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DESCRIPCION
Uso de laminina 2 para el diagnéstico de carcinoma hepatocelular y cancer de pancreas
CAMPO TECNICO

Esta invencion se refiere a métodos para determinar un diagndstico de cancer de pancreas en un paciente
mediante la deteccién de biomarcadores en el paciente, asi como para determinar las cantidades del mismo. Los
biomarcadores se usan para identificar a un paciente con cancer de pancreas, asi como determinar un diagndstico.

ANTECEDENTES DE LA TECNICA

El cancer es una enfermedad que se produce de muchas formas, por ejemplo, carcinoma hepatocelular y
cancer de pancreas.

El cancer de pancreas es una de las principales causas de muerte por cancer porque es dificil de detectar
en las primeras etapas y se propaga rapidamente. Por consiguiente, la deteccién del cancer de pancreas
tipicamente no se produce hasta que aparecen los sintomas en las etapas avanzadas del cancer.

Katayama et al (2005) Cancer Letters 225(1): 167-176 se refiere a aumentos en el nivel circulante del
fragmento de la cadena y2 de laminina en pacientes con adenocarcinomas de células ductales pancreaticas
metastasicos. Chan et al (2014) Clinical Cancer Research 20(22): 5787-5795 se refiere a la validacion de
biomarcadores que complementan CA19.9 en la deteccion temprana del cancer de pancreas. La US 2015/072349 se
refiere a un método para evaluar una probabilidad de que un sujeto tenga un céncer, diagnosticar un cancer y/o
monitorizar la progresién del cancer que comprende medir una cantidad de un biomarcador y comparar la cantidad
medida con un control.

Por consiguiente, hay una necesidad en la técnica para la identificacién de métodos que proporcionen una
deteccion mas temprana y/o mas precisa del cancer pancreatico.

SUMARIO DE LA INVENCION
La invencion se define en las reivindicaciones adjuntas.

La presente invencion esta dirigida a un método para diagnosticar cancer de pancreas en un sujeto con
necesidad de ello, el método comprendiendo: (a) determinar los niveles de monémero de laminina gamma 2,
antigeno carcinoembrionario (CEA) y antigeno carbohidrato 19-9 (CA19- 9) en una muestra bioldgica obtenida del
sujeto; (b) comparar los niveles de monémero de laminina gamma 2, CEA y CA19-9 con los niveles de referencia de
monomero de laminina gamma 2, CEA y CA19-9, respectivamente; y (c) identificar al sujeto con cancer de pancreas
cuando los niveles de monémero de laminina gamma 2, CEA y CA19-9 son mayores que los niveles de referencia de
monomero de laminina gamma 2, CEA y CA19-9, respectivamente.

En otro aspecto, la presente invencion esta dirigida a un kit para detectar cancer de pancreas en un sujeto
con necesidad de ello, el kit comprendiendo: (a) uno o mas anticuerpos que se unen cada uno especificamente al
monomero de laminina gamma 2; (b) uno o mas anticuerpos que se unen cada uno especificamente a CEA; y (c)
uno o mas anticuerpos que se unen cada uno especificamente a CA19-9, en donde cada uno de (a), (b) y (c) se
proporcionan en recipientes separados.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La FIG. 1 muestra gréaficos que representan la concentracion de monémero de laminina gamma 2 (pg/ml)
frente a unidades de luz relativas (RLU). Especificamente, cada grafico representa una curva de calibracién
representativa para el inmunoensayo descrito en el Ejemplo 2. Para el grafico de la izquierda, la
concentracion de monémero de laminina gamma 2 fue de 0 pg/ml a 20.000 pg/ml. Para el grafico de la
derecha, la concentracién de monémero de laminina gamma 2 fue de 0 pg/ml a 100 pg/ml. Cada curva de
calibracion se deriva de tres réplicas.

La FIG. 2 A muestra un gréafico que representa el grupo de sujetos frente a la concentracion sérica (pg/ml) de
monomero de laminina gamma 2. Para cada grupo de sujetos, el nUmero entre paréntesis representa el
nuamero de sujetos en el grupo y la linea continua representa la concentracion sérica media (pg/ml) de
monomero de laminina gamma 2 para el grupo. La linea continua que se extiende a lo largo del eje x
representa la media mas 2 desviaciones estandar (media + 2SD) para el grupo de sujetos donantes sanos,
que fue de 81,3 pg/ml.

La FIG. 2B muestra un grafico que representa el grupo de sujetos frente a la concentracién sérica (pg/ml) de
monomero de laminina gamma 2. Para cada grupo de sujetos, el niUmero entre paréntesis representa el
nuamero de sujetos en el grupo y la linea continua representa la concentracion sérica media (pg/ml) de
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monomero de laminina gamma 2 para el grupo. La linea continua que se extiende a lo largo del eje x
representa la media mas 2 desviaciones estandar (media + 2SD) para el grupo de sujetos donantes sanos,
que era de 79,5 pg/ml. Las flechas identifican los sujetos para las concentraciones de AFP y CA19-9
especificadas.

La FIG. 2C muestra un grafico que representa el grupo de sujetos frente a la concentracién sérica (pg/ml) de
monomero de laminina gamma 2. Para cada grupo de sujetos, el niUmero entre paréntesis representa el
nuamero de sujetos en el grupo y la linea continua representa la concentracion sérica media (pg/ml) de
monomero de laminina gamma 2 para el grupo. La linea continua que se extiende a lo largo del eje x
representa el valor de corte derivado del analisis ROC, que fue de 75,9 pg/ml.

La FIG. 2D muestra un grafico que representa el grupo de sujetos frente a la concentracién sérica (pg/ml) de
monomero de laminina gamma 2. Para cada grupo de sujetos, el niUmero entre paréntesis representa el
nimero de sujetos en el grupo y la linea continua representa la concentracion sérica media (pg/ml) de
monomero de laminina gamma 2 para el grupo. La linea continua que se extiende a lo largo del eje x
representa el valor de corte derivado del andlisis ROC, que fue de 75,9 pg/ml. Las flechas identifican los
sujetos para las concentraciones de AFP y CA19-9 especificadas.

La FIG. 3A muestra un grafico que representa el grupo de sujetos frente a la concentracién sérica (pg/ml) de
monomero de laminina gamma 2. Las designaciones "I", "lI", "llI" y "IV" representan los grupos de sujetos que
tienen HCC en etapa |, HCC en etapa Il, HCC en etapa Ill y HCC en etapa |V, respectivamente. "LC"
representa cirrosis hepatica y "CH" representa hepatitis. Para cada grupo de sujetos, el nimero entre
paréntesis representa el nimero de sujetos en el grupo y la linea continua representa la concentracion sérica
media (pg/ml) de monémero de laminina gamma 2 para el grupo. La linea continua que se extiende a lo largo
del eje x representa la media mas 2 desviaciones estandar (media + 2SD) para el grupo de sujetos donantes
sanos, que fue de 79,5 pg/ml. Las flechas identifican a los sujetos para las concentraciones de AFP

especificadas.
La FIG. 3B muestra un grafico que representa el grupo de sujetos frente a la concentracién sérica (pg/ml) de
monomero de laminina gamma 2. Las designaciones "I", "lI", "llI" y "IV" representan los grupos de sujetos que

tienen HCC en etapa |, HCC en etapa Il, HCC en etapa Ill y HCC en etapa IV, respectivamente. "LC"
representa cirrosis hepatica y "CH" representa hepatitis. Para cada grupo de sujetos, el nimero entre
paréntesis representa el nimero de sujetos en el grupo y la linea continua representa la concentracion sérica
media (pg/ml) de mondémero de laminina gamma 2 para el grupo. La linea continua que se extiende a lo largo
del eje x representa el valor de corte derivado del analisis ROC, que fue de 75,9 pg/ml. Las flechas identifican
a los sujetos para las concentraciones de AFP especificadas.

La FIG. 4A muestra un grafico de caracteristicas operativas del receptor (ROC) para los marcadores
monomero de laminina gamma 2 (Ln-y2), PIVKA-Il y AFP, en el que los sujetos que tienen HCC se
compararon con cirrosis hepatica (LC), hepatitis (CH) y sujetos donantes sanos.

La FIG. 4B muestra un grafico de caracteristicas operativas del receptor (ROC) para los marcadores
mondémero de laminina gamma 2 (Ln-y2), PIVKA-Il y AFP, en el que los sujetos que tienen HCC se
compararon con sujetos donantes sanos.

La FIG. 4C muestra un grafico de caracteristicas operativas del receptor (ROC) para los marcadores
monomero de laminina gamma 2 (Ln-y2), PIVKA-Il y AFP, en el que los sujetos que tienen HCC se
compararon con hepatitis hepatica (CH).

La FIG. 5A muestra un diagrama de Venn de sujetos que tienen HCC y niveles elevados de monémero de
laminina gamma 2 (Ln-y2), AFP y/o PIVKA-II en comparacién con el valor de corte (79,5 pg/ml, media del
grupo de donantes sanos + 2SD). Cada valor de porcentaje representa el porcentaje de sujetos con HCC que
tenian un nivel elevado del marcador indicado en comparacion con cada valor de corte.

La FIG. 5B muestra un diagrama de Venn de sujetos que tienen HCC y niveles elevados de monémero de
laminina gamma 2 (Ln-y2), AFP y/o PIVKA-II en comparacion con el valor de corte (75,9 pg/ml, derivado del
andlisis ROC). Cada valor de porcentaje representa el porcentaje de sujetos con HCC que tenian un nivel
elevado del marcador indicado en comparacion con cada valor de corte.

La FIG. 5C muestra un diagrama de Venn de sujetos que tienen HCC y niveles elevados de monémero de
laminina gamma 2 (Ln-y2), AFP y/o PIVKA-II en comparacion con el valor de corte (116,6 pg/ml, el valor de
corte Optimo para distinguir el HCC de enfermedad hepatica cronica no maligna). Cada valor de porcentaje
representa el porcentaje de sujetos con HCC que tenian un nivel elevado del marcador indicado en
comparacion con cada valor de corte.

La FIG. 6A muestra un grafico que representa el grupo de sujetos frente a la concentracién sérica (pg/ml) de
monémero de laminina gamma 2. Las designaciones "llI" y "IV" representan los grupos de sujetos que tienen
cancer de pancreas en etapa Ill y cancer de pancreas en etapa IV, respectivamente. Para cada grupo de
sujetos, el numero entre paréntesis representa el nimero de sujetos en el grupo y la linea continua
representa la concentracién sérica media (pg/ml) de monémero de laminina gamma 2 para el grupo. La linea
continua que se extiende a lo largo del eje x representa la media mas 2 desviaciones estandar (media + 2SD)
para el grupo de sujetos donantes sanos, que fue de 79,5 pg/ml.

La FIG. 6B muestra un grafico que representa el grupo de sujetos frente a la concentracién sérica (pg/ml) de
monémero de laminina gamma 2. Las designaciones "llI" y "IV" representan los grupos de sujetos que tienen
cancer de pancreas en etapa Ill y cancer de pancreas en etapa IV, respectivamente. Para cada grupo de
sujetos, el numero entre paréntesis representa el nimero de sujetos en el grupo y la linea continua
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representa la concentracién sérica media (pg/ml) de monémero de laminina gamma 2 para el grupo. La linea
continua que se extiende a lo largo del eje x representa el valor de corte derivado del analisis ROC, que fue
de 75,9 pg/ml.

La FIG. 7 muestra un grafico de caracteristicas operativas del receptor (ROC) para los marcadores
monomero de laminina gamma 2 (Ln-y2), CEA y CA19-9, en el que los sujetos que tienen cancer de pancreas
se compararon con los sujetos que tenian pancreatitis y sujetos donantes sanos.

La FIG. 8 muestra un diagrama de Venn de sujetos que tienen cancer de pancreas y niveles elevados de
monomero de laminina gamma 2 (Ln-y2), CEA y/o CA19-9 en comparacién con el valor de corte. Cada valor
porcentual representa el porcentaje de sujetos con cancer de pancreas que tenian un nivel elevado del
marcador indicado en comparacién con cada valor de corte.

La FIG. 9 muestra un diagrama de dispersion de las concentraciones séricas de Ln-y2 determinadas en
muestras de suero de sujetos normales (Control) (n = 52), pacientes con enfermedad hepatica crénica (CLD)
(n = 24) y pacientes con HCC (n = 57) Las lineas horizontales representan concentraciones medias.
Abreviaturas: Ln-y2, laminina y2.

La FIG. 10 muestra un diagrama de dispersion de las concentraciones de AFP en suero determinadas en
muestras de suero de sujetos normales (Control) (n = 52), pacientes con enfermedad hepatica crénica (n =
24) y pacientes con HCC (n = 57). Abreviaturas: CLD, enfermedad hepatica crénica; HCC, carcinoma
hepatocelular; AFP, alfa-fetoproteina; PIVKA-II, protrombina inducida por la ausencia Il de vitamina K; SE,
error estandar.

La FIG. 11 muestra un diagrama de dispersion de las concentraciones séricas de PIVKA-II determinadas en
muestras de suero de sujetos normales (Control) (n = 52), pacientes con enfermedad hepatica crénica (n =
24) y pacientes con HCC (n = 57). Las lineas horizontales representan concentraciones medias. Abreviaturas:
CLD, enfermedad hepatica crénica; HCC, carcinoma hepatocelular; AFP, alfafetoproteina; PIVKA-II,
protrombina inducida por la ausencia Il de vitamina K; SE, error estandar.

La FIG. 12 muestra los valores de Ln-y2 de acuerdo con la estadificacion tumoral basada en la clasificacion
TNM. Las lineas horizontales representan concentraciones medias. Abreviaturas: CLD, enfermedad hepatica
crénica.

La FIG. 13 muestra los valores de AFP de acuerdo con la estadificacion tumoral basada en la clasificacion
TNM. Las lineas horizontales representan concentraciones medias. Abreviaturas: CLD, enfermedad hepatica
crénica.

La FIG. 14 muestra los valores de PIVKA-Il de acuerdo con la estadificacién tumoral basada en la
clasificacion TNM. Las lineas horizontales representan concentraciones medias. Abreviaturas: CLD,
enfermedad hepética crénica.

DESCRIPCION DETALLADA

La presente divulgacion se refiere a biomarcadores para detectar cancer de pancreas. La presente
divulgacion esta dirigida a analizar o cuantificar los niveles de monémero de laminina gamma 2, CEA y CA19-9 para
diagnosticar cancer de pancreas en un sujeto.

La presente divulgacion divulga métodos en los que el biomarcador monémero de laminina gamma 2 puede
usarse para identificar o diagnosticar, lo que incluye ayudar a identificar o diagnosticar, a un paciente con cancer de
pancreas, para identificar o ayudar a identificar si un paciente padece cancer de pancreas, para clasificar el riesgo
de un paciente de desarrollar cancer de pancreas, asi como para determinar o ayudar a determinar un diagnéstico,
prondstico o régimen de tratamiento. El nivel de monémero de laminina gamma 2 es mayor en un sujeto que padece
o esta en riesgo de padecer cancer de pancreas en comparacion con un sujeto que no padece o tiene riesgo de
padecer cancer de pancreas. El nivel de mondémero de laminina gamma 2 puede aumentar con las etapas
avanzadas del cancer de pancreas. Los métodos descritos en la presente pueden usarse junto con otros
biomarcadores, como PIVKA-Il, AFP, CEA, CA19-9 o combinaciones de los mismos, para identificar y diagnosticar,
lo que incluye ayudar a identificar o diagnosticar, pacientes que padecen de cancer de pancreas.

Los encabezados de seccidon como se usan en esta seccion y toda la divulgacion de la presente son
meramente para propdsitos de organizacién y no se pretende que sean limitativos.

1. Definiciones

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente tienen el
mismo significado que el entendido comunmente por un experto en la técnica. En caso de conflicto, prevalecera el
presente documento, incluyendo las definiciones. Los métodos y materiales preferidos se describen a continuacion,
aunque pueden usarse métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en la presente en la puesta en
practica o las pruebas de la presente invencion. Los materiales, métodos y ejemplos divulgados en la presente son
solo ilustrativos y no se pretenden que sean limitativos.

Se pretende que los términos "comprende", "incluye", "teniendo", "tiene", "puede", "contiene" y las variantes
de los mismos, como se usan en la presente, sean frases términos o palabras de transicion abiertas, que no
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excluyen la posibilidad de actos o estructuras adicionales. Las formas singulares "un", "uno" y "el" incluyen
referencias plurales a menos que el contexto indique claramente lo contrario. La presente divulgacién también
LU 13

contempla otras realizaciones que "comprenden", “consisten de” y "consisten esencialmente de", las realizaciones o
elementos presentados en la presente, ya se expongan explicitamente o no.

Para la enumeracion de intervalos numéricos en la presente, se contempla explicitamente cada ndmero
intermedio entre ellos con el mismo grado de precisién. Por ejemplo, para el intervalo de 6-9, se contemplan los
nameros 7 y 8 ademas de 6y 9, y para el intervalo 6,0-7,0, se contemplan explicitamente los numeros 6,0, 6,1, 6,2,
6,3, 6,4, 6,5, 6,6,6,7,6,8,6,9y 7,0.

