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DESCRIPCION

PANEL DE METABOLITOS COMO BIOMARCADORES PARA EL DIAGNOSTICO DE CANCER DE PANCREAS

Campo de la invencion

La presente invencion se encuentra dentro de los campos de la Medicina, Farmacologia, Quimica, Bioquimica,
Biotecnologia, y se refiere a diferentes paneles de metabolitos presentes en suero capaces de diferenciar entre
pacientes sanos de aquellos con cancer de pancreas (CP). La invencion tiene aplicacion en el diagndstico clinico de

patologia como es el CP.

Antecedentes de la invencion

El diagndstico precoz del CP representa en la actualidad una prioridad sanitaria ya que su tasa de supervivencia en
el primer afio tras el diagndstico es de un 19%, llegando a tan solo un 5% cuando se consideran los cinco primeros
afios (Zhang et al., 2016). Su diagndstico tardio se debe a varios hechos: 1) una sintomatologia difusa y con pocos
signos especificos y visibles de luna enfermedad y 2) la no existencia de marcadores fiables para su deteccion en
las primeras fases de luna enfermedad que hace que tan soélo el 8% de los casos de CP sean detectados en
estadios precoces, fases en las que dado su tamafio, ain pueden ser resecables (15-20% de los casos) (Giovannetti
et al., 2012). Este diagnostico tardio es un factor esencial para su pobre prondstico, ya que la principal causa de
muerte en esta patologia es la infiltracion a tejidos vecinos y/o la presencia de metastasis a distancia (Kamisawa et
al., 2016; Sharma et al., 2011).

En la actualidad, el tratamiento del CP incluye quimioterapia que, aun no siendo totalmente efectiva, permite una
reduccion de la masa tumoral lo suficientemente importante para realizar un abordaje quirirgico, aumentando de
forma significativa la supervivencia especialmente en los estadios localizados (Lee y Park, 2016). La reseccion
quirdrgica con margenes negativos es el tratamiento ideal para estos pacientes aunque es infrecuente por su
diagndstico tardio (Erkan et al., 2012). Por tanto, es esencial para la mejora del prondstico del CP, no sdlo la
identificacion de nuevos biomarcadores de enfermedad sino el desarrollo de sistemas que hagan fiable su deteccion

y aplicable a la practica.

Biomarcadores y cancer de pancreas. En la actualidad no hay ningun biomarcador fiable para el diagnéstico del CP.

No obstante, el advenimiento de las tecnologias genéticas, protedmica de alto rendimiento y metabolémica, esta
facilitando el descubrimiento de nuevos biomarcadores especialmente en cancer (Le et al., 2016). El desarrollo de
un sistema diagndstico para el CP requiere de: 1) una alta sensibilidad para identificar la totalidad o la mayoria de
los pacientes; 2) basarse en una determinacion con baja invasividad para el paciente y c) poseer el menor coste

posible para la sanidad publica (Rickert et al., 2010).

Hoy por hoy, el Unico marcador aprobado por la FDA para su uso como elemento de aproximacion diagnostica a
esta patologia es CA19-9 (Winter et al., 2013). Sin embargo, este marcador presenta graves limitaciones: 1) una
baja sensibilidad (aproximadamente 80%) y 2) una falta de especificidad (73%, respectivamente) lo que le impide
diferenciar CP de otras patologias en las que también se observan niveles elevados (Goggins et al., 2005). De
hecho, CA19-9 se eleva en sdélo en el 65% de las personas con CP resecable y puede no discernir entre pacientes
con CP y con PC y/u otras lesiones malignas. Existen, pues, evidencias que justifican las dudas del uso de este
marcador en CP que ha sido considerado por la comunidad cientifica como poco fiable (Duffy et al., 2010). Es por

ello que en los ultimos afios, numerosos estudios han centrado su objetivo en encontrar moléculas que puedan
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comportase como biomarcadores de esta patologia ya sea en los tejidos (MUC4, MUC1, CECAM1) o en la sangre
periférica (MIC-1, NGAL, la telomerasa y los microARNSs) (Liang et al., 2009).

