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DESCRIPCION

Kit que comprende un anticuerpo que se une especificamente a la proteina del factor B del complemento y un
anticuerpo que se une especificamente a la proteina del antigeno carbohidrato 19-9 para el diagnéstico del cancer
pancreatico

Campo de la invencion

La presente solicitud se refiere a un kit de diagndstico para el cancer de pancreas que comprende un anticuerpo que
se une especificamente a una proteina del factor B del complemento y un anticuerpo que se une especificamente a
una proteina del antigeno carbohidrato 19-9, un método para proporcionar informacion para diagnosticar el cancer
de pancreas utilizando el mismo y un método para diagnosticar el cancer pancreatico utilizando el mismo.

Antecedentes de la invencion

El cancer pancreatico es el noveno cancer con una mayor apariciéon en el mundo, cuya tasa de mortalidad es el
cuarto tumor maligno mas alto (Lowenfels, AB, et al., Best Pract Res Clin Gastroenterol, 197-209, 2006). En la
mayoria de los paises, la proporcién de cancer pancreatico que representa el desarrollo de todos los tumores
malignos es solo de 2-3%, pero la proporcion del nimero de muertes representa hasta 6% del total de muertes
relacionadas con el cancer. La razén es que el prondstico es tan malo que la tasa de supervivencia a 2 anos del
cancer de pancreas es lo suficientemente baja como para ser solamente de 10% y la tasa de supervivencia a 5 afios
no supera 5% (Lee, CN, et al., Pancreas, 94-94, 2012).

La mayoria de los canceres de pancreas no muestra los sintomas hasta que progresa significativamente y, por lo
tanto, una vez que se ha diagnosticado el cancer de pancreas, ya esta bien desarrollado, por lo que la cirugia a
menudo es imposible. Ademas, incluso si la cirugia es posible, 80-90% de los pacientes con operacién quirirgica
sufre una recaida y acaba falleciendo. Para tratar el cancer de pancreas, se aplica radioterapia, quimioterapia, etc.,
ademas de la terapia quirdrgica, pero la mayoria de los casos muestran un efecto limitado sobre el tiempo de
supervivencia del paciente. Por lo tanto, es muy importante diagnosticar el cancer de pancreas en un estadio
temprano.

Un método para diagnosticar el cancer de pancreas incluye la biopsia utilizando la tomografia computarizada (CT) o
un dispositivo de obtenciéon de imagenes por resonancia magnética (MRI), y recientemente, se determina midiendo
el andlisis de proteinas en los fluidos corporales, tales como el plasma sanguineo, como muestras clinicas que
pueden diagnosticar el cancer de pancreas, al mismo tiempo que la presencia o el riesgo de cancer de pancreas.
Actualmente, el marcador tumoral mas comuin asociado con el cancer de pancreas es el antigeno carbohidrato 19-9
(CA 19-9), pero se sabe que CA 19-9 esta elevado en el plasma sanguineo de todos los pacientes con canceres del
sistema digestivo, incluyendo cancer del tracto biliar ademas del cancer de pancreas, y también en casos de
colangitis sin tumor maligno y obstruccion biliar, y por lo tanto hay un problema en cuanto a la baja especificidad
(fuente: Korea National Health Information Portal). Ademas, no se puede utilizar en el diagnéstico precoz, ya que, en
muchos casos, en el cancer temprano, aparecen niveles sanguineos normales del marcador CA 19-9.

Mientras tanto, el factor B del complemento (CFB) también es una proteina conocida como CFB, que es uno de los
ingredientes clave en las rutas alternativas de activacion del complemento. Las rutas alternativas son activadas por
estructuras de azlcares sobre las superficies celulares de los patdgenos, independientemente de la formacion del
complejo antigeno-anticuerpo. Primero, la activacién se induce combinando una pequefia cantidad de C3b presente
en la sangre con las superficies de los microorganismos. Cuando C3b se combina con el factor B del complemento
en la sangre, éste es degradado por el factor D del complemento a C3bBb y Ba, en los que C3bBb es estabilizado
por la properidina para generar la convertasa C3 de la ruta alternativa y entrar en la fase de amplificacién que crea
mas C3b. Como resultado, se genera méas convertasa C3, y la convertasa C3 resultante y C3b se combinan con las
superficies celulares de los microorganismos para formar el complejo C3bBb3b. El complejo C3bBb3b formado
representa la accion de la convertasa C5 de la ruta alternativa, y degrada C5 a C5a y C5b y finalmente forma MAC
sobre las superficies bacterianas. Como resultado, la bacteria muere y se elimina el antigeno. El factor B del
complemento se conoce como una proteina secretada que juega un papel importante en la generacion de c5
combinando la proteina c3b en la fase inicial de esta ruta alternativa, y se encuentran presentes 5 sitios glicano
como glicoproteina.

El documento WO 2004/055519 proporciona polipéptidos que estan regulados por incremento o por disminucion en
el cancer de pancreas y que se pueden utilizar como marcadores para el diagnéstico de cancer de pancreas.

K. E. Poruk et al.: "The Clinical Utility of CA 19-9 in Pancreatic Adenocarcinoma: Diagnostic and Prognostic
Updates”, Current Molecular Medicine, 2013, pag. 340-351, proporcionan una actualizacién de la evaluacién de la
precision de CA 19-9 y CEA vy, a diferencia de las revisiones anteriores, se centran en la discriminacién entre
enfermedades malignas y benignas en lugar de los controles normales.

El documento WO 2012/120288 se refiere a un método para determinar la presencia de cancer de pancreas.
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El documento KR 2013 0116433 proporciona marcadores para el diagndstico precoz del cancer de pancreas.

Pang, Wei Wei et al.: "Can the acute-phase reactant proteins be used as cancer biomarkers?", The International
Journal of Biological Markers, vol. 25, nim. 1, 2010, pag. 1-11, presentan en esta revisién algunas indicaciones de
que las huellas dactilares de proteinas reaccionantes de fase aguda (APRP) se pueden utilizar como biomarcadores
complementarios del cancer.

Se sabe que el factor B del complemento se secreta en sueros de varios pacientes que padecen cancer de ovario
(Wu. J., et al., JPR, 4541-52, 2012), cancer de epifaringe (Seriramalu R., et al., Electrophoresis, 2388-95, 2010),
cancer de mama (Doustjalali, SR, et al., Electrophoresis, tal como, 2392-401, 2004). Sin embargo, hasta la fecha no
se ha intentado diagnosticar el cancer de pancreas con una combinacion de factor B del complemento y
carbohidratos.