El "area bajo curva" o "AUC" se refiere al area bajo una curva ROC. La AUC bajo una curva ROC es una
medida de precision. Un area de 1 representa una prueba perfecta, mientras que un area de 0,5 representa una
prueba insignificante. Una AUC preferida puede ser por lo menos de aproximadamente 0,700, por lo menos de
aproximadamente 0,750, por lo menos de aproximadamente 0,800, por lo menos de aproximadamente 0,850, por lo
menos de aproximadamente 0,900, por lo menos de aproximadamente 0,910, por lo menos de aproximadamente
0,920, por lo menos de aproximadamente 0,930, por lo menos de aproximadamente 0,940, por lo menos de
aproximadamente 0,950, por lo menos de aproximadamente 0,960, por lo menos de aproximadamente 0,970, por lo
menos de aproximadamente 0,980, por lo menos de aproximadamente 0,990, o por lo menos de aproximadamente
0,995.

"Cancer", como se usa en la presente, se refiere al crecimiento no controlado y no regulado de células
anormales en el cuerpo. Las células cancerosas también se denominan células malignas. El cancer puede invadir
partes cercanas del cuerpo y también puede extenderse a partes mas distantes del cuerpo a través del sistema
linfatico o el torrente sanguineo. Los canceres pueden incluir, pero no estan limitados a, carcinoma adrenocortical,
cancer anal, cancer de vejiga, tumor cerebral, cancer de mama, tumor carcinoide, gastrointestinal, carcinoma de
primario desconocido, cancer de cuello uterino, cancer de colon, cancer de endometrio, cancer de esé6fago, cancer
de conducto biliar extrahepatico, familia de tumores de Ewings (PNET), tumor de células germinales extracraneal,
melanoma intraocular, cancer de ojo, cancer de vesicula biliar, cancer gastrico (estdmago), tumor de células
germinales extragonadal, tumor trofoblastico gestacional, cancer de cabeza y cuello, cancer hipofaringeo, carcinoma
de células de los islotes, cancer de rifidn (cancer de células renales), cancer de laringe, leucemia linfoblastica aguda,
leucemia, mieloide aguda, leucemia linfocitica cronica, leucemia mielégena cronica, leucemia de células pilosas,
cancer de labio y cavidad oral, cancer de higado (incluyendo el carcinoma hepatocelular), cancer de pulmén de
células no pequenas, cancer de pulmoén de células pequefas, linfoma relacionado con el SIDA, linfoma del sistema
nervioso central (primario), linfoma de células T cutaneo, linfoma de la enfermedad de Hodgkin, linfoma no de la
enfermedad de Hodgkin, mesotelioma maligno, melanoma, carcinoma de células de Merkel, cancer de cuello
escamoso metastasico con neoplasias primarias ocultas, mieloma multiple y otras neoplasias de células plasmaticas,
micosis fungoides, sindrome mielodisplasico, trastornos mieloproliferativos, cancer nasofaringeo, euroblastoma,
cancer oral, cancer orofaringeo, osteosarcoma, cancer epitelial de ovario, tumor de células germinales de ovario,
cancer de pancreas, exocrino, cancer de pancreas, carcinoma de células de los islotes, cancer de seno paranasal y
de cavidad nasal, cancer de paratiroides, cancer de pene, cancer de pituitaria, neoplasia de células plasmaticas,
cancer de prostata, rabdomiosarcoma, cancer rectal, cancer de células renales (cancer de rifién), células renales de
transicion pelvis y uretra, cancer de glandulas salivales, sindrome de Sezary, cancer de piel, cancer del intestino
delgado, sarcoma de tejido blando, cancer de testiculo, timoma maligno, cancer de tiroides, cancer de uretra, cancer
de Utero, cancer inusual de la infancia, cancer vaginal, cancer de vulva y tumor de Wilms.

"Componente", "componentes" o "por lo menos un componente" se refieren de manera general a un
anticuerpo de captura, una deteccién o conjugan un calibrador, un control, un panel de sensibilidad, un recipiente, un
tampon, un diluyente, una sal, una enzima, un cofactor para una enzima, un reactivo de deteccién, un
reactivo/solucion de pretratamiento, un sustrato (por ejemplo, como solucién), una solucién de parada y similares
que pueden incluirse en un kit para el andlisis de una muestra de prueba, como una muestra de orina, suero o
plasma de un paciente, de acuerdo con los métodos descritos en la presente y otros métodos conocidos en la
técnica. Algunos componentes pueden estar en solucién o liofilizados para su reconstitucion para su uso en un
ensayo.

"Sujeto de control", como se usa en la presente, se refiere a un sujeto sano, es decir, un sujeto que no tiene
signos o sintomas clinicos de carcinoma hepatocelular, cancer de pancreas o cancer distinto del carcinoma
hepatocelular o cancer de pancreas. El sujeto de control se evalla clinicamente para detectar signos o sintomas no
detectados de otra manera de carcinoma hepatocelular, cdncer de pancreas o cancer que no sea carcinoma
hepatocelular o cancer de pancreas, tal evaluacion puede incluir un examen fisico rutinario y/o pruebas de
laboratorio.

El "grupo de control" como se usa en la presente se refiere a un grupo de sujetos de control o sujetos
sanos, es decir, un grupo de sujetos que no tienen signos o sintomas clinicos de carcinoma hepatocelular, cancer de
pancreas o cancer distinto del carcinoma hepatocelular o cancer de pancreas.
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"Marcador" y "marcador detectable", como se usa en la presente, se refiere a una fraccién unida a un
anticuerpo o un analito para hacer que la reaccién entre el anticuerpo y el analito sea detectable, y el anticuerpo o
analito asi marcado es referido como "detectablemente marcado." Un marcador puede producir una sefial que es
detectable por medios visuales o instrumentales. Varios marcadores incluyen sustancias que producen senales,
como cromagenes, compuestos fluorescentes, compuestos quimioluminiscentes, compuestos radiactivos y similares.
Los ejemplos representativos de marcadores incluyen fracciones que producen luz, por ejemplo, compuestos de
acridinio, y fracciones que producen fluorescencia, por ejemplo, fluoresceina. Otros marcadores se describen en la
presente. A este respecto, la fracciéon en si misma puede no ser detectable pero puede volverse detectable tras la
reaccion con otra fraccion mas. Se pretende que el uso del término "marcado detectablemente" abarque dicho
marcado.

Puede usarse cualquier marcador detectable adecuado como se conoce en la técnica. Por ejemplo, el
marcador detectable puede ser un marcador radioactivo (como 3H, 14C, 32P, 33P, 35S, 90Y, 99Tc, 111In, 1251,
1311, 177Lu, 166Ho y 153Sm), un marcador enzimatico (como peroxidasa de rabano picante, peroxidasa alcalina,
glucosa 6-fosfato deshidrogenasa y similares), un marcador quimioluminiscente (como ésteres de acridinio,
tioésteres o sulfonamidas; ésteres de luminol, isoluminol, fenantridinio y similares), un marcador fluorescente (como
fluoresceina (por ejemplo, 5-fluoresceina, 6-carboxifluoresceina, 3'6-carboxifluoresceina, 5(6)-carboxifluoresceina, 6-
hexacloro-fluoresceina, 6-tetraclorofluoresceina, isotiocianato de fluoresceina y similares), rodamina,
ficobiliproteinas, R-ficoeritrina, puntos cuanticos (por ejemplo, seleniuro de cadmio con cubierta de sulfuro de zinc),
un marcador termométrico, o un marcador de reaccién en cadena de inmuno-polimerasa. En Polak y Van Noorden,
Introduction to Immunocytochemistry, 22 ed., Springer Verlag, NY (1997), y en Haugland, Handbook of Fluorescent
Probes and Research Chemicals (1996), se encuentra una introduccién a los marcadores, los procedimientos de
marcado y la deteccion de marcadores, que es un manual combinado y un catalogo publicado por Molecular Probes,
Inc., Eugene, Oregon. Puede usarse un marcador fluorescente en FPIA (ver, por ejemplo, las Patentes de Estados
Unidos N° 5.593.896, 5.573.904, 5.496.925, 5.359.093 y 5.352.803). Puede usarse un compuesto de acridinio como
marcador detectable en un ensayo quimioluminiscente homogéneo (ver, por ejemplo, Adamczyk et al., Bioorg. Med.
Chem. Lett. 16: 1324-1328 (2006); Adamczyk et al., Bioorg. Med. Chem. Lett. 4: 2313-2317 (2004); Adamczyk et al.,
Biorg. Med. Chem. Lett. 14: 3917-3921 (2004); y Adamczyk et al., Org. Lett. 5: 3779-3782 (2003)).

En un aspecto, el compuesto de acridinio es una acridinio-9-carboxamida. Los métodos para preparar 9-
carboxamidas de acridinio se describen en Mattingly, J. Biolumin. Chemilumin. 6: 107-114 (1991); Adamczyk et al., J.
Org. Chem. 63: 5636-5639 (1998); Adamczyk et al., Tetrahedron 55: 10899-10914 (1999); Adamczyk et al., Org.
Lett. 1: 779-781 (1999); Adamczyk et al., Bioconjugate Chem. 11: 714-724 (2000); Mattingly et al., In Luminescence
Biotechnology: Instruments and Applications; Dyke, K. V. Ed.; CRC Press: Boca Raton, pp. 77-105 (2002);
Adamczyk et al., Org. Lett. 5: 3779-3782 (2003); y las Patentes de Estados Unidos N° 5.468.646, 5.543.524 y
5.783.69.

Otro ejemplo de un compuesto de acridinio es un éster de arilo de acridinio-9-carboxilato. Un ejemplo de un
éster de arilo de acridinio-9-carboxilato de férmula 1l es el fluorosulfonato de 10-metil-9-(fenoxicarbonil)acridinio
(disponible de Cayman Chemical, Ann Arbor, MI). Los métodos para preparar ésteres de arilo de acridinio 9-
carboxilato se describen en McCapra et al., Photochem. Photobiol. 4: 1111-21 (1965); Razavi y col., Luminescence
15: 245-249 (2000); Razavi et al., Luminescence 15: 239-244 (2000); y la Patente de Estados Unidos N® 5.241.070.
Tales ésteres de arilo de acridinio-9-carboxilato son indicadores quimioluminiscentes eficientes para el peréxido de
hidrégeno producido en la oxidacion de un analito por al menos una oxidasa en términos de la intensidad de la senal
y/o la rapidez de la sefal. El curso de la emisiéon quimioluminiscente para el éster de arilo de acridinio-9-carboxilato
se completa rapidamente, es decir, en menos de 1 segundo, mientras que la emision quimioluminiscente de la
acridinio-9-carboxamida se extiende durante 2 segundos. El éster de arilo de acridinio-9-carboxilato, sin embargo,
pierde sus propiedades quimioluminiscentes en presencia de proteinas. Por lo tanto, su uso requiere la ausencia de
proteinas durante la generacion y deteccién de sefales. Los métodos para separar o eliminar proteinas en la
muestra son bien conocidos por los expertos en la técnica e incluyen, pero no estan limitados a, ultrafiltracion,
extraccion, precipitacion, dialisis, cromatografia y/o digestién (ver, por ejemplo, Wells, High Throughput Bioanalytical
Sample Preparation. Methods and Automation Strategies, Elsevier (2003)). La cantidad de proteina eliminada o
separada de la muestra de prueba puede ser de aproximadamente el 40%, aproximadamente el 45%,
aproximadamente el 50%, aproximadamente el 55%, aproximadamente el 60%, aproximadamente el 65%,
aproximadamente el 70%, aproximadamente el 75%, aproximadamente el 80%, aproximadamente el 85%,
aproximadamente el 90% o aproximadamente el 95%. Mas detalles sobre el éster de arilo de acridinio-9-carboxilato
y Su uso se exponen en la Solicitud de Patente de Estados Unidos N° 11/697.835, presentada el 9 de abril de 2007.
Los ésteres de arilo de acridinio-9-carboxilato pueden disolverse en cualquier solvente adecuado, como N,N-
dimetilformamida (DMF) anhidra desgasificada o colato de sodio acuoso.

"Neoplasia", como se usa en la presente, se refiere a un crecimiento anormal de tejido. La neoplasia se
conoce comunmente como tumor. El crecimiento anormal habitualmente, pero no siempre, forma una masa.

"Control normal" o "control sano" como se usa en la presente significa una muestra o espécimen tomado de
un sujeto, o un sujeto real que no tiene carcinoma hepatocelular, cAncer de pancreas o ningun cancer, 0 que no esta
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en riesgo de desarrollar cancer.

"Normal", "sano" y "control", como se usa en la presente, se refieren indistintamente a muestras tomadas
de sujetos o sujetos que no tienen carcinoma hepatocelular, cancer de pancreas o ningln cancer, o que no estan en
riesgo de desarrollar cancer.

"Enfermedad pancreética benigna" y "enfermedad pancreética", como se usan en la presente, se refieren
indistintamente a enfermedad pancreatica que no es cancer o se ha convertido en cancer. La enfermedad
pancredtica benigna incluye pancreatitis, varios tipos de quistes y tumores, neoplasia intraepitelial pancreatica
(PanIN) y neoplasias mucinosas papilares intraductales (IPMN) y neoplasias quisticas mucinosas (MCN).

"Cancer de pancreas en estadio temprano", como se usa en la presente, se refiere a cancer de pancreas
que esta limitado al pancreas, fuera del pancreas o ganglios linfaticos cercanos, pero que no se ha expandido a
vasos sanguineos o nervios importantes cercanos u 6rganos distantes. El cancer de pancreas en estadio temprano
incluye canceres de pancreas en estadio 0, estadio | y estadio Il. Ver Yachida et al. (2010) Nature 467:1114-1119;
ver también las Directrices de la National Comprehensive Cancer Network (NCCN) Versiéon 2.2012 Adenocarcinoma
de pancreas.

"Cancer de pancreas en estadio avanzado", como se usa en la presente, se refiere a cancer de pancreas
que se ha expandido a los vasos sanguineos importantes cercanos, nervios u érganos distantes. El cancer de
pancreas en estadio avanzado incluye el cancer de pancreas en estadio Ill o IV.

"Cancer de pancreas en estadio 0", como se usa en la presente, se refiere a cancer de pancreas limitado a
una sola capa de células en el pancreas. El cancer de pancreas no es visible en las pruebas de imagenologia ni a
simple vista. El tumor esta confinado a las capas superiores de las células del conducto pancreatico y no ha invadido
tejidos mas profundos ni se ha extendido fuera del pancreas. Los tumores en estadio 0 a veces se denominan
carcinoma pancreatico in situ o neoplasia intraepitelial pancreatica Il (Panin 1l1).

"Cancer de pancreas en estadio I", como se usa en la presente, se refiere a un cancer confinado o limitado
al pancreas y que no se ha propagado a los ganglios linfaticos cercanos. El "estadio IA" se refiere a un tumor
confinado al pancreas y que mide menos de 2 cm. "Estadio IB" se refiere a un tumor confinado al pancreas y tiene
un tamano mayor de 2 cm.

"Cancer de pancreas en estadio II", como se usa en la presente, se refiere a un cancer de diseminacion
local que ha crecido fuera del pancreas o se ha propagado a los ganglios linfaticos cercanos. "Estadio IIA" se refiere
a un tumor que crece fuera del pancreas pero no en vasos sanguineos grandes, ganglios linfaticos cercanos o sitios
distantes. El "estadio IIB" se refiere a un tumor o confinado al pancreas o que crece fuera del pancreas, pero que no
se ha propagado a los vasos sanguineos grandes ni a los nervios principales cercanos. El estadio 1IB puede
propagarse a los ganglios linfaticos cercanos, pero no a sitios distantes.

"Cancer de pancreas en estadio IlI", como se usa en la presente, se refiere a un cancer de propagacion
mas amplia que se ha expandido a los vasos sanguineos o nervios principales cercanos pero que no ha hecho
metastasis. El tumor crece fuera del pancreas hacia los vasos sanguineos grandes cercanos o los nervios
principales y puede o no haberse propagado a los ganglios linfaticos cercanos. No se ha propagado a sitios
distantes.

"Cancer de péancreas en estadio V", como se usa en la presente, se refiere a un cancer de propagacion
confirmado que se ha propagado a 6rganos o sitios distantes. El cancer de pancreas en estadio IVA esta confinado
localmente, pero implica érganos o vasos sanguineos adyacentes, lo que dificulta la extirpacion quirtrgica. El cancer
de pancreas en estadio IVA también se conoce como localizado o localmente avanzado. El cancer de pancreas en
estadio IVB se ha propagado a 6rganos distantes, mas comunmente al higado. El cancer de pancreas en estadio
IVB también se denomina metastasico.