Los marcadores génicos clasicos de otros tumores como KRAS mutado y p53 han sido ampliamente ensayados en
CP y conocemos sus limitaciones, incluyendo una baja sensibilidad, alto nimero de falsos positivos y bajo
rendimiento en el caso de la obstruccion del conducto pancreatico (Teich y Mossner, 2004). Los estudios de genes
alterados en CP registran una gran cantidad de moléculas sobreexpresadas tanto en lesiones tempranas como
tardias incluyendo S100P, MMP7, MUC4, FSCN1, y MUC5AC (Harsha et al., 2009). Utilizando como muestra la
saliva de pacientes con CP y haciendo estudios de transcriptoma, se han identificado una combinacién de cuatro
biomarcadores de ARN mensajero (KRAS, MBD3L2, ACRV1, y DPM1) que parecen diferenciar entre pacientes CP y
sujetos sanos con una sensibilidad y especificidad alta (90 y 95%). Sin embargo, sera necesario un analisis a mayor
escala de las secreciones salivales para su validacion (Zhang et al., 2010). Mas recientemente, estudios basados en
miARN han demostrado que mientras que miR-21 y miR-155 se sobreexpresan, miR-216 disminuye su expresion en
tejidos de CP, jugo pancreatico y heces en comparacion con sus controles, lo que podria representar una asociacion

de biomarcadores para el diagndstico de luna enfermedad (Yang et al., 2014).

En este contexto, la busqueda de la expresion diferencial de genes ha sido una herramienta para detectar
biomarcadores en diferentes tipos de tumores incluyendo CP (Caba ef al, 2012). La alteracion del perfil de
expresion génica en células de sangre periférica ha sido vista como una oportunidad de detecciéon precoz y de
determinacion de la evoluciéon de luna enfermedad (Honda et al., 2012). Los autores de la presente invencion ya
demostraron la existencia de un patron especifico de expresion génica en sangre periférica de pacientes con CP que
los diferencia de las personas sanas (Patente WO2014/076342 A1) (Caba et al., 2014; Irigoyen et al., 2016). Otros
autores también han encontrado diferencias significativas de expresion de genes entre ambos grupos aunque el bajo

numero de muestras usadas hace necesario un estudio mas amplio para la validacion (Yan et al., 2011).

Por otra parte, la determinacién de niveles de expresion de proteinas ya sea en tejido o en suero ha sido explorada
con objeto de obtener biomarcadores de CP. Estudios preliminares con el anticuerpo monoclonal anti-MUC (PAM4)
han demostrado que posee una mayor sensibilidad diagndstica que CA19-9 (91%, 86% y 62% para el estadio 3/4,
etapa 2, y luna enfermedad en estadio 1, respectivamente) aunque necesita una validacion clinica mas extensa
(Gold et al., 2010). Hoy sabemos que el estroma juega un papel crucial en el apoyo al crecimiento, la angiogénesis y
la resistencia a las drogas del CD. Algunas proteinas como SPARC, implicada en las interacciones de la matriz
celular (Hwang et al., 2008), podrian comportarse como biomarcadores de mal prondstico para estos pacientes.
Recientemente se ha analizado la posibilidad de combinar marcadores estromales de CP con CA19-9 para

aumentar su sensibilidad (Franklin et al. 2015).

Ademas, el desarrollo de CP implica un proceso inflamatorio agresivo (Amedei et al., 2013) que puede, por una
parte, influir en la efectividad del tratamiento con agentes citotdxicos y por otra, liberar sefales de tipo citocinas y
quimiocinas (Jiménez-Luna C et al., 2016), que no s6lo modulan la respuesta de las propias células inflamatorias
sino de los procesos de crecimiento, angiogénesis y metastasis, procesos esenciales para el desarrollo del tumor vy,

por tanto, el prondstico del paciente (Neese et al., 2011; Luo et al., 2012).

También debemos destacar que en este tipo de estudios la muestra usada es el suero de los pacientes, un aspecto
no poco importante desde el punto de vista de la aplicacion clinica. Su obtencién supone, en el caso del CP, una

enorme ventaja dada la dificultad para acceder a este tipo de tumor (Bournet et al., 2012). La posibilidad de detectar
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biomarcadores ya sea en elementos formes de la sangre, como células mononucleares de sangre periférica (PBMC)
o en el suero de los pacientes, ha abierto la posibilidad al desarrollo de nuevos métodos diagndsticos de mas facil

aplicacion (Caba et al., 2012).

Por ultimo, es importante sefialar que no todas las vias de investigacion para la determinacion de biomarcadores en
CP han obtenido éxito, como se ha podido constatar con los resultados de la busqueda de autoanticuerpos en suero
de pacientes que demostraron una baja sensibilidad. El intento de usar multiples autoanticuerpos en suero ha tenido

un bajo rendimiento diagndstico, aunque esta pendiente de validacion (Dumstrei et al., 2016).

