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DESCRIPCION

BIOMARCADORES, METODO Y KIT PARA EL DIAGNOSTICO TEMPRANO DEL
ADENOCARCINOMA DUCTAL DE PANCREAS

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se encuentra dentro del campo de la Biologia Molecular y la
Medicina. Especificamente, se refiere a un método de obtencion de datos utiles para el
diagnodstico temprano del adenocarcinoma ductal de pancreas. El diagnéstico precoz
se realiza mediante el analisis de los biomarcadores FGF-10, CXCL11, OSM, GPNMB
y SCF.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El adenocarcinoma ductal de pancreas (PADC) posee una de las tasas de mortalidad
mas altas entre todos los tipos de cancer. Los nuevos casos de este cancer
alcanzaron los 44.000 individuos el afio pasado (2012) y de ellos, 37.400 murieron (el
85%). Hombres y mujeres tienen aproximadamente un riesgo similar de padecerlo
(Siegel et al., 2012. C.A. Cancer J. Clin. 62, 10-29). Entre los motivos de la escasa
respuesta al tratamiento se encuentran el diagnéstico tardio dado que en la mayoria
da los casos cuando el cancer es detectado se ha producido metastasis y los
mecanismos intrinsecos de resistencia a la quimioterapia (Hidalgo, 2010. N. Engl. J.
Med. 362, 1605-1617; Sakar et al. 2007. Toxicol. Appl. Pharmacol. 224, 326-336).
Debido al impacto que el diagnostico temprano tiene en la supervivencia de los
pacientes (Agarwal et al., 2008. Pancreas 36, 15-20), son necesarias mejores
herramientas de diagnostico sencillas para la deteccion y evaluacion de la
enfermedad. El suero es la mejor opcién para obtener muestras donde estudiar los
tumores malignos ya que puede ser tomado por métodos no invasivos. En el caso del
cancer de pancreas es especialmente util ya queel acceso al érgano diana es muy
dificil. Por estas razones, los biomarcadores del cancer basados en suero constituyen
las pruebas de deteccion mas sencillas. Hasta la fecha, el unico biomarcador basado
en suero para el PDAC usado es el antigeno carbohidrato 19-9 (CA), con sensibilidad
entre el 70 y 90% y especificidad entre el 70 y 98%, dependiendo del tamafio del
tumor (Chan et al., 2012. J. Proteomics). No obstante, este biomarcador no es
detectado si el tamafo del tumor es menor a 2 centimetros y por la falta de expresion

en el 10% de los pacientes. Esto también ocurre en otras patologias. Por ello y desde
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hace poco, la Sociedad Americana de Oncologia no recomienda CA 19-9 para las
pruebas de deteccion del PADC (Duffy et al., 2010. Ann. Oncl. 21, 441-447)

Existe una estrecha relacion entre los procesos inflamatorios y la carcinogénesis
(Mantovani et al., 2008. Nature 454, 436-444; Germano et al., 2008. Cytokine 43, 374-
379). El cancer pancreatico esta caracterizado por una densa reaccion desmoplasica,
la cual representa una barrera importante que previene la liberacion efectiva de los
agentes quimioterapéuticos en el sitio principal de la enfermedad. Ademas, el
microambiente del complejo tumoral nutre la invasidon y metastasis del cancer
pancreatico (Shields et al., 2012. Biochem J. 441, 541-542; Nesse et al., 2011. Gut.
60, 861-868; Luo et al., 2012. Biochim. Biophys Acta. 1826, 170-178). Las citoquinas
liberadas por células cancerosas o por células en el interior del microambiente tumoral
son los arquitectos de esta reaccién. Teniendo en cuenta lo anterior, consideramos
gue una modulacién en los niveles de citoquinas podria reflejar los procesos que

llevan al desarrollo de la enfermedad o a la quimioresistencia.

Los arrays basados en anticuerpos representan una herramienta util para el
descubrimiento de biomarcadores del cancer. Esta metodologia destaca por su
capacidad de ofrecer percepciones rapidas y correctas para la deteccion temprana de
biomarcadores del cancer, aportando nuevos enfoques para terapias contra el cancer
(Breman et al., 2010. Nat. Rev. Cancer 10, 605-617)

Por tanto la identificacion y validacién de biomarcadores individuales o conjuntos de
biomarcadores para la rapida deteccion del PDAC (biomarcadores diagnostico)

ayudaria a incrementar la supervivencia de los pacientes.
BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Un primer aspecto de la invencion se refiere al uso de los genes (y/o proteinas) FGF-
10, CXCL11, OSM, GPNMB y SCF, para el diagnostico temprano del cancer de
pancreas. El uso puede ser simultaneo o puede elegirse cualquiera de los genes (y/o

proteinas), o cualquiera de sus combinaciones.

En una realizacion preferida de este aspecto de la invencién el cancer de pancreas es

el adenocarcinoma ductal de pancreas (PDAC)

Otro aspecto de la invencion se refiere a un método de obtencién de datos Utiles, de
ahora en adelante primer método de la invencion, para el diagnéstico temprano del

cancer de pancreas, que comprende:
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a) Obtener una muestra aislada del individuo.
b) cuantificar el producto de expresion de los genes que se seleccionan de
la lista que consiste en: FGF-10, CXCL11, OSM, GPNMB'y SCF.

Se puede cuantificar el producto de expresion de todos los genes simultaneamente, o
puede elegirse cualquiera de los genes (y/o proteinas), o cualquiera de sus

combinaciones.
En otra realizacion preferida, el método de la invencién ademas comprende:

c) comparar las cantidades obtenidas en el paso (b) con una cantidad de

referencia.

En una realizacién preferida del método de la invencién, los pasos (b) y/o (c) de los

métodos descritos anteriormente pueden ser total o parcialmente automatizados.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un método de diagnéstico del cancer de
pancreas que comprende los paso (a)-(c) segun el primer método de la invencion, y
ademas comprende asignar al individuo del paso (a) al grupo de individuos que
padecen cancer de pancreas cuando presentan una cantidad de producto de
expresion del los genes FGF-10, CXCL11, OSM, GPNMB y SCF, superior a la

cantidad de referencia.

En una realizacién preferida de este aspecto de la invencion el cancer de pancreas es

el adenocarcinoma ductal de pancreas (PDAC)

En una realizacion preferida del método de la invencion, la muestra biologica aislada
de un individuo del paso (a) es una muestra de sangre.

