos en diez
pares diferentes de grupos de ensayo/entrenamiento.

Figura 3. PCA con muestras coloreadas de acuerdo con el emplazamiento del tumor (rojo = tumores de cabeza,
amarillo = tumores de cuerpo y cola, azul = controles normales). Se han filtrado los datos para p = 1e-10 (46
anticuerpos).

Figura 4. Imagen representativa de un portaobjetos de micromatriz con 13 submatrices representadas con Al-6
y B1-7, tras la hibridacion y exploraciéon de la muestra. Se aumenta la submatriz B4, presentando la disposicién
de matriz con 33 x 31 puntos. La matriz consiste en tres segmentos separados por filas impresas de BSA
marcado (fila 1, 11, 21, 31). Se imprimi6é cada uno de los anticuerpos en tres puntos replicados, uno en cada
segmento, distribuidos para diferentes posiciones dentro de cada segmento.

Figura 5. Reprocesamiento de los datos presentados como graficos PCA. A) Datos en bruto coloreados de
acuerdo con las cinco rondas (dias) de analisis, representadas R1-R5. B) Datos normalizados que presentan que
se ha eliminado la agregacion sobre la base de las rondas de analisis.

Figura 6. Analisis de ruta de enfermedades segun se identifica mediante los biomarcadores, sobre la base de los
datos de un grupo completo de anticuerpos que corresponde a los valores p y nimero de veces de cambio de
PC frente a NC.

EJEMPLOS

Materiales y métodos

Muestras

Después de firmar el consentimiento informado, se recogieron 338 muestras de suero de cinco sitios diferentes en
Espafia, de pacientes con cancer de pancreas (PC, n=156), controles benignos (BC, n=152), y controles normales
(NC, n=30) (Tabla 1). Se marcé todo el conjunto de muestras en una sola ocasién utilizando un protocolo optimizado
previamente [32, 33]. Brevemente, se diluyeron muestras en bruto 1:45 en PBS, con el resultado de una
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concentracion de proteina aproximada de 2 mg/ml, y marcadas con un exceso molar 15:1 de biotina a proteina
utilizando 0,6 mM EZ-Link Sulfo-NHS-LC-Biotin (Pierce, Rockford, IL, EE.UU.). Se elimind la biotina no unida por
dialisis contra PBS durante 72 horas. Se repartieron partes alicuotas de las muestras marcadas y se almacenaron a
-20 °C.

Anticuerpos

Se utilizaron en total, 293 anticuerpos scFv recombinantes humanos dirigidos contra 98 antigenos de suero
conocidos y 31 motivos de 4-6 aminoacidos (representados en el presente documento CIMS 1-31) [34], como
contenido de las micromatrices de anticuerpo (véase Tabla 4 para la lista completa de anticuerpos utilizados). Se
produjeron los anticuerpos en 15 ml de cultivos de E. coli y se purificaron del periplasma en 300 ul utilizando un
sistema de purificacion de proteinas MagneHis (Promega, Madison, WI, EE.UU.) y un robot KingFisher96 (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.). Se intercambi6 el tamp6n de elucion para PBS utilizando placas de espin
desaladas de 96 pocillos Zeba (Pierce). Se midi6 el rendimiento de proteina utilizando NanoDrop (Thermo Scientific,
Wilmington, DE, EE.UU) y se comprobé la pureza utilizando SDS-PAGE 10 % (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.).

Micromatrices de anticuerpo

Se produjeron las micromatrices de anticuerpo en portaobjetos MaxiSorp negros (NUNC, Roskilde, Dinamarca)
utilizando una impresora sin contacto (SciFlexarrayer S11, Scienion, Berlin, Alemania). Se imprimieron trece
submatrices idénticas en cada portaobjetos consistiendo cada matriz en 31 x 33 puntos, 130 pm de diametro, con
200 ym de distancia del centro de punto a punto. Cada submatriz consistié en tres segmentos separados por filas
impresas de BSA marcado (Fig. 4). Se imprimi6 cada anticuerpo en tres replicados, uno en cada segmento de
submatriz, situado en diferentes posiciones para asegurar una reproducibilidad adecuada. Se imprimieron ocho
portaobjetos, es decir 104 submatrices cada dia durante cinco dias. Se realiz6 la impresion durante toda la noche y
se utilizaron inmediatamente las matrices para analisis de la matriz al dia siguiente.

Se montd cada portaobjetos en una junta de hibridacién (Schott, Jena, Alemania) y se bloqueé con PBSMT (1 %
(w/v) leche, 1 % (v/v) Tween-20 en PBS) durante u na hora. Al mismo tiempo, se descongelaron partes alicuotas de
muestras marcadas sobre hielo y se diluyeron 1:10 en PBSMT, en placas de 96 pocillos. Se lavaron los portaobjetos
con PBST (0,05 % (v/v) Tween-20 en PBS) cuatro veces antes de afadir las muestras desde las placas de dilucién.
Se incubaron las muestras durante dos horas en una mesa basculante, se lavaron cuatro veces con PBST, se
incubaron con 1 yg/ml de estreptavidina-Alexa en PBSMT durante una hora en una mesa basculante y se volvieron
a lavar cuatro veces en PBST. Finalmente, se desmontaron los portaobjetos desde las camaras de hibridacion, se
sumergieron rapidamente en dH,O y se secaron bajo una corriente de N,. Se exploraron inmediatamente los
portaobjetos en un escaner de micromatriz confocal (PerkinElmer Life y Analytical Sciences, Wellesley, MA, EE.UU.)
a una resolucién de 10 ym, utilizando 60 % de ganancia de PMT y 90 % polvo de laser. Se cuantificaron las
intensidades de sefial utilizando el software ScanArray Express version 4.0 (PerkinElmer Life and Analytical
Sciences), utilizando la opcién circulo fijo. Se utilizaron los valores de intensidad con substraccion del fondo local
para el andlisis de datos.

Pre-procesamiento de datos

Se utiliz6 un valor promedio de tres puntos replicados, a no ser que ninguno de los replicados CV excediera 15 %
desde el valor medio, en cuyo caso se descarto, utilizandose en su lugar el valor promedio de los dos replicados
restantes. El CV replicado promedio fue 8,3 % (+ 5,5 %). Se calculé la aplicacion de un CV limite de 15 %, 70 % de
los valores de los datos desde los tres puntos replicados y el 30 % restante desde dos replicados.

Para la evaluacion de las estrategias de normalizacién y el andlisis inicial de la varianza, se visualizaron los datos
utilizando el analisis de componente principal 3D (Qlucore, Lund, Suecia). Se consideré una muestra (pancreatitis
croénica) como atipica (apenas se obtuvieron sefiales) y se excluyé de los datos principales. El analisis de
componente principal sobre datos en bruto 10 log demostr6 que no se pudieron encontrar diferencias entre i) el
posicionamiento de la submatriz de muestra sobre el portaobjetos, ii) el género del paciente, iii) la edad del paciente
y iv) el centro de recogida de la muestra de suero. Se pudieron observar diferencias sistematicas menores entre los
dias del analisis (rondas 1-5, probablemente debido a pequefias diferencias en la humedad durante la impresion de
la matriz, en particular durante el dia 1, véase Fig. 4), lo cual se neutralizd por normalizacién. Se normalizaron los
datos en dos etapas. En primer lugar, se eliminaron las diferencias entre las rondas (dias) del analisis utilizando una
estrategia de media del grupo de sustrato. Se calcul6 la intensidad promedio de cada anticuerpo dentro de cada
ronda de andlisis y se sustrajo de los valores simples, centrando asi los datos al centro. Se afiadid la sefial media
global de cada anticuerpo a cada uno de los puntos de los datos correspondientes para evitar valores negativos. En
segundo lugar, se gestionaron las diferencias entre una matriz y otra (p.ej., las diferencias de fluorescencia de fondo
de la muestra inherentes (véase Fig. 4)) calculando un factor de escala para cada submatriz, sobre la base del 20 %
de los anticuerpos con el CV mas bajo, tal como se ha descrito anteriormente [23, 35]. La normalizacién de los datos
se visualizé en graficos PCA (Fig. 5).
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Andlisis de los datos

El analisis se bas6 en comparaciones de dos grupos de PC frente a NC y PC frente a BC utilizando PCA, agrupacion
jerarquica, prueba t de Student y nimero de veces de cambio, asi como ANOVA multigrupo (PC, NC y CP)
(Qlucore). Se llevé a cabo el andlisis de maquina de vector de soporte (MVS) en R (www.r-project.org) utilizando un
nucleo lineal con el coste de limitaciones establecidas en uno (valor por defecto). Se dividieron aleatoriamente los
datos en grupos de ensayo y de entrenamiento, con dos terceras partes de las muestras de cada grupo en el grupo
de entrenamiento y el tercio restante de las muestras en el grupo de ensayo. Se aplicé el algoritmo de eliminacién
retroactivo utilizando datos del grupo de entrenamiento, excluyendo un anticuerpo cada vez y eliminando
interactivamente el anticuerpo que se eliminé cuando se obtuvo la divergencia de Kullback-Leibler minima en el
andlisis de clasificacion, tal como se ha descrito previamente [31]. Se utilizaron los Gltimos 25 anticuerpos para su
eliminacion para construir un modelo de clasificacion en los datos de entrenamiento que se aplico directamente en el
grupo de ensayo correspondiente. El area bajo la curva ROC (AUC) fue utilizada como medicién de la precisién de la
firma en el grupo de ensayo. Se repiti6 este procedimiento diez veces, en diez pares de grupos de ensayo y de
entrenamiento generados aleatoriamente diferentes. Finalmente, se dio a cada anticuerpo una puntuacién sobre la
base del orden de eliminacion en diez grupos de ensayo. Se calculé la puntuacion a partir de la resistencia promedio
en el proceso de eliminacién (primer anticuerpo para su eliminacién = 1, Gltimo anticuerpo para su eliminacion =
293). Se calcularon las sensibilidades (SN) y especificidades (SP) a partir del umbral 6éptimo de los valores de
prediccion MVS, definidos en el presente documento como la suma maxima de SN + SP. Finalmente se llevaron a
cabo los andlisis de rutas utilizando MetaCore (Thomson Reuters, Nueva York, NY, EE.UU.).