"Limite predeterminado” y "nivel predeterminado”, como se usan en la presente, se refieren a un valor limite
de ensayo que se usa para evaluar resultados de eficacia diagnéstica, prondstica o terapéutica comparando los
resultados del ensayo con el limite/nivel predeterminado, donde el limite/nivel predeterminado ya se ha vinculado o
asociado con varios parametros clinicos (por ejemplo, presencia de enfermedad, estadio de la enfermedad,
gravedad de la enfermedad, progresion, no progresién o mejora de la enfermedad, etc.) La divulgacion proporciona
niveles predeterminados ejemplares. Sin embargo, es bien conocido que los valores limite pueden variar
dependiendo de la naturaleza del inmunoensayo (por ejemplo, anticuerpos empleados, condiciones de reaccion,
pureza de la muestra, etc.). Ademas, esta dentro de los conocimientos habituales de un experto en la técnica
adaptar la divulgacion en la presente para otros inmunoensayos para obtener valores limite especificos de
inmunoensayos para esos otros inmunoensayos basados en la descripcién proporcionada por esta divulgacion.
Mientras que el valor exacto del limite/nivel predeterminado puede variar entre ensayos, las correlaciones descritas
en la presente deberian ser de aplicacion general.
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"Reactivo de pretratamiento”, por ejemplo, reactivo de lisis, precipitacién y/o solubilizacién, como se usa en
un ensayo de diagnostico como se describe en la presente, es uno que lisa cualquier célula y/o solubiliza cualquier
analito que esté presente en una muestra de prueba. El pretratamiento no es necesario para todas las muestras,
como se describe mas adelante en la presente. Entre otras cosas, solubilizar el analito (es decir, monémero de
laminina gamma 2, PIKVA-II, AFP, CEA y/o CA19-9, fragmentos de monémero de laminina gamma 2, PIVKA-II, AFP,
CEA y/o CA19-9, variantes del monémero de laminina gamma 2, PIVKA-Il, AFP, CEA y/o CA19-9, o cualquier
combinacion de los mismos) implica la liberacién del analito de cualquier proteina de unién endégena presente en la
muestra. Un reactivo de pretratamiento puede ser homogéneo (que no requiera un paso de separacion) o
heterogéneo (que requiera un paso de separacion). Con el uso de un reactivo de pretratamiento heterogéneo, se
eliminan las proteinas de unién al analito precipitadas de la muestra de prueba antes de pasar al siguiente paso del
ensayo. El reactivo de pretratamiento opcionalmente puede comprender: (a) uno o mas solventes y sal, (b) uno o
mas solventes, sal y detergente, (c) detergente, (d) detergente y sal, o (e) cualquier reactivo o combinacion de
reactivos apropiados para la lisis celular y/o solubilizacion del analito.

Los "reactivos de control de calidad" en el contexto de inmunoensayos y kits descritos en la presente
incluyen, pero no estan limitados a, calibradores, controles y paneles de sensibilidad. Tipicamente se usa un
"calibrador" o "estandar" (por ejemplo, uno o mas, como una pluralidad) para establecer curvas de calibracién
(estandar) para la interpolacion de la concentracion de un analito, como un anticuerpo o un analito. Alternativamente,
puede usarse un Unico calibrador, que esta cerca de un valor de corte positivo/negativo predeterminado. Pueden
usarse multiples calibradores (es decir, mas de un calibrador o una cantidad variable de calibradores) en conjunto
para comprender un "panel de sensibilidad".

"Evaluacién de riesgos", "clasificacion de riesgos”, "identificacion de riesgos" o "estratificacion de riesgos”
de sujetos (por ejemplo, pacientes) como se usa en la presente se refiere a la evaluacion de factores que incluyen
biomarcadores, para predecir el riesgo de ocurrencia de eventos futuros, que incluyen el inicio de la enfermedad o la
progresion de la enfermedad, de tal manera que pueden tomarse las decisiones de tratamiento con respecto al
sujeto sobre una base mas informada.

"Muestra", "muestra bioldgica", "muestra de prueba", "espécimen”, "muestra de un sujeto", "muestra
obtenida de un sujeto" y "muestra del paciente" como se usan en la presente pueden usarse indistintamente y
pueden ser una muestra de sangre, tejido, orina, suero, plasma, liquido amniético, liquido cefalorraquideo, células o
tejidos placentarios, células endoteliales, leucocitos 0 monocitos. La muestra puede usarse directamente como se
obtiene de un paciente o puede pretratarse como por filtracion, destilacion, extraccion, concentracion, centrifugacion,
inactivacion de componentes interferentes, adicion de reactivos y similares, para modificar el caracter de la muestra
de alguna manera como se analiza en la presente o de otra manera como se conoce en la técnica.

Puede utilizarse cualquier tipo de célula, tejido o fluido corporal para obtener una muestra. Dichos tipos de
células, tejidos y fluidos pueden incluir secciones de tejidos como biopsias y muestras de autopsias, secciones
congeladas tomadas con propositos histologicos, sangre (como sangre completa), plasma, suero, esputo, heces,
lagrimas, moco, saliva, fluido de lavado broncoalveolar (BAL), cabello, piel, glébulos rojos, plaquetas, liquido
intersticial, liquido de lentes oculares, liquido cefalorraquideo, sudor, liquido nasal, liquido sinovial, menstruacién,
liqguido amnidtico, semen, etc. Los tipos de células y tejidos también pueden incluyen liquido linfatico, liquido
ascético, liquido ginecolégico, orina, liquido peritoneal, liquido cefalorraquideo, un liquido recogido por enjuague
vaginal o un liquido recogido por limpieza vaginal. Puede proporcionarse un tipo de tejido o célula mediante la
extraccion de una muestra de células de un animal, pero también puede lograrse mediante el uso de células
previamente aisladas (por ejemplo, aisladas por otra persona, en otro momento y/o para otro propdsito). También
pueden usarse tejidos de archivo, como los que tienen tratamiento o antecedentes de resultados. El aislamiento y/o
purificaciéon de proteinas o nucleétidos puede no ser necesario.

En la puesta en préctica de la presente divulgacion se usan métodos bien conocidos en la técnica para
recoger, manipular y procesar orina, sangre, suero y plasma, y otros fluidos corporales. La muestra de prueba puede
comprender fracciones adicionales ademas del analito de interés como anticuerpos, antigenos, haptenos, hormonas,
farmacos, enzimas, receptores, proteinas, péptidos, polipéptidos, oligonucledtidos o polinucleétidos. Por ejemplo, la
muestra puede ser una muestra de sangre completa obtenida de un sujeto. Puede ser necesario o desearse que una
muestra de prueba, particularmente sangre completa, sea tratada antes del inmunoensayo como se describe en la
presente, por ejemplo, con un reactivo de pretratamiento. Incluso en los casos en que el pretratamiento no es
necesario (por ejemplo, la mayoria de las muestras de orina, una muestra archivada preprocesada, etc.), el
pretratamiento de la muestra es una opcién que puede realizarse por mera conveniencia (por ejemplo, como parte
de un protocolo en una plataforma comercial). La muestra puede usarse directamente como se obtiene del sujeto o
después del pretratamiento para modificar una caracteristica de la muestra. El pretratamiento puede incluir
extraccién, concentracién, inactivacion de componentes interferentes y/o la adicién de reactivos.

El término "sensibilidad" como se usa en la presente se refiere al nimero de positivos verdaderos dividido
por el numero de positivos verdaderos mas el nimero de falsos negativos, donde la sensibilidad ("sens") puede estar
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dentro del intervalo de O<sens<1. Idealmente, los métodos divulgados en la presente tienen el nimero de falsos
negativos igual a cero o casi igual a cero, de tal manera que no se identifica erroneamente que ningun sujeto no
tenga cancer de pancreas cuando de hecho tiene cancer de pancreas. Al contrario, a menudo se realiza una
evaluacion de la capacidad de un algoritmo de prediccién para clasificar los negativos correctamente, una medicién
complementaria de la sensibilidad.

El término "especificidad" como se usa en la presente se refiere al numero de negativos verdaderos dividido
por el numero de negativos verdaderos mas el niumero de falsos positivos, donde la especificidad ("spec") puede
estar dentro del intervalo de 0 <spec<1. Idealmente, los métodos descritos en la presente tienen el nimero de falsos
positivos igual a cero o casi igual a cero, de tal manera que no se identifica erréneamente que un sujeto tenga
adenoma cuando en realidad no tiene cancer de pancreas. Por lo tanto, se prefiere un método que tenga tanto
sensibilidad como especificidad igual a uno, o 100%.

"Serie de composiciones de calibracion" se refiere a una pluralidad de composiciones que comprenden una
concentracién conocida de monémero de laminina gamma 2, PIVKA-II, AFP, CEA y/o CA19-9, en donde cada una
de las composiciones difiere de las otras composiciones en la serie por la concentracion de mondémero de laminina
gamma 2, PIVKA-II, AFP, CEA y/o CA19-9.

El término "sujeto”, "paciente” o "sujeto en el método" como se usa en la presente indistintamente, significa
cualquier vertebrado, incluyendo, pero no limitados a, un mamifero (por ejemplo, vaca, cerdo, camello, llama,
caballo, cabra, conejo, oveja, hamsteres, conejillo de indias, gato, perro, rata y ratén, un primate no humano (por
ejemplo, un mono, como un mono cynomolgous o rhesus, chimpancé, etc.) y un humano. En algunas realizaciones,
el sujeto o sujeto puede ser humano o no humano. En algunas realizaciones, el sujeto puede ser un sujeto humano
en riesgo o que se sospecha que esta en riesgo de desarrollar o de tener ya cancer de pancreas, o un cancer que no
sea cancer de pancreas.

Los términos "tratar", "tratado" o "tratando", como se usan en la presente, se refieren a un agente
terapéutico en el que el objeto es ralentizar (disminuir) una afeccion, trastorno o enfermedad fisiol6gica no deseada,
u obtener resultados clinicos beneficiosos o deseados. Para los propoésitos de esta invencion, los resultados clinicos
beneficiosos o deseados incluyen, pero no estan limitados a, alivio de los sintomas; disminucién de la extension de
la afeccion, trastorno o enfermedad; estabilizacion (es decir, no empeoramiento) del estado de la afeccidn, trastorno
o enfermedad; retraso en el inicio o desaceleracion de la progresion de la afeccién, trastorno o enfermedad; mejora
de la afeccion, trastorno o estado de la enfermedad; y remisiéon (ya sea parcial o total), ya sea detectable o
indetectable, o mejora de la afeccion, trastorno o enfermedad. El tratamiento también incluye prolongar la
supervivencia en comparacion con la supervivencia esperada si no recibe tratamiento.

"Variante" como se usa en la presente con respecto a un acido nucleico significa (i) una parte o fragmento
de una secuencia de nucleotidos referenciada; (ii) el complemento de una secuencia de nucleétidos referenciada o
una parte de la misma; (iii) un &cido nucleico que es sustancialmente idéntico a un &cido nucleico referenciado o al
complemento del mismo; o (iv) un acido nucleico que hibrida en condiciones estrictas con el acido nucleico
referenciado, el complemento del mismo, o una secuencia sustancialmente idéntica al mismo.

La variante puede definirse adicionalmente como un péptido o polipéptido que difiere en la secuencia de
aminoacidos por la insercion, delecion o sustitucidn conservadora de aminodcidos, pero retiene por lo menos una
actividad biolégica. Los ejemplos representativos de "actividad biologica" incluyen la capacidad de unirse a un
anticuerpo especifico o de promover una respuesta inmune. La variante también se usa en la presente para describir
una proteina con una secuencia de aminoacidos que es sustancialmente idéntica a una proteina referenciada con
una secuencia de aminoacidos que retiene por lo menos una actividad bioldgica. En la técnica se reconoce que una
sustitucion conservadora de un aminoacido, es decir, reemplazar un aminodcido con un aminoacido diferente de
propiedades similares (por ejemplo, hidrofilia, grado y distribucion de regiones cargadas) implica tipicamente un
cambio menor. Estos cambios menores pueden identificarse, en parte, considerando el indice hidropatico de los
aminoacidos, como se entiende en la técnica. Kyte yet al., J. Mol. Biol. 157:105-132 (1982). El indice hidropatico de
un aminoacido se basa en una consideracién de su hidrofobicidad y carga. Se sabe en la técnica que los
aminoacidos de indices hidropaticos similares pueden sustituirse y retener aun la funcién proteica. En un aspecto,
los aminoacidos que tienen indices hidropaticos de + 2 estan sustituidos. La hidrofilia de los aminoacidos también
puede usarse para revelar sustituciones que darian como resultado que las proteinas retengan la funcion biolégica.
Una consideracion de la hidrofilia de los aminoacidos en el contexto de un péptido permite el calculo de la mayor
hidrofilia media local de ese péptido, una medida Util que se ha informado que se correlaciona bien con la
antigenicidad y la inmunogenicidad. Patente de Estados Unidos N® 4.554.10. La sustitucion de aminoacidos que
tienen valores de hidrofilia similares puede dar como resultado que los péptidos retengan actividad bioldgica, por
ejemplo inmunogenicidad, como se entiende en la técnica. Las sustituciones pueden realizarse con aminoacidos que
tienen valores de hidrofilia dentro de + 2 entre si. Tanto el indice de hidrofobicidad como el valor de hidrofilia de los
aminoacidos estan influenciados por la cadena lateral particular de ese aminoacido. De acuerdo con esa
observacion, se entiende que las sustituciones de aminoacidos que son compatibles con la funciéon bioldgica
dependen de la similitud relativa de los aminoacidos, y particularmente de las cadenas laterales de esos
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aminoacidos, como lo revela la hidrofobicidad, hidrofilia, carga, tamafio y otras propiedades. "Variante" también
puede usarse para describir un polipéptido o un fragmento del mismo que ha sido procesado diferencialmente como
por protedlisis, fosforilacion u otra modificacién postraduccional, pero que conserva su reactividad antigénica.

Una variante puede ser una secuencia de acidos nucleicos que es sustancialmente idéntica en toda la
longitud de la secuencia génica completa o un fragmento de la misma. La secuencia de acido nucleico puede ser un
80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o
100% idéntica en toda la longitud de la secuencia génica o un fragmento de la misma. Una variante puede ser una
secuencia de amino&cidos que es sustancialmente idéntica en toda la longitud de la secuencia de aminoacidos o
fragmento de la misma. La secuencia de aminodcidos puede ser un 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%,
88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% idénticos en toda la longitud de la
secuencia de aminoacidos o un fragmento de la misma.

2. Métodos para diagnosticar una enfermedad usando monémero de laminina gamma 2

En la presente se proporciona un método para diagnosticar cancer de pancreas en un sujeto con necesidad
de ello como se define en las reivindicaciones.

El método de diagndstico incluye determinar los niveles de mondémero de laminina gamma 2, CEA y CA19-
9, en una muestra obtenida del sujeto y comparar los niveles del monémero de laminina gamma 2, CEA y CA19-9 en
la muestra con los niveles de referencia de monémero de laminina gamma 2, CEA y CA19-9, respectivamente. Un
aumento en los niveles de monémero de laminina gamma 2, CEA y CA19-9 indica que el sujeto padece o corre el
riesgo de padecer la enfermedad.

a. Monémero de laminina gamma 2

El método para diagnosticar una enfermedad, como el cancer de pancreas, incluye medir los niveles de
monomero de laminina gamma 2 en una muestra de un sujeto. EI monémero de laminina gamma 2 (también referido
en la presente como "laminina gamma 2" o "Ln-y2") es un miembro de la familia de proteinas laminina, que son
glicoproteinas de la matriz extracelular y constituyentes de las membranas basales. Cada laminina heterotrimérica
estd compuesta por tres cadenas no idénticas: laminina alfa, laminina beta y laminina gamma. Pueden combinarse
diferentes isomeros de cadena alfa, beta y gamma para dar lugar a diferentes isoformas de laminina
heterotriméricas. La laminina gamma 2 es un isémero de la cadena gamma y junto con la laminina alfa 3 y la
laminina beta 3 forma la laminina 5. La laminina 5 se localiza predominantemente en la lamina basal y la membrana
basal. En humanos, el monémero de laminina gamma 2 esta codificado por el gen LAMC2, que esta localizado en el
brazo largo (q) del cromosoma 1 humano entre las posiciones 25 y 31 (1g25-1931). El mondémero de laminina
gamma 2 humana puede ser una proteina precursora, que incluye el péptido sefal, o la proteina secretada, en la
que el péptido senal se ha eliminado por escisién.

b. Antigeno carcinoembrionario (CEA)

El método para diagnosticar una enfermedad puede incluir medir los niveles de mondémero de laminina
gamma 2y los niveles de antigeno carcinoembrionario (CEA). ElI CEA esta implicado en la adhesién celular y es una
glicoproteina anclada a la superficie de la célula glicosil fosfatidil inositol (GPI) cuyas glicoformas sialofucosiladas
especializadas sirven como ligandos de L-selectina y E-selectina de carcinoma de colon funcionales. EI CEA es un
antigeno asociado a tumores que se caracteriza por una glicoproteina de aproximadamente 200 kDa de tamaro. El
CEA esta aprobado por la FDA y esta destinado a ser usado como una ayuda en el pronéstico y el manejo de
pacientes con cancer con concentraciones cambiantes de CEA.