En otra realizacion preferida, la deteccion de la cantidad de expresion de cualquiera de
los genes FGF-10, CXCL11, OSM, GPNMB y SCF se realiza mediante un

inmunoensayo.

En otra realizacion preferida, el inmunoensayo es un ensayo inmunoabsorbente ligado

a enzimas o ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay).

Otro aspecto de la invencién se refiere a un anticuerpo para tratar un individuo que
padece cancer de pancreas (o alternativamente al uso de un anticuerpo en la
elaboracion de un medicamento para el tratamiento del cancer de pancreas),
identificable por un método de la invencion, donde el anticuerpo se selecciona de entre
anti-FGF-10, anti-CXCL11, anti-OSM, anti-GPNM v anti-SCF, o cualquiera de sus
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combinaciones. Preferiblements se emplea una combinacion de todos los anticuerpos
anteriores. En otra realizacion preferida de este aspecto de la invencion el cancer de

pancreas es el adenocarcinoma ductal de pancreas (PDAC).

Otro aspecto de la invencién se refiere a una composicion farmacéutica que
comprende un agente modulador de al menos uno de los genes que se seleccionan de
entre FGF-10, CXCL11, OSM; GPNMB y SCF, para tratar a un individuo que padece
cancer de pancreas (o0 alternativamente al uso de una composicién farmacéutica que
comprende un agente modulador de al menos uno de los genes que se seleccionan de
entre FGF-10, CXCL11, OSM, GPNMB y SCF en la elaboracion de un medicamento
para el tratamiento del cancer de pancreas), y mas preferiblemente del
adenocarcinoma ductal de pancreas (PDAC), identificable por un método de la

invencion.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un kit o dispositivo, de ahora en
adelante kit de la invencion, que comprende los elementos necesarios para cuantificar
la cantidad de producto de expresién de los genes que se seleccionan de entre FGF-
10, CXCL11, OSM, GPNMBy SCF o cualquiera de sus combinaciones.

En una realizacién preferida, el kit de la presente invencion comprende los anticuerpos
gue se seleccionan de la lista que consiste en anticuerpos: anti-FGF-10, anti- CXCL11,
anti-O5M, anti- GPNM vy anti-SCF, 0 cualquiera de sus combinaciones.
Preferiblemente, el kit de la invencién comprende simultaneamente al menos un
anticuerpo de cada tipo: anti-FGF-10, anti- CXCL11, anti-O8SM, anti- GPNM vy anii-
SCF.

En otra realizacion preferida, el kit de la invencion comprende anticuerpos secundarios
0 controles positivos y/o negativos. El kit ademas puede incluir, sin ningun tipo de
limitacion, tampones, soluciones de extraccion de proteinas, agentes para prevenir la

contaminacién, inhibidores de la degradacién de las proteinas, etc.

Otro aspecto de la invencién se refiere a un soporte soélido, o chip de proteinas, que
comprende al menos uno de los anticuerpos anti-FGF-10, anti- CXCL11, anti-O3M,
anti- GPNM vy anti-SCF, o cualquiera de sus combinaciones, para llevar a cabo el

cualquiera de los métodos de la invencion.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un soporte solido, o chip de DNA, que
comprende oligonucleé6tidos o microarreglos de canal Unico disefiados a partir de una

secuencia conocida o un ARNm de al menos uno de los genes FGF-T0, CXCLTI,
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OSM, GPNM vy SCF. Preferiblemente, comprende los oligonucleétidos capaces de
detectar el ARNm de todos los genes FGF-1(, CXCLT1, OSM, GPNM y SCF.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Los autores de la presente invencion han analizado los miembros de la familia de las
citoquinas en individuos sanos, en individuos que padecen PDAC sin tratar y en
individuos que padecen PDAC que han sido sometidos al tratamiento con Gemcitabina
y Erlotinib. Han encontrado una serie de marcadores que les permite el diagnostico
temprano de los individuos con PDAC. Asi la presente invencién proporciona un
método de obtencion de datos utiles para el diagnéstico temprano de individuos con
PDAC.

Por tanto, un primer aspecto de la invenciéon se refiere al uso de los genes (y/o
proteinas) FGF-10, CXCL11, OSM, GPNMB y SCF, para el diagnostico temprano del
cancer de pancreas. El uso puede ser simultdneo o puede elegirse cualquiera de los

genes (y/o proteinas), o cualquiera de sus combinaciones.

En una realizacioén preferida de este aspecto de la invencién el cancer de pancreas es

el adenocarcinoma ductal de pancreas (PDAC)

Otro aspecio de la invencién se refiere a un método de obtencion de datos Utiles, de
ahora en adelante primer método de la invencion, para el diagnéstico temprano del

cancer de pancreas, que comprende:

d) Obtener una muestra aislada del individuo.
e) cuantificar el producto de expresion de los genes que se seleccionan de
la lista que consiste en: FGF-10, CXCL11, OSM, GPNMB'y SCF.

Se puede cuantificar el producto de expresion de todos los genes simultaneamente, o
puede elegirse cualquiera de los genes (y/o proteinas), o cualquiera de sus

combinaciones.
En otra realizacion preferida, el método de la invencién ademas comprende:

C) comparar las cantidades obtenidas en el paso (b) con una cantidad de

referencia.
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En una realizacién preferida del método de la invencion, los pasos (b) y/o (¢) de los
métodos descritos anteriormente pueden ser total o parcialmente automatizados, por
ejemplo, por medio de un equipo robético sensor para la deteccién de la cantidad en el

paso (b) o la comparacion computarizada en el paso (c).

Una realizaciéon preferida de este aspecto de la invencién se refiere a un método de
diagnéstico del cancer de pancreas que comprende los paso (a)-(c) del primer método
de la invencion, y ademas comprende asignar al individuo del paso (a) al grupo de
individuos que padecen cancer de pancreas cuando presentan una cantidad de
producto de expresién del los genes FGF-10, CXCL11, OSM, GPNMB y SCF, superior
a la cantidad de referencia. Puede presentar una cantidad de producto de expresion
de cualquiera de los genes FGF-10, CXCL11, OSM, GPNMB y SCF, o de todos ellos

simultaneamente, superior a la cantidad de referencia.

Una “muestra biologica aislada” incluye, pero sin limitarnos a, células, tejidos y/o
fluidos biolégicos de un organismo, obtenidos mediante cualquier método conocido por

un experto en la materia.