Resultados
Analisis de expresion de proteina diferencial

El andlisis de la varianza revelé un gran nimero de anticuerpos con patrones de sefializacion diferencial fuerte entre
cancer y controles en las muestras de suero. De hecho, el multigrupo ANOVA demostré que el 75 % de los
anticuerpos presenté un nivel de significancia de p<0,001 en los datos del suero. El analisis de los componentes
principales demostré que las muestras de cancer se diferenciaban claramente méas con respecto a los normales que
con respecto a los controles benignos (Fig. 1).

Para cada comparaciéon de subgrupo, en la Tabla 2 se muestran los 25 anticuerpos que presentaron los valores p
mas bajos. La comparacion PC frente a NC revel6 analitos fuertemente regulados al alza y a la baja, mientras que el
analisis PC frente BC identifico analitos con un nimero de cambios mas modesto y que se regularon al alza casi
exclusivamente en PC frente a BC (Tabla 23. Los analitos que presentaron el nivel maximo de expresion diferencial
fueron GAK, IL-6, LDL, y MAPKS8 (p <4.10° ) para PC frente a NC, mientras que se identificd un grupo de proteinas
significativamente diferente para PC frente a BC, presentando Cistatina C, IL-13 y IL-1a los valores p mas bajos

(p £3-1019).

Un analisis de las rutas basado en todo el grupo de anticuerpos (n = 293) con los valores p y el nimero de veces de
cambios correspondientes para PC frente a NC, indic6 enfermedades relacionadas con la produccion de insulina
(hiperinsulinismo y resistencia a la insulina) como resultados superiores en la bisqueda de enfermedades mediante
biomarcadores (Fig. 6). Las afecciones asociadas con el metabolismo, como trastornos del metabolismo de la
glucosa, obesidad y sobrepeso se relacionaron también significativamente, asi como las redes de biomarcador de
nucleo de diabetes de tipo | y Il, enfermedad de Crohn, hepatitis, afecciones autoinmunes e infecciosas, y diversos
tipos de neoplasmas (incluyendo pancreaticas). La mayoria de estas enfermedades identificadas por andlisis de
rutas han sido asociadas asi o correlacionadas sintomaticamente con PC.

Firmas para clasificacion

A continuacion, se subdividieron los datos aleatoriamente en grupos de ensayo y de entrenamiento. Se utilizaron los
grupos de entrenamiento para identificar la combinaciéon mas discriminatoria de anticuerpos aplicando un algoritmo
de eliminacién retroactivo basado en analisis MVS, excluyendo los anticuerpos uno por uno. La clasificacion de PC y
NC fue altamente precisa, tal como se dedujo por las pequefias divergencias Kullback-Leibler (K-L) (£33,2) a través
del proceso de eliminacion Fig. 2A). Se alcanzé una K-L minima diferenciadas (12,0) cuando se dejaron Unicamente
siete anticuerpos en el proceso de eliminacion. Este panel de proteinas de 7 plexadas que incluye IL-6, Cistatina C,
IL-8, IL-11, inhibidor C1, Eotaxina, y HADHZ2, presentd una sensibilidad (SN) y especificidad (SP) de 100 % y 96 %,
respectivamente, en el grupo de ensayos correspondiente de muestras no observadas previamente, lo cual
demostré la posibilidad de combinar varios analitos para una clasificacion de préxima a perfecta de PC y NC. En
contraste, los valores K-L fueron significativamente mas altos (<181,3) cuando se comparé PC con BC. En este
punto, el valor K-L minimo (50,0) no fue tan diferenciado y supuso que fuera necesario un panel de anticuerpos
mucho mayor para la diferenciacion éptima de PC y BC (Fig. 2B). Para cada comparacion de subgrupo, se repitio el
procedimiento hasta que se hubieron utilizado diez grupos de entrenamiento generados aleatoriamente diferentes
para eliminacion retroactiva. Las curvas K-L fueron altamente similares a las presentadas en la Fig. 2 lo cual indica
que seria necesario un promedio de 67 anticuerpos para una clasificacion 6ptima de PC frente a BC (Fig. 2B).
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Para generar y evaluar las firmas de un niumero de anticuerpos viables, se seleccionaron 25 anticuerpos principales
de cada proceso de eliminacién y se utilizaron para construir modelos de clasificacion MVS en los grupos de
entrenamiento. Los valores AUC generados por los modelos en los grupos de ensayo correspondientes sirvieron
como medicion de la precision de clasificacion (Fig. 2C). Cada firma de 25 anticuerpos generados pudo predecir PC
de NC con una alta precision (AUC promedio 0,98). La sensibilidad y especificidad de las diez firmas oscil6 entre
90 % SNy 85 % SP, y 100 % SN y SP, con un promedio de SN y SP de 95 %. En contraste, PC fue mas dificil de
predecir a partir de BC (AUC promedio 0,67) con 76 % SN y 67 % SP para la firma de mejor rendimiento.

Finalmente, se le dio a cada anticuerpo una puntuacion, correspondiente a su resistencia promedio en los procesos
de eliminacion (Tabla 3). Dentro del analisis PC frente a NC, las diez firmas fueron altamente similares. Por ejemplo,
el anticuerpo superior, dirigido a IL-11, tuvo una puntuacion total de 291,4 de 293 eliminaciones, siendo el Ultimo
anticuerpo en ser eliminado 4 de 10 veces. En todos, los 25 anticuerpos de maxima puntuacion para PC frente NC
representaron los 20 analitos no redundantes, comprendidos entre citoquinas y quimiocinas (IL-11, IL-6, IL-13, IL-8,
TNF-qa, y Eotaxina), componentes complemento (inhibidor C1, C1q, C5, y Factor B), enzimas (HADH2, GAK, y ATP-
5B) y mas. Un grupo altamente diferente de proteinas aparecié como marcadores principales para PC frente BC, con
MAPK1, TNFRSF3, UCHL5, IL-4, Apo-Al, Apo-A4, ligando CD40, KSYK y otros entre los analitos puntuados
principales (Tabla 3).

Aungue las firmas basadas en la puntuacién de anticuerpo (Tabla 3) fueron diferentes a las derivadas de los valores
p (Tabla 2), se observé una significativa superposicion, en particular para las firmas PC frente a NC, en donde 8 de
cada 25 anticuerpos (IL-11, IL-6, IL-13, HADH2, LDL, GAK, Clq y TNF-a) aparecieron en ambas firmas. Todos los
25 anticuerpos principales puntuados para PC frente a NC se expresaron de hecho de forma significativamente
diferencial incluso aunque no todos estuvieran presentes en la lista de valor p de 25 principales.

Localizacién de tumor

Basandose en los perfiles de proteina en suero, se pudieron estratificar las muestras de cancer también de acuerdo
con el origen del tumor en el pancreas. El andlisis del componente principal demostré6 que las muestras de los
tumores localizados en el cuerpo o en la cola del pancreas se agrupaban en cierto grado mas préximas que los
controles normales que las muestras de tumores localizados en la cabeza del pancreas, y que se pudo observar la
separacion de las muestras de cancer sobre la base de la localizacion del tumor (cabeza frente a cuerpo/cola) (Fig.
3). El andlisis de expresion de proteina diferencial reveld una extensa lista de analitos con niveles significativamente
diferentes en las muestras del suero de tumores de la cabeza y el cuerpo/cola, presentando un 39 % de los
anticuerpos valores p< 0,001 y que presentaron casi exclusivamente niveles regulados al alza en los tumores de
cabeza en comparacion con los tumores de cuerpo y cola (Tabla 5).

Conclusiéon

Este estudio representa uno de los analisis multicéntrico mas extenso de paneles de biomarcadores para predecir
cancer de pancreas que se ha llevado a cabo hasta ahora. Hasta donde llega el conocimiento de los autores de la
invencioén, se trata del mayor andlisis multiplexado de analitos de suero en dicha cohorte de cancer de pancreas
grande (>300 muestras) utilizando protedémica de afinidad. Se llevé a cabo el analisis utilizando micromatrices de
anticuerpo recombinantes del laboratorio, una plataforma que ha ido avanzando a lo largo de varios afios [32, 36], ¥
que ahora incluye cerca de 300 anticuerpos, seleccionados rigurosamente contra una gama de dianas
principalmente del proteoma inmunorregulador. Con el empleo de nuevos protocolos de alta produccion y
purificacién, se generaron facilmente estos anticuerpos en menos de una semana y se imprimieron rapidamente en
tres puntos replicados en la escala de picolitros en micromatrices planas. En la configuraciéon actual, se pueden
analizar mas de cien muestras en paralelo al dia y por estacién de trabajo utilizando solamente volimenes diminutos
(<1 pl) de suero sin diluir, lo cual permite el andlisis de grandes cohortes de muestras en el curso de unos dias.

En este estudio, se trazo el perfil de 338 muestras de suero en estas matrices, comparando cancer de pancreas con
controles normal y benigno. Utilizando ensayos altamente multiplexados como el actual, es probable que aparezca
un cierto nivel de correlacién, en particular cuando se enfoca a proteinas altamente interconectadas como las del
sistema inmunitario. Incluso aunque la potencia discriminativa de anticuerpos individuales, representados por valores
p Unicos podria ser de interés, otros enfoques estadisticos pueden ser mas precisos para identificar la combinacion
optima de anticuerpos [37]. En este punto, se utilizd un modelo supervisado basado en el andlisis de maquina de
vector de soporte. Se dividieron los datos en grupos de entrenamiento de los que se identificaron las firmas de
biomarcador mediante un algoritmo de eliminacion retroactiva iterativa y grupos de validacion complementarios en
los que se analiz6 la potencia de clasificacion de las firmas.