Metabolitos como _biomarcadores séricos mediante LC/MS. Un nuevo paso en esta direccién ha sido el analisis

masivo de metabolitos (metabolémica) para detectar nuevos marcadores de patologia tumoral. Este analisis es un
nuevo enfoque Util para la busqueda de marcadores tumorales como demuestra el creciente niUmero de estudios con
estas tecnologias (Nishiumi et al., 2014). El analisis metabdlico global y no dirigido de tejidos y biofluidos (metabolic
fingerprinting), tiene como objetivo cuantificar metabolitos y sus cambios, a fin de descubrir nuevos biomarcadores
potenciales y revelar informacién acerca de la condicion metabdlica de un organismo (Nicholson et al., 2002). Existe
un amplio consenso en relacion a la importancia de la metabolémica (perfil metabdlico humano) como herramienta
rapida y no invasiva para el diagnostico temprano de muchas enfermedades. La “huellas metabdlicas” se obtiene
con técnicas combinadas de cromatografia liquida y espectrometria de masas de alta resolucién (LC-HRMS) (Dunn
et al., 2011) que permiten obtener gran cantidad de informacién en forma de variables de masa molecular a partir de
un numero relativamente pequefio de observaciones (Ranjbar et al., 2011). Estos datos requieren de herramientas
holisticas, que, en contraste con las técnicas estadisticas convencionales, permiten la consideracién simultanea de

muchas variables con el objetivo reducir, agrupar y visualizar los datos (Tautenhahn et al., 2011).

Por otra parte, la metaboldmica permite determinar los cambios de los marcadores segun el estado metabdlico de la
célula, con la ventaja de que estos cambios pueden ocurrir incluso antes de que se produzcan variaciones
significativas en los niveles de proteinas (Medina et al., 2014). Es por ello que la metaboldmica esta siendo aplicada
al desarrollo de equipos en campos biomédicos tan diversos como la medicién de la actividad antitrombotica de
antinflamatorios no esteroideos a través de la deteccion del metabolito de tromboxano A2 metabolitos (US 8168400
B2), o la aplicacién de la deteccién de metabolitos que permiten identificar la presencia de drogas (US 6180414 B1).
Ademas, la deteccion de metabolitos también esta siendo ya aplicada para un diagndstico precoz en areas de
investigacion tan importantes como la neurologia, como demuestran las recientes patentes que determinan

metabolitos oxidados de la dopamina en el plasma de pacientes con Parkinson (WO 2011152699 A2).

Metaboldmica en cancer. En el area de cancer, la metabolémica cobra cada vez mas importancia. Cambios en el

metabolismo celular, entre ellos los que ocurren en la transformacién procesos tumorales, resultan en alteraciones
de los niveles de diferentes metabolitos que ahora podemos detectar de forma altamente fiable. La identificacion de
estos patrones de cambios entre personas sanas y pacientes con cancer, incluyendo el CP, proporciona una valiosa
informacion que nos permite no sélo comprender mejor luna enfermedad (Pirman et al., 2013) sino poder detectarla
de forma precoz. Asi, recientemente se ha propuesto la determinacion mediante espectrometria de masas (MALDI-
TOF/ MS) de tres metabolitos (m/z 1465, 1206 y 1020) para discriminar entre los pacientes con CP y aquellos en los
que existe una asociacion a la diabetes (Kim 2015). Este método esta pendiente de validacion clinica. En cancer
gastrico, la determinacion en diferentes fluidos de un grupo de metabolitos ha sido recientemente patentada como
método diagnostico (Patente WO/2015/093800). Zhu et al. han realizado un andlisis de espectrometria de masas y

cromatografia liquida usando suero de pacientes de cancer de colon que le ha permitido diferenciar, con tan solo 13
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metabolitos, entre pacientes con cancer de colon y controles sanos, y con 14 metabolitos, entre pacientes con
cancer de colon y pacientes con polipos, con una alta sensibilidad (entre el 96 y 89%) y especificidad (80 y 88%)
(Zhu et al., 2014; 2015).

Breve descripcion de la invencion

Los resultados aqui propuestos demuestran que la determinacion de un grupo de metabolitos es decisiva para el
diagndstico del CP ya que presentan diferencian entre sujetos sanos y enfermos con una alta sensibilidad y

especificidad.

1.- El diagnostico precoz del CP representa en la actualidad una prioridad sanitaria debido a las bajas tasas de

supervivencia que presenta tras el diagndstico.

2.- El diagnéstico tardio del CP es el factor esencial para su pobre prondstico, ya que la principal causa de muerte es

la infiltracion de tejidos vecinos y/o la presencia de metastasis a distancia.