Descripcion detallada de la invencion

Por consiguiente, la presente solicitud esta destinada a proporcionar un kit para diagnosticar el cancer de pancreas
que comprende un anticuerpo que se une especificamente a una proteina del factor B del complemento, que es un
nuevo biomarcador para diagnosticar cancer de pancreas que tiene una especificidad y sensibilidad excelentes, y un
anticuerpo que se une especificamente a una proteina del antigeno carbohidrato 19-9, un método para proporcionar
informacién para diagnosticar el cancer de pancreas utilizando el mismo y un método para diagnosticar el cancer de
pancreas utilizando el mismo.

La presente solicitud proporciona un método para diagnosticar cancer de pancreas y un método para proporcionar
informacién para diagnosticar cancer de pancreas, que comprende medir el nivel de expresion de proteina del factor
B del complemento en la muestra de sangre separada de un sujeto.

La presente solicitud proporciona la utilizacion como marcador de diagndstico para el cancer de pancreas del factor
B del complemento (CFB). Mas especificamente, la presente solicitud proporciona un kit para diagnosticar el cancer
de pancreas que comprende un anticuerpo que se une especificamente a la proteina del factor B del complemento.

En una realizacion, la proteina del factor B del complemento puede ser una que consiste en la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 1.

SEQ ID NO: 1:
MGSNLSPQLCLMPFILGLLSGGVTTTPWSLARPQGSCSLEGVEIKGGSFRLLQEGQAL
EYVCPSGFYPYPVQTRTCRSTGSWSTLKTQDQKTVRKAECRAIHCPRPHDFENGEY
WPRSPYYNVSDEISFHCYDGYTLRGSANRTCQVNGRWSGQTAICDNGAGY CSNPGIP
IGTRKVGSQYRLEDSVTYHCSRGLTLRGSQRRTCQEGGSWSGTEPSCQDSFMYDTPQ
EVAEAFLSSLTETIEGVDAEDGHGPGEQQKRKIVLDPSGSMNIYLVLDGSDSIGASNFT
GAKKCLVNLIEKVASYGVKPRYGLVTYATYPKIWVKVSEADSSNADWVTKQLNEIN
YEDHKLKSGTNTKKALQAVYSMMSWPDDVPPEGWNRTRHVIILMTDGLHNMGGDP
ITVIDEIRDLLYIGKDRKNPREDYLDVYVFGVGPLVNQVNINALASKKDNEQHVFKV
KDMENLEDVFYQMIDESQSLSLCGMVWEHRKGTDYHKQPWQAKISVIRPSKGHESC
MGAVVSEYFVLTAAHCFTVDDKEHSIKVSVGGEKRDLEIEVVLFHPNYNINGKKEAG
IPEFYDYDVALIKLKNKLKYGQTIRPICLPCTEGTTRALRLPPTTTCQQQKEELLPAQDI
KALFVSEEEKKILTRKEVYIKNGDKKGSCERDAQYAPGYDKVKDISEVVTPRFLCTGG
VSPYADPNTCRGDSGGPLIVHKRSRFIQVGVISWGVVDVCKNQKRQKQVPAHARDF
HINLFQVLPWLKEKLQDEDLGFL

En una realizacién, el sujeto puede ser un paciente del que se sospecha que tiene cancer de pancreas.

En una realizacion, puede comprender adicionalmente una etapa de comparacion del nivel de expresion de proteina
del factor B del complemento en la muestra de sangre separada de un sujeto con el nivel de expresion de proteina
del factor B del complemento dentro del grupo de control normal. En la presente memoria descriptiva, el grupo de
control normal se refiere a una muestra de sangre separada de un sujeto sano sin cancer de pancreas y otras
enfermedades. Si al comparar las dos muestras, los niveles de expresion de proteinas del factor B del complemento
en la muestra del paciente que se sospecha que tiene cancer de pancreas es mayor que el nivel de expresion de
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proteinas del factor B del complemento en la muestra del grupo de control normal, el paciente candidato anterior
puede ser clasificado como paciente con cancer de pancreas. Por ejemplo, si el nivel de proteina del factor B del
complemento en la muestra del paciente candidato con cancer de pancreas es dos veces superior 0 mas que el nivel
de proteina del factor B del complemento en la muestra del grupo de control normal, el paciente candidato anterior
se puede clasificar como el paciente con cancer de pancreas

En una realizacién, la muestra de sangre puede ser una muestra de sangre completa, plasma o suero.

En la presente solicitud, el término "diagnéstico" significa la determinaciéon de la presencia o caracteristicas de la
patologia. En vista del propédsito de esta solicitud, el diagndstico consiste en determinar si es la generacion y la
recurrencia son de cancer de pancreas.

En la presente solicitud, el término "marcador para el diagndstico" o "marcador de diagnéstico” es una sustancia que
puede permitir diagnosticar o determinar la presencia de células cancerosas al distinguir las células cancerosas de
las células normales. El marcador que incluye biomoléculas organicas, tales como polipéptidos o acidos nucleicos
(por ejemplo: ARNm, etc.), lipidos, glicolipidos, glucoproteinas o azlcares (monosacaridos, disacaridos,
oligosacaridos, etc.), aumentaron o disminuyeron en las células cancerosas por encima de las células normales. En
vista de los propositos de esta solicitud, los marcadores de diagnéstico de cancer de pancreas son los genes de CA
19-9 y/o de la proteina B del complemento B y las proteinas que codifican para mostrar especificamente un alto nivel
de expresion en células de cancer de pancreas sobre células de tejido pancreéatico normales.

En la presente solicitud, el término "medir el nivel de expresion de una proteina” es un procedimiento para
determinar la presencia de la proteina expresada por genes marcadores de cancer y la cantidad de proteinas
expresadas en la muestra biolégica, en el que la cantidad de proteina se confirma utilizando el anticuerpo que se
une especificamente a las proteinas de los genes anteriores. El método de andlisis para esto incluye, pero no se
limita a, transferencia Western, ELISA (ensayo de inmunoabsorcion con enzima ligada), radioinmunoensayo (RIA),
radioinmundifusién, inmunodifusion de Ouchterlony, inmunoelectroforesis en cohete, inmunotincién de tejido, ensayo
de inmunoprecipitacion, ensayo de fijacion de complemento, FACS y chip de proteinas, y similares.

Por "se une especificamente" en la presente invencion, se quiere significar que la fuerza de unién a una sustancia
elegida como diana es lo suficientemente excelente como para ser capaz de detectar la presencia de la sustancia
elegida como diana por mediante la union sobre otras sustancias.

En la presente solicitud, "anticuerpo” representa el péptido o polipéptido sustancialmente encriptado derivado de un
gen de inmunoglobulina o genes de inmunoglobulina, o los fragmentos de los mismos o elaborados siguiendo el
patron de los mismos, que son capaces de unirse especificamente al antigeno o epitopo. En la presente solicitud, el
anticuerpo incluye un anticuerpo completo y fragmentos de anticuerpo e incluye varios tipos de estructuras de
anticuerpos sin estar limitado a estos. El fragmento de anticuerpo comprende partes del anticuerpo completo,
dominios variables del anticuerpo, o al menos sitios de unién a antigeno del anticuerpo. Los ejemplos de fragmentos
de anticuerpos incluyen un diacuerpo, una molécula de anticuerpo de cadena sencilla y un anticuerpo multiespecifico
formado a partir de los fragmentos de anticuerpo.