Al adoptar este enfoque, se derivaron listas de proteinas de interés tanto de los patrones de expresion diferencial,
representados por valores p, como del analisis de eliminacion retroactiva. Este dltimo demostré que solamente de 4
a 10 anticuerpos serian suficientes para una discriminaciéon proxima a perfecta de PC frente a NC, resultados que
son muy alentadores y que confirman lo que han observado los autores de la invencién previamente en cuanto a que
PC puede discriminarse facilmente de controles sanos mediante ensayo del proteoma inmunorregulador [23, 24]. Sin
embargo, cuando se comparé PC con BC (principalmente pancreatitis cronica), hasta 67 anticuerpos parecieron
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requerir una potencia de clasificacion 6ptima. Esto puede explicarse en parte por el tipo de proteinas medidas; no
fue probable que los analitos inmunorreguladores presentaran una especificidad de enfermedad manejable, ya que
el sistema inmune esta altamente afectado en cualquier afeccion. De hecho el andlisis de rutas llevado a cabo en
este estudio confirmd el impacto sistémico altamente similar de PC y varias otras afecciones, como hiperinsulinismo,
resistencia a la insulina y enfermedades metabodlicas, asi como autoinmunidad e infecciones, lo cual demuestra una
vez mas el reto que supone distinguir PC de afecciones benignas sintomaticamente relacionadas. La identificacion
de una inmunofirma relevante para PC es por tanto un acto de equilibrio. Es deseable un pequefio panel ya que
cada agente de unién se afiade al coste y la complejidad del ensayo, y con todo la firma ha de ser lo suficientemente
grande como para constituir una huella sensible y especifica de la enfermedad. En esta fase del descubrimiento, los
autores de la invencién llegaron a la conclusion de que 25 analitos serian un punto de partida viable y los estudios
de seguimiento serviran para dilucidar si estas firmas pueden condensarse en paneles de biomarcadores mas
reducidos al mismo tiempo que presentan la sensibilidad y especificidad requerida para el inmunoensayo de
diagndstico.

A pesar de adoptar dos estrategias muy diferentes para la identificacion de firmas, siguié habiendo un gran
solapamiento entre las firmas derivadas de los diferentes analisis, es decir, los marcadores que obtuvieron las
puntuaciones totales de eliminacion retroactiva mas altas se expresaron también muy diferenciadamente también de
forma general. Por ejemplo, IL-11, IL-6, inhibidor C1, IL-13, HADH2, LDL, GAK, C1qg y TNF-a aparecieron en ambas
firmas y demostraron asi tanto valores p bajos como puntuaciones de eliminacion retroactiva altas para PC frente a
NC. Para PC frente a BC las dos firmas se solaparon con, Apo-A4, BTK, TGF-f1, MCP-1, y UPF3B. Cabe sefalar
gue una serie de marcadores present6 un potencial para PC tanto cuando se compararon con NC como con BC.
Varios de ellos, incluyendo el inhibidor C1, C5, Factor B, IL-13, MCP-1, y TNF-a, han sido asociados con PC en
estudios anteriores por los autores de la invencion [23, 24] y otros [38-40], mientras que HADH2, una acetil CoA
dehidrogenasa, hasta donde llega el conocimiento con los que cuentan los autores de la invencién, por el momento
no se ha notificado para PC. Por otra parte, otras proteinas que no han sido medidas anteriormente, también
presentaron potencial para diferenciacion de PC. Por ejemplo, GAK, una serina/treonina quinasa, se regulo
fuertemente a la baja en PC frente a NC y también aparecid en firmas de eliminacion retroactiva para PC frente a
NC. Por otra parte, se incluyeron TNFRSF3 (TNF-B receptor) y UPF3B, una proteina reguladora de ARNm en las
firmas de valor p y anticuerpo para PC frente a BC. Finalmente, MAPK1 (ERK2), una quinasa de la ruta de
sefializacion MAPK/ERK que segln se ha demostrado se desregula en PC [41] fue la proteina con la puntuacién
maxima en las firmas de eliminacién retroactiva para PC frente a BC.

Se estratificaron también las muestras de suero sobre la base del emplazamiento del tumor en el pancreas, lo cual,
hasta donde llega el conocimiento que tienen los autores de la invencién, no se ha realizado anteriormente con
protedmica. Se demostré que las muestras, hasta cierto grado, se pudieron separar sobre la base del origen del
tumor y que la parte predominante de las muestras de pacientes con tumores de cola y cuerpo se agrupaban
ligeramente mas proximos que los controles normales que el suero de pacientes con tumores de cabeza
pancreatica. Estos resultados demuestran pues las discrepancias en el impacto sistémico del cancer sobre la base
de su origen en el pancreas. El inmenso numero de proteinas inmunorreguladoras de suero encontradas en
muestras reguladas al alza de tumores de cabeza en comparacion con las muestras de tumores de cuerpo/cola
puede reflejar un impacto sistémico mas profundo de tumores localizados en la cabeza pancreatica, que a menudo
invaden los vasos sanguineos mesentéricos circundantes que conectan el pancreas con el duodeno [3]. Estos
hallazgos que indican que el perfil del suero en las micromatrices de anticuerpo podria aplicarse para distinguir entre
tumores de la cabeza y el cuerpo/cola del pancreas, lo cual podria favorecer posiblemente la decision sobre el
tratamiento del tumor.

A pesar de ser la 4° causa de cancer mas letal, la incidencia de PC es baja, ~11 de cada 100.000 individuos en
Estados Unidos [42]. Desde un punto de vista econémico-sanitario, la baja incidencia hace dificil la motivacion de la
deteccion sistematica de PC en la poblacion en general. Sobre la base de las sensibilidades y especificidades que
han presentado anteriormente los autores de la invencién [24], un estudio reciente confirma sin embargo, la
rentabilidad que supone identificar sistematicamente a individuos de alto riesgo para PC [43]. Los factores de riesgo
para PC incluyen no solamente pancreatitis y neoplasmas benignos, sino también, p.ej., el cancer de pancreas
familiar, pancreatitis hereditaria, mutaciones BRCA, sindrome Peutz-Jeghers, diabetes melitus, infeccion por
Helicobacter pylori [44]. La siguiente etapa sera explorar las firmas identificadas en el presente estudio, para el
diagndstico de PC entre individuos con un mayor riesgo de PC que representan una poblacién diana pertinente para
el diagnéstico por inmunoensayo de PC.

En conclusion, este estudio multicéntrico multiplexado extensivamente que revela inmuno-firmas asociadas con
cancer de pancreas, presentando sensibilidades, especificidades en el intervalo de 90-100 %, demuestra claramente
la susceptibilidad de aplicacion para el diagnéstico de PC y también indica el potencial de micro matrices de
anticuerpo recombinante para estratificar muestras de suero basandose en el emplazamiento del tumor en el
pancreas.
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Tabla 1. Demografia de muestras de suero

Diagnéstico Subgrupo Género (M/F) Edad (media *+sd) No. de muestras
Céncer de pancreas (CP) 92/64 66 £13 156
Cuerpo 16
Cabeza 97
Cola 10
Otros 16
Sin especificar 17
Controles benignos (BC) 117/35 52+14 152
Pancreatitis aguada 33
Pancreatitis cronica 110
Neoplasma de Langerhan 3
Neoplasma pancreatico 6
Controles normales (NC) 20/20 62+14 30
Total 338

Tabla 2. 25 Anticuerpos principales basados en la significancia del andlisis de expresidon de proteina diferencial.
Entre paréntesis se presenta el sufijo del clon de anticuerpo individual (para los analitos dirigidos por varios clones
de anticuerpo). FC = Nimero de veces del cambio

PC-NC-BC ANOVA prueba t PC-NC pruebat PC-BC

Anticuerpo valor p Anticuerpo valor p FC  Anticuerpo valor p FC
GAK (3) 4,14E-48 GAK (3) 3,44E-30 0,68 CistatinaC (3) 3,80E-11 1,08
IL-6 (7) 4,00E-43 IL-6 (7) 1,11E-27 0,71 IL-13 (3) 1,09E-10 1,13
GAK (2) 3,25E-36 GAK (1) 3,25E-26 0,77 IL-1a (1) 3,08E-10 1,11
IL-11 (2) 1,78E-32 LDL (2) 1,15E-22 0,62 Ag superficial X 5,57E-09 1,10
LDL (2) 6,09E-32 MAPKS (1) 4,24E-20 0,81 BTK(2) 6,06E-09 1,05
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TNF-a (3) 1,89E-31 IL-11 (2) 4,56E-18 0,69 Cistatina C (4) 6,60E-09 1,05
ProcatepsinaW 4,88E-27 TNF-a (3) 2,93E-16 0,76 CIMS(26) 6,79E-09 1,10
IL-13 (3) 8,15E-27 HADH2 (3) 2,49E-15 0,89 CD40 (1) 1,02E-08 1,09
MAPKS (1) 3,02E-22 ProcatepsinaW 3,21E-14 0,79 TNFRSF3(2)  1,29E-08 1,05
IL-1a (1) 583E-20 TNFRSF3(1)  5,08E-13 0,91 ORP-3(2) 2,16E-08 1,07
IL-13 (2) 3,36E-19 VEGF (3) 1,52E-12 1,24 Apo-A4 (3) 2,66E-08 1,07
TNFRSF3 (1) 8,51E-16 IL-1ra (1) 3,24E-12 1,16 UPF3B (2) 2,84E-08 1,04
IL-18 (2) 5,33E-15 C1linh (1) 1,20E-11 1,22 MUC-1(1) 3,49E-08 1,07
IL-1ra (1) 9,67E-15 IL-13 (3) 2,73E-11 0,77 TNF-a (3) 4,31E-08 1,08
HADH2 (3) 1,06E-14 Cilq 4,12E-11 1,11 CIMS (16) 4,67E-08 1,08
CD40 (1) 1,48E-14 1L-16 (3) 519E-11 1,15 ATP-5B (1) 5,68E-08 1,06
Cistatina C (4)  2,36E-14 VEGF (1) 543E-11 1,19 CIMS (12) 6,00E-08 1,06
IL-4 (3) 3,12E-14 CD40L 6,21E-11 1,13 IL-13 (1) 6,31E-08 1,08
CIMS (18) 6,91E-14 IL-4 (3) 8,82E-11 1,24 MCP-1 (4) 9,64E-08 1,03
CIMS (16) 7,21E-14 Sialyl Lewis x 9,47E-11 1,10 CIMS (1) 1,14E-07 1,08
VEGF (3) 8,52E-14 IL-18 (2) 1,12E-10 1,20 CD40 (3) 1,28E-07 1,06
FASN (3) 1,18E-13 CIMS (18) 1,43E-10 1,16 ProcatepsinaW 1,43E-07 1,07
TGF-B1 (2) 2,59E-13 CIMS (23) 2,64E-10 1,13 Digoxina 1,55E-07 1,08
CIMS (26) 2,61E-13 MCP-1 (2) 3,08E-10 1,16 TGF-B1(2) 1,88E-07 1,09
CIMS (25) 6,47E-13 CIMS (25) 3,44E-10 1,24 CIMS (24) 3,32E-07 1,08

Tabla 3. 25 anticuerpos principales basados en la puntuacion del anticuerpo a partir de diez iteraciones de
eliminacion retroactiva. Se presentan en entre paréntesis el sufijo del clon de anticuerpo individual (para analisis
dirigidos por varios clones de anticuerpos)