Adicionalmente, el CEA es un marcador relacionado con el cancer colorrectal (CCR) y ha sido aprobado
clinicamente para monitorizar cénceres gastrointestinales (Gl), incluyendo el CRC. Se ha caracterizado su
rendimiento para detectar algunos CRC. La relevancia clinica se ha demostrado en canceres colorrectal, gastrico, de
pulmén, de préstata, de pancreas y de ovario (Abbott ARCHITECT CEA Package Insert 34-4067/R4). El CEA puede
detectarse y cuantificarse usando Abbott ARCHITECT® CEA.

c. Antigeno de carbohidratos 19-9 (CA19-9)

El método para diagnosticar una enfermedad puede incluir medir los niveles de mondémero de laminina
gamma 2 y los niveles de antigeno de carbohidratos 19-9 (CA19-9 o CA 19-9). El CA19-9 es una glicoproteina
mucina derivada de una linea celular de carcinoma colorrectal humano y esta relacionada con la proteina del grupo
sanguineo Lewis. Especificamente, CA19-9 pertenece al antigeno del grupo sanguineo Lewis sialilado y puede ser
indetectable en individuos que son negativos al antigeno de Lewis. Adicionalmente, el CA19-9 esta presente en el
tejido epitelial del estémago, la vesicula biliar, el pancreas y la préstata.

El CA19-9 ha sido aprobado por la FDA para su uso como ayuda en el tratamiento del cancer de pancreas
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y se pretende que se use junto con ofra informacién de diagnéstico como tomografia computarizada (CT) y
procedimientos de imagenes de resonancia magnética (MRI). El CA19-9 en suero también puede ser elevado en
pacientes con afecciones no malignas como la pancreatitis y otros trastornos gastrointestinales (Abbott ARCHITECT
CA19-9 XR Package Insert 015-550 11/05). Los niveles elevados de CA19-9 pueden ser informativos para algunos
canceres colorrectales (CRC). EI CA19-9 puede detectarse y cuantificarse usando Abbott ARCHITECT® CA19-9 XR.

d. Combinaciones de monomero de laminina gamma 2 y biomarcadores adicionales

El método de diagnéstico detecta niveles de monémero de laminina gamma 2, CEA y CA19-9 en la muestra
obtenida del sujeto. Un aumento en los niveles de monémero de laminina gamma 2, CEA y CA19-9 con respecto al
nivel de referencia indica que el sujeto padece o esta en riesgo de padecer cancer de pancreas.

e. Enfermedad

El método proporcionado en la presente se usa para proporcionar un diagnostico de un sujeto que tiene
cancer de pancreas. El cancer de pancreas es un cancer que se origina en el pancreas. El cancer de pancreas
puede incluir, pero no se limita a, cdncer de pancreas exocrino, como adenocarcinoma de pancreas, carcinoma de
células acinares, adenocarcinoma, carcinoma adenoescamoso, tumor de células gigantes, cistadenocarcinoma
mucinoso, pancreatoblastoma, cistoadenocarcinoma seroso, tumores sélidos y pseudopilares, y neoplasias quisticas
papilares, cancer de pancreas endocrino, como tumores neuroendocrinos pancreaticos (NET), tumores de células de
los islotes, carcinoma de células de los islotes, carcinoide pancredtico, tumor endocrino pancredtico (PET),
gastrinoma (sindrome de Zollinger-Ellison), glucagonoma, insulinoma, tumor de células de los islotes no funcional,
somatostatinoma, y tumor liberador de péptidos intestinal vasoactivo (VIPoma o sindrome de Verner-Morrison) y
linfoma del pancreas. El adenocarcinoma puede desarrollarse a partir de una neoplasia papilar-mucinosa intraductal
benigna (IPMN).

El método de diagndstico mide los niveles de mondémero de laminina gamma 2, CEA y CA19-9 en la
muestra obtenida del sujeto. Un aumento en los niveles de monémero de laminina gamma 2, CEA y CA19-9 con
respecto al nivel de referencia indica que el sujeto padece o esta en riesgo de padecer cancer de pancreas.

(a) Estadio del cancer de pancreas

El método descrito en la presente puede usarse para proporcionar un diagnéstico de un sujeto que tiene
cancer de pancreas en un estadio particular. La enfermedad puede ser cancer de pancreas en estadio 0, cancer de
pancreas en estadio |, cancer de pancreas en estadio I, cancer de pancreas en estadio Ill o cancer de pancreas en
estadio IV. El nivel del monémero de laminina gamma 2 puede aumentar con el estadio del cancer de pancreas. Por
ejemplo, el nivel de mondémero de laminina gamma 2 puede ser mas alto en el cancer de pancreas en estadio IV que
el nivel de monémero de laminina gamma 2 en el cancer de pancreas en estadio lll. Por consiguiente, los niveles
crecientes de monémero de laminina gamma 2 pueden indicar que el cancer de pancreas esta progresando de un
estadio a otro en el sujeto.

F. Inmunoensayo para determinar el monémero de laminina gamma 2 y/o el por lo menos un nivel adicional
de biomarcadores

El método de diagnostico puede emplear un inmunoensayo para determinar los niveles de monémero de
laminina gamma 2 y/o por lo menos uno de los biomarcadores adicionales CEA y CA19-9 en una muestra obtenida
del sujeto. El inmunoensayo puede cuantificar los niveles de monémero de laminina gamma 2 y/o por lo menos uno
de los biomarcadores adicionales.

La presencia o cantidad de monémero de laminina gamma 2 y/o el por lo menos uno de los biomarcadores
adicionales puede determinarse usando anticuerpos que se unen especificamente a cada biomarcador (es decir,
monomero de laminina gamma 2, CEA y/o CA19-9 asi como cualquier analito adicional si se usan tales analitos
adicionales). Los ejemplos de anticuerpos que pueden usarse incluyen un anticuerpo policlonal, un anticuerpo
monoclonal, un anticuerpo humano, una molécula de inmunoglobulina, un Fv enlazado a disulfuro, un anticuerpo
monoclonal, un afinidad madurada, un scFv, un anticuerpo quimérico, un anticuerpo de dominio Unico, un anticuerpo
injertado con CDR, un diacuerpo, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo multiespecifico, un Fab, un anticuerpo
de doble especificidad, un DVD, un Fab', un anticuerpo biespecifico, un F(ab')2, un Fv y combinaciones de los
mismos.

Por ejemplo, el método inmunolégico puede incluir (a) medir el nivel de monémero de laminina gamma 2: (i)
poniendo en contacto la muestra de prueba con por lo menos un anticuerpo de captura, en donde el anticuerpo de
captura se une a un epitopo en el mondémero de laminina gamma 2 o un fragmento de monémero de laminina
gamma 2 para formar un complejo de anticuerpo de captura-monémero de laminina gamma 2; (ii) poniendo en
contacto el complejo de anticuerpo de captura-monémero de laminina gamma 2 con por lo menos un anticuerpo de
deteccion que comprende un marcador detectable, en donde el anticuerpo de deteccion se une a un epitopo en el
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monomero de laminina gamma 2 que no esta unido por el anticuerpo de captura y forma un complejo anticuerpo de
captura-mondémero de laminina gamma 2-anticuerpo de deteccion; y (iii) determinando el nivel de monémero de
laminina gamma 2 en la muestra de prueba en base a la sefial generada por el marcador detectable en el complejo
de anticuerpo de captura-monoémero de laminina gamma 2-anticuerpo de deteccién formado en (a) (ii); (b) medir el
nivel del por lo menos un biomarcador adicional: (i) poniendo en contacto la muestra de prueba con por lo menos un
anticuerpo de captura, en donde el anticuerpo de captura se une a un epitopo en el por lo menos un biomarcador
adicional o un fragmento del por lo menos un biomarcador adicional para formar un complejo de anticuerpo de
captura-por lo menos un biomarcador adicional; (ii) poniendo en contacto el complejo de anticuerpo de captura-por lo
menos un biomarcador adicional con por lo menos un anticuerpo de deteccidon que comprende un marcador
detectable, en donde el anticuerpo de deteccidn se une a un epitopo en el por lo menos un biomarcador adicional al
que no se ha unido el anticuerpo de captura y forma un complejo de anticuerpo de captura-por o menos un
biomarcador adicional-anticuerpo de deteccion y (iii) determinando el nivel del por lo menos un biomarcador
adicional en la muestra de prueba en base a la sefial generada por el marcador detectable en el complejo de
anticuerpo de captura-por lo menos un biomarcador adicional-anticuerpo de deteccion formado en (b)(ii); o una
combinacion de los mismos.

Puede utilizarse cualquier inmunoensayo. El inmunoensayo puede ser un inmunoensayo ligado a enzimas
(ELISA), un radioinmunoensayo (RIA), un ensayo de inhibicién competitiva, como ensayos de inhibicion competitiva
directa o inversa, un ensayo de polarizacion de fluorescencia o un ensayo de unién competitiva, por ejemplo. El
ELISA puede ser un ELISA sandwich. La unién inmunolégica especifica del anticuerpo con el marcador puede
detectarse mediante marcadores directos, como marcadores fluorescentes o luminiscentes, metales y radionucleidos
unidos al anticuerpo o mediante marcadores indirectos, como fosfatasa alcalina o peroxidasa de rabano picante.

Puede incorporarse en el inmunoensayo el uso de anticuerpos inmovilizados o fragmentos de los mismos.
Los anticuerpos pueden inmovilizarse sobre una variedad de soportes, como particulas de matriz magnéticas o
cromatograficas, la superficie de una placa de ensayo (como pocillos de microtitulacion), piezas de un material de
sustrato soélido y similares. Se puede preparar una tira de ensayo recubriendo el anticuerpo o la pluralidad de
anticuerpos en una matriz sobre un soporte sélido. Esta tira puede sumergirse luego en la muestra bioldgica de
prueba y luego procesarse rapidamente a través de lavados y pasos de deteccién para generar una sefial medible,
como una mancha coloreada.

El ELISA sandwich mide la cantidad de antigeno entre dos capas de anticuerpos (es decir, un anticuerpo de
captura y un anticuerpo de deteccion (que puede estar marcado con un marcador detectable)). EI monémero de
laminina gamma 2 y/o por lo menos un biomarcador adicional, es decir, PIVKA-Il, AFP, CEA y/o CA19-9, a medir,
puede contener por lo menos dos sitios antigénicos capaces de unirse al anticuerpo. Pueden usarse anticuerpos
monoclonales o policlonales como los anticuerpos de captura y deteccion en el ELISA sandwich.

Generalmente, se emplean por lo menos dos anticuerpos para separar y cuantificar el monémero de
laminina gamma 2 o el por lo menos un biomarcador adicional, es decir, CEA y/o CA19-9 (asi como cualquier analito
adicional), en una muestra de prueba o bioldgica. Mas especificamente, los por lo menos dos anticuerpos se unen a
ciertos epitopos de mondémero de laminina gamma 2 o el por lo menos un biomarcador adicional que forman un
complejo inmune que se denomina "sandwich". Pueden usarse uno o mas anticuerpos para capturar el monémero
de laminina gamma 2 o el por lo menos un biomarcador adicional en la muestra de prueba (estos anticuerpos son
referidos frecuentemente como anticuerpo de "captura" o anticuerpos de "captura") y se usan uno o mas anticuerpos
para unir un marcador detectable (concretamente, cuantificable) al sandwich (estos anticuerpos son referidos
frecuentemente como anticuerpo de "deteccién" o anticuerpos de "deteccion"). En un ensayo sandwich, ambos
anticuerpos que se unen a su epitopo pueden no verse disminuidos por la unién de cualquier otro anticuerpo en el
ensayo a su epitopo respectivo. En otras palabras, los anticuerpos pueden seleccionarse de tal manera que uno o
mas de los primeros anticuerpos puestos en contacto con una muestra de prueba sospechosa de contener
monomero de laminina gamma 2 o el por lo menos un biomarcador adicional no se unan a todo o parte de un
epitopo reconocido por el segundo anticuerpo o anticuerpos posteriores, interfiriendo de este modo con la capacidad
del uno o mas segundos anticuerpos de deteccion para unirse con el monémero de laminina gamma 2 o el por lo
menos un biomarcador adicional.

En una realizacion preferida, puede ponerse en contacto una muestra de prueba o biolégica que se
sospecha que contiene mondémero de laminina gamma 2 y/o por lo menos un biomarcador adicional, es decir, CEA
y/o CA19-9, con por lo menos un primer anticuerpo de captura (0 anticuerpos) y por lo menos un segundo anticuerpo
de deteccién ya sea simultanea o secuencialmente. En el formato de ensayo sandwich, una muestra de prueba que
se sospechosa que contiene mondmero de laminina gamma 2 y/o por lo menos un biomarcador adicional se pone en
contacto con el por lo menos un primer anticuerpo de captura que se une especificamente a un epitopo particular en
condiciones que permiten formaciéon de un complejo de primer anticuerpo-mondémero de laminina gamma 2 o -por lo
menos un biomarcador adicional. Si se usa mas de un anticuerpo de captura, se forma un complejo primer de
anticuerpo de captura multiple-monémero de laminina gamma 2 o -por lo menos un biomarcador adicional. En un
ensayo sandwich, los anticuerpos, preferiblemente, el por lo menos un anticuerpo de captura, se usan en cantidades
molares en exceso de la cantidad maxima de monémero de laminina gamma 2 o el por lo menos un biomarcador
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adicional esperado en la muestra de prueba.

Opcionalmente, antes de poner en contacto la muestra de prueba con el por lo menos un primer anticuerpo
de captura, el por lo menos un primer anticuerpo de captura puede unirse a un soporte sélido que facilite la
separacion del complejo de primer anticuerpo-monémero de laminina gamma 2 o -por lo menos un biomarcador
adicional de la muestra de prueba. Puede usarse cualquier soporte sélido conocido en la técnica, incluyendo pero no
limitado a, soportes sélidos hechos de materiales poliméricos en forma de pocillos, tubos o perlas. El anticuerpo (o
anticuerpos) puede unirse al soporte sélido por adsorcién, por union covalente usando un agente de acoplamiento
quimico o por otros medios conocidos en la técnica, siempre que dicha unién no interfiera con la capacidad del
anticuerpo para unirse al marcador. Ademas, si es necesario, el soporte sélido puede derivatizarse para permitir la
reactividad con varios grupos funcionales en el anticuerpo. Dicha derivatizacion requiere el uso de ciertos agentes de
acoplamiento como, pero no limitado a, anhidrido maleico, N-hidroxisuccinimida y 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida.

Después de que la muestra de prueba que se sospecha que contiene monémero de laminina gamma 2 y/o
por lo menos un biomarcador adicional se pone en contacto con el por lo menos un primer anticuerpo de captura, la
muestra de prueba se incuba para permitir la formacién de un complejo de primer anticuerpo de captura (o
anticuerpo multiple)- monémero de laminina gamma 2 o -por lo menos un biomarcador adicional. La incubacion se
puede llevar a cabo a un pH de aproximadamente 4,5 a aproximadamente 10,0, a una temperatura de
aproximadamente 22 C a aproximadamente 45° C, y durante un periodo de por lo menos aproximadamente un (1)
minuto a aproximadamente dieciocho (18) horas, de aproximadamente 2-6 minutos, o de aproximadamente 3-4
minutos.

Después de la formacién del complejo de primer/multiple anticuerpo de captura-monémero de laminina
gamma 2 o por lo menos un complejo biomarcador adicional, el complejo se pone en contacto con por lo menos un
segundo anticuerpo de deteccion (en condiciones que permiten la formacion de un complejo de primer/multiple
anticuerpo-mondémero de laminina gamma 2 o -por lo menos un biomarcador adicional-segundo anticuerpo). Si el
complejo de primer anticuerpo-monémero de laminina gamma 2 o -por lo menos un biomarcador adicional se pone
en contacto con mas de un anticuerpo de deteccion, se forma entonces un complejo de deteccion de anticuerpos
multiple de primer/mdltiple anticuerpo de captura-monémero de laminina gamma 2 o -por lo menos un biomarcador
adicional. Como con el primer anticuerpo, cuando el por lo menos un segundo (y subsiguientes) anticuerpo se pone
en contacto con el complejo de primer anticuerpo-monémero de laminina gamma 2 o -por lo menos un biomarcador
adicional, se requiere un periodo de incubacién en condiciones similares a las descritas anteriormente para la
formacion del complejo de primer/mdltiple anticuerpo-monémero de laminina gamma 2 o -por lo menos un
biomarcador/anticuerpo multiple adicional. Por lo menos un segundo anticuerpo contiene un marcador detectable. El
marcador detectable puede unirse al por lo menos un segundo anticuerpo antes, simultaneamente o después de la
formacion del complejo de primer/mdltiple anticuerpo-monémero de laminina gamma 2 o -por lo menos un
biomarcador/anticuerpo miltiple adicional. Puede usarse cualquier marcador detectable conocido en la técnica.

d. Nivel de referencia

El método de diagndstico proporcionado en la presente usa los niveles de referencia de monémero de
laminina gamma 2, CEA y CA19-9 para identificar y determinar si un sujeto padece o corre el riesgo de padecer la
enfermedad o no. Los niveles de mondmero de laminina gamma 2, CEA y CA19-9 medidos en la muestra obtenida
del sujeto y mayores que los niveles de referencia respectivos identifican al sujeto como que padece o corre el riesgo
de padecer la enfermedad. Los niveles de monémero de laminina gamma 2 y/o el por lo menos un biomarcador
adicional menores o iguales a los niveles de referencia respectivos pueden identificar que el sujeto no padece o0 no
esta en riesgo de padecer la enfermedad.