En una realizacion, el anticuerpo puede ser un anticuerpo policlonal o un anticuerpo monoclonal. Los anticuerpos
para la proteina del factor B del complemento se pueden preparar mediante métodos que generalmente se llevan a
cabo en la técnica, por ejemplo, métodos de fusién (Kohler y Milstein, European Journal of Immunology, 6:511-519
(1976)), métodos de ADN recombinante (Patente de Estados Unidos Num. 4.816.56) o métodos de bibliotecas de
anticuerpos en fagos (Clackson e al., Nature, 352:624-628 (1991) y Marks et al., J. Mol. Biol., 222:58, 1-597 (1991)).
Los procedimientos generales para la preparacion del anticuerpo son descritos en detalle por Harlow, E. y Lane, D.,
Using Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, Nueva York, 1999; Zola, H., Monoclonal
Antibodies: A Manual of Techniques, CRC Press, Inc., Boca Raton, Florida, 1984; y Coligan, CURRENT
PROTOCOLS IN IMMUNOLOGY, Wiley/Greene, NY, 1991. Por ejemplo, las células de hibridoma para producir
anticuerpos monoclonales se preparan por fusion de lineas celulares inmortales con los linfocitos productores de
anticuerpos, y la técnica requerida para este procedimiento es bien conocida por un experto en la técnica, que se
puede implementar facilmente. Los anticuerpos policlonales se pueden obtener inyectando el antigeno de la proteina
del factor B del complemento al animal apropiado y recolectando antisueros de este animal, y a continuacion,
separando los anticuerpos de los antisueros utilizando la técnica de afinidad conocida.

En la presente solicitud, el término "sensibilidad" representa la probabilidad de que el resultado de la prueba de
diagndstico sea positivo al haber sufrido la enfermedad correspondiente, mientras que "especificidad" representa el
grado de posibilidad de que el resultado de la prueba sea negativo sin haber sufrido la enfermedad.

Las proteinas del factor B del complemento se seleccionaron como sustancias candidatas para el marcador de
diagnéstico de cancer de pancreas para confirmar la presencia de la proteina del factor B del complemento de los
plasmas de personas normales y pacientes con cancer de pancreas, y observar el cambio. Como resultado, se
confirmo que el nivel de expresién de proteina del factor B del complemento en el plasma de los pacientes con
cancer de pancreas era muy alto en comparacion con el grupo de control normal (Ejemplos 1 y 2). Ademas, cuando
se comparé con el CA 19-9 conocido como marcador de diagnéstico de cancer de pancreas existente, se realizaron
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un ELISA y un analisis de la curva ROC (Caracteristica Operativa del Receptor) para verificar la eficacia como
marcador de diagnéstico para el cancer de pancreas del CFB, y se analizaron la sensibilidad y la especificidad de
CFB y CA 19-9 en funcion de sus valores de corte éptimos (Ejemplos 3 a 6). Como resultado, se pudo observar que
la expresion de CA 19-9 también aumenta en el cancer de higado, cancer de vias biliares y cancer de estémago,
incluido el cancer de pancreas, y por lo tanto se reduce la especificidad. Es decir, esto significa que el CA 19-9 solo
no es adecuado para su uso como marcador de diagnoéstico de cancer de pancreas. Sin embargo, dado que la
expresion del CFB se incrementd solo en el cancer de pancreas y tiene una excelente sensibilidad y especificidad,
significa que el CFB es adecuado como marcador para el diagnéstico del cancer de pancreas.

Mientras tanto, existe el problema de que el CA 19-9 solo ha reducido la especificidad como marcador de
diagndstico de cancer de pancreas, pero cuando se utiliza el CA 19-9 con el CFB, se puede ver que representa la
sensibilidad y especificidad mas excelentes. Esto significa que si el CA 19-9 solo, no es adecuado para su uso como
marcador para diagnosticar el cancer de pancreas, si se utiliza el CA 19-9 junto con el CFB, se puede diagnosticar el
cancer de pancreas con mayor precision.

Por lo tanto, en una realizacion, el kit puede comprender adicionalmente un anticuerpo que se une especificamente
al antigeno carbohidrato 19-9.

La presente solicitud también proporciona un método para diagnosticar cancer de pancreas y un método para
proporcionar informacion para diagnosticar cancer de pancreas, que comprende medir los niveles de expresion de
proteina del factor B del complemento y el antigeno carbohidrato 19-9 en la muestra de sangre separada de un
sujeto.

En una realizacién, el sujeto puede ser un grupo de pacientes que se sospecha que tiene cancer de pancreas.

En una realizacién, puede comprender adicionalmente una etapa de comparacién de los niveles de expresion de
proteinas del factor B del complemento y CA 19-9 en las muestras de sangre aisladas de un sujeto que se sospecha
que tiene cancer de pancreas con los niveles de expresién de proteinas del factor B del complemento y CA 19 -9 en
el grupo de control normal. Si al comparar las dos muestras, todos los niveles de expresiéon de proteinas del factor B
del complemento y CA 19-9 en la muestra del sujeto que se sospecha que tiene cancer de pancreas son mayores
que los niveles de expresién de proteinas del factor B del complemento y CA 19-9 en la muestra del grupo de control
normal, el sujeto anterior se puede clasificar como paciente con cancer de pancreas. Por ejemplo, si el nivel de
proteina del factor B del complemento en la muestra de un sujeto que se sospecha que tiene cancer de pancreas es
dos veces superior o mas que el nivel de proteina del factor B del complemento en la muestra del grupo de control
normal y el nivel de CA 19-9 en la muestra del sujeto que se sospecha que tiene cancer de pancreas es de 37 U/ml
0 mas, el sujeto anterior que se sospecha que tiene cancer de pancreas se puede clasificar como un paciente con
cancer de pancreas.

En una realizacién, la muestra de sangre puede ser una muestra de sangre completa, plasma o suero.

En un método para el diagnéstico del cancer de pancreas que comprende medir los niveles de expresion de
proteinas del factor B del complemento y el antigeno carbohidrato 19-9 como un biomarcador para diagnosticar
cancer de pancreas, la presente solicitud también proporciona un método para el diagnostico del cancer de pancreas
que comprende las siguientes etapas:

una primera etapa de recogida de una muestra de sangre de un sujeto;

una segunda etapa contacto de la muestra de sangre con el anticuerpo marcado de manera detectable que se une
especificamente a un biomarcador para formar un complejo del anticuerpo y el biomarcador;

una tercera etapa de separacién del complejo formado en la segunda etapa del anticuerpo marcado que no contiene
el complejo;

una cuarta etapa de cuantificacion de una senal de la marca detectable del anticuerpo que contiene el complejo
formado en la segunda etapa para medir la cantidad del biomarcador en la muestra de sangre;

una quinta etapa de comparacion de la cantidad del biomarcador medido en la cuarta etapa y la cantidad del
biomarcador en un grupo de control; y

una sexta etapa de diagndstico como cancer de pancreas, cuando la cantidad del biomarcador en la muestra es
mayor que la cantidad del biomarcador en el grupo de control en la quinta etapa.