PC frente a NC Puntuacion PC frente a BC Puntuacién
IL-11 (2) 291,4 MAPK1 (3) 276,5
IL-6 (7) 288,1 C5(2) 273
Cistatina C (1) 286,9 TNFRSF3 (1) 265,5
inh C1 (3) 279,2 TNFRSF3 (2) 260,9
Angiomotina (1) 276 UCHL5 259,6
IL-13 (2) 2729 IL-4 (3) 258,7
IL-13 (3) 270,7 Factor B (3) 258
CD40 (1) 270,6 Apo-A4 (3) 257,5
HADH?2 (3) 270,4 KSYK-1 255,2
HADH2 (4) 269,7 Sox11A 253,1
inh.C1 (4) 269,4 CD40L 252,2
inh.C1 (2) 269,2 Apo-Al (1) 251,4
LDL (2) 268,1 CIMS (13) 250,1
GAK (3) 268 BTK (2) 246,1
C3 (1) 266,1 GM-CSF (5) 245
CIMS (5) 264,3 TGF-B1 (2) 239,5
Clqg 261,1 PTP-1B (2) 237,2
CD40 (4) 259,6 MCP-1 (7) 235,1
IL-8 (2) 259,4 UPF3B (1) 232,5
C5 (2) 258,5 C1linh, (4) 228,3
ATP-5B (3) 257,1 Sialyl Lewis x 227,6
Factor B (4) 256,2 IL-3 (1) 225,8
CIMS (10) 253,6 IL-9 (2) 224,2
TNF-a (3) 253,5 HADH2 (2) 222,7
Eotaxina (3) 248,4 IL-4 (4) 222,4
Tabla 4. Antigenos dirigidos sobre la micro matriz de anticuerpo
Proteina Nombre completo No. de clones de
anticuerpo
Angiomotina Angiomotina 2
Apo-Al Apolipoproteina Al 3
Apo-A4d Apolipoproteina A4 3
ATP-5B, ATP sintasa subunidad beta mitocondrial 3
B-galactosidasa Beta-galactosidasa 1
BTK Tirosina-proteina quinasa BTK 4
C1 Inhibidor C1 Inhibidor Plasma proteasa 4
Clq Complemento Clq 1
Cls Complemento C1s 1
C3 Complemento C3 6
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C4

C5
CD40
CD40L
CDK-2
CHX10
CT17
Cistatina C
Digoxina
DUSP9
EGFR

Eotaxina
Factor B
FASN

GAK

GLP-1
GLP-1R
GM-CSF
HADH2
Her2/ErbB-2
HLA-DR/DP
ICAM-1
IFN-y

IgM

IL-10

IL-11

IL-12

IL-13

IL-16

IL-18

IL-1a

IL-18

IL-1ra

IL-2

IL-3

IL-4

IL-5

IL-6

IL-7

IL-8

IL-9
Integrina a-10
Integrina a-11
JAK3
Queratina 19
KSYK

Complemento C4

Complemento C5

CDA40 proteina

Ligando CD40

Quinasa dependiente de cilcina 2
Sistema visual homeobox 2
Subunidad toxina célera B

Cistatina C

Digoxina

Especificidad dual proteina fosfatasa 9

Receptor de factor de crecimiento epidérmico (Cetuximab (Erbltux)

anticuerpo)

Eotaxina

Complemento factor B

Proteina FASN

Proteina GAK

Péptido-1 tipo Glucagon
Receptor Péptido 1 tipo Glucagon

Factor estimulador de colonias de macréfagos-granulocito

Proteina HADH2

Receptor tirosina-proteina quinasa erbB-2
HLA-DR/DP

Molécula de adhesion intercelular 1
gamma interferén

Inmunoglobulina M

Interleucina-10

Interleucina-11

Interleucina-12

Inlerleultin-13

Interleucina-16

Interleucina-18

Interleucina-1 alfa

Interleucina-1 beta

Interleucina-1 proteina antagonista de receptor
Interleucina-2

Interleucina-3

Interleucina-4

Interleucina-5

Interleucina-6

Interleucina-7

Interleucina-8

Interleucina-9

Integrina alfa-10

Integrina alfa-11

Tirosina-proteina quinasa JAK3
Queratina tipo citoesqueletal 19
Tirosina-proteina quinasa SYK

RPRDMNRPRWNRDWA

LDL Apolipoproteina B-100

Leptina Leptina

Lewis x Lewis x

Lewis y Lewis y

Lumican Lumican

MAPK1 4 proteina quinasa 1 activada con mitégeno

MAPKS8 proteina quinasa activada con mitégeno 8

MATK Proteina tirosina- quinasa asociada a Megacariocito
MCP-1 motivo C-C quimiocina 2

MCP-3 Motivo C-C quimiocina 7

MCP-4 Motivo C-C quimiocina 13

MUC-1 Mucina-1

Myomesin-2 Miomesina-2

ORP-3 Proteina 3 relacionada con proteina de unién a oxiterol

Osteopontina
P85A
PKB gamma

Procatepsina W

Properdina

Osteopontina

Fosfatidilinositol 3-subnidad alfa reguladora de quinasa
RAC-gamma serina/treonina-proteina quinasa
Catepsina W

Properdina

PERPNWOWONNOOWWOWWRPRFEPENENNWOWRPPWOWWONOWRARWWWWWWWWPRAPLOWOUOWRERPANORPPWAMWE
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PSA Antigeno especifico de préstata 1
PTK-6 Proteina-tirosina quinasa 6 1
PTP-1B Tirosina-proteina fosfatasa no receptor tipo 1 3
RANTES motivo C-C quimiocina 5 3
RPS6KA2 Proteina ribosémica S6 quinasa alfa-2 3
Sialyl Lewis x Sialyl Lewis x 1
Sox11A Factor de transcripciéon SOX-11 1
STAP2 Proteina 2 adaptador de transduccién de sefial 4
STAT1 Transductor de sefial y activador de transcripcién 1-alfa/beta 2
Surface Ag X Ag X superficial 1
TBC1D9 Miembro 9 de la familia de dominio TBC1 3
TENS4 Tensina-4 1
TGF-B1 factor beta-1 de crecimiento de transformacion 3
Péptido TM Péptido de transmembrana 1
TNF-a Factor de necrosis de tumor 3
TNF-B Linfotoxina-alfa 4
TNFRSF14 Miembro 14 de la superfamilia de factor de necrosis de tumor 2
TNFRSF3 Miembro 3 de la superfamilia de factor de necrosis de tumor 3
UBC9 SUMO- UBC9 enzima de conjugacion 3
UBE2C Ubiquitina- E2 C enzima de conjugacién 2
UCHL5 Ubiquitina hidrolasa isozima carboxilo-terminal L5 1
UPF3B Regulador de transcriptos no codificantes 3B 2
VEGF Factor de crecimiento endotelial vascular 4

Tabla 5. Anadlisis de expresion de proteina diferenc  ial de muestras de suero extraidas de pacientes con
tumores de pancreas en distintos emplazamientos. Lo s resultados se muestran para tumores cuerpo+ cola
frente a tumores de cabeza, para los 40 anticuerpos  principales (p<5,10 '5). FC = namero de veces de cambio.

Anticuerpo val p FC

IL-1a (2) 4,32E-07 0,874447
CIMS (16) 1,28E-06 0,874676
VEGF (1) 1,47E-06 0,870962
TNF-B (2) 1,57E-06 0,872955
IL-11 (2) 2,15E-06 0,833144
CIMS (18) 3,09E-06 0,891206
CD40L 3,89E-06 0,917468
IL-3 (3) 4,19E-06 0,87497
CIMS (30) 4,88E-06 0,919455
IL-6 (1) 7,01E-06 0,873484
HLA-DR/DP 8,10E-06 0,879348
IL-2 (3) 8,34E-06 0,845869
Angiomotina (2) 8,45E-06 0,892806
Integrina a-10 9,07E-06 0,864779
IL-18 (3) 9,40E-06 0,899675
Sox11A 1,05E-05 0,898637
IL-7 (2) 1,18E-05 0,892816
MCP-1 (3) 1,20E-05 0,885187
Ag X superficial 1,20E-05 0,865919
IL-9 (1) 1,21E-05 0,872639
CIMS (20) 1,36E-05 0,873286
IL-12 (3) 1,67E-05 0,872587
Lewis x (1) 1,77E-05 0,898973
IgM (3) 1,91E-05 0,893885
IL-7 (2) 1,98E-05 0,893886
CIMS (25) 2,25E-05 0,851688
CIMS (2) 2,30E-05 0,88583
CIMS (6) 2,41E-05 0,858863
IL-16 (3) 2,57E-05 0,905756
GLP-1 2,78E-05 0,890237
CHX10 (3) 2,83E-05 0,889864
IL-4 (3) 3,02E-05 0,860565
VEGF (4) 3,20E-05 0,848107
IL-3 (2) 3,35E-05 0,871146
IL-2 (2) 3,89E-05 0,843949
IL-1ra (3) 3,93E-05 0,88975
RANTES (3) 4,51E-05 0,933006
CIMS (31) 4,80E-05 0,886723
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CIMS (27) 490E-05 0,915073
TGF-1 (3) 4,91E-05 0,889071
TABLA A
Diagndstico
ID de entrada Nombre de proteina recomendada Nombre corto  PC PC (cuerpo y cola)

frente a PC (cabeza)