En una realizacion preferida del método de la invencion, la muestra biologica aislada
de un individuo del paso (a) es una muestra de sangre, y aun mas preferiblemente

suero

El término “individuo”, tal y como se utiliza en la descripcion, se refiere a animales,
preferiblemente mamiferos, y mas preferiblemente, humanos. El término “individuo” no
pretende ser limitativo en ningun aspecto, pudiendo ser éste de cualquier edad, sexoy

condicion fisica.

La deteccion la cantidad de producto de expresion de FGF-10, CXCL11, OSM,
GPNMB y SCF puede realizarse por cualquier medio conocido en el estado de la
técnica. Los autores de la presente invencion han demostrado que la deteccion de la
cantidad o la concentracion de anticuerpos frente a estas citoquinas de manera semi-
cuantitativa o cuantitativa permiten diagnosticar de manera temprana a individuos que

padecen adenocarcinoma ductal de pancreas.

Los niveles de expresion de los genes van a dar un determinado perfil de expresion
génica. El término “nivel de expresion”, también denominado “cantidad producto
génico” o “cantidad de producto de expresion” se refiere al material bioquimico, ya sea
ARN o proteina, resultado de la expresion de un gen. Algunas veces se usa una

medida de la cantidad de producto génico para inferir qué tan activo es un gen. Se
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entiende por “perfil de expresion génica” el perfil génico obtenido tras la cuantificacion
del ARNm y/o de proteina producida por los genes de interés o biomarcadores, es
decir, por los genes FGF-10, CXCL11, OSM, GPNMB y SCF, en una muestra biolégica
aislada. El perfil de expresion de los genes se realiza, preferiblemente, determinando
el nivel de ARNm derivado de su transcripcion, previa extraccion del ARN total
presente en la muestra biolégica aislada, lo cual puede realizarse mediante protocolos

conocidos en el estado de la técnica.

La medida de la cantidad o la concentracién de producto de expresion de estos genes,
preferiblemente de manera semi-cuantitativa o cuantitativa, puede ser llevada a cabo
de manera directa o indirecta. La medida directa se refiere a la medida de la cantidad
o la concentracion del producto de expresion de los genes, basada en una sefal que
se obtiene directamente de los transcritos de dichos genes, o de las proteinas, y que
esta correlacionada directamente con el nimero de moléculas de RNA o de proteinas
producidas por los genes. Dicha sefial — a la que también podemos referirnos como
sefial de intensidad — puede obtenerse, por ejemplo, midiendo un valor de intensidad
de una propiedad quimica o fisica de dichos productos. La medida indirecta incluye la
medida obtenida de un componente secundario 0 un sistema de medida bioldgica (por
ejemplo la medida de respuestas celulares, ligandos, “etiqueta” o productos de

reaccion enzimatica).

El término “cantidad”, tal y como se utiliza en la descripcion, se refiere pero no se
limita, a la cantidad absoluta o relativa de los productos de expresiéon de los genes 0 a
la cantidad de los anticuerpos, asi como a cualquier otro valor o parametro relacionado
con los mismos o0 que pueda derivarse de éstos. Dichos valores o parametros
comprenden valores de intensidad de la sefial obtenidos a partir de cualquiera de las
propiedades fisicas o quimicas de dichos productos de expresion obtenidos mediante
medida directa. Adicionalmente, dichos valores o parametros incluyen todos aquellos
obtenidos mediante medida indirecta, por ejemplo, cualquiera de los sistemas de

medida descritos en otra parte del presente documento.

El término “comparacion”, tal y como se utiliza en la descripcion, se refiere pero no se
limita, a la comparacion de la cantidad de los productos de expresion de los genes o
de la muestra bioldgica a analizar, también llamada muestra biologica problema, con
una cantidad de los productos de expresion de los genes de una o varias muestras de
referencia deseable. La muestra de referencia puede ser analizada, por ejemplo,

simultanea o consecutivamente, junto con la muestra biolégica problema. La
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comparacion descrita en el apartado (c¢) del método de la presente invencién puede

ser realizada manualmente o asistida por ordenador.

Las cantidades de referencia adecuadas pueden ser determinadas por el método de la
presente invencion a partir de una muestra de referencia que puede ser analizada, por
ejemplo, simultanea o consecutivamente, junto con la muestra biolégica problema. Asi,
por ejemplo pero sin limitarnos, la muestra de referencia pueden ser los controles
negativos, esto es, las cantidades detectadas por el método de la invencion en

muestras de individuos que no padecen la enfermedad.

A continuaciéon se describen las caracteristicas de las citoquinas que son objeto del

estudio:

El gen FGF-10 0o fibroblast growth factor 10 (KGF-2: keratinocyte growth factor 2) se
encuentra en el cromosoma 5 (5p13-p12). Esie factor ha sido descrito como un
promotor de la morfogénesis en etapas primarias de la organogénesis asi como un
regulador de la profiferacion de células progeniioras epiteliales pancredticas (Bhushan
et al., 2001, Development 128, 5148-5117). Recientements, también se ha descrito un
vinculo entre la sefalizacion FGF10/FGFRZ-HHD v la migracién v la invasion de las
células de cancer pancreatico a fravés de la induccion de melaloproteinasas de matriz
de membrana tipo 1 vy fransformando el factor de crecimienio TGF-1 el cual es un
importante regulador de la transicion epitslial mesenguimal (Nomura ef al, 2008. Br. J.
Cancer 89, 305-313).

En el contexto de la presente invencién, FGF-10 se define también por una secuencia
de nucledtidos o polinucleétido, que constituye la secuencia codificante de la proteina

recogida en la SEQ ID NO: 8, y que comprenderia diversas variantes procedentes de:

a) moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido que comprende la

secuencia aminoacidica de la SEQ ID NO: 8,

b) moléculas de acido nucleico cuya cadena complementaria hibrida con la secuencia

polinucleotidica de a),

¢) moléculas de acido nucleico cuya secuencia difiere de a) y/o b) debido a la

degeneracioén del cédigo genético,

d) moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido que comprende la
secuencia aminoacidica con una identidad de al menos un 80%, un 90%, un 95%, un

98% o un 99% con la SEQ ID NO: 8, y en las que el polipéptido codificado por dichos
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acidos nucleicos posee la actividad y las caracteristicas estructurales de la proteina
FGF-10. Entre dichas moléculas de acido nucléico se encuentra la recogida en la
secuencia SEQ ID NO: 1.