3.- Debido a que el tratamiento ideal para estos pacientes es la reseccion quirdrgica con margenes negativos es
esencial, para la mejora del prondstico del CP, la identificacion de nuevos biomarcadores de esta enfermedad y el

desarrollo de sistemas que hagan fiable su deteccion y aplicable a la practica.

4.- CA19-9, el tnico marcador aprobado por la FDA para su uso como elemento de aproximacion diagndstica a esta
patologia, presenta graves limitaciones como son una baja sensibilidad y una falta de especificidad. Existiendo
evidencias que justifican las dudas del uso de este marcador en cancer de pancreas, que ha sido considerado por la

comunidad cientifica como poco fiable.

5.- Cambios en el metabolismo celular, entre ellos los que ocurren en la transformacién procesos tumorales, resultan
en alteraciones de los niveles de diferentes metabolitos que por metabolémica podemos detectar de forma altamente
fiable. La identificacion de estos patrones de cambios entre personas sanas y pacientes con cancer, incluyendo el

CP, proporciona una valiosa informacion que nos permite poder detectar esta patologia de forma precoz.
La presente invencion describe la existencia de un panel de metabolitos en suero capaz de diferenciar entre sujetos
sanos de aquellos con CP. Estos paneles pretenden aplicarse en clinica para el diagnéstico temprano de dicha

patologia.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1 Curva ROC para los biomarcadores combinados

Descripcion detallada de la invencién

Métodos diagndsticos de la invencion

Antes de que se describan los métodos presentes, se entiende que esta invencidn no se limita a métodos

particulares, y las condiciones experimentales descritas, métodos y condiciones pueden variar. También se entiende

5
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que la terminologia usada en el presente documento es para el propdsito de describir realizaciones particulares
Unicamente, y no pretende ser limitativo, ya que el alcance de la presente invencion solo se limitara en las

reivindicaciones adjuntas.

Los autores de la presente invencién han identificado una serie de marcadores metabdlicos presentes en muestras
de suero, plasma o sangre recogidas de pacientes diagnosticados de cancer de pancreas y controles sanos (HC).
Estos marcadores metabdlicos seleccionados se diferencian significativamente entre controles sanos (HC) y
pacientes diagnosticados de cancer de pancreas. Estos marcadores metabdlicos pueden por tanto utilizarse en un
método diagndstico no invasivo para la identificacion y la clasificacion de pacientes. En particular, la invencion se
refiere a un método de diagndstico para distinguir entre pacientes con cancer de pancreas frente a HC basado en los
diferentes perfiles de biomarcadores de suero, plasma o sangre. Cada uno de estos perfiles de biomarcadores se

identifica y se explica a continuacion.

Perfil de biomarcador de suero, plasma o sangre para identificar y clasificar_pacientes con cancer de

pancreas frente a HC

Los autores de la presente invencion han determinado que usando los diferentes subconjuntos de metabolitos
identificados a continuacion, y aplicando preferiblemente PLS-DA, se obtuvieron los resultados de discriminacion

ilustrados en la tabla 2 para pacientes con cancer de pancreas frente a HC.

Por tanto, un primer aspecto la invencion, se refiere a un método in vitro para clasificar un sujeto que lo necesitan,
entre pacientes que padecen o que tienen cancer de pancreas, esto es que padecen preferiblemente la
sintomatologia de una enfermedad, frente a HC (controles sanos y/o sujetos que no tienen cancer de pancreas M.)
(de a continuacion en el presente documento “primer método de clasificacion de la invencion”), que comprende la
determinacion in vitro de los niveles de al menos uno cualquiera de los siguientes marcadores: acido
glicoquenodesoxicolico 7-sulfato, fenilalanina-fenilalanina, acido adrenal, sulfato de deshidroepiandrosterona, sulfato
de androsterona, triacilglicerol (22:2), lisofosfatidiletanolamina (18:1), lisofosfatidiletanolamina (18:2), acido 13-
hidroxioctadecadienoico, acido 3-oxo-octadecanoico o 4-oxo-retinoico, o cualquier combinacion de los mismos, en
una muestra de suero, plasma o sangre tomada del sujeto. Preferiblemente, el método de clasificacion in vitro se
basa en la determinacion in vitro de los niveles de todos de los siguientes marcadores: acido glicoquenodesoxicolico
7-sulfato, fenilalanina-fenilalanina, acido adrenal, sulfato de deshidroepiandrosterona, sulfato de androsterona,
triacilglicerol (22:2), lisofosfatidiletanolamina (18:1), lisofosfatidiletanolamina  (18:2), acido 13-
hidroxioctadecadienoico, acido 3-oxo-octadecanoico y 4-oxo-retinoico, en una muestra de suero, plasma o sangre

tomada del sujeto.