(i) Biomarcadores nucleo

Q6IBS9 HADH2 proteina HADH2 X
Miembro 3 superfamilia
P36941 Receptor factor necrosis de tumor TNFRSF3 X
(i) Biomarcadores preferentes (PCy BTvH)
P35716 Factor de transcripcion SOX-11 Sox11A X X
075578 Integrina alfa-10 Integrinaa-10 X X
NA EDFR X X
NA EPFR X X
NA LSADHR X X
NA SEAHLR X X
NA AQQHQWDGLLSYQDSLS X X
NA WTRNSNMNYWLIIRL X X
NA WDSR X X
(iii) Biomarcadores preferentes (PC)
NA DFAEDK X
Q6PJJ3 FASN proteina FASN X
Q5U4P5 GAK proteina GAK X
NA LNVWGK X
NA LTEFAK X
NA LYEIAR X
P42679 Proteina tirosina quinasa asociada a MATK X
megacariocito
Q9H4L5 Proteina 3 relacionada con proteina ORP-3 X
de union a oxisterol
NA QEASFK X
NA SSAYSR X
NA QEASFK X
NA TEEQLK X
NA TLYVGK X
NA FLLMQYGGMDEHAR X
NA GIVKYLYEDEG X
NA GIVKYLYEDEG X
P43405 Proteina tirosina- quinasa SYK KSYK X
(iv) Biomarcadores opcionales (PCy BTvH)
Q4VCS5 Angiomotina Angiomotina X X
P13500 Quimiocina 2 motivo C-C MCP-1 X X
P13501 Quimiocina 5 motivo C-C RANTES X X
P29965 Ligando CD40 CD40L X X
P01275 Péptido j-1 tipo Glucagon GLP-1 X X
NA Inmunoglobulina M IgM X X
P01583 Interleucina-1 alfa IL-1a X X
P18510 Proteina antgonista de receptor de IL-1ra X X
Interleucina-1
P20809 Interleucina-11 IL-11 X X
P29459/60 Interleucina-12 IL-12 X X
Q14005 Interleucina-16 IL-16 X X
Q14116 Interleucina-18 IL-18 X X
P60568 Interleucina-2 IL-2 X X
P08700 Interleucina-3 IL-3 X X
P05112 Interleucina-4 IL-4 X X
P05231 Interleucina-6 IL-6 X X
P13232 Interleucina-7 IL-7 X X
P15248 Interleucina-9 IL-9 X X
NA Lewis x Lewis x X X
P01374 Linfotoxina-alfa TNF-b X X
P01137 Factor de crecimiento de TGF-bl X X
transformacion beta-1 X X
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P15692 Factor de crecimiento endotelial VEGF X
vascular
P58304 Sistema visual homeobox 2 CHX10 X
P01903/P01911/
P79483/P13762/
Q30154/P20036/
P04440 HLA-DR/DP
(v) Biomarcadores opcionales (PC)
P02647 Apolipoproteina A1 Apo-Al X
P0O6727 Apolipoproteina A4 Apo-A4d X
P04114 Apolipoproteina B-100 ATP LDL X
Subunidad sintasa beta
P06576 mitocondrial ATP-5B X
P16278 Beta-galactosidasa Bgalactosidasa X
P56202 Catepsina W ProcathepsinaW X
Q99616 quimiocina 13 motivo C-C MCP-4 X
P80098 quimiocina 7 motivo C-C MCP-3 X
Q6P2H9 CDA40 proteina CD40 X
P02745/6/7 Complemento Clq Clq X
P09871 Complemento Cls Cls X
P01024 Complemento C3 C3 X
POCOLA4/5 Complemento C4 C4 X
P01031 Complemento C5 C5 X
P0O0751 Complemento factor B Factor B X
P24941 Cinasa 2 dependiente de ciclina CDK-2 X
P01034 Cistatina-C Cistatina C X
P51671 Eotaxina Eotaxina X
P00533 Receptor de factor de crecimiento EGFR X
epidérmico
P43220 Receptor péptido-1 tipo 1 Glucagon  GLP-1R X
P04141 Factor estimulador de colonia de GM-CSF X
granulocitos-macréfagos
Q9UKX5 Integrina alfa-11 Integrina a-11 X
P05362 Molécula 1de adhesion Intercelular ICAM-1 X
P01579 Gamma Interferén IFN-g X
P01584 Interleucina 1 beta IL-Ib X
P22301 Interleucina-10 IL-10 X
P35225 Interleucina-13 IL-13 X
P05113 Interleucina-5 IL-5 X
P10145 Interleucina-8 IL-8 X
P08727 Queratina, tipo | citoesqueletal 19 Keratinl9 X
P41159 Leptina Leptina X
P51884 Lumican Lumican X
P28482 Proteina quinasal activada con mitégeno MAPK1 X
P45983 Proteina quinasa8 activada con mitégeno MAPK8 X
P15941 Mucina-1 MUC-1 X
P54296 Miomesina-2 Miomesina-2 X
P10451 Osteopontina Osteopontina X
Fosfatidil inositol 3-cinasa
P27986 Subunidad alfa reguladora P85A X
P05155 Inhibidor C1 proteasa de plasma inh C1 X
P27918 Properdina Properdina X
P07288 Antigeno especifico de préstata PSA X
P04626 Receptor tirosina-proteina quinasa erbB-2 Her2/ErbB-2 X
Q9BZI7 Regulador de transcriptos 3B no codificante UPF3B X
Q15349 Proteina S6 cinasa alfa-2 riboso6nica RPS6KA2 X
NA Sialyl Lewis x Sialyl Lewis x X
Q9UGK3 Proteina 2 adaptadora transductora de sefial STAP2 X
P63279 SUMO- UBC9 enzima de conjugacion UBC9 X
Q6ZT07 Miembro 9 de la familia de dominioTBC1 TBC1D9 X
NA Péptido transmembrana (péptido Tm) X
P01375 Factor alfa necrosis de tumor TNF-a X
Q92956 Miembro 14 superfamilia de receptor de TNFRSF14 X
factor de necrosis de tumor
Q06187 Proteina tirosina- quinasa BTK BTK X
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P52333 Proteina tirosina- quinasa JAK3 JAK3 X

P18031 Proteina tirosina-fosfatasa no-receptor tipol  PTP-1B X
Ubiquitina carboxilo-terminal

Q9Y5K5 Hidrolasa isozyma L5 UCHL5 X

000762 Ubiguitina- E2 C enzima de conjugacion UBE2C X

(vi) Biomarcadores preferentes (BTvH)

NA FIQTDK X

TABLA B - Programa SVM entrenado
Se obtuvieron los siguientes programas empleando el e1071 1.5-24 SVM, distribuido por http://cran.r-
project.org/web/packages/e1071/index.html.
(i) Funcion de eliminacion
# getWorstAb: Retorna el nombre de la sonda de “peor rendimiento”
getWorstAb <- function(errors, abNames)

return(abNamesforder(errors, decreasing = F)[1]])

# testModels: Analiza todos los modelos con cada sonda eliminada de una vez
testModels <- function(models, elimData, averages, svmfac)
{
nsamples <- ncol(elimData)
d <- as.numeric(svmfac)-1
y <- numeric(nsamples)
E <- numeric(nsamples)
analytes <- nrow(elimData)
errors <- numeric(nrow(elimData))
for(k in 1 :analytes)
{
# Reemplazar sonda “k” con el promedio, pero almacenar valores originales
backup <- elimDatafk,]
elimDatafk,] <- averageslK]
# Hacer un bucle LOO sobre el conjunto de datos utilizando modelos ya calibrados
para (i en 1:nmuestras)
{
pred <- predict(models[]i]], t(elimDatal[,i]), decision.values=TRUE)
# Salvar valores de desién
y[i] <- as.numeric(attributes(pred)$decision.values)
}

# Calcular “probabilidades”
y=1-(1/(1 + exp(-y)))

# Calcular el error K-L para la clasificacion con una prueba eliminada
para (i en 1:n muestras)

{
}E[i] <- -(d[iT*log(y[)+(1-d[i])*log(1-y[i]))

# Salvar el error
errors[k] <- sum(E)

# Volver a poner los datos de la sonda original
elimData[k,] <- backup

}

return( errors)

}

# getNewElimData: Elimina el anticuerpo correcto de los datos de entrenamiento
getNewElimData <- function(errors, elimData)

{

# Posicién para el error minimo

tasBort <- order(errors,decreasing = F)[1]

return(elimData[-tasBort,])

}

# getSmallestError: Retorna al error minimo
getSmallestError <- function(errors)
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return(min(errors))

}

# getNewAverages: crea una nueva lista de promedios tras la eliminacién de una sonda
getNewAverages <-function(errors, averages)

{

# encuentra la posicion del error minimo

tasBort <- order(errors, decreasing = F)[1]

return(averages[-tasBort])

}

# getRemovedAb: Retorna el nombre de la sonda que se va a eliminar
getRemovedAb <- function(errors, abNames)
{

return(abNames|order(errors, decreasing = T)[1 ]])

}

backElim <- function(filename, groupl, group2, log = FALSE)
{

# Incluye bibliotecas “e1071" y “tcltk”
library(e1071)
library(tcltk)

# Lectura de datos
rawfile <- read.delim(filename)

# Lectura de grupos
<- rawfile[,2]

# Lectura de nombres de muestra
samplenames <- as.character(rawfile[,1])

# Crear grupo de datos
data <- t(rawfile[,-c(1,2)])

# Log de datos si se especifican
if (log){data <- log(data)/log(2)}

# Obtener nombres de sonda

ProteinNames <- read.delim(filename,header=FALSE)
ProteinNames <- as.character(as.matrix(ProteinNames)[1,])
ProteinNames <- ProteinNames[-(1:2)]

# Obtener niimero de sondas
antal <- length(ProteinNames)

# Nombrar muestras y sondas
rownames(data) <- ProteinNames
colnames(data) <- samplenames

# Crear subgrupos (booleano)
subsetl <- is.element(groups , strsplit(groupl,”,")[[1]])
subset2 <- is.element(groups , strsplit(group2,”,")[[1]])

# Crear lista de grupos como factores

svmfac <- factor(rep('rest',ncol(data )),levels=c(groupl ,group2,'rest’))
svmfac[subsetl] <- groupl

svmfac[subset2] <- group2

svmfac <- svmfac[subsetl|subset2]

# Crear vector para almacenamiento de errores K-L de cada longitud de firma
smallestErrorPerLength <- rep(NA,antal)
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# Calcular la sefial media para cada sonda de todas las muestras
averages <- apply(data, 1, mean)

# Crear vector para almacenamiento de nombres de sonda. La sonda que ha sido
# eliminada cuando el error estaba en el minimo se almacenara aqui
abOrder <- rep(NA.antal)

# Crear un grupo de datos para hacer la eliminacién en
elimData <- data[,subsetl|subset2]

# Encontrar nimero de muestras
nsamples <- ncol(elimData)

# Nuevos subgrupos en elimData
subsetl <- svmfac==groupl
subset2 <- svmfac==group2

print(paste(nsamples, "samples"),quote=F)
print(paste(" ",sum(subsetl), "in", groupl),quote=F)
print(paste(" ",sum(subset2), "in", group2),quote=F)
# Lista para almacenamiento de modelos SVM
models <- numeric(nsamples)

# Variable para almacenamiento del nUmero de sondas eliminadas
borttagna <- 0

# Crear una barra de progreso
wrst <- 0
proc <-0
m<-0
for(i in 1:(antal-1)){
m <- m+(antal-i)*sqrt(antal-i)

pb <- tkProgressBar(title = "Progress:", min = 0, max = m, width = 400)

# Actualizar barra de progreso
setTkProgressBar(pb, proc, label=paste("Eliminating first ab\t", round((proc)/(m)*100, 0),"% done"))

# Comprobar si los grupos se dan en el orden correcto
control <- as.numeric(svmfac)
if(sum(control[subsetl]) > sum(control[subset2]))

print("ERROR: Change the order of groupl and group2 in the data file!!!")
break

}

# Volver hacia atras la eliminacién hasta que solamente quedan dos sondas
for(j in 1 :(antal-1))

# Entrenamiento de un modelo para cada combinaciéon de muestras N-1 utilizando todas las sondas que quedan

# en el grupo de datos elimData

for (i in 1: nsamples)

{
# Almacenar los modelos en un vector (modelos) que contienen las listas de modelo.
models[i] <- list(svm(t(elimData[,-i]), svmfacl[-i], kernel-linear"))

# Todos los modelos necesarios para la validacién cruzada LOO estan ahora calibrados y almacenados en

“modelos”.