(1) Niveles de referencia para monémero de laminina gamma 2, CEA y/o CA19-9

Generalmente, pueden emplearse niveles predeterminados o de referencia como punto de referencia para
evaluar los resultados obtenidos tras analizar una muestra de prueba para el monémero de laminina gamma 2, CEA
y CA19-9. Generalmente, al hacer tal comparacion, los niveles predeterminados se obtienen ejecutando un ensayo
particular un nimero suficiente de veces y en condiciones apropiadas de tal manera que un enlace o asociacion de
la presencia, cantidad o concentracion del analito con un estadio o criterio de valoracién particular de la enfermedad
con indicaciones particulares. Tipicamente, los niveles predeterminados se obtienen con ensayos de sujetos de
referencia (o poblaciones de sujetos). El sujeto de referencia puede ser un sujeto de control. La poblacion de
referencia o el grupo de referencia puede ser un grupo de control. EIl monémero de laminina gamma 2, CEA y CA19-
9 medidos pueden incluir el monémero de laminina gamma 2, CEA, y CA19-9, fragmentos de los mismos, productos
de degradacién de los mismos, y/o productos de escision enzimatica de los mismos.

En particular, con respecto a los niveles predeterminados empleados para controlar la progresion de la
enfermedad y/o el tratamiento, la cantidad o concentracion de fragmentos de monémero de laminina gamma 2,
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PIVKA-Il, AFP, CEA y/o CA19-9 pueden ser "sin cambios", "favorable" (o "alterado favorablemente"), o
"desfavorable" (o "alterado desfavorablemente"). "Elevado" o "aumentado" se refiere a una cantidad o una
concentracién en una muestra de prueba que es mas alta o mayor que un nivel o intervalo tipico o normal (por
ejemplo, nivel predeterminado), como un nivel tipico o normal encontrado en un grupo de control o muestra de
control, o es mas alto o0 mayor que otro nivel o intervalo de referencia (por ejemplo, muestra anterior o de referencia).
El término "disminuido" o "reducido" se refiere a una cantidad o una concentraciéon en una muestra de prueba que es
inferior o menor a un nivel o intervalo tipico o normal (por ejemplo, nivel predeterminado), como un nivel tipico o
normal encontrado en un grupo de control o muestra de control, o es inferior o menor que otro nivel o intervalo de
referencia (por ejemplo, muestra anterior o de referencia). El término "alterado" se refiere a una cantidad o una
concentracién en una muestra que esté alterada (aumentada o disminuida) sobre un nivel o intervalo tipico o normal
(por ejemplo, nivel predeterminado), como un nivel tipico o normal encontrado en un grupo de control o muestra de
control, o sobre otro nivel o intervalo de referencia (por ejemplo, muestra anterior o de referencia).

Los niveles o intervalos tipicos o0 normales para el monémero de laminina gamma 2, CEA y CA19-9 se
definen de acuerdo con la practica estandar. Se puede considerar que se ha producido un denominado nivel alterado
o alteraciéon cuando hay algun cambio neto en comparacién con el nivel o intervalo tipico o normal, o el nivel o
intervalo de referencia que no puede explicarse por un error experimental o variacién de la muestra. En algunas
realizaciones, el nivel medido en una muestra particular se comparard con el nivel o intervalo de niveles
determinados en muestras similares de un sujeto llamado normal, es decir, un sujeto de control. En este contexto, un
sujeto "normal" (a veces denominado "control" o "sano") es un individuo sin cancer de pancreas detectable, y un
paciente o poblacién "normal" es uno o unos que no presentan cancer de pancreas detectable, por ejemplo. Un
"sujeto aparentemente normal” es aquel en el que el monémero de laminina gamma 2, CEA y CA19-9 no se ha
evaluado o se esta evaluando. Se dice que el nivel de un analito esta "elevado" cuando el analito es normalmente
indetectable (por ejemplo, el nivel normal es cero, o dentro de un intervalo de aproximadamente 25 a
aproximadamente 75 percentiles de poblaciones normales), pero se detecta en una muestra de prueba, asi como
cuando el analito esta presente en la muestra de prueba a un nivel superior al normal.

En una realizacion, el nivel de referencia para el monémero de laminina gamma 2 en suero puede ser de
aproximadamente 81,3 pg/ml. En otro caso, el nivel de referencia para el monémero de laminina gamma 2 en suero
puede ser 81,3 pg/ml. En un caso, el nivel de referencia para el monémero de laminina gamma 2 en suero puede ser
de aproximadamente 79,5 pg/ml. En otro caso, el nivel de referencia para el monémero de laminina gamma 2 en
suero puede ser 79,5 pg/ml. En otros casos, el nivel de referencia para el monémero de laminina gamma 2 en suero
puede ser aproximadamente 70,0 pg/ml, 71,0 pg/ml, 72,0 pg/ml, 73,0 pg/ml, 74,0 pg/ml, 75,0 pg/ml, 76,0 pg/ml, 76,3
pg/ml, 76,4 pg/ml, 76,5 pg/ml, 76,6 pg/ml, 76,7 pg/ml, 76,8 pg/ml, 76,9 pg/ml, 77,0 pg/ml, 78,0 pg/ml, 79,0 pg/ml, 79,1
pg/ml, 79,2 pg/ml, 79,3 pg/ml, 79,4 pg/ml, 79,5 pg/ml, 79,6 pg/ml, 79,7 pg/ml, 79,8 pg/ml, 79,9 pg/ml, 80,0 pg/ml, 80,1
pg/ml, 80,2 pg/ml, 80,3 pg/ml, 80,4 pg/ml, 80,5 pg/ml, 80,6 pg/ml, 80,7 pg/ml, 80,8 pg/ml, 80,9 pg/ml, 81,0 pg/ml, 81,1
pg/ml, 81,2 pg/ml, 81,3 pg/ml, 81,4 pg/ml, 81,5 pg/ml, 81,6 pg/ml, 81,7 pg/ml, 81,8 pg/ml, 81,9 pg/ml, 82,0 pg/ml, 82,1
pg/ml, 82,3 pg/ml, 82,4 pg/ml, 82,5 pg/ml, 82,6 pg/ml, 82,7 pg/ml, 82,8 pg/ml, 82,9 pg/ml, 83,0 pg/ml, 84,0 pg/ml, 85,0
pg/ml, 86,0 pg/ml, 87,0 pg/ml, 88,0 pg/ml, 89,0 pg/ml, 90,0 pg/ml, 91,0 pg/ml, 92,0 pg/ml, 93,0 pg/ml, 94,0 pg/ml, 95,0
pg/ml, 96,0 pg/ml, 97,0 pg/ml, 98,0 pg/ml, 99,0 pg/ml, 100,0 pg/ml, 101,0 pg/ml, 102,0 pg/ml, 103,0 pg/ml, 104,0
pg/ml, 105,0 pg/ml, 106,0 pg/ml, 107,0 pg/ml, 108,0 pg/ml, 109,0 pg/ml, 110,0 pg/ml, 111,0 pg/ml, 112,0 pg/ml, 113,0
pg/ml, 114,0 pg/ml, 115,0 pg/ml, 115,05 pg/ml, 116,0 pg/ml, 116,4 pg/ml, 116,5 pg/ml, 116,6 pg/ml, 116,7 pg/mi,
116,8 pg/ml, 116,9 pg/ml, 117,0 pg/ml, 118,0 pg/ml, 119,0 pg/ml, 120,0 pg/ml.

En una realizacion, el nivel de referencia para CEA puede ser de aproximadamente 5,0 ng/ml. En otra
realizacién, el nivel de referencia para CEA en suero puede ser 5,0 ng/ml. En otras realizaciones, el nivel de
referencia para CEA en suero puede ser de aproximadamente 1,0 ng/ml, 1,5 ng/ml, 2,0 ng/ml, 2,5 ng/ml, 3,0 ng/ml,
3,5 ng/ml, 4,0 ng/ml, 4,5 ng/ml, 5,0 ng/ml, 5,5 ng/ml, 6,0 ng/ml, 6,5 ng/ml, 7,0 ng/ml, 7,5 ng/ml, 8,0 ng/ml, 8,5 ng/ml,
9,0 ng/ml, 9,5 ng ml, 0 10,0 ng/ml.

En una realizacion, el nivel de referencia para CA19-9 en suero puede ser de aproximadamente 37,0 U/ml.
En otra realizacién, el nivel de referencia para CA19-9 en suero puede ser 37,0 U/ml. En otras realizaciones, el nivel
de referencia para CA19-9 en suero puede ser de aproximadamente 27,0 U/ml, 27,5 U/ml, 28,0 U/ml, 28,5 U/ml, 29,0
U/ml, 29,5 U/ml, 30,0 U/ml, 30,5 U/ml, 31,0 U/ml, 31,5 U/ml, 32,0 U/ml, 32,5 U/ml, 33,0 U/ml, 33,5 U/ml, 34,0 U/ml,
34,5 U/ml, 35,0 U/ml, 35,5 U/ml, 36,0 U/ml, 36,5 U/ml, 37,0 U/ml, 37,5 U/ml, 38,0 U/ml, 38,5 U/ml, 39,0 U/ml, 39,5
U/ml, 40,0 U/ml, 40,5 U/ml, 41,0 U/ml, 41,5 U/ml, 42,0 U/ml, 42,5 U/ml, 43,0 U/ml, 43,5 U/ml, 44,0 U/ml, 44,5 U/ml,
45,0 U/ml, 45,5 U/ml, 46,0 U/ml, 46,5 U/ml, 0 47,0 U/ml.

Los valores de corte (o valores de corte predeterminados) pueden determinarse mediante la metodologia
del Modelo de Indice Adaptativo (AIM). Los valores de corte (o valores de corte predeterminados) pueden
determinarse mediante un andlisis de curva operativa del receptor (ROC) a partir de muestras biolégicas del grupo
de pacientes. El analisis ROC, como se conoce generalmente en las técnicas biologicas, es una determinacion de la
capacidad de una prueba para discriminar una condicién de otra, por ejemplo, para determinar el rendimiento de
cada marcador en la identificacion de un paciente que tiene CRC. Una descripcién del andlisis ROC tal como se
aplica de acuerdo con la presente divulgaciéon se proporciona en P.J. Heagerty et al., Time-dependent ROC curves
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for censored survival data and a diagnostic marker, Biometrics 56:337-44(2000).

Alternativamente, los valores de corte pueden determinarse mediante un analisis de cuartil de muestras
biolégicas de un grupo de pacientes. Por ejemplo, un valor de corte puede determinarse seleccionando un valor que
corresponda a cualquier valor en el intervalo del percentil 25-75, preferiblemente un valor que corresponda al
percentil 25, el percentil 50 o el percentil 75, y mas preferiblemente el percentil 75.

Estos analisis estadisticos pueden realizarse usando cualquier método conocido en la técnica y pueden
implementarse mediante cualquier niumero de paquetes de software disponibles comercialmente (por ejemplo, de
Analyse-it Software Ltd., Leeds, UK; StataCorp LP, College Station, TX; SAS Institute Inc., Cary, NC.).

3. Método de monitorizacion de la progresion de la enfermedad.

También se divulga en la presente un método para monitorizar la progresién de la enfermedad en un sujeto
con necesidad de ello. El método de monitorizacién puede aplicar el método de diagnéstico descrito anteriormente
para determinar si la enfermedad ha progresado o no en el sujeto.

El método de monitorizacién puede incluir obtener una primera muestra bioldgica del sujeto y una segunda
muestra biolégica del sujeto. La primera muestra bioldgica puede obtenerse del sujeto por lo menos
aproximadamente dia, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias, 6 dias, 7 dias, 8 dias, 9 dias, 10 dias, 11 dias, 12 dias, 13 dias,
14 dias, 15 dias, 16 dias, 17 dias, 18 dias, 19 dias, 20 dias, 21 dias, 22 dias, 23 dias, 24 dias, 25 dias, 26 dias, 27
dias, 28 dias, 29 dias, 30 dias, 31 dias, 32 dias, 33 dias, 34 dias, 35 dias, 36 dias, 37 dias, 38 dias, 39 dias, 40
dias, 41 dias, 42 dias, 43 dias, 44 dias, 45 dias, 46 dias, 47 dias, 48 dias, 49 dias, 50 dias, 51 dias, 52 dias, 53
dias, 54 dias, 55 dias, 56 dias, 57 dias, 58 dias, 59 dias, 60 dias, 1 semana, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 5
semanas, 6 semanas, 7 semanas, 8 semanas, 9 semanas, 10 semanas, 11 semanas, 12 semanas, 13 semanas, 14
semanas, 15 semanas, 16 semanas, 17 semanas, 18 semanas, 19 semanas, 20 semanas, 21 semanas, 22
semanas, 23 semanas, 24 semanas, 25 semanas, 26 semanas, 27 semanas, 28 semanas, 29 semanas, 30
semanas, 31 semanas, 32 semanas, 33 semanas, 34 semanas, 35 semanas, 36 semanas, 37 semanas, 38
semanas, 39 semanas, 40 semanas, 41 semanas, 42 semanas, 43 semanas, 44 semanas, 45 semanas, 46
semanas, 47 semanas, 48 semanas, 49 semanas, 50 semanas, 51 semanas, 52 semanas, 1 mes, 2 meses, 3
meses, 4 meses, 5 meses, 6 meses, 7 meses, 8 meses, 9 meses, 10 meses, 11 meses, 12 meses, 13 meses, 14
meses, 15 meses, 16 meses, 17 meses, 18 meses, 19 meses, 20 meses, 21 meses, 22 meses, 23 meses, 24
meses, 1 afo, 2 afnos, 3 anos, 4 afios, 0 5 afos antes de que se obtenga la segunda muestra biol6gica del sujeto.

El método de monitorizacién también puede incluir medir un primer nivel de monémero de laminina gamma
2 en la primera muestra biologica y un segundo nivel de monémero de laminina gamma 2 en la segunda muestra
biolégica. El método de monitorizacién puede incluir ademas comparar el primer y el segundo niveles de monémero
de laminina gamma 2 y determinar que (i) la enfermedad ha progresado en el sujeto cuando el segundo nivel de
monémero de laminina gamma 2 es mayor que el primer nivel de mondémero de laminina gamma 2 o (ii) la
enfermedad no ha progresado en el sujeto cuando el segundo nivel de monémero de laminina gamma 2 es
equivalente o0 menor que el primer nivel de monémero de laminina gamma 2.

El método de monitorizacién puede incluir ademas medir un primer nivel del por lo menos un biomarcador
adicional en la primera muestra biolégica y un segundo nivel del por lo menos un biomarcador adicional en la
segunda muestra bioldgica y comparar el primer y el segundo nivel del por lo menos un biomarcador adicional. El
método de monitorizacion también puede determinar que la enfermedad ha progresado en el sujeto cuando el
segundo nivel de mondémero de laminina gamma 2 y el por lo menos un biomarcador adicional es mayor que el
primer nivel de monémero de laminina gamma 2 y el por lo menos un biomarcador adicional, respectivamente, o la
enfermedad no ha progresado en el sujeto cuando el segundo nivel de monémero de laminina gamma 2 y el por lo
menos un biomarcador adicional es equivalente o0 menor que el primer nivel de monémero de laminina gamma 2 y el
por lo menos un biomarcador adicional, respectivamente.

4. Kit

También se proporciona en la presente un kit como se define en las reivindicaciones. El kit puede incluir
instrucciones para detectar el monémero de laminina gamma 2 y/o por lo menos un biomarcador adicional. Las
instrucciones incluidas en el kit pueden adherirse al material de embalaje o pueden incluirse como prospecto. Las
instrucciones pueden ser materiales impresos o escritos, pero no se limitan a ellos. Esta divulgacién contempla
cualquier medio capaz de almacenar tales instrucciones y comunicarlas a un usuario final. Tales medios incluyen,
pero no se limitan a, medios de almacenamiento electronicos (por ejemplo, discos magnéticos, cintas, cartuchos,
chips), medios 6pticos (por ejemplo, CD ROM) y similares. Como se usa en la presente, el término "instrucciones”
puede incluir la direccién de un sitio de Internet que proporciona las instrucciones.