Una realizacién preferida del primer aspecto la invencion, se refiere a un método para clasificar un sujeto que lo
necesita, entre pacientes de cancer de pancreas frente a sujetos HC que comprende determinar en una muestra de
suero, plasma o sangre del sujeto los niveles de al menos acido glicoquenodesoxicdlico 7-sulfato, fenilalanina-
fenilalanina, acido adrenal, sulfato de deshidroepiandrosterona, sulfato de androsterona, triacilglicerol (22:2),
lisofosfatidiletanolamina (18:1), lisofosfatidiletanolamina (18:2), acido 13-hidroxioctadecadienoico, acido 3-oxo-
octadecanoico o 4-oxo-retinoico, o cualquier combinacién de los mismos, y comparar los niveles de dichos
marcadores con respecto a los niveles de los mismos marcadores en un HC o con respecto a los intervalos de
valores de referencia para los biomarcadores para un HC, en el que el sujeto se clasifica como que padece cancer

de pancreas si diferentes niveles de los biomarcadores, en comparacién con los intervalos de valores de referencia
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para los biomarcadores para un HC, indican que el sujeto tiene cancer de pancreas.

Se observa que el primer método de clasificacion de la invencion ayuda en el diagnéstico del sujeto y por tanto, en
una realizacion preferida, el primer método de clasificacion de la invencién ayuda en el diagndstico de un sujeto que
lo necesita, en particular ayuda a determinar si un sujeto padece o no cancer de pancreas (de a continuacion en el
presente documento “primer método de diagnéstico de la invencién). El término “diagndstico”, tal como se usa en el
presente documento, se refiere tanto al procedimiento de intentar determinar y/o identificar una posible enfermedad
en un sujeto, es decir el procedimiento diagndstico, como a la opinion alcanzada por este procedimiento, es decir la
opinion diagndstica. Como tal, también se puede considerar como un intento de clasificacion de un estado del
individuo en categorias separadas y distintas (tal como predecir el “riesgo creciente” de padecer una enfermedad,
significando “riesgo creciente” una oportunidad creciente de desarrollar o adquirir una enfermedad en comparacion
con un individuo normal) que permite realizar decisiones médicas sobre el tratamiento y el prondstico. Se entiende
que el método, en una realizacion preferida, es un método llevado a cabo in vitro, es decir no practicado en el cuerpo
humano o animal. En particular, el diagndstico para determinar pacientes con cancer de pancreas, se refiere a la
capacidad para identificar y clasificar pacientes con cancer de pancreas. Este diagndstico, como lo entiende un
experto en la técnica, no reivindica ser correcto en el 100% de las muestras analizadas. Sin embargo, requiere que
una cantidad estadisticamente significativa de las muestras analizadas se clasifiquen correctamente. La cantidad
que es estadisticamente significativa puede establecerse por un experto en la técnica por medio del uso de
diferentes herramientas estadisticas; ejemplos ilustrativos y no limitativos de dichas herramientas estadisticas
incluyen determinar intervalos de confianza, determinar el valor de p, la prueba de “ji cuadrado” para discriminar
funciones, etc. Los intervalos de confianza preferidos son al menos del 90%, al menos del 97%, al menos del 98%,
al menos del 99%. Los valores de p son, preferiblemente menos de 0,1, menos de 0,05, menos de 0,01, menos de
0,005 o menos de 0,0001. Las ensefianzas de la presente invencion permiten preferiblemente diagnosticar
correctamente en al menos el 60%, en al menos el 70%, en al menos el 80%, o en al menos el 90% de los sujetos

de un grupo determinante o poblacion analizada.

El primer método diagndstico de la invencion comprende comparar el/los nivel(es) del/de los marcador(es)
metabolico(s) identificado(s) anteriormente, con un valor de referencia. El término “valor de referencia”, tal como se
usa en el presente documento, se refiere a un criterio predeterminado usado como una referencia para evaluar los
valores o datos obtenidos de las muestras recogidas de un sujeto. El valor de referencia o nivel de referencia puede
ser un valor absoluto, un valor relativo, un valor que tiene un limite superior o inferior, un intervalo de valores, un
valor promedio, una mediana de valores, un valor medio, o un valor en comparacién con un control particular o valor
de referencia. Un valor de referencia puede basarse en un valor de muestra individual o puede basarse en un gran
numero de muestras, tales como de la poblacion de sujetos del grupo de edad cronoldgica coincidente, o basado en

un conjunto de muestras que incluyen o excluyen la muestra que va a someterse a prueba.