# Los modelos estan todos analizados en sus correspondientes muestras LOO en elimData.

# Cada sonda en elimData se elimina en una ronda LOO reemplazandola con el

# valor medio previamente calculado.

#

# Cuando todos los modelos estan analizados en elimData con una sonda eliminada el error K-L
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# se calcula y se almacena en “errors”. Este procedimiento se repite hasta que todas las sondas

F)

}

# han sido eliminadas una vez, con el resultado de una lista de errores K-L con la misma longitud
# como el nimero de sondas que quedan en el grupo de datos

# Crear una lista con los errores K-L para el nimero actual de sondas (antal + 1-j)

# cuando se ha eliminado cada sonda

errors <- testModels(models, elimData, averages, svmfac)

# Afadir el nombre de la sonda con el peor efecto en la clasificacion a “abOrder”
wrst<-getWorstAb(errors, row.names(elimData))
abOrder[j] <- wrst

# Anadir el valor de error K-L méas pequefio (que corresponde a la sonda afiadida a “abOrder” mencionado)
smallestErrorPerLengthlj] <- getSmallestError(errors)

# Eliminar la sonda de “averages”
averages <- getNewAverages(errors, averages)

# Eliminar la sonda de “elimData”
elimData <- getNewElimData(errors, elimData)

# Anadir 1 al nGmero de sondas eliminadas
borttagna <- borttagna + 1

# Informar a usuario de que la sonda ha sido eliminada y qué hora es
print(paste(j, "probes eliminated @", Sys.time()), sep="")

# Actualizar barra de progreso

proc <- proc + (antal-j)*sqgrt(antal-j)

setTkProgressBar(pb, proc, label=paste(wrst,"eliminated\t”, round((proc/m)*100, 0),"% done"))
}

# Afadir el nombre de la Ultima sonda “uneliminated” a “abOrder”
abOrder[length(abOrder)] <- setdiff(ProteinNames, abOrder)

# Salvar el resultado al archivo con un niumero aleatorio adjunto al

# archivo para evitar reemplazar un ciclo antiguo.

filename <- paste("Backward elimination result(",rnorm(1)+1,").txt",sep=
write.table(cbind(smallestErrorPerLength,abOrder), file=filename, sep="\t", quote = F,row.names =

plot(smallestErrorPerLength, type ="b", ylab = "K-L Error", xlab = "Eliminations")

(ii) Naive Bayesian

NBtrainer <- function(data, fac){
MeanVariancePval <- function(vec , fac){
vecl <-vec[fac==levels(fac)[1]]
vec?2 <- vec[fac==levels(fac)[2]
if (sum(lis.na(vecl))<=2 | sum(lis.na(vec2))<=2){
return(c(NA,NA,NA,NA,NA))

}

meanl <- mean(vecl , na.rm=TRUE)

varl <- var(vecl , na.rm=TRUE)

mean2 <- mean(vec2 , na.rm=TRUE)

var2 <- var(vec2 , na.rm=TRUE)

if (varl==0 | var2==0){return(c(NA,NA,NA,NA,NA))}
pval <- t.test(vecl,vec2,var.equal=TRUE)$p.value
return(c(meanl ,varl ,mean2,var2,pval))

return(t(apply(data , 1 , MeanVariancePval , fac)))

NBpredicter <- function(testdata , NBtrained , topnumber=Inf, logfoldcut=0 , pcut =1){
if (topnumber==Inf){
indices <- lis.na(NBtrained[,5]) & NBtrained[,5]<=pcut & abs(NBtrained[,1]-NBtrained[,3])>=logfoldcut

telsef
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preindices <- lis.na(NBtrained[,5]) & NBtrained[,5]<=pcut

abs(NBtrained[preindices,1]-NBtrained[preindices,3]) -> foldchange

cutfold <- sort(foldchange , decreasing=TRUE )[min(topnumber,length(foldchange))]
indices <- preindices & (abs(NBtrained[,1]-NBtrained[,3]) >= cutfold)

}

NBtrainedred <- matrix(NBtrained[indices,],ncol=ncol(NBtrained))

testdatared <- matrix(testdata[indices,], ncol=ncol(testdata))

singlegene <- function( genepred){

I1 <- -((9enepred[6] - genepred[1]) 2)/(2*genepred[2])-0.5*log(2*pi*genepred|[2])

12 <- -((genepred[6] - genepred[3]) 2)/(2*genepred[4])-0.5*log(2*pi*genepred[4])

#print(genepred)

return(11-12)

}

NBvectorpredicter <- function(vec){

combined <- cbind(NBtrainedred , vec)

combined <- matrix(combined[!is.na(vec),], ncol=6)

return(sum(apply( combined , 1, singlegene)))

return(apply(testdatared , 2 , NBvectorpredicter))

myROC <- function(numbers , fac){

nl <- sum(fac==levels(fac)[1 ])

n2 <- sum(fac==levels(fac)[2])

wilcoxresult <- wilcox.test(numbers~fac , alternative-'greater”)
ROCarea <- as.numeric(wilcoxresult$statistic)/(n1*n2)

pval <- wilcoxresult$p.value

return(c(ROCarea,pval))

}

SensitivitySpecificity <- function(numbers, fac){

nl <- sum(fac==levels(fac)[1])

n2 <- sum(fac==levels(fac)[2])

un <- sort(unique(numbers), decreasing=TRUE)
SenSpe <- function(x){

sen <- sum(numbers>=x & fac==levels(fac)[1])/n1
spe <- 1 - sum(numbers>=x & fac==levels(fac)[2])/n2
return(list(Sensitivity=sen,Specificity=spe))

return(t(sapply(un , SenSpe)))

NBloopreparer <- function(data , fac){
nsamples <- ncol(data)
ngenes <- nrow(data)
NBtrainedarray <- array(NA , dim=c(ngenes,5,nsamples))
for (i in 1:nsamples){ print(i)
NBtrainedarrayl,,i] <- NBtrainer(matrix(data[,-i],ncol=nsamples-1),fac[-i])

return(NBtrainedarray)

}

NBleaveoneout <- function(NBtrainedarray , data , fac , topnumber=Inf, logfoldcut=0 , pcut=1){
nsamples <- ncol(data)
loglikelihoods <- rep(NA , nsamples)
for (i in 1:nsamples){
loglikelihoodsJi]<- NBpredicter(matrix(data[,i],ncol=1),NBtrainedarray!,,i],topnumber,logfoldcut,pcut)

return(loglikelihoods)

}

NBloocv <- function(NBtrainedarray , data , fac , topnumber=Inf, logfoldcut=0 , pcut=1){
nl <- sum(fac==levels(fac)[1])

n2 <- sum(fac==levels(fac)[2])

Samplelnformation <- paste(levels(fac)[1]," ",n1,", " levels(fac)[2]," ",n2,sep=""
loglikelihoods <- NBleaveoneout(NBtrainedarray , data,fac,topnumber,logfoldcut,pcut)
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names <- colnames(data , do.NULL=FALSE)
orden <- order(loglikelihoods , decreasing=TRUE)

Samples <- data.frame(names[orden],loglikelihoods!orden],fac!orden])

ROCdata <- myROC(loglikelihoods,fac)

SenSpe <- SensitivitySpecificity(loglikelihoods,fac)

r

}

eturn (list(Samplelnformation=SampleInformation,ROCarea=ROCdata[1],p.value=ROCdata[2],
topnumber=topnumber,pcut=pcut,SenSpe <- SenSpe,samples=Samples))

NBtwooutpreparer <- function(data , fac){
nsamples <- ncol(data)
ngenes <- nrow(data)

NBdoublearray <- array(NA , dim=c(ngenes,5,nsamples*(nsamples-1)/2))

for (i in 2:nsamples){

}

for (j in 1:(i-1)){ print(paste(i," ".j));
NBdoublearrayl,,(i-1)*(i-2)/2+j] <- NBtrainer(matrix(data[,-c(i,j)],ncol=nsamples-2),fac[-c(i,j)])

return(NBdoublearray)

}

NBmaximizer <- function(NBtrainedarray , data , fac){
functomaximize <- function(pcut, topnumber){

NBloocv(NBtrainedarray , data , fac , topnumber=top , pcut=pcut)$ROCarea

}

rocmax <- 0

pcutmax <- numeric(0)

topmax <- numeric(0)

pcutset <- ¢(1,0.05,0.01,0.005,0.001,0.0003,0.0005,0.0001)
topset <- ¢(1,2,5,10,20,50,100)

for (pout in pcutset){

for (top in topset){
currentroc <- functomaximize(pcut,top); # print(paste(pcut," ",top," ",currentroc))
if (currentroc >= rocmax){
rocmax <- currentroc
pcutmax <- pcut
topmax <- top

}

}

}

print(paste("Result ".pcutmax," ".topmax," ".rocmax))
return(c(pcutmax,topmax))

}

NBtotalvalidation <- function(NBdoublearray , NBtrainedarray , data ,fac){

n
n
n
n

1 <- sum(fac==levels(fac)[1])
2 <- sum(fac==levels(fac)[2])
samples <- n1+n2

genes <- nrow(data)

Samplelnformation <- paste(levels(fac)[1]," ",n1,", ",levels(fac)[2]," ",n2,sep=""
maxarray <- matrix(NA , nrow=nsamples , ncol=2)

c

olnames(maxarray) <- c(‘pcut’,'topnumber’)