El kit también comprende uno o mas recipientes, como viales o botellas, con cada uno de los anticuerpos
proporcionados en recipientes separados.
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Por ejemplo, el kit puede comprender instrucciones para analizar la muestra de prueba para determinar el
monomero de laminina gamma 2, CEA y CA19-9 mediante inmunoensayo, por ejemplo, inmunoensayo de
microparticulas quimioluminiscentes. Las instrucciones pueden estar en papel o en formato legible por ordenador,
como un disco, CD, DVD o similar. El kit contiene por lo menos un anticuerpo de captura que se une
especificamente al monémero de laminina gamma 2, por lo menos un anticuerpo de captura que se une
especificamente a CEA y por o menos un anticuerpo de captura que se une especificamente a CA19-9. El kit
también puede contener un anticuerpo conjugado (como un anticuerpo marcado con un marcador detectable) para
cada anticuerpo de captura (es decir, un anticuerpo conjugado para cada uno de los anticuerpos de captura que se
unen especificamente al monémero de laminina gamma 2, CEA y CA19-9, respectivamente). Alternativa o
adicionalmente, el kit puede comprender un calibrador o control, por ejemplo, purificado y opcionalmente liofilizado
(por ejemplo, monémero de laminina gamma 2, CEA y/o CA19-9) y/o por lo menos un recipiente (por ejemplo, tubo,
placas de microtitulacion o tiras, que ya pueden estar recubiertas con un anticuerpo monoclonal de monémero
gamma 2, CEA y/o CA19-9 anti-laminina) para realizar el ensayo, y/o un tampén, como un tampo6n de ensayo o un
tampon de lavado, cualquiera de los cuales puede proporcionarse como una solucién concentrada, una solucion de
sustrato para el marcador detectable (por ejemplo, un marcador enzimético) o una solucién de parada.
Preferiblemente, el kit comprende todos los componentes, es decir, reactivos, estandares, tampones, diluyentes,
etc., que son necesarios para realizar el ensayo. Las instrucciones también pueden incluir instrucciones para generar
una curva estandar o un estandar de referencia con el propésito de cuantificar el monémero de laminina gamma 2
y/o los biomarcadores adicionales (es decir, CEA y CA19-9).

Como se ha mencionado anteriormente, cualquier anticuerpo que se proporcione en el kit, como los
anticuerpos recombinantes especificos para el mondémero de laminina gamma 2 y los biomarcadores adicionales (es
decir, CEA y CA19-9) pueden incorporar un marcador detectable, como un fluoréforo, una fraccion radiactiva, una
enzima, un marcador de biotina/avidina, un cromoéforo, un marcador quimioluminiscente o similares, o el kit puede
incluir reactivos para marcar los anticuerpos o reactivos para detectar los anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos de
deteccion) y/o para marcar los analitos o reactivos para detectar el analito. Los anticuerpos, calibradores y/o
controles pueden proporcionarse en recipientes separados o pre-dispensarse en un formato de ensayo apropiado,
por ejemplo, en placas de microtitulacion.

Opcionalmente, el kit incluye componentes de control de calidad (por ejemplo, paneles de sensibilidad,
calibradores y controles positivos). La preparacion de reactivos de control de calidad es bien conocida en la técnica y
se describe en hojas de insercion para una variedad de productos de inmunodiagndstico. Los miembros del panel de
sensibilidad se usan opcionalmente para establecer las caracteristicas de rendimiento del ensayo, y ademas
opcionalmente son indicadores utiles de la integridad de los reactivos del kit de inmunoensayo, y la estandarizacién
de los ensayos.

El kit también puede incluir opcionalmente otros reactivos necesarios para realizar un ensayo de
diagnéstico o facilitar evaluaciones de control de calidad, como tampones, sales, enzimas, cofactores enzimaticos,
sustratos, reactivos de deteccion y similares. También pueden incluirse en el kit otros componentes, como tampones
y soluciones para el aislamiento y/o el tratamiento de una muestra de prueba (por ejemplo, reactivos de
pretratamiento). El kit puede incluir adicionalmente uno o mas controles adicionales. Uno o mas de los componentes
del kit pueden estar liofilizados, en cuyo caso el kit puede comprender ademéas reactivos adecuados para la
reconstitucién de los componentes liofilizados.

Los varios componentes del kit se proporcionan opcionalmente en recipientes adecuados segun sea
necesario, por ejemplo, una placa de microtitulacién. El kit puede incluir ademds recipientes para contener o
almacenar una muestra (por ejemplo, un recipiente o cartucho para una muestra sanguinea). Cuando sea apropiado,
el kit también puede contener opcionalmente recipientes de reaccion, recipientes de mezclado y otros componentes
que facilitan la preparacion de reactivos o la muestra de prueba. El kit también puede incluir uno 0 mas instrumentos
para ayudar a obtener una muestra de prueba, como una jeringuilla, pipeta, forceps, cuchara medidora o similares.

Si el marcador detectable es por lo menos un compuesto de acridinio, el kit puede comprender por lo
menos una acridinio-9-carboxamida, por lo menos un éster de arilo de acridinio-9-carboxilato, o cualquier
combinacion de los mismos. Si el marcador detectable es por lo menos un compuesto de acridinio, el kit también
puede comprender una fuente de peréxido de hidrégeno, como un tampdn, una solucién y/o por lo menos una
solucién basica.

Si se desea, el kit puede contener una fase sélida, como una particula magnética, perla, tubo de ensayo,
placa de microtitulacion, cubeta, membrana, molécula de andamiaje, pelicula, papel de filiro, un cristal de cuarzo,
disco o chip. El kit también puede incluir un marcador detectable que puede estar o esta conjugado con un
anticuerpo, tal como un anticuerpo que funciona como un anticuerpo de deteccion. El marcador detectable puede
ser, por ejemplo, un marcador directo, que puede ser una enzima, oligonucleétido, nanoparticula, quimioluminéforo,
fluoréforo, neutralizador de fluorescencia, neutralizador de quimioluminiscencia, o biotina. Los kits pueden incluir
opcionalmente cualquier reactivo adicional necesario para detectar el marcador.
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Si se desea, el kit puede comprender ademas uno o méas componentes, solos 0 en combinacién adicional
con instrucciones, para analizar la muestra de prueba para otro analito, que puede ser un biomarcador, como un
biomarcador del cancer. Los ejemplos de analitos incluyen, pero no estan limitados a, PIVKA-II, AFP, y fragmentos
de PIVKA-II, AFP, asi como otros analitos y biomarcadores analizados en la presente, o conocidos de otro modo en
la técnica. En algunos casos, uno o0 mas componentes para analizar una muestra de prueba para monémero de
laminina gamma 2, CEA y CA19-9 permiten la determinacion de la presencia, cantidad o concentracion del
monomero de laminina gamma 2, CEA y CA19-9. También puede analizarse una muestra, como una muestra de
suero, para el monémero de laminina gamma 2, CEA y/o CA19-9 usando TOF-MS y un estandar interno.

El kit (o componentes del mismo), asi como los métodos descritos anteriormente, que detectan la
concentracion de mondémero de laminina gamma 2 y/o los biomarcadores adicionales (es decir, CEA y CA19 -9) en
una muestra de prueba mediante un inmunoensayo como se describe en la presente, puede adaptarse para su uso
en una variedad de sistemas automatizados y semiautomatizados (incluyendo aquellos en los que la fase sélida
comprende una microparticula), como se describe, por ejemplo, en las Patentes de Estados Unidos N® 5.089.424 y
5.006.309, y comercializado, por ejemplo, por Abbott Laboratories (Abbott Park, IL) como ARCHITECT®.

Algunas de las diferencias entre un sistema automatizado o semiautomatizado en comparacién con un
sistema no automatizado (por ejemplo, ELISA) incluyen el sustrato al que esta unido el primer compafero de unién
especifico (por ejemplo, anticuerpo de analito o anticuerpo de captura) (que puede afectar la formacion de sandwich
y la reactividad del analito), y la duracién y el momento de la captura, deteccién y/o cualquier paso de lavado
opcional. Mientras que un formato no automatizado, como un ELISA, puede requerir un tiempo de incubacién
relativamente mas largo con la muestra y el reactivo de captura (por ejemplo, aproximadamente 2 horas), un formato
automatizado o semiautomatizado (por ejemplo, ARCHITECT® vy cualquier plataforma sucesora, Abbott
Laboratories) puede tener un tiempo de incubacién relativamente mas corto (por ejemplo, aproximadamente 18
minutos para ARCHITECT®). De manera similar, mientras que un formato no automatizado como un ELISA puede
incubar un anticuerpo de deteccién como el reactivo conjugado durante un tiempo de incubacion relativamente mas
largo (por ejemplo, aproximadamente 2 horas), un formato automatizado o semiautomatizado (por ejemplo,
ARCHITECT® y cualquier plataforma sucesora) puede tener un tiempo de incubacion relativamente mas corto (por
ejemplo, aproximadamente 4 minutos para ARCHITECT® y cualquier plataforma sucesora).

Otras plataformas disponibles de Abbott Laboratories incluyen, pero no estan limitadas a, AxXSYM®, IMx®
(ver, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N° 5.294.404, PRISM®, EIA (perla y Quantum™ |[l, asi como otras
plataformas. Ademas, los ensayos, los kits y los componentes del kit pueden emplearse en otros formatos, por
ejemplo, en sistemas electroquimicos u otros sistemas de andlisis portatiles o de punto de atencion. La presente
divulgacion es, por ejemplo, aplicable al sistema de inmunoensayo electroquimico comercial Abbott Point of Care (i-
STAT®, Abbott Laboratories) que realiza inmunoensayos tipo sandwich. Los inmunosensores y sus métodos de
fabricacién y funcionamiento en dispositivos de prueba de un solo uso se describen, por ejemplo, en la Patente de
Estados Unidos N° 5.063.081, Publicacion de Solicitud de Patente de Estados Unidos N° 2003/0170881, Publicacion
de Solicitud de Patente de Estados Unidos N2 2004/0018577, Publicacién de Solicitud de Patente de Estados Unidos
N2 2005/0054078, y la Publicaciéon de Solicitud de Patente de Estados Unidos N° No. 2006/0160164.

En particular, con respecto a la adaptacion de un ensayo al sistema |-STAT®, se prefiere la siguiente
configuracién. Se fabrica un chip de silicio microfabricado con un par de electrodos de trabajo amperométricos de
oro y un electrodo de referencia de cloruro de plata-plata. En uno de los electrodos de trabajo, se adhieren las perlas
de poliestireno (0,2 mm de diametro) con anticuerpo de captura inmovilizado a un recubrimiento de polimero de
alcohol polivinilico estampado sobre el electrodo. Este chip se monta en un cartucho I-STAT® con un formato de
fluidos adecuado para inmunoensayo. En una parte de la pared de la camara de retencion de muestras del cartucho
hay una capa que comprende el anticuerpo de deteccion marcado con fosfatasa alcalina (u otro marcador). Dentro
de la bolsa de fluido del cartucho hay un reactivo acuoso que incluye fosfato de p-aminofenol.

En funcionamiento, una muestra sospechosa de contener monémero de laminina gamma 2 y/o el por lo
menos un biomarcador adicional se afiade a la camara de retencion del cartucho de prueba y el cartucho se inserta
en el lector I-STAT®. Después de que el segundo anticuerpo (anticuerpo de deteccion) se haya disuelto en la
muestra, un elemento de bomba dentro del cartucho fuerza a la muestra a un conducto que contiene el chip. Aqui se
oscila para promover la formacién del sandwich entre el primer anticuerpo de captura y el segundo anticuerpo de
deteccion marcado. En el penultimo paso del ensayo, el fluido se expulsa de la bolsa y hacia el conducto para lavar
la muestra del chip y hacia una camara de desechos. En el paso final del ensayo, el marcador de fosfatasa alcalina
reacciona con fosfato de p-aminofenol para escindir el grupo fosfato y permitir que el p-aminofenol liberado se oxide
electroquimicamente en el electrodo de trabajo. En base a la corriente medida, el lector es capaz de calcular la
cantidad de monoémero de laminina gamma 2 y/o por lo menos un biomarcador adicional (por ejemplo, PIVKA-II,
AFP, CEA y/o CA19-9) en la muestra por medio de un algoritmo incorporado y la curva de calibracién determinada
de fabrica.

La presente invencién se ilustra por los siguientes ejemplos no limitativos.
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5. Ejemplos
Ejemplo 1 - Ejemplo de referencia
Métodos y materiales

Anticuerpos y antigenos. La proteina monomeérica recombinante Ln-y2 se purificé del medio de cultivo de
transfectantes de células de rindn canino Madin-Darby. El heterotrimérico recombinante Ln-332 se adquirié de
Oriental Yeast Co., Ltd. (Tokio, Japén). Para CLIA y transferencia Western, se preparé un anticuerpo monoclonal
anti-Ln-y2 (2H2) y un anticuerpo policlonal anti-Ln-y2 de dominio Ill, como se describe en el Ejemplo 2. Se adquirié
un anticuerpo monoclonal anti-Ln-a3 de raton de Oriental Yeast Co., Ltd.

Anadlisis de marcadores tumorales para HCC. El nivel de AFP en suero se midid6 usando el sistema
ARCHITECT vy el nivel de PIVKA-II se midié6 usando LUMIPULSE (Fujirebio, Inc., Tokio, Japén) en SRL Tokyo
Laboratories, Inc. (Tokio, Japén).

Analisis estadistico. Los niveles de Ln-y2 en suero se informaron como media * desviacién estandar (SD) y
mediana: intervalo. Los niveles de AFP y PIVKA-Il en suero se informaron como mediana:intervalo. La
transformacién logaritmica se us6 en los valores de AFP y PIVKA-Il para tener en cuenta el amplio intervalo de
valores para ambos marcadores entre los pacientes con HCC. La prueba de Mann-Whitney se us6 para datos
continuos, Los valores p inferiores a 0,05 se consideraron significativos. Se usaron el software Graph Pad Prism 6
(San Diego, CA, USA) y el software Analyze-it (FIGS. 2-6 y 9-14) para generar los gréaficos de dispersion, las curvas
de caracteristicas operativas del receptor (ROC) y el calculo de area bajo las curvas ROC (AUC). El punto de corte
6ptimo incluia el punto en la curva ROC mas cercano al (0, 1).

Ejemplo 2
Inmunoensayo de monémero de laminina gamma 2
Se establecio un inmunoensayo que detect6 especificamente el monémero de laminina gamma 2.

Inmunoensayo quimioluminiscente totalmente automatizado (CLIA). Se midi6 la concentracion de
proteina Ln-y2 humana mediante un ensayo sandwich de dos pasos usando microparticulas paramagnéticas
recubiertas con anticuerpo 2H2 (Nakagawa M et al., manuscrito en preparacion) y anticuerpo policlonal de conejo
marcado con acridinio. EI método de ensayo se ajustd para su aplicacion a una maquina de deteccién totalmente
automatizada (ARCHITECT de Abbott Laboratories, Chicago, IL, USA).

Generacion de anticuerpo policlonal dirigido contra mondémero de laminina gamma 2. Se gener6 un
anticuerpo policlonal dirigido contra el monémero de laminina gamma 2 inmunizando un conejo con dominio
purificado Il (aminoacidos 383-608) del monémero de laminina gamma 2 humano. Este dominio Ill recombinante se
expreso y se purifico a partir de E. coli. Especificamente, el dominio Ill se expresé como una proteina de fusién GST
usando la tecnologia Gateway (Invitrogen). Los sueros de conejo se purificaron usando una columna de proteina A.
La purificacién adicional del anticuerpo policlonal se realizd con una agarosa magnética de anticuerpo monoclonal
anti-His-tag (MBL) conjugada con el dominio lll por diclorhidrato de dimetil pimelimidato (DMP). También se
concentré el anticuerpo policlonal purificado.

Anticuerpo monoclonal 2H2. El mAb 2H2 era un anticuerpo monoclonal de ratén descrito en N. Koshikawa
et al.,, Cancer Research (2008) 68(2):530-536. EI mAb 2H2 se purificé del sobrenadante del hibridoma cultivado
mediante una columna de proteina G.

Generacion de monoémero de laminina gamma 2 recombinante. El gen que codifica el mondémero de
laminina gamma 2 de longitud completa se introdujo en células MDCK para generar células MDCK transfectadas que
expresan el monémero de laminina gamma 2. Las células MDCK que expresan altos niveles de monémero de
laminina gamma 2 se seleccionaron mediante dilucion limitante y se cultivaron en DMEM libre de suero (Invitrogen).
El monoémero de laminina gamma 2 se purificd usando una columna de anticuerpo monoclonal 2H2 (mAb 2H2) y se
concentré mediante precipitacion con sulfato de amonio.

Inmunoensayo. EIl mAb 2H2 se inmoviliz6 en microparticulas paramagnéticas. Especificamente, las
microparticulas se lavaron con tamp6on MES (pH 5,5) y se afnadieron N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etil-
carbodiimidaclorhidrato (Sigma-Aldrich) y N-hidroxi-succinimida (Sigma-Aldrich) a las microparticulas lavadas.
Después de una incubacién de 30 minutos a temperatura ambiente, las microparticulas se lavaron y se afiadieron
mAb 2H2 diluidos en tampén MES a las microparticulas lavadas. Después de 2 horas de incubacién a temperatura
ambiente, las microparticulas se lavaron con TBS, Tween al 1% y luego se almacenaron.
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El tampédn de dilucién de microparticulas era un tamp6n TBS que contenia EDTA 20 mM, 1% de BSA, 0,2%
de leche desnatada, 0,1% de Tween-20, 0,2 mg/ml de HBR, 0,2 mg/ml de IgG de ratén, 0,1% de ProClin300 y 100
ppm. Foamaway, pH 7,4. Las microparticulas se diluyeron en el tampén de dilucion de microparticulas a una
concentracion de solidos final de 0,05%.