Aqui, el biomarcador se refiere al factor B del complemento o al carbohidrato 19-9.

En la cuarta etapa, dado que la sefal de la marca detectable del complejo biomarcador-anticuerpo es proporcional a
la cantidad del biomarcador en la muestra de sangre, se puede observar la cantidad de biomarcador a partir de ésta.

En una realizacion, la cantidad del biomarcador en el grupo de control se refiere a la cantidad del biomarcador en la
muestra de sangre del sujeto sin cancer pancreatico.
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En una realizacién, la muestra de sangre puede ser una muestra de sangre completa, plasma o suero.

En una realizacion, puede comprender adicionalmente una etapa de separaciéon del biomarcador y las proteinas
ademas del biomarcador en la muestra de sangre mediante inmunoprecipitacion entre la primera etapa y la segunda
etapa.

En una realizacién, la etapa de separacion del biomarcador y las proteinas ademas del biomarcador puede
comprender las siguientes etapas:

i) una etapa de contacto de la muestra de sangre separada del sujeto con el anticuerpo que se une especificamente
al biomarcador para formar un complejo entre el anticuerpo y el biomarcador;

i) una etapa de precipitacion del complejo formado en la etapa i);

iii) una etapa de separacion del complejo precipitado del sobrenadante de la muestra que contiene otras proteinas
ademas del biomarcador y el anticuerpo que no forma el complejo.

De acuerdo con la presente solicitud, se puede proporcionar el marcador de diagnéstico de cancer de pancreas con
sensibilidad y especificidad mejoradas.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1a muestra una imagen de electroforesis bidimensional del plasma de una persona normal, y la Figura 1b
muestra una imagen de electroforesis bidimensional del plasma de un paciente con cancer de pancreas. Las
manchas indicadas por las flechas se refieren a las proteinas del factor B del complemento.

La Figura 2 representa la diferencia de expresion del factor B del complemento en el plasma de la persona normal y
el plasma del paciente con cancer de pancreas, que muestra imagenes de electroforesis vertical bidimensional de
las partes con manchas (punto negro) en las Figuras 1ay 1b.

La Figura 3a muestra los resultados del andlisis de los niveles de expresién de proteina del factor B del
complemento en plasmas de pacientes con cancer de pancreas y normales mediante transferencia Western (N:
normal, C: cancer de pancreas).

La Figura 3b es un grafico que muestra la intensidad de la banda de transferencia Western en la Figura 3a.

La Figura 4a muestra los resultados del andlisis de los niveles de expresién de proteina del factor B del
complemento en lineas celulares normales (HPDE) y lineas celulares de cancer de pancreas (HPAC1, BXPC3,
PANC1) por medio de transferencia Western.

La Figura 4b muestra los resultados del andlisis de los niveles de expresién de proteina del factor B del
complemento en lineas celulares normales (HPDE) y lineas celulares de cancer de pancreas (HPAC1, BXPCS,
PANC1) por medio de RT-PCR.

La Figura 4c es un grafico que muestra la intensidad de la banda en la Figura 1b.

La Figura 5a es el resultado del andlisis de los niveles de expresion de proteina del factor B del complemento (CFB)
por medio de transferencia Western. HD representa normal, CP pancreatitis y PC cancer de pancreas.

La Figura 5b es un grafico que muestra la intensidad de la banda de transferencia Western en la Figura 5a. HD
representa, CP pancreatitis, PC cancer de pancreas.

La Figura 6 muestra los resultados del analisis de los niveles de expresién de CFB y CA 19-9 en varios tipos de
cancer por medio de ELISA (a: CFB, b: CA 19-9). HD representa normal, CP pancreatitis, PC cancer de pancreas,
HCC cancer de higado, CC cancer de conducto biliar y GC cancer de estbmago.

La Figura 7 muestra las curvas ROC de CA 19-9, CFBy CFB + CA 19-9.
EJEMPLOS

En lo sucesivo, la presente solicitud se explica en detalle a través de ejemplos. Los siguientes ejemplos estan
destinados simplemente a ilustrar la presente solicitud, a los cuales no esta restringido el alcance de la presente
solicitud.

[Ejemplo 1] Analisis de los niveles de expresion de proteina del factor B de complemento (CFB)

Ejemplo 1-1. Deteccion de la proteina CFB en plasma mediante electroforesis en gel y espectrometria de
masas

Para detectar la presencia y la cantidad de CFB en plasma de personas normales y pacientes con cancer de
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pancreas, se realizaron electroforesis y espectrometrias de masas.

Los plasmas se obtuvieron de Gene Bank and Departament of Gastroenterology in Severance Hospital de acuerdo
con las regulaciones de Institutional Review Board (IRB). Se utilizaron muestras de plasma dispensandolas en 200 pl
y manteniéndolas antes del experimento a -70°C. Debido a que el factor B del complemento es una proteina
secretada y las proteinas de alta abundancia conocidas estan presentes en los plasmas, las proteinas ademas del
factor B del complemento se eliminaron con Hu-14 (Agilent), y a continuacion se realiz6 una electroforesis
bidimensional. Para la electroforesis bidimensional, se marcaron 50 pug de cada muestra analitica y la muestra de
referencia correspondiente con 400 pmoles de Cy3, Cy5, Cy2 (GE Healthcare) como un colorante fluorescente en
condiciones de oscuridad durante 30 minutos, y la reaccion se detuvo con 1 pL de lisina 10 mM. Para alcanzar 450
pL finalmente mezclando tres muestras, cada una marcada con el colorante fluorescente, entre si, se afadié la
solucion tampdn de muestra [urea 6 M, tiourea 2 M, Chaps al 4%, ditiotreitol (DTT) 60 mM, Tris 30 mM, pH 8,5] y se
rehidraté junto con una solucién tampén IPG 4-7NL al 2% a temperatura ambiente durante 16 horas. El
isoelectroenfoque (IEF) se realizd utilizando Immobiline DryStrip pH 4-7NL (GE Healthcare) en el sistema de
electroforesis MultiPhor Il (GE Healthcare) hasta 95.000 V como requisito éptimo, y se llevaron a cabo la reduccién y
la alquilacion en una sola etapa con una solucién tampén de tributilfosfina [urea 6 M, dodecil sulfato de sodio al 2%
(SDS), Tris 30 mM, glicerol al 20%, solucién de acrilamida al 2,5%, tributilfosfina 5 mM] durante 25 minutos.