NormScore <- numeric(nsamples)

loglikelihoods <-numeric(nsamples)

for (i in 1:nsamples){

NBtemptrainedarray <- array(NA , dim=c(ngenes,5,nsamples-1))
if (i >1){

}
if
f

}
}

for (jin 1:(i-1)){
NBtemptrainedarrayl,,j] <- NBdoublearray][,,(i-1)*(i-2)/2+j]
}

(i < nsamples){
or (jin (i+1):nsamples){
NBtemptrainedarrayl[,,j-1] <- NBdoublearray[,,(j-1)*(j-2)/2+i]
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maxarrayl[i,] <- NBmaximizer( NBtemptrainedarray , data[,-i], fac[-i])
temploglikelihoods <- NBpredicter( data, NBtrainedarray][,,i] , pcut = maxarray[i,1] ,
topnumber=maxarrayf[i,2])
loglikelihoodsJi] <- temploglikelihoodsli]
meanll <- mean(temploglikelihoods[-i])
sdll <- sd(temploglikelihoodsl[-i])
NormScorel[i] <- (temploglikelihoodsJi] - meanll)/sdll
}
names <- colnames(data , do.NULL=FALSE)
orden <- order( NormScore , decreasing=TRUE)
Samples <- data.frame(names[orden],NormScore[orden],loglikelihoods[orden],fac[orden] ,maxarray[orden,])
ROCdata <- myROC(NormScore,fac)
SenSpe <- SensitivitySpecificity(NormScore,fac)
return(list(SampleIinformation=Samplelnformation,ROCarea=ROCdata[1],p.value=ROCdata[2],
,SenSpe <- SenSpe,samples=Samples))
}

ROCplot <- function(clasRes , sensspecnumber=6){

Sensitivity <- as.numeric(clasRes[[sensspecnumber]][,1])

Specificity <- as.numeric(clasRes[[sensspecnumber]][,2])

OneMinusSpecificity <-1- Specificity

ROCarea <- round(clasRes$ROC,digits=2)

plot(OneMinusSpecificity , Sensitivity , type="1", xlab="1-specificity", ylab="sensitivity")
title(paste("ROC area =", ROCarea),font. main=1)

}

ROCplotReverse <- function(clasRes){

Sensitivity <- rev(as.numeric(clasRes[[4]][,2]))

Specificity <- rev(as.numeric(clasRes[[4]][,1]))

OneMinusSpecificity <-1- Specificity

ROCarea <- round(clasRes$ROC,digits=2)

plot(OneMinusSpecificity , Sensitivity , type="I", xlab="1-specificity", ylab="sensitivity")
title(paste("ROC area = ",ROCarea),font.main=1)

(iii) ChP-PaC trainl+testl model

> str(svmtrain)

List of 29
$ call : language svm.default(x = t(training[aprioriBoolean, ]), y = facTr, kernel = "linear")
$ type :num 0
$ kernel :num 0
$ cost :num 1
$ degree :num 3
$ gamma :num 0.04
$ coef0 :num 0
$nu :num 0.5
$ epsilon :num 0.1
$ sparse - logi FALSE
$ scaled - logi [1:25] TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE ...
$x.scale :List of 2

..$ scaled:center: Named num [1:25] 3.14 3.42 3.28 3.33 2.66 ...

.. .- attr(*, "names")= chr [1:25] "ApoAl_001_C08" "APOA4_5""Cle_032_A11""C5.12"...
..$ scaled.scale : Named num [1:25] 0.117 0.157 0.183 0.109 0.112 ...

.. .- attr(*, "names")= chr [1:25] "ApoAl_001_C08" "APOA4_5""Cle_032_A11""C5.12"...

$ y.scale : NULL

$ nclasses sint 2

$ levels : chr [1:3] "ChP" "PaC" "rest"

$ tot.nSV :int 97

$nSV :int [1:2] 49 48

$ labels int[1:2] 12

$SV > num [1:97, 1:25]-0.407 0.147-0.912-0.256 0.478 ...

.- attr(*, "dimnames")=List of 2

....$: chr [1:97] "R2S1B7" "R4S5A1" "R1S1B4" "R1S8A3"...

....$ : chr[1:25] "ApoAl1_001_C08" "APOA4_5""Cle_032_Al1""C5.12"...
$ index 1int[1:971136 8 1316 2021 22 23 ...
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$ rho : num 0.0805

$ compprob  : logi FALSE

$ probA s NULL

$ probB s NULL

$ sigma : NULL

$ coefs :num[1:97,1]110.046611 ...

$ na.action - NULL

$ fitted : Factor w/ 3 levels "ChP","PaC","rest":1111111211...

attr(*, "names")= chr [1:204] "R2S1B7" "R1S2A6" "R4S5A1" "R3S5A2"...
$ decision.values: num [1:204, 1] 0.935 2.207 0.329 3.534 1.665 ...
..attr(*, "dimnames")=List of 2

....$: chr[1:204] "R2S1B7" "R1S2A6" "R4S5A1" "R3S5A2"...

....$ : chr"ChP/PaC"

- attr(*, "class")= chr "svm"

>

(iv) N-PaC trainl+testl model

> str(svmtrain)

List of 29
$ call : language svm.default(x = t(training[aprioriBoolean, ]), y = facTr, kernel = "linear")
$ type :num o0
$ kernel :num o0
$ cost :num 1
$ degree :num 3
$ gamma : num 0.04
$ coef0 :num 0
$nu :num 0.5
$ epsilon :num 0.1
$ sparse : logi FALSE
$ scaled . logi [1:25] TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE ...
$x.scale :Listof2

..$ scaled:center: Named num [1:25] 3.53 3.37 3.11 3.26 3.72 ...

.. attr(*, "names")= chr [1:25] "Angiomotin.1" "APOA4_2" "BITM8.001.B04" "Cle_032_A11"...
..$ scaled:scale : Named num [1:25] 0.135 0.186 0.235 0.192 0.177 ...

.. attr(*, "names")= chr [1:25] "Angiomotin.1" "APOA4_2" "B1TM8.001.B04" "Cle_032_A11"...

$ y.scale : NULL

$ nclasses sint 2

$ levels : chr [1:3] "N" "PaC" "rest"

$tot.nSV sint 15

$nSV 1int[1:2] 8 7

$ labels (int[1:2]12

$SV :num [1:15, 1:25]-0.392-1.505 0.246 0.174 1.489 ...

.- attr(*, "dimnames")=List of 2
.. ..$: chr[1:15] "R3S6A1" "R3S1A5" "R4S5A5" "R3S5A3"...
.. ..$ : chr[1:25] "Angiomotin.1" "APOA4_2" "BITM8.001.B04" "Cle_032_A11"...

$ index 1int [1:15] 1914 1516 17 19 20 27 69...

$ rho ‘num 1.4

$ compprob  : logi FALSE

$ probA : NULL

$ probB : NULL

$ sigma : NULL

$ coefs > num [1:15, 1] 0.0642 0.0156 0.0414 0.0302 0.0184 ...
$ na.action - NULL

$ fitted : Factor w/3 levels "N","PaC","rest: 1111111111 ..

attr(*, "names")= chr [1:124] "R3S6A1" "R6S1A3" "R3S4B3" "R6S2B1"...
$ decision.values: num [1:124,1]11.88 1.2 1.67 2.61 ...

.- attr(*, "dimnames")=List of 2

.. .3 :chr[1:124] "R3S6A1" "R6S1A3" "R3S4B3" "R6S2B1"...

.. .3 : chr "N/PaC"

- attr(*, "class")= chr "svm"

>

(v) Script ChP-PaC trainl+testl
apri<-c("IL-1a-145
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" IL-4-55 ",

" TGF-b1-34
" C-BTK-1",

" C-UBE2C-1
" C-PTPN1-3
" cTi7 ",

" C5-12 ",

" Sox11A_A6
" C-HADH2-8
" MCP1_001_A04 ",
" C-TNFRSF3-1 ",
" C-UCHL5-1
" TNF-a-89
" C-TNFRSF3-2 7,
Eotaxin-2 ,
" MCP1_005_ A1l 7,
" Cle _032_A11 ",
" APOA4 5
" ApoAl _001_C08 ",
" C-MKO08-1
" C-FASN-6
" IL-16-1 ",

" C-Keratin19-3
" C-GAK-5 ")

library(MASS)
library(gplots)
library(e1071)
#source("C./Program/R/R-2.8.1/library/NaiveBayesian") source(" NaiveBayesian")

filnamn<-"serum ChP-PaC trainl+testl.txt"

rawfile <- read.delim(filnamn)

samplenames <- as.character(rawfile[,1])

groups <- rawfile[,2]

data <- t(rawfile[,-c(1,2)])

ProteinNames <- read.delim(filnamn,header=FALSE)
ProteinNames <- as.character(as.matrix(ProteinNames)[1,])
ProteinNames <- ProteinNames[-(1:2)]

rownames(data) <- ProteinNames

colnames(data) <- samplenames

groupl <- "ChP"
group2 <- "PaC”

nTrainingSamples <- 204
nTestSamples <-102

training <- data[,1 :nTrainingSamples ]
test <- data[,(nTrainingSamples+1 ):(nTrainingSamples+nTestSamples)]

aprioriBoolean <- is.element(rownames(data), apri)

facTr<- factor(rep("rest",ncol(training)),levels=c(groupl, group2, "rest"))
subsetlTr <- is.element(groups[1:nTrainingSamples], groupl)
subset2Tr <- is.element(groups[1:nTrainingSamples] , group2)
facTr[subsetl1Tr] <- groupl

facTr[subset2Tr] <- group2

facTe <- factor(rep("rest",ncol(test)),levels=c(groupl, group2, "rest"))

subsetlTe <- is.element(groups[(nTrainingSamples+1):(nTrainingSamples+nTestSamples)]
strsplit(groupl,”,")[[1]])
subset2Te <- is.element(groups[(nTrainingSamples+1):(nTrainingSamples+nTestSamples)]

strsplit(group2,”)[[1 ]])

facTe[subsetlTe] <- groupl

facTe[subset2Te] <- group2

svmtrain <- svm(t(training[aprioriBoolean,]) , facTr, kernel-'linear")
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pred <- predict(svmtrain, t(test[aprioriBoolean,]), decision.values = TRUE, probability = T)
res <- as.numeric(attributes(pred)$decision.values, probability = T)
facnames <- colnames(attributes(pred)$decision.values)[1]