El anticuerpo policlonal de conejo descrito anteriormente dirigido contra el dominio Ill del monémero de
laminina gamma 2 humano se utiliz6 como un anticuerpo de deteccion. Especificamente, este anticuerpo policlonal
se conjugd con acridinio en tampoén PBS que contiene 0,5% de CHAPS. El exceso de acridinio se eliminé mediante
la columna de centrifugacién Zeba Micro Desalt (Thermo). El anticuerpo marcado con acridinio resultante se disolvid
en tampdén MES que contenia NaCl 0,15 M, 1,09% de TritonX405, 2,0 mg/ml de gammaglobulina bovina, 5% de
BSA, 2% de Tween-20, 0,1% de ProClin300 y Foamaway a 100 ppm, pH 6,3..

La solucién de dilucién de inmunoensayo era tampon TBS que contenia 1% de BSA, 16,1% de sacarosa,
0,075% de azida sédica, 0,1% de ProClin950 y 100 ppm de Foamaway, pH 8,0. El diluyente de muestra era tampén
PBS con 1% de BSA y 0,1% de Tween-20. El calibrador para el inmunoensayo era monémero de laminina gamma 2
recombinante diluido en el diluyente de muestra. Especificamente, el calibrador para mondémero de laminina gamma
2 varié de 0 ng/ml y 20 ng/ml. Las cantidades especificas fueron 0,00, 0,01, 0,02, 0,05, 0,10, 1,00, 10,00 y 20,00
ng/ml.

El inmunoensayo se realiz6 en un instrumento de inmunoensayo, concretamente el analizador 2000
ARCHITECT. Se generé una curva de calibracion para el monémero de laminina gamma 2 usando el calibrador. Las
curvas de calibracion ejemplares se muestran en la FIG. 1.

Ejemplo 3
Deteccion de mondmero de laminina gamma 2 en especimenes

El inmunoensayo descrito anteriormente en el Ejemplo 2 se usé para detectar concentraciones séricas de
monomero de laminina gamma 2 en varios especimenes. Se recogieron muestras de suero de los especimenes y se
diluyeron en el diluyente de muestra descrito anteriormente.

Especimenes. Los especimenes eran especimenes de carcinoma hepatocelular (HCC), especimenes de
cancer de pancreas, especimenes de cancer colorrectal (CRC), especimenes de cancer de estbmago, especimenes
de cirrosis hepética (LC), especimenes de hepatitis, especimenes de pancreatitis/colangitis, especimenes de cancer
multiple/metastasis, especimenes de insuficiencia hepatica, especimenes benignos, especimenes de donantes
sanos y otros especimenes de cancer. Los especimenes se recogieron en fueron recolectadas en St. Marianna
University School of Medicine. Para los controles normales, se recogieron especimenes de donantes sanos de
voluntarios sanos sin antecedentes de enfermedad hepética, consumo de alcohol de menos de 40 g/semana y sin
factores de riesgo de hepatitis viral. Para establecer el valor de corte para Ln-y2, se analizaron sueros de control de
52 voluntarios japoneses sanos. Las caracteristicas demogréficas y clinicas de voluntarios sanos y pacientes con
enfermedad hepatica cronica o HCC se muestran en la Tabla 1. Los niveles de Ln-y2 en suero medios y medianos
de voluntarios sanos fueron 44,3 + 17,6 pg/ml (media £ SD) y 41,1 pg/ml (intervalo: 10,9-79,0 pg/ml),
respectivamente.

Tabla 1 Informacion demografica y etiologia de enfermedades hepaticas. Todos los datos se
expresaron como mediana: intervalo.

Control sano Enfermedad hepatica HCC
(n=52) crénica (n=24) (n=57)
Género
M:F 32/20 11/13 38/19
Edad (y) 33 (25-58) 59 (35-74) 71 (49-80)
Etiologia (%)
HCV 20 (83%) 30 (52%)
HBV 3 (13%) 8 (14%)
HBV+HCV 1 (2%)
Alcohol 12 (21%)
NBNCNAL 1(4%) 5 (9%)
Autoinmune 1(2%)
mediana (intervalo)
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Resultados. Las FIGS. 2A y 2B muestran graficos de puntos de la concentracion sérica (pg/ml) de
monomero de laminina gamma 2 para las muestras indicadas. Cada espécimen fue representado por un circulo
solido. La concentracion sérica media para cada grupo de especimenes se representd mediante una linea continua.
La media méas 2 desviaciones estandar (media + 2SD) de donantes sanos (HD) también se mostré con una linea
continua que se extiende a lo largo del eje x y fue de 79,5 pg/ml. Las FIGS. 2C y 2D muestran graficos de puntos de
la concentracién sérica (pg/ml) de mondmero de laminina gamma 2 para los especimenes indicados. Cada
espécimen se representd por un circulo sélido (FIGS. 2C y 2D). La concentracion sérica media para cada grupo de
especimenes se representé mediante una linea continua. El valor de corte derivado del andlisis ROC de HCC en
comparacién con donantes sanos (HD) también se mostr6 con una linea continua que se extiende a lo largo del eje x
y fue de 75,9 pg/ml. La concentracién sérica del monémero de laminina gamma 2 fue mayor en los especimenes de
HCC y de cancer de pancreas en comparacion con los especimenes de donantes sanos y los especimenes con
otros carcinomas digestivos (es decir, cancer colorrectal y cancer de estomago).

Adicionalmente, la concentracién sérica de monémero de laminina gamma 2 fue mayor en especimenes de
HCC y cancer de pancreas en comparacion con especimenes de cirrosis hepatica, especimenes de CH y
especimenes de pancreatitis/colangitis. Sin embargo, un espécimen de cirrosis hepatica con una concentracion
sérica mas alta de mondémero de laminina gamma 2 tenia un nivel de proteina alfa fetal (AFP) de 39,9 ng/ml (FIGS.
2B y 2D). Un espécimen de CH con una concentracion sérica mas alta de monémero de laminina gamma 2 tenia un
nivel de proteina alfa fetal (AFP) de 39,0 ng/ml (FIGS. 2B y 2D). Un espécimen de pancreatitis/colangitis con una
concentracién sérica mas alta de monémero de laminina gamma 2 tenia un nivel de antigeno de carbohidratos 19-9
(CA19-9) de 79,0 U/ml. Por consiguiente, los especimenes distintos de HCC y cancer pancreatico que tenian
concentraciones séricas mas altas de mondémero de laminina gamma 2 tenian niveles anormales de otros
marcadores de cancer como AFP y CA19-9.

Ejemplo 4 — Ejemplo de referencia
Concentracion sérica de monomero de laminina gamma 2 en etapas I-IV de HCC

Como se describe en el Ejemplo 3, la concentracion sérica del mondémero de laminina gamma 2 fue mayor
en especimenes de HCC. Los especimenes de HCC se examinaron adicionalmente con respecto a la concentracion
sérica de mondmero de laminina gamma 2 en diferentes etapas de HCC. Especificamente, el inmunoensayo descrito
anteriormente en el Ejemplo 2 se us6 para detectar concentraciones séricas de monémero de laminina gamma 2 de
especimenes de etapa | de HCC, etapa Il de HCC II, etapa Ill de HCC y etapa IV de HCC, asi como de cirrosis
hepatica (LC), hepatitis (CH), y especimenes de donantes sanos. Se recogieron muestras de suero de los
especimenes y se diluyeron en el diluyente de muestra descrito anteriormente.

Resultados. Los resultados de estos estudios se muestran en las FIGS. 3A-3B, que muestran la
concentracién sérica (pg/ml) de monémero de laminina gamma 2 para cada grupo de especimenes indicados. Cada
espécimen se representd con un circulo sdlido. La concentracién sérica media de monémero de laminina gamma 2
para cada grupo de especimenes se indicé con una linea continua. La linea continua que se extiende a lo largo del
eje x indica la media mas 2 desviaciones estandar (media + 2SD) para los especimenes de donantes sanos, que fue
de 79,5 pg/ml en la FIG. 3A. La linea continua que se extiende a lo largo del eje x indica que el valor de corte
derivado del analisis ROC de HCC en comparacion con donantes sanos (HD) también se mostré con una linea
continua que se extiende a lo largo del eje x y fue de 75,9 pg/ml en la FIG. 3B.

Como se muestra en las FIGS. 3A-3B, se observaron concentraciones séricas elevadas de monémero de
laminina gamma 2 en especimenes de etapa | de HCC, etapa Il de HCC I, etapa Ill de HCC y etapa IV de HCC en
comparacién con especimenes de LC, CH y de donantes sanos. Los especimenes de LC y CH con concentraciones
séricas mas altas de mondmero de laminina gamma 2 tenian niveles anormales de proteina alfa fetal marcadora de
cancer (AFP), es decir, 39,9 ng/ml y 39,0 ng/ml. Por consiguiente, estos resultados indicaron que el monémero de
laminina gamma 2 se detect6 en suero de especimenes de HCC en etapa temprana y que los niveles de monémero
de laminina gamma 2 en suero aumentaron con la etapa de HCC (es decir, aumentaron de manera dependiente de
la etapa para HCC).

De acuerdo con la clasificacion TNM, 10 pacientes fueron diagnosticados con etapa I, 18 con etapa Il, 21
con etapa lll y 8 con tumores de etapa IV. Los niveles de Ln-y2 aumentaron de la etapa | a la etapa IV con niveles
medianos (intervalo) de 114,3 pg/ml (intervalo: 65,3-323,6 pg/ml), 184,3 pg/ml (intervalo: 39,5-549,1 pg/ml), 174,6
pg/ml (intervalo: 32,4-985,8 pg/ml) y 248,1 pg/ml (intervalo: 59,8-529,4 pg/ml), respectivamente (Fig. 12). Los valores
de AFP correspondientes fueron de 5,3 ng/ml (intervalo: 2,2-44,6 ng/ml), 16,2 ng/ml (intervalo: 1,5-899 ng/ml), 72,5
ng/ml (intervalo: 3,2-2364 ng/ml), y 1116 ng/ml (intervalo: 5,3-417198 ng/ml) ng/ml para los HCC en etapa |, I, lll y
IV, respectivamente (Fig. 13). Los valores correspondientes de PIVKA-II fueron 55,0 mAU/ml (intervalo: 14,0-302
mAU/ml), 47,5 mAU/ml (intervalo: 13,0-5380) mAU/ml, 162 mAU/ml (intervalo: 11,0-20779), y 683 mAU/ml (intervalo:
32,0-75000 mAU/ml) para los HCC de etapa |, Il, 1l y IV HCC, respectivamente (Fig. 14). Entre los pacientes con
HCC en etapa temprana (T1 o T2), las tasas de positividad para Ln-y2, AFP y PIVKA-II fueron 17/28 (61%), 11/28

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2906 754 T3

(39%) y 16/28 (57% ), respectivamente.
Ejemplo 5 — Ejemplo de referencia
Especificidad y sensibilidad de monémero de laminina gamma 2 como un marcador para HCC

Se examinaron la especificidad y la sensibilidad del monémero de laminina gamma 2, la proteina alfa fetal
(AFP) y el antagonista Il de la vitamina K inducido por proteinas (PIVKA-Il) como marcadores de HCC.
Especificamente, el nivel de cada marcador se examind en 57 especimenes de HCC y 76 especimenes de donantes
sanos, cirrosis hepatica (LC) o hepatitis (CH), para un total de 133 especimenes.

Se generd un grafico de caracteristicas operativas del receptor (ROC) trazando la tasa de positivos
verdaderos observada de monémero de laminina gamma 2, AFP y PIVKA-II en los especimenes de HCC frente a la
tasa de falsos positivos observada del monémero de laminina gamma 2, AFP, y PIVKA-Il en especimenes de
donantes sanos, LC y CH. Por consiguiente, el grafico ROC era un grafico de sensibilidad (frecuencia de positivos
verdaderos (TPF)) contra especificidad (frecuencia de falsos positivos (FPF)). Un valor de 1,000 representaba el
100% de sensibilidad y el 100% de especificidad. Este grafico ROC se muestra en la FIG. 4A y el area bajo la curva
(AUC) para cada uno de mondmero de laminina gamma 2, AFP y PIVKA-Il se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2
Marcador AUC

Monémero de laminina gamma 2| 0.902

AFP 0.884

PIVKA-II 0.831

Se examinaron la especificidad y la sensibilidad del monémero de laminina gamma 2, la proteina alfa fetal
(AFP) y el antagonista Il de la vitamina K inducido por proteinas (PIVKA-I) como marcadores de HCC.
Especificamente, el nivel de cada marcador se examin6 en 57 especimenes de HCC y 52 donantes sanos, para un
total de 109 especimenes. Los niveles séricos de Ln-y2 se midieron en 24 pacientes con enfermedad hepéatica
cronica y 57 pacientes con HCC (Fig. 9). La infeccién con HCV fue el factor etiolégico mas comun entre los dos
grupos de sujetos con enfermedad hepatica. Las concentraciones de Ln-y2 medianas fueron de 76,7 pg/ml, con un
intervalo entre 38,7 y 215,9 pg/ml (pacientes con enfermedad hepatica crénica) y 173,2 pg/ml, con un intervalo entre
32,4 y 986 pg/ml (pacientes con HCC). Se observé un aumento significativo en los niveles de Ln-y2 en pacientes con
HCC en comparacion con pacientes con enfermedad hepatica cronica y voluntarios sanos (p <0,01).

Se generd un gréafico de caracteristicas operativas del receptor (ROC) trazando la tasa de positivos
verdaderos observada de monémero de laminina gamma 2, AFP y PIVKA-II en las muestras de HCC frente a la tasa
de falsos positivos observada de monémero de laminina gamma 2, AFP, y PIVKA-II en especimenes de donantes
sanos. Por consiguiente, el grafico ROC era un grafico de sensibilidad (frecuencia de positivos verdaderos (TPF))
frente a especificidad (frecuencia de falsos positivos (FPF)). Un valor de 1,000 representaba el 100% de sensibilidad
y el 100% de especificidad. Este grafico ROC se muestra en la FIG. 4B y el area bajo la curva (AUC) para cada uno
del monoémero de laminina gamma 2, AFP y PIVKA-Il se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3
Marcador AUC

Monémero de lamininagamma2| 0.952

AFP 0.929

PIVKA-II 0.825

Cuando el valor de corte se establecié en 75,9 pg/ml, la sensibilidad y la especificidad fueron del 86%
(intervalo de confianza [IC] del 95%, 74-94%) y 98% (IC del 95%, 90-99%), respectivamente. La capacidad
discriminativa de Ln-y2 (AUC de curva ROC = 0,952; IC 95%, 91-99%) super6 significativamente la de PIVKA-II
(AUC de curva ROC = 0,825; IC del 95%, 73-92%, p <0,05) y fue tan eficaz como AFP (AUC de curva ROC = 0,929;
IC del 95%, 88-98%) al comparar voluntarios sanos y pacientes con HCC. Cuando se compararon voluntarios sanos
con pacientes con enfermedad hepatica crénica no maligna, este valor de corte produjo una capacidad discriminativa
para Ln-y2 (AUC de curva ROC = 0,819; IC del 95%, 72-92%) con una sensibilidad y especificidad del 50% (IC del
95%, 29-71%) y 96% (IC del 95%, 87-99%), respectivamente. Con este valor de corte, se encontré positividad de Ln-
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y2 en 1 (2%), 12 (50%) y 50 (86%) sujetos entre voluntarios sanos, pacientes con enfermedad hepéatica crénica y
pacientes con HCC, respectivamente. Estos resultados indican que este valor de corte (>75,9 pg/ml) es util para
distinguir pacientes con enfermedad hepatica cronica, con o sin HCC, de sujetos sanos.

Se examinaron la especificidad y la sensibilidad del monémero de laminina gamma 2, la proteina alfa fetal
(AFP) y el antagonista Il de la vitamina K inducido por proteinas (PIVKA-I) como marcadores de HCC.
Especificamente, el nivel de cada marcador se examin6 en 57 especimenes de HCC y 24 especimenes de hepatitis
(CH), para un total de 81 especimenes.