Los resultados de la electroforesis bidimensional para plasmas de personas normales se representaron en la Figura
1a, y los resultados de la electroforesis bidimensional para plasmas de pacientes con cancer de pancreas se
representaron en la Figura 1b. Las flechas en las Figuras indican CFB. Como resultado, se pudo observar que
aumentaba la expresion de CFB.

Ademas, en los plasmas de personas normales y pacientes con cancer de pancreas, se realizd la electroforesis
vertical secundaria para investigar la diferencia en la expresién de CFB. Este separ6 utilizando el sistema de
electroforesis Ettan Dalttwelve (GE Healthcare) para la electroforesis vertical secundaria y utilizando gel de
poliacrilamida al 9% ~ 16%, y se digitalizé por medio del escaner Typhoon 9400 (GE Healthcare) con longitudes de
onda correspondientes a Cy2, Cy3, Cy5, después de completar la electroforesis. Cada imagen de gel se analizé
utilizando el soporte l6gico de analisis DeCyder 2-D (GE Healthcare).

Como resultado, al igual que los resultados de la electroforesis bidimensional, se pudo observar en pacientes con
cancer de pancreas que aumentaba la expresién de CFB (Figura 2).

Después de analizar las imagenes, se realiz6 la espectrometria de masas en las manchas indicadas por las flechas
en las Figuras 1ay 1b para investigar la presencia del CFB. Se recogieron manchas de proteina del gel tefiido con
colorante azul Coomassie, se decoloraron y se digirieron con tripsina, y a continuacion los péptidos digeridos se
desalaron utilizando una mezcla de resinas Poros R2 y Oligo R3. La identificacion de proteinas se analizé6 mediante
Q-TOF (Agilent), y el espectro obtenido mediante Q-TOF-MS se identificé utilizando la base de datos MASCOT.

Como resultado, se pudo confirmar, como se muestra en la Tabla 1 a continuacion, que las manchas indicadas por
las flechas en las Figuras 1a'y 1b son CFB.

[Tabla 1]
Numero | Nombre de la proteina | Valor de |Puntuacion Razo6n de Consultas Cobertura de
pl Coincidentes secuencia
gi Factor B del 6,55 171 25 1,5 1%
291922 complemento

Ejemplo 1-2. Analisis de los niveles de expresion de proteina CFB en plasmas

Para analizar los niveles de expresion de la proteina CFB en plasmas de pacientes con cancer de pancreas, se
realizé la inmunotransferencia. La transferencia Western se realiz6 usando anticuerpos de las mismas cantidades de
proteina en plasmas de 10 personas normales y plasmas de 10 pacientes con cancer de pancreas. Después del
andlisis de SDS-PAGE al 10% de aproximadamente 10 ug de la proteina plasmatica, el gel se transfirio a la
membrana de nitrocelulosa (NC) para la transferencia Western y después se bloqued con una soluciéon tampén TBS-
T que contenia leche desnatada al 5% [Tris 20 mM, cloruro de sodio 137 mM, Tween-20 al 0,1%, pH 7,6] durante 1
hora. El anticuerpo anti-factor B del complemento (CFB, Abcam) se traté primero diluyéndolo en la solucion tampoén
de TBS-T que contenia leche desnatada al 5% 1:1000 veces, y el anti-lgG-HRP de ratén (Santa Cruz) se traté de
forma secundaria 1:10000 veces. La membrana NC final se hizo reaccionar con reactivo de transferencia Western
ECL Plus (GE Healthcare) durante 1 minuto, y se analizé digitalizandolo un escaner Typhoon 9400.

Como resultado, como se muestra en la Figura 3a, se pudo observar que la expresién de CFB aumentaba en el
grupo de pacientes con cancer de pancreas.

Al analizar el resultado de la Figura 3a a través de la intensidad de la banda en torno a las razones de multiplicidad,
7
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se confirm6 que CFB es altamente expresado en los plasmas de los pacientes con cancer de pancreas sobre el
grupo normal (Figura 3b).

Ejemplo 1-3. Analisis de los niveles de expresion de CFB en células de cancer de pancreas

Se realizaron transferencias Western y RT-PCR para determinar los niveles de expresion de CFB en las lineas
celulares de cancer de pancreas. Se utilizé HPDE (célula epitelial del conducto pancreatico humano) como lineas
celulares normales, y se utilizaron HPAC1, BXPC3 (célula epitelial de adenocarcinoma de pancreas humano) y
PANC1 (carcinoma epitelioide de pancreas humano) como lineas celulares pancredticas. Se inmunoprecipitaron
juntos 2 pg de anticuerpo anti-factor B del complemento y 10 ul de proteina G - agarosa en un tubo de 1 ml durante
2 horas, utilizando 1 mg de cada producto lisado celular, y a continuacién se determinaron los niveles de expresion
de CFB en las células normales y las células de cancer de pancreas mediante transferencia Western. Como
resultado, se confirmd que no se detectaba CFB en las células normales, sino que solo se detecta en las células de
cancer de pancreas (Figura 4a).

A continuacion, se determiné el nivel de expresion de ARNm de CFB utilizando RT-PCR. El ARN total se extrajo
utilizando easy-BLUE (iNtRON, Gyeonggi, Corea), y se sintetizé el ADNc utilizando el kit omniscript RT (Qiagen,
Hilden, Alemania). Los cebadores utilizados fueron los siguientes:

Cebador CFB (SEQ ID NO: 2): 5-CAACAGAAGCGGAAGATCGTC-3' (directo)
Cebador CFB (SEQ ID NO: 3): 5-TATCTCCAGGTCCCGCTTCTC-3' (inverso)
Cebador GAPDH (SEQ ID NO: 4): 5-~ACCACAGTCCATGCCATCAC-3' (directo)
Cebador GAPDH (SEQ ID NO: 5): 5-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3' (inverso)

Las condiciones de PCR fueron 35 ciclos, desnaturalizacion a 94°C durante 1 minuto, reasociacién a 59°C durante 1
minuto y extensién del cebador a 72°C durante 1 minuto. Como resultado, se confirmd, como en los datos de la
transferencia Western, que el CFB no se detecta en las células normales, sino que se detecta solamente en las
células de cancer de pancreas (Figura 4b). Al analizar el resultado de la Figura 1a a través de la intensidad de la
banda en torno a las razones de multiplicidad, se confirm6 que CFB es altamente expresado en las lineas celulares
de cancer de pancreas sobre las lineas celulares normales (Figura 4c).

[Ejemplo 2] Analisis del nivel de expresion de proteina del factor B del complemento (CFB) con una
pluralidad de muestras

Para averiguar una posibilidad definitiva como candidato a biomarcador sobre CFB, se realiz6 el experimento de
confirmacion independiente adicional utilizando grandes cohortes de pacientes.