ROCdata <- myROC(res,facTe)
ROCdata[1]

SenSpe <- SensitivitySpecificity(res,facTe)

Sensitivity <- as.numeric(SenSpe[,1])

Specificity <- as.numeric(SenSpe[,2])

omSpecificity <-1-Specificity

plot(omSpecificity, Sensitivity, ylab="Sensitivity", xlab="1-Specificity",type="1")
mtext(side=1, line = -1.1, pastefROC AUC = ",signif(ROCdata[1], digits=2)))

ROCdata

Sensitivity+Specificity
max(Sensitivity+Specificity)

SenSpe
(vi) Script N-PaC trainl+testl

apri<-c("C-IL6-5 ",

" CystC_002_A01 ",
" IL-8-10 ",

" IL-11-42",

" Cle 032_A11 ",
Eotaxin-2 ,
" C-HADH2-8
" FB_009_BO01
" C5-9

" CDA40-44
" C-CDK2-1
" FN3-001-B04
Angiomotin-1 ,
" LDL-2 ",

" C5_029_Co08
" Clg-4 ",

" IL-1 a-122
" C-CDK2-2
" Cle _032_EO5 ",
" APOA4 2
" FB_009_EO05
" C-P85A-4
" C-BTK-1",

" BITM8-001-B04 ",
" IL-13-16")

library(MASS)

library(gplots)

library(e1071)
#source("C:/Program/R/R-2.8.1/library/NaiveBayesian")
source ("NaiveBayesian”)

filnamn<-"serum N-PacC train 1+testl.txt"

rawfile <- read.delim(filnamn)

samplenames <- as.character(rawfile[,1])

groups <- rawfilef,2]

data <- t(rawfile[,-c(1,2)])

ProteinNames <- read.delim(filnamn,header=FALSE)
ProteinNames <- as.character(as.matrix(ProteinNames)[1,])
ProteinNames <- ProteinNames[-(1:2)]

rownames(data) <- ProteinNames

colnames(data) <- samplenames
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groupl <- "N"
group2 <- "PaC"

nTrainingSamples <-124
nTestSamples <- 62

training <- data[,1 :nTrainingSamples ]

test <- data[,(nTrainingSamples+1):(nTrainingSamples+nTestSamples)]

aprioriBoolean <- is.element(rownames(data), apri)

facTr <- factor(rep("rest",ncol(training)),levels=c(groupl, group2, "rest"))
subsetlTr <- is.element(groups[1:nTrainingSamples], groupl)
subset2Tr <- is.element(groups[1:nTrainingSamples], group2)

facTr[subsetl1Tr] <- groupl
facTr[subset2Tr] <- group2

facTe <- factor(rep("rest",ncol(test)),levels=c(groupl, group2, "rest"))
subsetlTe <- is.element(groups[(nTrainingSamples+1):(nTrainingSamples+nTestSamples)]

strsplit(groupd,”,")[[1]])

subset2Te <- is.element(groups[(nTrainingSamples+1):(nTrainingSamples+nTestSamples)]

strsplit(group2,”,")[[1]])
fade[subset1Te] <- groupl
facTe[subset2Te] <- group2

svmtrain <- svm(t(training[aprioriBoolean,]), fadr, kernel-'linear")

pred <- predict(svmtrain, t(test[aprioriBoolean,]), decision.values = TRUE, probability = T)
res <- as.numeric(attributes(pred)$decision.values, probability = T)

facnames <- colnames(attributes(pred)$decision.values)[1]

ROCdata <- my ROC (res,fade)
ROCdata[1]

SenSpe <- SensitivitySpecificity(res.facTe)
Sensitivity <- as.numeric(SenSpe[, 1])
Specificity <- as.numeric(SenSpe[,2])
omSpecificity <-1-Specificity

plot(omSpecificity, Sensitivity, ylab="Sensitivity", xlab="1-Specificity",type="1")
mtext(side=1, line = -1.1, pastefROC AUC = ",signif(ROCdata[1], digits=2)))

ROCdata

Sensitivity+Specificity
max(Sensitivity+Specificity)

SenSpe

Tabla C — Ejemplo de poder discriminatorio de biomarcadores y combinaciones de biomarcadores (PC frente a NC)

ROC-AUC
0,9

0,83

0,93

0,96

0,95

0,95

Firma de biomarcador

HADH2

TNFRSF3

HADH2+TNFRSF3

HADH2+TNFRSF3+GAK
HADH2+TNFRSF3+GAK+UPF3B
HADH2+TNFRSF3+GAK+UPF3B+Integrina a-10
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REIVINDICACIONES

1. Un método para determinar la presencia de cancer de pancreas en un individuo, que comprende o que consiste
en las etapas de:

a) proporcionar una muestra para su analisis obtenida de un individuo;
b) determinar una firma de biomarcador de la muestra de ensayo midiendo la expresién de la muestra de ensayo
de dos o0 mas hiomarcadores seleccionados del grupo definido en la Tabla A;

en donde la etapa (b) comprende la medicién de la expresion en la muestra de HADH2, y
en donde la expresién en la muestra de ensayo de dos o mas biomarcadores seleccionados del grupo definido en la
Tabla A es indicativo de la presencia de cancer de pancreas.

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

¢) proporcionar una muestra de control obtenida de un individuo no afligido por cancer de pancreas;
d) determinar una firma de biomarcador de la muestra de control midiendo la expresion de la muestra de control
de dos 0 mas hiomarcadores medidos en la etapa (b);

en donde la presencia de cancer de pancreas se identifica en caso de que la expresion en la muestra de ensayo de
dos o mas biomarcadores medidos en la etapa (b) sea diferente de la expresion en la muestra de control de dos o
mas biomarcadores medidos en la etapa (d).

3. El método de acuerdo con la reivindicacion 2, que comprende o consiste ademas en las etapas de:

e) proporcionar una muestra de control obtenida de un individuo afligido por cancer de pancreas;
f) determinar una firma de biomarcador de la muestra de control midiendo la expresiéon en la muestra de control
de dos o mas biomarcadores medidos en la etapa (b);

en donde la presencia de cancer de pancreas se identifica en el caso de que la expresion en la muestra de ensayo
de dos o mas biomarcadores medidos en la etapa (b) se corresponda con la expresién en la muestra de control de
dos o méas biomarcadores medidos en la etapa (f).

4. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la etapa (b) comprende
ademas medir la expresion de

(a) TNFRSF3;

(b) uno o mas de los biomarcadores enumerados en la Tabla (A)(ii);

(c) uno o méas biomarcadores de los biomarcadores enumerados en Tabla A(iii);

(d) uno o méas biomarcadores de los biomarcadores enumerados en Tabla A(iv);

(e) uno o méas biomarcadores de los biomarcadores enumerados en Tabla A(v) ; y/o
(f) uno 0 méas biomarcadores de los biomarcadores enumerados en Tabla A(vi).

5. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores en donde la etapa (b) comprende o
consiste en medir la expresion en la muestra de ensayo de todos los biomarcadores definidos en la Tabla A.

6. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores en donde el cancer de pancreas se
selecciona del grupo que consiste en adenocarcinoma, carcinoma adenoescamoso, carcinoma de célula en anillo de
signet, carcinoma hepatoide, carcinoma coloide, carcinoma no diferenciado y carcinomas no diferenciados con
células gigantes de tipo osteoclasto.

7. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores en donde la etapa (b), (d) y/o la etapa
(f) se llevan a cabo utilizando primeros agentes de union capaces de unirse a los dos o mas biomarcadores, en
donde cada uno de los primeros agentes de unidon comprende o consiste en un anticuerpo o un fragmento de unién
a antigeno del mismo.

8. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores en donde los dos o mas
biomarcadores en la muestra de ensayo y/o la muestra de control se marcan con una fraccién detectable.

9. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 7 u 8 en donde las etapas (b), (d) y/o la etapa (f)
se llevan a cabo utilizando un ensayo que comprende segundos agentes de unién capaces de unirse a los dos o
mas biomarcadores, comprendiendo cada uno de los segundos agentes de unién una fraccion detectable, en donde
cada uno de los segundos agentes de unién comprende o consiste en un anticuerpo o un fragmento de unién a
antigeno del mismo.

10. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores en donde el método comprende:
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(i) marcar biomarcadores presentes en la muestra con biotina;

(ii) poner en contacto las proteinas marcadas con biotina con una matriz que comprende una pluralidad de scFv
inmovilizados en emplazamientos diferenciados en su superficie, teniendo scFv especificidad para una o mas de
las proteinas de la Tabla A;

(iii) poner en contacto el scFv inmovilizado con un conjugado de estreptavidina que comprende un colorante
fluorescente; y

(iv) detectar la presencia del colorante en emplazamientos diferenciados en la superficie de matriz

en donde la expresion del colorante en la superficie de matriz es indicativa de la expresion de un biomarcador de la
Tabla A en la muestra.

11. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 en donde las etapas (b), (d) y/o (f)
comprenden medir la expresion de una molécula de acido nucleico que codifica dos o mas biomarcadores.

12. El método de acuerdo con la reivindicacion 11, en donde la medicion de la expresion de los dos o mas
biomarcadores en las etapas (b), (d) y/o (f) se lleva a cabo utilizando dos 0 mas fracciones de unién capaces cada
una de ellas individualmente de unirse selectivamente a una molécula de acido nucleico que codifica uno de los
biomarcadores identificados en la Tabla A, en donde cada una de las una 0 mas fracciones de uniéon comprende o
consiste en una molécula de &cido nucleico.

13. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores en donde la muestra proporcionada
en las etapas (a), (c) y/o (e) se selecciona del grupo que consiste en sangre sin fraccionar, plasma, suero, fluido
tisular, tejido pancreatico, jugos pancreaticos, bilis y orina.

14. Uso de una matriz que comprende dos o mas agentes de unién tal como se definen en las reivindicaciones 7 0 9
para determinar la presencia de cancer de pancreas en un individuo, en donde la matriz comprende un agente de
union capaz de unirse a HADH2, en donde cada uno de los agentes de uniébn comprende o consiste en un
anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo.

15. Uso de dos o méas biomarcadores seleccionados del grupo definido en la Tabla A como marcadores de

diagnostico para determinar in vitro la presencia de cancer de pancreas en un individuo, en donde los dos o mas
biomarcadores incluyen HADH2.
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