Se generd un gréafico de caracteristicas operativas del receptor (ROC) representando la tasa de positivos
verdaderos observada de monémero de laminina gamma 2, AFP y PIVKA-II en los especimenes de HCC frente a la
tasa de falsos positivos observada del monémero de laminina gamma 2, AFP, y PIVKA-II en especimenes de CH.
Por consiguiente, el grafico ROC era un grafico de sensibilidad (frecuencia de positivos verdaderos (TPF)) contra
especificidad (frecuencia de falsos positivos (FPF)). Un valor de 1,000 representaba el 100% de sensibilidad y el
100% de especificidad. Este grafico ROC se muestra en la FIG. 4C y el area bajo la curva (AUC) para cada uno del
monomero de laminina gamma 2, AFP y PIVKA-II se muestran en la Tabla 4

Tabla 4
Marcador AUC

Monémero de lamininagamma 2| 0.793
AFP 0.788
PIVKA-II 0.845

El valor de corte éptimo para distinguir el HCC de la enfermedad hepatica crénica no maligna fue 116,6
pg/ml (Fig. 4C), con una sensibilidad y especificidad del 63% (IC del 95%, 49-76%) y 83% (IC del 95%, 63-95%),
respectivamente. Al distinguir pacientes con enfermedad hepatica crénica de aquellos con HCC, PIVKA-II (AUC de
curva ROC = 0,845; IC del 95%, 76-93%) super6 a Ln-y2 (AUC de curva ROC = 0,793; IC del 95%, 69-89%; las
diferencias no fueron estadisticamente significativas) y AFP (AUC de curva ROC = 0,788; IC del 95%, 69-89%). Se
observo positividad de Ln-y2 (>116,6 pg/ml) en 0/52 (0%), 4/24 (17%) y 36/57 (63%) sujetos entre voluntarios sanos,
pacientes con enfermedad hepatica cronica y pacientes con HCC, respectivamente. La positividad de AFP (>20
ng/ml; el limite superior normal informado en sujetos japoneses) (6) se observo en 0/52 (0%), 4/24 (17%) y 30/57
(53%) sujetos entre voluntarios sanos, pacientes con enfermedad hepatica crénica y pacientes con HCC,
respectivamente. Las concentraciones medianas (intervalo) de AFP fueron 2,3 ng/ml (controles sanos, intervalo: 0,9-
8,2 ng/ml), 3,8 ng/ml (pacientes con enfermedad hepatica cronica, intervalo: 1,2-109,7 ng/ml) y 24,4 ng/ml (pacientes
con HCC, intervalo: 1,5-417199 ng/ml) (Fig. 10). La positividad de PIVKA-II (>40 mAU/ml, el limite superior normal
informado en sujetos japoneses) (6) se observd en 1/52 (1,9%), 1/24 (4,2%) y 39/57 (68%) sujetos entre voluntarios
sanos, pacientes con enfermedad hepatica cronica y pacientes con HCC, respectivamente. Las concentraciones
medianas (intervalo) de PIVKA-II fueron 24,5 mAU/ml (controles sanos, intervalo: 15,0-45,0 mAU/ml), 21,0 mAU/mlI
(pacientes con enfermedad hepatica cronica, intervalo: 12,0-58,0 mAU/ml), y 103 mAU/ml (pacientes con HCC,
intervalo: 11,0-75000 mAU/mI) (Fig. 11). Se encontré6 que los niveles de Ln-y2, AFP y PIVKA-Il eran
significativamente elevados (p <0,001) en sueros de pacientes con HCC en comparacion con sueros de tanto
voluntarios sanos como pacientes con enfermedad hepatica cronica. Se encontré que los niveles de Ln-y2 y AFP
eran significativamente elevados (p <0,01) en sueros de pacientes con enfermedad hepatica cronica en comparacion
con sueros de voluntarios sanos.

Estos resultados indicaron que el monémero de laminina gamma 2 mostrd mayor sensibilidad y
especificidad como marcador para HCC que AFP y PIVKA-II, y por tanto, fue un marcador mas preciso para HCC
que AFP y PIVKA-II.

Ademas, la FIG. 5 A y la Tabla 5 muestran la tasa positiva de deteccién de HCC para monémero de
laminina gamma 2, PIVKA-II, AFP y combinaciones de los mismos. El valor de corte del monémero de laminina
gamma 2 fue la media mas 2 desviaciones estandar (media + 2SD) para las muestras de donantes sanos, que fue
de 79,5 pg/ml. Tres muestras de HCC fueron negativas para los tres de mondémero de laminina gamma 2, PIVKA-Il y
AFP.
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Tabla 5
Marcador Tasa Positiva de Deteccion de HCC
Monémero de laminina gamma 2 77.2%
PIVKA-II 68.4%
AFP 52.6%
Monémero de laminina gamma 2 y PIVKA-II 93.0%
Monémero de laminina gamma 2 y AFP 86.0%
PIVKA-Il y AFP 82.5%
Monémero de laminina gamma 2, PIVKA-II, y AFP 94.7%

Estos resultados indicaron que el monémero de laminina gamma 2 tenia una tasa positiva méas alta de
deteccion de HCC que PIVKA-II o AFP. La tasa positiva de deteccion de HCC fue la misma para el monémero de
laminina gamma 2 y la combinacion de AFP y PIVKA-II, es decir, 80%.

La tasa positiva de deteccion de HCC aumenté cuando se combind el monémero laminina gamma 2 con
PIVKA-Il o AFP en comparacion con el mondémero de laminina gamma 2 solo, es decir, 93,0% o0 86,0% frente a
77,2%. Sin embargo, la combinacion de los tres marcadores proporcion6 una tasa positiva de deteccion de HCC
(94.7%) que fue equivalente a la tasa positiva de deteccién de HCC proporcionada por la combinacion de mondémero
de laminina gamma 2 y PIVKA-II (93.0%). Por consiguiente, la adicion de AFP a la combinaciéon de monémero de
laminina gamma 2 y PIVKA-Il no aumenté mas la tasa positiva de deteccion de HCC.

La FIG. 5B y la Tabla 6 muestran la tasa positiva de deteccién de HCC para el monémero de laminina
gamma 2, PIVKA-Il, AFP y combinaciones de los mismos. El valor de corte del monémero de laminina gamma 2 se
calculd a partir del analisis ROC de HCC en comparacién con donantes sanos (HD), que fue de 75,9 pg/ml. Tres
especimenes de HCC fueron negativos para los tres de mondémero de laminina gamma 2, PIVKA-1l 'y AFP.

Tabla 6
Marcador Tasa Positiva de Deteccion de HCC
Monémero de laminina gamma 2 84.2%
PIVKA-II 68.4%
AFP 52.6%
Monémero de laminina gamma 2 y PIVKA-II 94.7%
Monémero de laminina gamma 2 y AFP 87.7%
PIVKA-Ily AFP 82.5%
Monémero de laminina gamma 2, PIVKA-II, y AFP 94.7%

Estos resultados indicaron que el monémero de laminina gamma 2 tenia una tasa positiva méas alta de
deteccion de HCC que PIVKA-Il o AFP. La tasa positiva de deteccion de HCC fue la misma para el monémero de
laminina gamma 2 y la combinacion de AFP y PIVKA-II, es decir, 80%.

La tasa positiva de deteccién de HCC aumenté cuando se combiné el monémero de laminina gamma 2 con
PIVKA-Il o AFP en comparacion con el monémero de laminina gamma 2 solo, es decir, 84,2% 0 94,7% frente a
87,7%. Sin embargo, la combinacion de los tres marcadores proporcion6 una tasa positiva de deteccion de HCC
(94,7%) que fue equivalente a la tasa positiva de deteccién de HCC proporcionada por la combinacion de mondémero
de laminina gamma 2 y PIVKA-II (94,7%). Por consiguiente, la adicion de AFP a la combinaciéon de monémero de
laminina gamma 2 y PIVKA-Il no aumenté mas la tasa positiva de deteccién de HCC.

La FIG. 5C y la Tabla 7 muestran la tasa positiva de deteccién de HCC para monémero de laminina gamma
2 (>116,6 pg/ml), PIVKA-Il (>40 mAU/ml), AFP (>20 ng/ml) y combinaciones de los mismos. El valor de corte del
monomero de laminina gamma 2 se calcul6 a partir del analisis ROC de HCC en comparacién con los especimenes
de hepatitis (CH), que fue de 116,6 pg/ml. Mientras que la combinacién de Ln-y2 y PIVKA-II se detect6 en 51/57
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pacientes (89,5%), la combinacion de Ln-y2 y AFP se detect6é en 46/57 (80,7%) y la combinacién de PIVKA-Il y AFP
en 47/57 (82,5%). La combinacién de los 3 marcadores se detecté en 54/57 pacientes (94,7%). Curiosamente, el
67% (12/18) de los pacientes que fueron negativos para PIVKA-II mostraron positividad para Ln-y2. Tres
especimenes de HCC fueron negativos para los tres de mondémero de laminina gamma 2, PIVKA-1l y AFP.

Tabla 7
Marcador Tasa Positiva de Deteccion de HCC
Monémero de laminina gamma 2 63.2%
PIVKA-II 68.4%
AFP 52.6%
Monémero de laminina gamma 2 y PIVKA-II 89.5%
Monémero de laminina gamma 2 y AFP 80.7%
PIVKA-Ily AFP 82.5%
Monémero de laminina gamma 2, PIVKA-II, y AFP 94.7%

Estos resultados indicaron que el monémero de laminina gamma 2 tenia una tasa positiva mas alta de
deteccion de HCC que PIVKA-II o AFP. La tasa positiva de deteccion de HCC fue la misma para el monémero de
laminina gamma 2 y la combinacion de AFP y PIVKA-II, es decir, 80%.

La tasa positiva de deteccion de HCC aument6 cuando se combiné el monémero de laminina gamma 2 con
PIVKA-Il o AFP en comparacion con el mondémero de laminina gamma 2 solo, es decir, 63,2% 0 89,5% frente a
80,7%. Sin embargo, la combinacion de los tres marcadores proporcion6é una tasa positiva de detecciéon de HCC
(94.7%) que fue equivalente a la tasa positiva de deteccién de HCC proporcionada por la combinacion de mondémero
de laminina gamma 2 y PIVKA-II (89,5%). Por consiguiente, la adicion de AFP a la combinacién de monémero de
laminina gamma 2 y PIVKA-Il no aumenté mas la tasa positiva de deteccion de HCC.

Ejemplo 6
Concentracion sérica de mondmero de laminina gamma 2 en las etapas lll y IV del cancer de pancreas

Como se describe en el Ejemplo 3, la concentracién sérica de monémero de laminina gamma 2 fue mayor
en especimenes de cancer de pancreas. Los especimenes de cancer de pancreas se examinaron adicionalmente
con respecto a la concentracion sérica de monémero de laminina gamma 2 en diferentes etapas de cancer de
pancreas. Especificamente, se us6 el inmunoensayo descrito en el Ejemplo 2 para detectar concentraciones séricas
de mondmero de laminina gamma 2 de especimenes de cancer de pancreas en etapa Il y de cancer de pancreas en
etapa IV, asi como pancreatitis y especimenes de donantes sanos. Se recogieron muestras de suero de los
especimenes y se diluyeron en el diluyente de muestra descrito anteriormente.

Resultados. Los resultados de estos estudios se muestran en la FIG. 6A y 6B, que muestran la
concentracién sérica (pg/ml) de monémero de laminina gamma 2 para cada grupo de especimenes indicados. Cada
espécimen fue representado con un cuadrado soélido. La concentracién sérica media de mondémero de laminina
gamma 2 para cada grupo de especimenes se indico con una linea continua. La linea continua que se extiende a lo
largo del eje x indica la media mas 2 desviaciones estandar (media + 2SD) para los especimenes de donantes
sanos, que fue de 79,5 pg/ml en la FIG. 6A. La linea continua que se extiende a lo largo del eje x representa el valor
de corte derivado del analisis ROC, que fue de 75,9 pg/ml en la FIG. 6B.

Como se muestra en la FIG. 6A y 6B, se observaron concentraciones séricas elevadas de monémero de
laminina gamma 2 en el cancer de pancreas en etapa lll y en el cancer de pancreas en etapa IV en comparacion con
pancreatitis y especimenes de donantes sanos. Por consiguiente, estos resultados indicaron que los niveles de
monomero de laminina gamma 2 en suero aumentaron con la etapa del cancer de pancreas (es decir, aumentaron
de manera dependiente de la etapa).

Ejemplo 7
Especificidad y sensibilidad de monémero de laminina gamma 2 como marcador para cancer de pancreas
Se examinaron la especificidad y la sensibilidad del monémero de laminina gamma 2, el carcinoembrionario

(CEA) y el antigeno de carbohidratos 19-9 (CA19-9) como marcadores de cancer de pancreas. Especificamente, el
nivel de cada marcador se examind en 20 especimenes de cancer de pancreas y 60 especimenes de pancreatitis o
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de donantes sanos, para un total de 80 especimenes. Se gener6 un grafico de caracteristicas operativas del receptor
(ROC) trazando la tasa de positivos verdaderos observada de mondmero de laminina gamma 2, CEA y CA19-9 en
los especimenes de cancer de pancreas frente a la tasa de falsos positivos observada de monémero de laminina
gamma 2, CEA y CA19 -9 en los especimenes de donantes sanos y pancreatitis. Por consiguiente, el grafico ROC
era un grafico de sensibilidad (frecuencia de positivos verdaderos (TPF)) frente a especificidad (frecuencia de falsos
positivos (FPF)). Un valor de 1,000 representaba el 100% de sensibilidad y el 100% de especificidad. Este grafico
ROC se muestra en la FIG. 7 y el area bajo la curva (AUC) para cada uno de los monémeros de laminina gamma 2,
CEA y CA19-9 se muestra en la Tabla 8.

Tabla 8
Marcador AUC

Monémero de lamininagamma 2| 0.866
CEA 0.932
CA19-9 0.828

Estos resultados indicaron que el mondémero de laminina gamma 2 mostrd mayor sensibilidad y
especificidad como marcador para el cancer de pancreas que CA19-9 y, por tanto, fue un marcador mas preciso
para el cancer de pancreas que CA19-9.

Ademas, la FIG. 8 y la Tabla 9 muestran la tasa positiva de deteccion de cancer de pancreas para
monomero de laminina gamma 2, CEA y CA19-9, y combinaciones de los mismos. Un espécimen de cancer de
pancreas fue negativo para los tres de monémero de laminina gamma 2, CEA y CA19-9

Tabla 9
Marcador Tasa Positiva de Deteccion de Cancer de Pancreas
Monémero de laminina gamma 2 75.0%
CEA 55.0%
CA19-9 80.0%
Monémero de laminina gamma 2 y CEA 90.0%
Monémero de laminina gamma 2 y CA19-9 95.0%
CEAyCA19-9 90.0%
Monémero de laminina gamma 2, CEA, y CA199 95.0%

Estos resultados indicaron que el monémero de laminina gamma 2 era un marcador para el diagnostico de
cancer de pancreas. Ademas, la tasa positiva de deteccion de cancer de pancreas fue mayor para las
combinaciones de monémero de laminina gamma 2, CEA y CA19-9 en comparacién con la tasa positiva de
deteccion de cancer de pancreas para cada uno de monémero de laminina gamma 2, CEA y CA19-9.

Se entiende que la descripcion detallada anterior y los ejemplos que la acompafian son meramente
ilustrativos y no deben tomarse como limitaciones sobre el alcance de la invencién, que se define Unicamente por las
reivindicaciones adjuntas y sus equivalentes.

Para los expertos en la técnica seran evidentes varios cambios y modificaciones a los casos divulgados.
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REIVINDICACIONES
1. Un método para diagnosticar cancer de pancreas en un sujeto con necesidad de ello, que comprende:

(a) determinar los niveles de monémero de laminina gamma 2, antigeno carcinoembrionario (CEA) y antigeno
carbohidrato 19-9 (CA19-9) en una muestra bioldgica obtenida del sujeto;

(b) comparar los niveles de monémero de laminina gamma 2, CEA y CA19-9 con los niveles de referencia de
monomero de laminina gamma 2, CEA y CA19-9, respectivamente; y

(c) identificar que el sujeto tiene cancer de pancreas cuando los niveles de monémero de laminina gamma 2,
CEA y CA19-9 son mayores que los niveles de referencia de monémero de laminina gamma 2, CEA y CA19-9,
respectivamente.

2. El método de la reivindicacién 1, en el que la muestra bioldgica es una muestra de sangre completa, una muestra
de plasma o una muestra de suero.

3. El método de las reivindicaciones 1 0 2, en el que los niveles de mondmero de laminina gamma 2, CEA y CA19-9
en la muestra biol6gica se determinan usando un inmunoensayo.

4. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que los niveles de referencia de mondémero de laminina
gamma 2, CEA y CA19-9 son niveles de mondémero de laminina gamma 2, CEA y CA19-9, respectivamente, en una
muestra de control.

5. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que los niveles de referencia de monémero de laminina
gamma 2, CEA y CA19-9 son niveles de punto de corte.

6. El método de la reivindicacion 5, en el que los niveles de punto de corte se determinan mediante un analisis de
media mas 2 desviacion estandar de multiples muestras de control.

7. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que el nivel de referencia de monémero de laminina
gamma 2 es un nivel de mondémero de laminina gamma 2 en un calibrador.

8. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en el que el nivel de mondémero de laminina gamma 2 se
determina usando un anticuerpo 2H2, que se une especificamente al mondémero de laminina gamma 2.

9. Un kit para detectar cancer de pancreas en un sujeto con necesidad de ello, el kit comprendiendo:
(a) uno o mas anticuerpos, cada uno de los cuales se une especificamente al monémero de laminina gamma 2;
(b) uno o mas anticuerpos cada uno de los cuales se une especificamente a CEA;y
(c) uno o0 mas anticuerpos cada uno de los cuales se une especificamente a CA19-9,

en donde cada uno de (a), (b) y (c) se proporciona en recipientes separados.

10. El kit de la reivindicaciéon 9, que comprende un anticuerpo 2H2, que se une especificamente al monémero de
laminina gamma 2.
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