El gen CXCL11 &6 hemokine (C-X-C motif) ligand 11 (C-X-C motif chemokine 11; beta-
R1; interferon gamma-inducible protein 9; interferon-inducible T-cell alpha
chemoattractant; small inducible cytokine B11; small inducible cytokine subfamily B
(Cys-X-Cys), member 11; small inducible cytokine subfamily B (Cys-X-Cys), member
9B; small-inducible cytokine B11, H174, I-TAC, IP-9, IP9, SCYB11, SCYB9B, b-R1) se
encuentra en el cromosoma 4 (4921.2). CXCL11 es una guimioguina que interacita
especificaments con &l receptor CXCR3. Estimula la fosforilacion de las vias de las
guinasas MAPK conduciendo a ia profiferacion y prevencion de la apoptosis (Miekus et
al., 2010. Folia Histochem. Cylobiol. 48, 104-111) Ademas, se ha descrito su papel en
varios tipos de tumorigénesis cancerosas (Lo ef al, 2010. Am. J. Pathol. 176, 2435-
2446; Furuya ef al., 2011, Gynecol Oncol 122, 648-655). Aungue aqui preseniamos,
por primera vez, CXCL11 como un posible biomarcador en pacientes con PDAC, ha
sido recientemente propussto como un biomarcador sérico para adenccarcinoma de
prostata (Klee ef af, 2012, Clin. Chem. 58, 589-609)

En el contexto de la presente invencién, CXCL11 se define también por una secuencia
de nucledtidos o polinucleétido, que constituye la secuencia codificante de la proteina

recogida en la SEQ ID NO: 9, y que comprenderia diversas variantes procedentes de:

a) moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido que comprende la

secuencia aminoacidica de la SEQ ID NO: 9,

b) moléculas de acido nucleico cuya cadena complementaria hibrida con la secuencia
polinucleotidica de a),

¢) moléculas de acido nucleico cuya secuencia difiere de a) y/o b) debido a la

degeneracion del codigo genético,

d) moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido que comprende la
secuencia aminoacidica con una identidad de al menos un 80%, un 90%, un 95%, un
98% o un 99% con la SEQ ID NO: 9, y en las que el polipéptido codificado por dichos
acidos nucleicos posee la actividad y las caracteristicas estructurales de la proteina
CXCL11. Entre dichas moléculas de acido nucléico se encuentra la recogida en la
secuencia SEQ ID NO: 2.
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El gen OMS 6 oncostatin M (C-X-C motif chemokine 11; beta-R1; interferon gamma-
inducible protein 9; interferon-inducible T-cell alpha chemoattractant; small inducible
cytokine B11; small inducible cytokine subfamily B (Cys-X-Cys), member 11; small
inducible cytokine subfamily B (Cys-X-Cys), member 9B; small-inducible cytokine B11,
H174, |-TAC, IP-9, IP9, SCYB11, SCYB9B, b-R1) se encuentra en el cromosoma 4
(4921.2). La oncostatine M pertenece a la misma familia gue la interleuguina-6 v
estimuia varias funcionss implicadas en reparacion de heridas. Aungue inicialments se
describié como un  inhibidor del crecimiento de céiulas de leucemia {Zarling ef af,
1986. Proc. Nat. Acad. Sci. USA. 83, 9739-43), recigntemente se ha comprobado gue
pueds albergar un doble papel, también como promotor en la proliferacién, migracion
celular e invasion (Fossey of al. 2011, BMC Cancer 11, 125; Lief al, 2011, Inl. J. Mol
Med. 28, 101-108; Winder ef &l., 2011, J. Pathol 225, 448-462; Tiffen et al., 2008. Mol.
Endocrinol. 22, 2677-2688). Una vez OMS se une a su receplor, promusve la
fosforilacion reciproca vy la aclivacion de la via de la familia Janus gquinasa (JAKYSTAT.
Varios objetivos transcripcionales de STAT3 son importantes contribuidores a la
biologia del PDAC {Corcoran et af., 2011, Cancer Res. 71, 5020-8028)

En el contexto de la presente invencion, OMS se define también por una secuencia de
nuclettidos o polinucleétido, que constituye la secuencia codificante de la proteina

recogida en la SEQ ID NO: 10, y que comprenderia diversas variantes procedentes de:

a) moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido que comprende la

secuencia aminoacidica de la SEQ ID NO: 10,

b) moléculas de acido nucleico cuya cadena complementaria hibrida con la secuencia

polinucleotidica de a),

c) moléculas de acido nucleico cuya secuencia difiere de a) y/o b) debido a la

degeneracion del codigo genético,

d) moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido que comprende la
secuencia aminoacidica con una identidad de al menos un 80%, un 90%, un 95%, un
98% o un 99% con la SEQ ID NO: 10, y en las que el polipéptido codificado por dichos
acidos nucleicos posee la actividad y las caracteristicas estructurales de la proteina
OMS. Entre dichas moléculas de acido nucléico se encuentra la recogida en la
secuencia SEQ ID NO: 3.

El gen GPNMB 6 glycoprotein (transmembrane) nmb (UNQ1725/PR09925, HGFIN,

NMB, glycoprotein NMB; glycoprotein nmb-like protein; osteoactivin; transmembrane
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glycoprotein HGFIN; transmembrane glycoprotein, NMB NQ1725/PR09925, HGFIN,
NMB) se encuentra en el cromosoma 7 (7p15). La glicoproteina GPNMB, {ambién
conocida como osteoactivina (OA), DC-HIL o HGFIN es una proteina fransmembrana
tipo 1, la cual se describid al principio como bajo a nivel indetectable en células
malignas (Weterman ef al., 1885, Int. J. Cancer 60, 73-81) Sin embargo, estudios mas
recientes han descrito GPNMB/osteoactivinag como un promotor de la melastasis y la
invasion {(Rose ef al, 2010. Plos One 5, 12083) en algunos canceres como el
melanoma (Tomihari of al., 2010. Cancer Res 70, 5778-5787; Tse et al,, 2006. Ciin.
Cancer Res. 12, 1373-1382), melanoma uveal (Willlams ef al, 2010, Melanoma res.
20, 184-180), glioma (Kuan ef al, 2008. Clin. Cancer Res. 12, 1870-1882), carcinoma
hepatocelular {Onaga et al., 2003. J. Hepalol. 39, 779-785 y cancer de mama, en los
cuales se ha descrito también como un indicador prondstice de recurrencia (Rose ef
al., 2010, Ciin. Cancer Res. 16, 2147-2158). Recientemente se ha descrito una
induccion de GPNMB en la médula espinal de pacienies con esclerosis lateral
amictréfica como un inductor de la degeneracion de las neuronas motoras (Tanaka ef
al., 2012. Sci. Rep. 2, 573).