En el contexto de la presente invencion, los términos “sujeto”, “paciente” o “individuo™ se usan en el presente
documento indistintamente para referirse a todos los animales clasificados como mamiferos, e incluye pero no se
limita a, animales domésticos y de granja, primates y humanos, por ejemplo, seres humanos, primates no humanos,
vacas, caballos, cerdos, ovejas, cabras, perros, gatos o roedores. Preferiblemente, el sujeto es un ser humano

hombre o mujer de cualquier edad o raza.

En el contexto de la presente invencion, el término “marcador metabdlico” o “metabolito” o “biomarcador”, se usan en

el presente documento indistintamente para referirse a compuestos de moléculas pequefias, tales como sustratos
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para enzimas de rutas metabdlicas, intermedios de tales rutas o los productos obtenidos por una ruta metabdlica, la
aparicion o cantidad de la que es caracteristica para una situacion especifica, por ejemplo cancer de pancreas. Los
marcadores metabdlicos Utiles para el primer método diagnéstico de la invencion son aquellos definidos en la tabla 1
y la tabla 2. La tabla 2 contiene los nombres comunes de los metabolitos. Los marcadores metabdlicos de la tabla 2
pretenden referirse a cualquier isémero de los mismos, incluyendo isémeros estructurales y geométricos. El término
“isdbmero estructural”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a cualesquiera de dos o mas
compuestos quimicos, que tienen la misma férmula molecular pero férmulas estructurales diferentes. El término
“isdbmero geométrico” o “estereoisdmero” tal como se usa en el presente documento se refiere a dos o mas
compuestos que contienen el mismo ndmero y tipos de atomos, y enlaces (es decir, la conectividad entre atomos es
la misma), pero que tienen diferentes disposiciones espaciales de los atomos, por ejemplo isémeros cis y trans de
un doble enlace, enantiomeros y diasteredmeros. El nombre comun del aminoacido o proteina corresponde al
nombre del aminoacido o proteina al cual pertenecen seguido de un nimero de acceso descrito en la base de datos

de metaboloma humano HMDB (http://www.hmdb.ca).

En una realizacion preferida, el primer método diagnostico de la invencion comprende ademas confirmar el

diagndstico de cancer de pancreas por medio de la exploracion clinica del paciente.

En el contexto de la presente invencién, el término “nivel” o “presencia”, tal como se usa en el presente documento,
se refiere a la cantidad de un biomarcador detectable en una muestra. Las técnicas para analizar los niveles de
biomarcadores individuales de las muestras probadas son bien conocidas por el experto en la técnica, y la invencion
no se limita a los medios por los que se evallan los componentes. En una realizaciéon, los niveles de los
componentes individuales del perfil metabolémico incluyen, sin limitacion, espectroscopia de indice de refraccion
(RI), espectroscopia ultravioleta (UV), analisis de fluorescencia, analisis radioquimico, espectroscopia infrarroja (IR),
espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN), analisis de dispersion de luz (LS), espectrometria de
masas, espectrometria de masas de pirdlisis, nefelometria, espectroscopia Raman dispersiva, cromatografia de
gases combinada con espectroscopia de masas, cromatografia liquida combinada con espectroscopia de masas,
cromatografia de fluidos supercriticos combinada con espectroscopia de masas, MALDI combinada con
espectroscopia de masas, espectroscopia de i6n-espray combinada con espectroscopia de masas, electroforesis
capilar combinada con espectrometria de masas, RMN combinada con espectrometria de masas e IR combinada
con espectrometria de masas. Preferiblemente, los niveles de los componentes individuales del perfil del

biomarcador se evaluan utilizando un espectro de RMN de protén.

Por tanto, una realizacion adicional preferida del primer aspecto de la invencion, el método se lleva a cabo mediante
la determinacién de una medida de cualquiera de los subconjuntos de biomarcadores identificados en el primer
aspecto de la invencion o en cualquiera de sus realizaciones preferidas, en una muestra bioldgica de suero, plasma
0 sangre, utilizando +/- 0,02 ppm, las regiones de picos del biomarcador identificadas en la tabla 1 de un espectro de

RMN de protén a campo alto para cada biomarcador.