La transferencia Western se realizd6 de la misma manera que en los Ejemplos 1 a 3, utilizando plasmas de 44
personas normales, 12 pacientes con pancreatitis y 40 pacientes con cancer de pancreas y después utilizando los
plasmas agrupados de las personas normales como patrén. Como resultado, se pudo confirmar que CFB es
altamente expresado en PC sobre HD y CP (Figura 5a), y se demostré que CFB es altamente expresado en PC
sobre HD y CP, siendo p <0,05 al indicar la intensidad de las bandas de transferencia Western como puntos (Figura
5b). Por lo tanto, se podria confirmar que CFB se expresa dos veces mas en PC que en HD y CP, como valores
significativos, incluso al realizar el experimento independiente utilizando las grandes cohortes de pacientes.

[Eiemplo 3] Analisis de los niveles de expresion de proteina de CFB y CA 19-9 en varios pacientes con
cancer mediante ELISA

Para comparar los niveles de expresién de CA 19-9 y CFB, ahora conocidos como biomarcadores de cancer de
pancreas, se realizaron pruebas ELISA utilizando plasmas de HD, CP, PC, HCC, CC y GC. Se utilizaron los
productos de USCN y Panomics como KITs ELISA de CFB y CA 19-9, respectivamente, y los experimentos se
llevaron a cabo de acuerdo con cada protocolo para cada producto.

Primero, en el caso del ELISA de CFB, cada plasma se diluy6 en 1:10.000, y después se introdujeron alrededor de
100 pl en los pocillos recubiertos con anticuerpo contra CFB. Se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente.
A continuacién, después de retirar los plasmas de los pocillos e introducir 100 ul de una soluciéon de trabajo de
reactivo de deteccion A en ellos, se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de 1 hora, la
solucion se retiréd de los pocillos, y después se lavaron tres veces repetidamente afiadiendo a estos 350 pl de la
solucién de lavado. A continuacion, se introdujeron 100 pl de la solucién de trabajo de reactivo de deteccién B en
cada pocillo y se hicieron reaccionar a temperatura ambiente durante 30 minutos. Se lavaron cinco veces con la
solucion de lavado. A continuacion, se introdujeron 90 pl de la solucién sustrato en cada pocillo, y después se
hicieron reaccionar en condiciones de oscuridad durante 15 minutos, seguido de cuantificaciéon a 450 nm utilizando
un lector de microplacas después de introducir 50 pl de la solucién de parada. Los niveles de expresion de CFB en
estos grupos parecian ser 34,0 (intervalo: 26,1 a 41,3), 73,5 (intervalo: 62,3 a 77,1), 92,0 (intervalo: 75,2 a 121,6),
37,0 (intervalo: 28,8 a 47,5), 41,5 (intervalo: 29,1- 52,1), 63,0 (intervalo: 56,3 a 72,9) ng/ml (Figura 6a).
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En el caso de CA 19-9 ELISA, cada plasma se introdujo a 10 pl en la placa recubierta con anticuerpo para CFB 19-9,
y se introdujeron 100 pl de tampdn de ensayo CA 19-9. A continuacién se mezclaron bien durante 30 segundos, y
después se incubaron a temperatura ambiente durante 90 minutos. A continuacién, el tampdn se retir6 de los
pocillos, que se lavaron cuatro veces repetidamente utilizando el tampdn de lavado. A continuacién, se introdujeron
cuidadosamente 100 pl del reactivo de producto conjugado de trabajo en cada pocillo, y después se incubaron a
temperatura ambiente durante 90 minutos después de mezclarlos bien durante 30 segundos. El reactivo se retird de
los pocillos, que se lavaron cuatro veces repetidamente utilizando el tampén de lavado. A continuacion, se introdujo
TMB en cada pocillo y se hizo reaccionar durante 20 minutos en condiciones de oscuridad después de mezclarlos
durante 10 segundos. A continuacion, se introdujeron 100 pl de la solucién de parada y se mezclaron durante 30
segundos, seguido de cuantificacion a 450 nm utilizando el lector de microplacas. Los niveles de CA 19-9 en estos
grupos parecian ser 4,6 (intervalo: 2,8 a 7,2), 10,2 (intervalo: 6,0 a 21,4), 298,8 (intervalo: 111,4 a 832,6), 50,5
(intervalo: 18,1 a 159,5), 137,5 (intervalo: 53,8 a 537,9) y 10,0 (intervalo: 9,4 a 16,7) U/ml (Figura 6b). Los niveles de
expresion de CFB en los plasmas se expresaron concretamente como CA 19-9 en el grupo de PC sobre el grupo sin
PC (HD, CP, HCC, CC y GC) como CA 19-9 (p <0,002). Asimismo, en el caso de CFB, en comparacion con CA 19-
9, se demostr6 que distingue mejor entre el paciente con PC y el paciente sin PC (P <0,0001).

Esto significa que CA 19-9 solo no es adecuado para su uso como marcador de diagnéstico para el cancer de
pancreas, mientras que CFB que aumenta especificamente su expresion en cancer de pancreas, solo es adecuado
como marcador para diagnosticar el cancer de pancreas.

[Ejemplo 4] Analisis de sensibilidad y especificidad de CFB y CA 19-9 con la curva ROC (Caracteristica
Operativa del Receptor), en el diagnostico de cancer de pancreas

Para determinar hasta qué punto distinguen CFB y CA 19-9 entre los pacientes con cancer de pancreas y las
personas sin cancer de pancreas (HD, CP, HCC, CC y GC), se realizé el analisis de la curva ROC utilizando el
programa de prueba de suma de rangos de Mann-Whitney. CFB se comparé con CA 19-9 a través del valor de AUC.
Como resultado, el valor de AUC de CFB de 0,958 (IC 95%: 0,956-0,959) parecia ser mas alto que el valor de AUC
de CA 19-9 de 0,833 (IC 95%: 0,829-0,837). El valor de AUC de 0,986 (0,985-0,986) al combinar los dos (CFB + CA
19-9) mostr6é un valor de AUC significativamente mayor que aquellos (p <0,01) al utilizar CFB y CA 19-9 solos
(Figura 7).

Esto significa que es posible diagnosticar el cancer de pancreas solo con CFB o una combinacion de CFB y CA 19-
9.