En el contexto de la presente invencién, GPNMB se define también por una secuencia
de nucleétidos o polinucleétido, que constituye la secuencia codificante de la proteina
recogida en la SEQ ID NO: 11 o la SEQ ID NO: 12, y que comprenderia diversas

variantes procedentes de:

a) moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido que comprende la
secuencia aminoacidica de la SEQ ID NO: 11 o de la SEQ ID NO: 12,

b) moléculas de acido nucleico cuya cadena complementaria hibrida con la secuencia

polinucleotidica de a),

¢) moléculas de acido nucleico cuya secuencia difiere de a) y/o b) debido a la

degeneracién del cédigo genético,

d) moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido que comprende la
secuencia aminoacidica con una identidad de al menos un 80%, un 90%, un 95%, un
98% o un 99% con la SEQ ID NO: 11 o la SEQ ID NO: 12, y en las que el polipéptido
codificado por dichos acidos nucleicos posee la actividad y las caracteristicas
estructurales de la proteina GPNMB. Entre dichas moléculas de acido nucléico se

encuentra la recogida en la secuencia SEQ ID NO: 4 o en la SEQ ID NO: 5.
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El gen SCF 6 KIT ligand (KITLG, FPH2, KL-1, Kitl, MGF, SCF, SF, SHEP7, c-Kit
ligand; familial progressive hyperpigmentation 2; kit ligand; mast cell growth factor;
steel factor; stem cell factor) se encuentra en el cromosoma 12 (12q22). SCF es &l
principal ligando para gl receptor de la tirosina guinasa ¢-kit (KIT). Sus uniones apovan
la proliferacion, diferenciacion vy supervivencia en las ceélulas que expresan KT, tanic
celulas normales como en células tumorales, incluyendo células de cancer pancreatico
{Yasuda et al, 2006. Mol Cancer 5, 48) a través de I3 activacidn de las vias
(PISKYAK! MAPK v STAT (Yasuda ef al, 2007, Dig. Dis. Sci. 52, 2202-2300). Andlisis
previos han descrito los elevados niveles de factor de célula madre (FCM) en los
sueros de cancer colorrectal y PRDAC (Mroczko ef af, 2005, Clin. Chem. Lab. Med. 43,
146-150; Mroczko ef al., 2004. Ciin. Chem. Lab. Med. 42, 256-260; Mroczko el al,
2005. Int.J. Colorectal Dis. 22,33-38).

En el contexto de la presente invencién, SCF se define también por una secuencia de
nucleétidos o polinucledtido, que constituye la secuencia codificante de la proteina
recogida en la SEQ ID NO: 13 o en la SEQ ID NO: 14, y que comprenderia diversas
variantes procedentes de:

a) moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido que comprende la
secuencia aminoacidica de la SEQ ID NO: 13 o de la SEQ ID NO: 14,

b) moléculas de acido nucleico cuya cadena complementaria hibrida con la secuencia

polinucleotidica de a),

c) moléculas de acido nucleico cuya secuencia difiere de a) y/o b) debido a la

degeneracion del codigo genético,

d) moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido que comprende la
secuencia aminoacidica con una identidad de al menos un 80%, un 90%, un 95%, un
98% o0 un 99% con la SEQ ID NO: 13 o con la SEQ ID NO: 14, y en las que el
polipéptido codificado por dichos acidos nucleicos posee la actividad y las
caracteristicas estructurales de la proteina SCF. Entre dichas moléculas de acido
nucléico se encuentra la recogida en la secuencia SEQ ID NO: 6 o en la SEQ ID NO.
7.

Como PDAC presenta mulliples alteraciones genélicas vy epigendticas e implica a
varias vias de sefializacion, una combinacion de CA 19-8 con diversos biomarcadores

podria representar un nuevo enfoque para establscsr nuevos biomarcadores

13



10

15

20

25

30

ES 2 526 823 Bl

diagnostico. FGF-10, CXCL11, OSM, GPNMB y SCF se han seleccionado por los

autores de la presenie invencidn para un diagndstico temprano de la enfermedad.

En otra realizacion preferida, la deteccion de la cantidad de expresion de cualquiera de
los genes FGF-10, CXCL11, OSM, GPNMB y SCF se realiza mediante un
inmunoensayo. El término “inmunoensayo”, tal y como se utiliza en la presente
descripcion se refiere a cualquier técnica analitica que se basa en la reaccién de la
conjugacién de una anticuerpo con un antigeno. Ejemplos de inmunoensayos
conocidos en el estado de la técnica son, por ejemplo, pero sin limitarse: inmunoblot,
ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), inmunoensayo lineal (LIA),

radioinmunoensayo (RIA), inmunofluoresecencia, x-map o chips de proteina.

En otra realizacién preferida, el inmunoensayo es un ensayo inmunoabsorbente ligado
a enzimas o ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). El ELISA se basa en la
premisa de que un inmunorreactivo (antigeno o anticuerpo) puede ser inmovilizado en
un soporte solido, poniendo luego ese sistema en contacto con una fase fluida que
contiene el reactivo complementario que puede unirse a un compuesto marcador.
Existen diferentes tipos de ELISA: ELISA directo, ELISA indirecto o ELISA sandwich.

El término “compuesto marcador”, tal y como se utiliza en la presente descripcion, se
refiere a un compuesto capaz de dar lugar a una sefal cromogénica, fluorogénica,
radiactiva y/o quimioluminiscente que permita la deteccién y cuantificacion de la
cantidad de anticuerpos frente a FGF-10, CXCL11, OSM, GPNMB y SCF. El
compuesto marcador se selecciona de la lista que comprende radioisétopos, enzimas,
fluoréforos o cualquier molécula susceptible de ser conjugada con otra molécula o
detectada y/o cuantificada de forma directa. Este compuesto marcador puede unirse al
anticuerpo directamente, 0 a través de otro compuesto. Algunos ejemplos de
compuestos marcadores que se unen directamente son, pero sin limitarse, enzimas
como la fosfatasa alcalina o la peroxidasa, isétopos radiactivos como *P o *S,
fluorocromos como fluoresceina o particulas metalicas, para su deteccion directa

mediante colorimetria, auto-radiografia, fluorimetria, 0 metalografia respectivamente.