Otra realizacion preferida del primer aspecto de la invencién, el método se lleva a cabo determinando una medicién
de cualquiera de los subconjuntos de biomarcadores identificados en el primer aspecto de la invencidon o en
cualquiera de sus realizaciones preferidas, en una muestra biolégica de suero, plasma o sangre, utilizando +/- 0,02
ppm, las regiones de picos del biomarcador identificadas en la tabla 5 de un espectro de RMN de protén a campo

bajo para cada biomarcador.
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Se aprecia también en el contexto de la presente invencion que la evaluacion de los niveles de los componentes
individuales puede expresarse como valores absoluto o relativo y puede o no expresarse en relacién a otro
componente, un patrén, un patrén interno u otra molécula de compuesto conocido presente en la muestra. Si los
niveles se evallan en relacién a un patrén o patrén interno, el patron puede afiadirse a la muestra de prueba previo
a, durante o después de, el procesado de la muestra. En el contexto de la presente invencién, para evaluar los
niveles de los componentes individuales del sujeto, una muestra de suero, plasma o sangre se toma del sujeto. La
muestra puede procesarse o no de forma previa a evaluar los niveles de los componentes del perfil metabdlico. La
muestra puede almacenarse o no, por ejemplo, congelarse, previo al procesado o analisis. Una vez que la muestra
se ha procesado, el primer método de la invencién implica la determinacion de los niveles del biomarcador en la
muestra. La expresion “determinar los niveles del biomarcador”, tal como se usa en el presente documento, se
refiere a obtener la cantidad absoluta o relativa o concentracion del biomarcador en la muestra. Hay muchas formas
de recoger datos cuantitativos o relacionales en biomarcadores o metabolitos, y la metodologia analitica no afecta a
la utilidad de concentraciones de metabolito en la evaluacion de un diagnostico. Los métodos adecuados para

determinar los niveles de un metabolito dado ya se indicaron anteriormente.

Método para determinar la eficacia de una terapia para el cancer de pancreas

En un segundo aspecto, la invencion se refiere a un método para determinar la eficacia de una terapia para el
cancer de pancreas, que comprende determinar en una muestra de suero, plasma o sangre de un sujeto que padece
cancer de pancreas y que se ha tratado con dicha terapia, el/los nivel(es) de los perfiles de biomarcadores de suero,
plasma o sangre del primer aspecto de la invencién, en el que dicho(s) nivel(es) con respecto a un HC o con

respecto a un valor de referencia son indicativos de que dicha terapia es eficaz o no contra el cancer de pancreas.

El término “terapia para el cancer de pancreas” tal como se usa en el presente documento, se refiere a la
remediacion intentada de un problema de salud, habitualmente seguida de un diagndstico, o la prevencién de la
aparicién de un problema de salud. Como tal, no es necesariamente una cura, es decir, una completa reversion de
una enfermedad. Dicha terapia puede o no ser conocida de tener un efecto positivo sobre una enfermedad
particular. Este término incluye tanto tratamiento terapéutico como profilactico o medidas preventivas, en los que el
objeto es prevenir o parar (reducir) un cambio o trastorno fisiolégico no deseado. Para el propdsito de esta
invencion, los resultados clinicos beneficiosos o deseados incluyen, sin limitacion, aliviar los sintomas, estabilizar el
estado patoldgico (especificamente no empeorar), disminuir o parar la progresion de la enfermedad, mejorar o
mitigar el estado patoldgico y remision (tanto parcial como completa), tanto detectable como no detectable. También
puede implicar la prolongacion de la supervivencia, la supervivencia libre de enfermedad y la supervivencia libre de
sintomas, en comparacion con la supervivencia prevista si el tratamiento no se recibe. Aquellos sujetos que
necesitan tratamiento incluyen aquellos sujetos que ya padecen el estado o trastorno, asi como aquellos con

tendencia a padecer el estado o trastorno o aquellos en los que el estado o trastorno se debe prevenir.

En una realizacion particular, la determinacion del nivel del uno o mas marcadores metabdlicos se lleva a cabo

mediante espectrometria de masas o utilizando un espectro de RMN de protén.

Método para monitorizar el progreso del cancer de pancreas

En un tercer aspecto, la invencion se refiere a un método para monitorizar el progreso de un sujeto que padece

cancer de pancreas, que comprende determinar en una muestra de suero, plasma o sangre de un sujeto que padece
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esta enfermedad, sobre el transcurso o no de una terapia, el/los nivel(es) de los perfile de biomarcadores de suero,
plasma o sangre del primer aspecto de la invencion, en el que dicho(s) nivel(es) con respecto a un valor de
referencia determinado en una muestra de orina del mismo sujeto en un momento de tiempo anterior es indicativo de
que el estado/enfermedad de cancer de pancreas esta progresando.