[Ejemplo 5] Diagnodstico de cancer de pancreas basado en valores de corte 6pticos de CFB y CA 19-9

Para cada grupo (HD; normal, CP; pancreatitis, PC; cancer de pancreas, HCC; cancer de higado, CC; cancer de
vias biliares, GC; cancer de estdémago), se confirmaron las eficacias diagnésticas de CA 19-9 y CFB. Como
resultado, como se muestra en la Tabla 2 a continuacién, tanto CA 19-9 como CFB mostraron una eficacia
diagnéstica similar en la PC (CA 19-9: 80,5%, CFB: 73,2%). Sin embargo, CA 19-9 mostré una alta eficacia de
diagnéstico (HCC: 61,3%, CC: 77,2%, GC: 17,1%) para otros tipos de cancer (HCC, CC, GC), mientras que CFB
mostré una baja eficacia de diagnéstico para otros tipos de cancer (HCC: 0%, CC: 0%, GC: 8,6%). Esto significa que
CFB es mas especifico para PC que CA 19-9 en comparacioén con otros tipos de cancer.

[Tabla 2]
CA 19-9 = 37U/ml CFB = 78,4 ng/ml
HD 0% 0%
CP 8,3 % 8,3 %
PC 80,5 % 73,2 %
HCC 61,3 % 0%
cC 77,2 % 0%
GC 171 % 8,6 %

[Ejemplo 6] Identificacion de la sensibilidad y especificidad de CFB y CA 19-9

Para evaluar la precision como indicador de diagnéstico de cancer de pancreas de CFB, CA 19-9 y CFB + CA 19-9,
se identificaron la sensibilidad y especificidad (%) de CA 19-9, CFB y CFB + CA 19-9 en el diagnéstico de cancer de
pancreas en comparacion con otras enfermedades de acuerdo con los valores de corte dpticos pronosticados por el
indice maximo de Youden. Como resultado, como se muestra en la Tabla 3 a continuacion, cuando se comparé PC
con otros grupos (HD, CP, HCC, CC y GC), la sensibilidad de CA 19-9 parecia ser de 80,4%, siendo la especificidad
de 70,0 %, y la sensibilidad de CFB parecia ser 73,1%, siendo la especificidad de 97,9%. Y cuando se combinaron
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CFB y CA 19-9, la sensibilidad parecia ser de 90,1%, siendo la especificidad de 97,2%. Esto significa que aparece
una mejor eficacia de diagndstico al combinar CA 19-9 y CFB sobre la de los casos en los que se utilizan CA 19-9y
CFB solos.

[Tabla 3]
CA 19-9 (U/ml) CFB (ng/ml) CA 19-9 + CFB
PC versus otros tipos de cancer 37 78,42 -
indice Y 50,4 71,0 87,4
Sensibilidad (%; IC 95%) 80,4 (79,8-81,0) 73,1 (72,4-73,7) 90,1 (89,7-90,6)
Especificidad (%; IC 95%) 70,0 (69,6-70,4) 97,9 (97,8-98,1) 97,2 (97,0-97,3)

10



10

15

20

ES 2776733 T3

LISTA DE SECUENCIAS

<110> University-Industry Foundation, Yonsei University

<120> Composicién para el diagndéstico de cancer pancreatico que comprende un polipéptido o anticuerpo de unién