Oftro aspecto de la invencion se refiere a un anticuerpo para tratar un individuo que
padece cancer de pancreas (o0 alternativamente al uso de un anticuerpo en la
elaboracion de un medicamento para el tratamiento del cancer de pancreas),
identificable por un método de la invencion, donde el anticuerpo se selecciona de entre
anti-FGF-10, anti-CXCL11, anti-OSM, anti-GPNM v anti-S8CF, o cualquiera de sus

combinaciones. Preferiblemente se emplea una combinacion de todos los anticuerpos
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anteriores.

Otro aspecto de la invencién se refiere a una composicion farmacéutica que
comprende un agente modulador de al menos uno de los genes que se seleccionan de
entre FGF-10, CXCL11, OSM; GPNMB y SCF, para tratar a un individuo que padece
cancer de pancreas (o alternativamente al uso de una composicién farmacéutica que
comprende un agente modulador de al menos uno de los genes que se seleccionan de
entre FGF-10, CXCL11, OSM; GPNMB y SCF en la elaboracion de un medicamento
para el tratamiento del cancer de pancreas), identificable por un método de la
invencion. Preferiblemente, la composicion comprende uno o0 mas agentes
moduladores de todos los genes FGF-10, CXCL11, OSM; GPNMB y SCF
simultaneamente. - Aun mas preferiblemente, la composicién farmacéutica ademas
comprende ofro principio activo. En otra realizacibn mas preferida, el agente
modulador es un anticuerpo que se selecciona de entre anti-FGF-10, anti- CXCL11,

anti-OSM, anti- GPNM vy anti-SCF, ¢ cualquiera de sus combinaciones.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un kit o dispositivo, de ahora en
adelante kit de la invencioén, que comprende los elementos necesarios para cuantificar
la cantidad de producto de expresion de los genes que se seleccionan de entre FGF-
10, CXCL11, OSM, GPNMB 'y SCF o cualquiera de sus combinaciones.

En una realizacioén preferida, el kit de la presente invencion comprende los anticuerpos
gue se seleccionan de la lista que consiste en anticuerpos: anti-FGF-10, anti- CXCL11,
anti-OSM, anli- GPNM vy anti-SCF, 0 cualquiera de sus combinaciones.
Preferiblemente, el kit de la invencion comprende simultaneamente al menos un
anticuerpo de cada tipo: anti-FGF-10, anti- CXCL11, anti-O8M, anti- GPNM vy anti-
SCF.

En otra realizacion preferida, el kit de la invencion comprende anticuerpos secundarios
0 controles positivos y/o negativos. El kit ademas puede incluir, sin ningun tipo de
limitacion, tampones, soluciones de extraccion de proteinas, agentes para prevenir la

contaminacién, inhibidores de la degradacién de las proteinas, etc.

Por otro lado el kit puede incluir todos los soportes y recipientes necesarios para su
puesta en marcha y optimizacion. Preferiblemente, el kit comprende ademas las

instrucciones para llevar a cabo los métodos de la invencion.

Otro aspecto de la invencién se refiere a un soporte soélido, o chip de proteinas, que

comprende al menos uno de los anticuerpos anti-FGF-1{/, anti- CXCL11, anti-OSM,
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anti- GPNM y anti-SCF, o cualquiera de sus combinaciones, para llevar a cabo el

cualquiera de los métodos de la invencion.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un soporte solido, o chip de DNA, que
comprende oligonucleo6tidos o microarreglos de canal Unico disefiados a partir de una
secuencia conocida o un ARNm de al menos uno de los genes FGF-10, CXCLTT,
QSM, GPNM y SCF. Preferiblemente, comprende los oligonucleétidos capaces de
detectar el ARNm de todos los genes F~&EF-10, CXCLTT, QSM, GPNM y SCF.

Asi, por ejemplo, las secuencias de oligonucledtidos son construidas en la superficie
del chip mediante el elongamiento secuencial de una cadena en crecimiento con un
sOlo nucleodtido utilizando fotolitografia. Asi, los oligonucledtidos son anclados por el
extremo 3' mediante un método de activacion selectiva de nucledtidos, protegidos por
un reactivo fotolabil, mediante la incidencia selectiva de luz a través de una

fotomascara. La fotomascara puede ser fisica o virtual.

Asi, las sondas oligonucleotidos pueden ser de entre 10 y 100 nucleo6tidos, mas
preferiblemente, de entre 20 y 70 nucledtidos, y ain mas preferiblemente, de entre 24
y 30 nucledtidos. Para la cuantificacion de la expresion génica, preferiblemente se

emplean aproximadamente unos 40 oligonucleétidos por gen.

La sintesis in situ sobre un soporte sélido (por ejemplo, vidrio), podria hacerse
mediante tecnologia chorro de tinta (ink-jet), lo que requiere sondas mas largas. Los
soportes podrian ser, pero sin limitarse, filtros 0 membranas de NC o nylon (cargadas),
silicio, o portaobjetos de vidrio para microscopios cubiertos con aminosilanos,
polilisina, aldehidos o epoxy. La sonda es cada una de las muestras del chip. La diana

es la muestra a analizar: ARN mensajero, ARN total, un fragmento de PCR, etc.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un medio de almacenamiento legible por un
ordenador que comprende instrucciones de programa capaces de hacer que un
ordenador lleve a cabo los pasos de cualquiera de los métodos de la invencién (del

primer o del segundo método de la invencion).

Otro aspecto de la invencion se refiere a una sefal transmisible que comprende
instrucciones de programa capaces de hacer que un ordenador lleve a cabo los pasos

de cualquiera de los métodos de la invencion.
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Los términos “polinucleétido” y “acido nucleico” se usan aqui de manera
intercambiable, refiriéendose a formas poliméricas de nuclettidos de cualquier longitud,

tanto ribonucleétidos (ARN) como desoxirribonucleétidos (ADN).

Los términos “secuencia aminoacidica’, “péptido”, “oligopéptido”, “polipéptido” vy
‘proteina” se usan aqui de manera intercambiable, y se refieren a una forma
polimérica de aminoacidos de cualquier longitud, que pueden ser codificantes o no

codificantes, quimica o bioquimicamente modificados.

A lo largo de la descripcidon y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus
variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o
pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la
invencion se desprenderan en parte de la descripcidén y en parte de la practica de la

invencion.
BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Andlisis de las curvas ROC para cada una de las cinco ciioquinas séricas,
enconird gue estaban diferencialmente expresadas enlre los pacientes con PADC. Las
curvas ROC resumen la precision de las ciloquinas en la prediccidon de pacientes con
PDAC. El area bajo la curva (ABC) es la sensibilidad media del biomarcador. Un
biomarcador con valores no predictivos tendria un ABC de 0,5, mientras que un
biomarcador con una habilidad perfecta para predecir la enfermedad, tendria un ABC
de 1. & muesira los valores de ABC, valor de corte, sensibilidad v especificidad para
FGF-10; B musestra ios valores de ABC, valor de corle, sensibilidad vy especificidad
para -CXCL11; € muestra los valores de ABC, vaior de corle, sensibilidad vy
especificidad para OSM; D muestra los vailores de ABC, valor de corte, sensibilidad vy
especificidad para la GPNMB; E muesira los valores de ABC, valor de corie,
sensibilidad vy especificidad para SCF; F muestra los valores de ABC, valor de cortsg,
sensibilidad y especificidad para las cinco ciloguinas combinadas. Los valores de corte
{valores de sefial de intensidad) seleccionados fueron aquellos tanto con la mayor

sensibilidad como sspecificidad.
EJEMPLOS DE LA INVENCION

Los siguientes ejemplos y dibujos se proporcionan a modo de ilustracion, y no se

pretende que sean limitativos de la presente invencion.
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MATERIALES Y METODOS

En el estudio participaron 39 pacientes. Se establecieron 3 grupos diferentes:

1) 12 pacientes sanos, como grupo control.

2) 14 pacientes con PDAC que no habian recibido ningin tratamiento

5 (denominado como pre-tratados).

3) 13 pacientes con PDAC bajo 2 semanas de tratamiento con la terapia

combinada Gemcitabina + Erlotinib (denominados como post-tratados)

Todos los pacientes fueron diagnosticados con PDAC en el Hospital Virgen de las
Nieves (Granada, Espafia) entre 2008 y 2011. Se registro toda la informacion de los
10  pacientes, incluyendo género, edad, grado de la enfermedad y sintomas. La edad
media de los pacientes fue de 66 anos (rango 41-79 afos) con un ratio entre hombres

y mujeres de 50:50. La clasificacion clinica de los pacientes con adenocarcinoma

pancreatico fue como sigue: estado Il (28%) y estado IV (72%; Tabla 1).

estudio (n=14)

Tabla 1. Caracteristicas clinicopatologicas de la poblacion de

Edad de diagnostico, afios (media £ SD)
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Nivel de CA 19-9 [U/l] (media £ SD)

PR: respuesta parcial, SD: enfermedad estable; PD: enfermedad
progresiva; SD: desviacion estandar.

Tabla 1. Caraclerislicas clinico-patolégicas de la  poblacidn  de  estudio
(n=14)informacion recopilada de todos los pacientes PDAC, participantes en el

estudio.
Procedencia de las muestras.

Las muestras de sangre fueron recogidas después de obtener la aprobacion de
comités éticos relevantes y consentimientos firmados por los pacientes. Se recogieron
un total de 39 muestras de suero desde 2009 hasta 2011, usando los procedimientos
estandares del Servicio de Oncologia del Hospital Virgen de las Nieves (Granada,
Espafia). Las muestras de sangre fueron obtenidas de pacientes diagnosticados con
PDAC al inicio del estudio y 2 semanas después del inicio de la terapia (Gemcitabina +
Erlotinib) y también de individuos sanos. El suero fue obtenido después de la
centrifugacion de la sangre a 1500 rpm durante 10 minutos a 4°C. Las muestras fueron

alicu
otadas y almacenadas a -80°C.
Ensayo de anticuerpos de citoquinas

Las proteinas solubles en suero de pacientes con PADC, fueron medidas usando un
array de anticuerpos humanos etiquetados con biotina (Human Antibody L-series 507
Array (RayBiotech, Norcross, GA, USA), de acuerdo a las protocolos recomendados.
Brevemente, las muestras se biotinilizaron. Los anticuerpos se inmovilizaron en sitios
puntuales en portaobjetos de vidrio. La incubacién de los arrays con las muestras
biolégicas consistia en la union de las citoquinas a sus correspondientes anticuerpos.

Las sefales se visualizan usando conjugados estreptavidina-HRP y colorimetria. Las
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intensidades finales se midieron como las intensidades originales menos el fondo. Los

datos fueron normalizados al control positivo para cada resultado individual
Anidlisis estadistico

Toda la estadistica y los analisis de datos se realizaron usando el software IBM SPSS
Statistic 20 o el lenguaje estadistico R. El analisis de calidad se desarrollé usando el
pack “ArrayQualityMetrics” en R, para eliminar cualquier valor atipico posible
(Kauffmann et al., 2009. Bioinformatics 25, 415-416) Como las citoquinas en todos los
grupos no presentaron una distribucién normal, se utilizé el test de Mann-Whitney para
destacar las diferencias entre grupos (p<0.05). Ademas, se calculé la tasa de cambio
(fold change, FC). Los valores de tasa de cambio de citoquinas se comprobaron para
indicar sus relativos niveles de expresion. Ni FC = 1,5 ni FC = 1,5 en la sefial de
intensidad entre los grupos, fueron considerados relevanies. Se calculd ef area bajo la
curva {ABC) de la caracleristica operativa del receptor (RCC) de cada marcador para
evaluar su significancia diagnostica representandc 1a tasa de verdaderos positivos
{sensibilidad) frente a la tasa de Talsos positivos (1-especificidad). Ademas, se generd
un indice de combinacion de marcadores y se trazd la curva ROC también para esta
combinacion. Los valores de corte se seleccionaron para mejorar tanto la sensibilidad
como 8 especificidad. Adicionalmenie, se representaron diagramas de caja que
muestran la moduiacion de la expresion de aguellas citoquinas comunes modificadas
significativamenie entre post-tratados frente a pre-tratados v entre pre-tratados v

control.
RESULTADOS

Analisis de los biomarcadores séricos de diagndstico en pacientes con PDAC v
sanos {(control}.