especifica al factor B del complemento

<130> X14U16C0067

<160>5

<170> Kopatentln 2.0

<210> 1

<211> 764

<212> PRT
<213> factor B del complemento de homo sapiens

<400> 1
Met Gly Ser Asn Leu Ser Pro Gln

1

Gly

Pro

Phe

Gly

65

Ser

Glu

Glu

Phe

Cys

145

Gly

Val

Arg

Gly

Asp

225

Thr

Leu

Gln

Arg

50

Phe

Trp

Cys

Tyr

His

130

Gln

Ala

Gly

Gly

Ser

210

Thr

Ile

Leu

Gly

35

Leu

Tyr

Ser

Arg

Trp

115

Cys

Vval

Gly

Ser

Leu
195

Trp

Pro

Glu

Ser

20

Ser

Leu

Pro

Thr

Ala

100

Pro

Tyr

Asn

Tyr

Gln

180

Thr

Ser

Gln

Gly

5

Gly

Cys

Gln

Tyr

Leu

85

Ile

Arg

Asp

Gly

Cys

165

Tyr

Leu

Gly

Glu

Val

Gly

Ser

Glu

Pro

70

Lys

His

Ser

Gly

Arg

150

Ser

Arg

Arg

Thr

Vval

230

Asp

vVal

Leu

Gly

55

Val

Thr

Cys

Pro

Tyr

135

Trp

Asn

Leu

Gly

Glu

215

Ala

Ala

Thr

Glu

40

Gln

Gln

Gln

Pro

Tyr

120

Thr

Ser

Pro

Glu

Ser

200

Pro

Glu

Glu

Leu

Thr

25

Gly

Ala

Thr

Asp

Arg

105

Tyr

Leu

Gly

Gly

Asp

185

Gln

Ser

Ala

Asp

Cys

10

Thr

val

Leu

Arg

Gln

90

Pro

Asn

Arg

Gln

Ile

170

Ser

Arg

Cys

Phe

Gly

Leu

Pro

Glu

Glu

Thr

75

Lys

His

Val

Gly

Thr

155

Pro

Vval

Arg

Gln

Leu

235

His

Met

Trp

Ile

Tyr

60

Cys

Thr

Asp

Ser

Ser

140

Ala

Ile

Thr

Thr

Asp

220

Ser

Gly

11

Pro

Ser

Lys

45

val

Arg

vVal

Phe

Asp

125

Ala

Ile

Gly

Tyr

Cys

205

Ser

Ser

Pro

Phe

Leu

30

Gly

Cys

Ser

Arg

Glu

110

Glu

Asn

Cys

Thr

His

190

Gln

Phe

Leu

Gly

Ile

15

Ala

Gly

Pro

Thr

Lys

95

Asn

Ile

Arg

Asp

Arg

175

Cys

Glu

Met

Thr

Glu

Leu

Arg

Ser

Ser

Gly

80

Ala

Gly

Ser

Thr

Asn

160

Lys

Ser

Gly

Tyr

Glu

240

Gln



Gln

Leu

Ala

Val

305

Trp

Lys

Thr

Pro

Ile

385

Val

Asn

Leu

Glu

Phe

465

Val

Ala

Gly

Thr

Lys

545

Ile

Val

Lys

val

Lys

290

Lys

Val

Gln

Asn

Asp

370

Leu

Ile

Pro

val

Gln

450

Tyr

Trp

Lys

Ala

Val

530

Arg

Asn

Ala

Leu

275

Lys

Pro

Lys

Leu

Thr

355

Asp

Met

Asp

Arg

Asn

435

His

Gln

Glu

Ile

val

515

Asp

Asp

Gly

Leu

Lys

260

Asp

Cys

Arg

Val

Asn

340

Lys

Val

Thr

Glu

Glu

420

Gln

Val

Met

His

Ser

500

Val

Asp

Leu

Lys

Ile

245

Ile

Gly

Leu

Tyr

Ser

325

Glu

Lys

Pro

Asp

Ile

405

Asp

val

Phe

Ile

Arg

485

val

Ser

Lys

Glu

Lys

565

Lys

Val

Ser

Val

Gly

310

Glu

Ile

Ala

Pro

Gly

390

Arg

Tyr

Asn

Lys

Asp

470

Lys

Ile

Glu

Glu

Ile

550

Glu

Leu

Leu

Asp

Asn

295

Leu

Ala

Asn

Leu

Glu

375

Leu

Asp

Leu

Ile

Val

455

Glu

Gly

Tyr

His

535

Glu

Ala

Lys

Asp

Ser

280

Leu

Val

Asp

Tyr

Gln

360

Gly

His

Leu

Asp

Asn

440

Lys

Ser

Thr

Pro

Phe

520

Ser

val

Gly

Asn

Pro

265

Ile

Ile

Thr

Ser

Glu

345

Ala

Trp

Asn

Leu

val

425

Ala

Asp

Gln

Asp

Ser

505

Vval

Ile

Val

Ile

Lys

ES 2776733 T3

250

Ser

Gly

Glu

Tyr

Ser

330

Asp

val

Asn

Met

Tyr

410

Tyr

Leu

Met

Ser

Tyr

490

Lys

Leu

Lys

Leu

Pro

570

Leu

Gly

Ala

Lys

Ala

315

Asn

His

Tyr

Arg

Gly

395

Ile

Val

Ala

Glu

Leu

475

His

Gly

Thr

Val

Phe

555

Glu

Lys

Ser

Ser

Val

300

Thr

Ala

Lys

Ser

Thr

380

Gly

Gly

Phe

Ser

Asn

460

Ser

Lys

His

Ala

Ser

540

His

Phe

Tyr

Met

Asn

285

Ala

Tyr

Asp

Leu

Met

365

Arg

Asp

Lys

Gly

Lys

445

Leu

Leu

Gln

Glu

Ala

525

val

Pro

Tyr

Gly

12

Asn

270

Phe

Ser

Pro

Trp

Lys

350

Met

His

Pro

Asp

val

430

Lys

Glu

Cys

Pro

Ser

510

His

Gly

Asn

Asp

Gln

255

Ile

Thr

Tyr

Lys

Val

335

Ser

Ser

Val

Ile

Arg

415

Gly

Asp

Asp

Gly

Trp

495

Cys

Cys

Gly

Tyr

Tyr

575

Thr

Tyr

Gly

Gly

Ile

320

Thr

Gly

Trp

Ile

Thr

400

Lys

Pro

Asn

Val

Met

480

Gln

Met

Phe

Glu

Asn

560

Asp

Ile



10

15

20

25

30

35

Arg

Leu

Ala

625

Thr

Glu

Ser

Tyr

Val

705

Val

His

Lys

Pro

Pro

610

Gln

Arg

Arg

Glu

Ala

690

His

val

Ala

Glu

<210>2
<211> 21
<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> cebador directo CFB

<400> 2

caacagaagc ggaagatcgt ¢

<210> 3
<211> 21
<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> cebador inverso CFB

<400> 3
tatctccagg tccegcetict ¢

<210> 4
<211> 20
<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador directo GAPDH

<400> 4
accacagtcc atgccatcac

<210>5

Ile

595

Pro

Asp

Lys

Asp

Val

675

Asp

Lys

Asp

Arg

Lys
755

580

Cys

Thr

Ile

Glu

Ala

660

Vval

Pro

Arg

Val

Asp

740

Leu

Leu

Thr

Lys

val

645

Gln

Thr

Asn

Ser

Cys

725

Phe

Gln

Pro

Thr

Ala

630

Tyr

Tyr

Pro

Thr

Arg

710

Lys

His

Asp

21

Cys

Cys

615

Leu

Ile

Ala

Arg

Cys

695

Phe

Asn

Ile

Glu

21

20

Thr

600

Gln

Phe

Lys

Pro

Phe

680

Arg

Ile

Gln

Asn

Asp
760

ES 2776733 T3

585

Glu

Gln

Val

Asn

Gly

665

Leu

Gly

Gln

Lys

Leu

745

Leu

Gly

Gln

Ser

Gly

650

Tyr

Cys

Asp

Val

Arg

730

Phe

Gly

Thr

Lys

Glu

635

Asp

Asp

Thr

Ser

Gly

715

Gln

Gln

Phe

Thr

Glu

620

Glu

Lys

Lys

Gly

Gly

700

Val

Lys

Val

Leu

13

Arg

605

Glu

Glu

Lys

val

Gly

685

Gly

Ile

Gln

Leu

590

Ala

Leu

Lys

Gly

Lys

670

Val

Pro

Ser

Val

Pro
750

Leu

Leu

Lys

Ser

655

Asp

Ser

Leu

Trp

Pro
735

Trp

Arg

Pro

Leu

640

Cys

Ile

Pro

Ile

Gly

720

Ala

Leu



10

<211> 20
<212> DNA
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> cebador inverso GAPDH

<400> 5
tccaccaccc tgttgetgta 20

ES 2776733 T3

14



10

15

20

ES 2776733 T3

REIVINDICACIONES

1. Un método para diagnosticar el cancer de pancreas que comprende medir los niveles de expresion de proteina del
factor B del complemento y antigeno carbohidrato 19-9 en la muestra de sangre que se ha separado de un sujeto.

2. El método para diagnosticar el cancer de pancreas segun la reivindicacién 1, que comprende adicionalmente una
etapa de comparacion de los niveles de expresion de proteina del factor B del complemento y el antigeno
carbohidrato 19-9 en la muestra de sangre separada del sujeto con los niveles de expresion de proteina del factor B
del complemento y antigeno carbohidrato 19-9 en el grupo de control normal, respectivamente.

3. El método para diagnosticar cancer de pancreas segun la reivindicacion 1, en donde la muestra de sangre es
sangre completa, plasma o suero.

4. El método para diagnosticar el cancer de pancreas segun la reivindicaciéon 1, en donde los niveles de expresién de
proteina del factor B del complemento y el antigeno carbohidrato 19-9 se miden utilizando una electroforesis de
fluorescencia bidimensional, transferencia Western, ELISA, radioinmunoensayo, radioinmunodifusion,
inmunoelectroforesis o espectrometria de masas.

5. Un kit para diagnosticar el cancer de pancreas que comprende un anticuerpo que se une especificamente al factor
B del complemento y un anticuerpo que se une especificamente al antigeno carbohidrato 19-9.

6. El kit para diagnosticar el cancer de pancreas segun la reivindicaciéon 5, en donde el factor B del complemento
consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1.

7. El kit para diagnosticar cancer de pancreas segun la reivindicacién 5, en donde el anticuerpo es un anticuerpo
policlonal o un anticuerpo monoclonal.
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[Figura 1a]

[Figura 2]

Plasma de sujeto normal Plasma de paciente con cancer de pancreas
[Figura 3a]
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[Figura 3b]
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[Figura 7]
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