Con el fin de enconfrar marcadores que ayudaran a la deteccidn termprana del PRAC,
sg realizd un exienso cribado con un array dg anlicusrpos para 507 ciloquinas
humanas para identificar aqueilas citoguinas expresadas diferencialmente entre los
individuos sanos v los gue padecian PDAC. Las caracteristicas clinico patolégicas de
los pacienies con PDAC estdn resumidas en la Tabla 1. Como se muestra en la tabla
2, sxisten 5 citoguinas sobreexpresadas en pacientes con PDAC no tfratados al
compararos con los voluntarios sanos {(p<0,08). Las citoguinas FGF-10, CXCL1AA,
OSM, GPNMB v SCF podrian representar un perfil sérico alterado en pacientes con
PDAC.
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Tabla 2: Citoquinas significativamente sobreexpresadas en
pacientes de PDAC.

ID P-Valor Log FC FC

FGF-10 0,040 1,10 2,15

CXCL11 0,046 0,93 1,91

OSM 0,040 0,96 1,95

GPNMB 0,019 1,36 2,56

SCF 0,022 1,51 2,85

Tabla 2. Las 5 ciloguinas significativamente sobresxpresadas. Las diferencias fueron
abtenidas por el test Mann-Whitney {(p<0,05). Sus niveles de expresion relativa se dan
por su correspondients FC. Cada FC21.5 o <1/1,5 en ia intensidad de sefial enire

grupos se considero relevanie.

Andlisis de sensibilidad v especificidad de los biomarcadoraes séricos para el
diagnéstico femprano de PDAC.

Para delerminar st estas 5 cilogquinas podrian ser usadas como marcadores para la
deteccidn temprana del PDAC, se evalud el valor diagnéstico (la habilidad de
diferenciar entre salud vy enfermedad) de cada biomarcador, por s solo y en
combinacion. La sensibilidad v especificidad para cada biomarcador se analizaron
usando el método del area bajo a curva de las caracteristicas operativas del receptor
(ROC). Las curvas estan basadas en los niveles de citoguinas en individuos sanos ¢
individuos antes vy después del tratamiento. Se probd cada biomarcador candidato
independientemente  fue investigado (Figura 1A-E). Todos los posibles nuevos
marcadores mosiraron valores AUC enire 0,74 y 0,78 para diferenciar pacientss sanos
y pacientes con PDAC. Las areas bajo la curva ROC para las citoguinas FGF-10,
CXCL11, OSM, GPNMB y SCF fueron 0,744, 0,737, 0,744, 0,776 y 0,772
respectivamente. La osteoaclivina destaco por desarrollar la mayor sensibilidad para a
prediccion del PDAC. Ssguidamente, para determinar si eslas 5 cilogquinas en su
conjunto podrian ser usadas como grupo de biomarcadores para la deteccion del
PDAC, se analizé una combinacion de estos § marcadores para obtener una curva
ROC integrada. El grupo combinado de estas citoguinas mejord significativamente la
habilidad de todos los biomarcadores por separade en aislamiento para distinguir
pacienies con cancer pancreatico de los controles sanos, e valor de la AUC megjord
hasta 0,841 {figura 1F).
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Para determinar la sensibilidad v especificidad de cada biomarcador, se establecieron
aquellos puntos de corte gue proporcionan los mejores punios de renuncia entre la
mayor sensibilidad vy la mayor especificidad (Figura 1). Todos mostraron una
especificidad del 75% vy una sensibllidad con un rango entre 88-77%. El grupo de las 5
citoquinas mostré el mejor rendimiento para detectar PDAC en muestras séricas,
refiejando también una sensibilidad del 77% pero una especificidad del 83%, mas alia

que por separado.
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REIVINDICACIONES

1.- El uso simultaneo de los genes FGF-10, CXCL11, OSM, GPNMB y SCF, para el

diagnostico del cancer de pancreas.

2.- El uso, segun la reivindicacion anterior, donde el cancer de pancreas es el

adenocarcinoma ductal de pancreas (PDAC).

3.- Un método de obtencién de datos utiles, para el diagnostico del cancer de

pancreas, que comprende:
a) obtener una muestra aislada del individuo.

b) cuantificar la cantidad de producto de expresion de los genes FGF-10,
CXCL11, OSM, GPNMB y SCF.

4.- El método segun la reivindicacion anterior, que ademas comprende:

c) comparar las cantidades obtenidas en el paso (b) con una cantidad de

referencia.

5. El método segln cualquiera de las reivindicaciones 3-4, donde los pasos (b) y/o (c)

pueden ser total o parcialmente automatizados.

6.- Un método de diagnéstico del cancer de pancreas que comprende los paso (a)-(c)
segun cualquiera de las reivindicaciones 3-5, y ademéas comprende asignar al
individuo del paso (a) al grupo de individuos que padecen cancer de pancreas cuando
presentan una cantidad de producto de expresion del los genes FGF-10, CXCL11,
OSM, GPNMB y SCF, superior a la cantidad de referencia.

7.- El método segln cualquiera de las reivindicaciones 3-6, donde cancer de pancreas

es el adenocarcinoma ductal de pancreas (PADC).

8.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 3-7, donde la muestra biol6gica

es una muestra de sangre, y preferiblemente suero.

9.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 3-8, donde la cuantificacion se

hace mediante inmunoensayo.

10.- El uso de un anticuerpo en la elaboracion de un medicamento para tratar un

individuo que padece cancer de pancreas, identificable por un método segun
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cualquiera de las reivindicaciones 3-9, donde el anticuerpo se selecciona de entre anti-
FGF-10, anti- CXCL11, anti-OSM, anti- GPNM y anti-SCF.

11.- Un kit o dispositivoque comprende los anticuerpos anti-FGF-10, anti- CXCL11,
anti-OSM, anti- GPNM y anti-SCF.

12.- Un soporte solido, o chip de proteinas, que comprende al menos uno de los
anticuerpos anti-FGF-10/, anti- CXCL11, anti-OSM, anti- GPNM y anti-SCF, o
cualquiera de sus combinaciones, para llevar a cabo un método segun cualquiera de

las reivindicaciones 3-9.

13.- Un soporte sdlido, o chip de DNA, que comprende oligonucleétidos o
microarreglos de canal Unico disefiados a partir de una secuencia conocida o un
ARNm de al menos uno de los genes FGF-10, CXCL11, OSM, GPNM y SCF, o
cualquiera de sus combinaciones, para llevar a cabo un método segun cualquiera de

las reivindicaciones 3-9.
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