El término “monitorizar el progreso”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a la determinacion de la
evolucion de la enfermedad en un sujeto diagnosticado con cancer de pancreas, es decir, si el cancer de pancreas
esta empeorando o si esta mejorando.

El término “progreso en el cancer de pancreas”, tal como se usa en el presente documento, se entiende como un
empeoramiento de la enfermedad, es decir, que la enfermedad esta progresando a una etapa posterior con respecto

a una etapa en un momento de tiempo anterior medido.

Kit diagndstico

En un aspecto final de la invencion, la determinacion del nivel del uno o mas marcadores metabdlicos, para practicar
cualquiera de los aspectos de la presente invencion, puede llevarse a cabo mediante cualquier método adecuado, tal
como espectroscopia de indice de refraccion (RI), espectroscopia ultravioleta (UV), analisis de fluorescencia,
analisis radioquimico, espectroscopia infrarroja (IR), espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN),
analisis de dispersion de luz (LS), espectrometria de masas, espectrometria de masas de pirdlisis, nefelometria,
espectroscopia Raman dispersiva, cromatografia de gases combinada con espectroscopia de masas, cromatografia
liguida combinada con espectroscopia de masas, cromatografia de fluidos supercriticos combinada con
espectroscopia de masas, MALDI combinada con espectroscopia de masas, espectroscopia de idn-espray
combinada con espectroscopia de masas, electroforesis capilar combinada con espectrometria de masas, RMN
combinada con espectrometria de masas e IR combinada con espectrometria de masas. Preferiblemente, los niveles

de los componentes individuales del perfil del biomarcador se evaltan utilizando un espectro de RMN de protén.

En particular, utilizando un kit adecuado para la preparacion del ensayo de espectrometria de masas o la
preparacion del ensayo de espectro de RMN de protén, tal kit debe proporcionar preferiblemente el mas amplio
intervalo de informacion metabolémica disponible a partir de un ensayo Unico objetivo, que cubre un gran nimero de
metabolitos clave de las principales rutas metabdlicas. Este kit debe por tanto analizar cuantitativamente un gran
numero de metabolitos que ya se han identificado en el presente documento como parte de rutas bioquimicas clave,
que proporciona datos fundamentales para relacionar cambios en el metaboloma para eventos bioldgicos.
Preferiblemente, tal kit debe preferiblemente comprender al menos uno, preferiblemente todos, de los siguientes
componentes; una placa de kit, una cubierta de estera de silicona para la placa, disolventes preferiblemente en
ampollas de vidrio selladas, controles de calidad, patrones, una placa de captura de pocillo profundo, una tarjeta de
memoria que tenga un software para relacionar cambios en el metaboloma para eventos biolégicos y un manual de

usuario.

Todavia otro aspecto de la presente invencion incluye un kit para ayudar en el diagnéstico de cancer de pancreas,
que comprende: biomarcador que detecta reactivos para determinar un nivel de expresién diferencial de las

combinaciones especificas de biomarcadores identificados en cualquiera de los aspectos de la presente invencion.

En una realizacion preferida de este aspecto de la invencion, el kit comprende ademas instrucciones para su uso en
riesgo diagndstico para cancer de pancreas, en el que las instrucciones comprenden directrices etapa por etapa

para comparar el nivel de expresién de las combinaciones especificas de biomarcadores identificados en cualquiera
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de los aspectos de la presente invencion, cuando se mide la expresion de una muestra de suero, plasma o sangre
obtenida de un sujeto sospechoso de tener cancer de pancreas con el nivel de expresion de una muestra obtenida
de un sujeto normal, en el que el sujeto normal es un sujeto sano que no padece cancer de pancreas, o con un valor
de referencia. En otro aspecto, el kit comprende ademas herramientas, recipientes y reactivos necesarios para

obtener muestras de orina de un sujeto.

Todavia otro aspecto de la presente invencion, incluye un programa de ordenador adecuado para implementar
cualquiera de los métodos de la presente invencion. Ademas, un dispositivo que comprende el programa de
ordenador mencionado anteriormente también forma parte de la presente invencién asi como su uso para el
diagndstico de cancer de pancreas en un sujeto humano. En este sentido, la asignaciéon de un paciente a un grupo
especifico de pacientes, tales como pacientes con cancer de pancreas, por cualquiera de los métodos de la
invencion se puede hacer mediante un programa de ordenador, preferiblemente, tras introducir los datos en dicho
programa. Por tanto, en otra realizacion preferida, la etapa de asignar un paciente a un grupo especifico de
pacientes, tales como pacientes con cancer de pancreas, segun cualquiera de los métodos descritos en la presente
memoria descriptiva, es una etapa implementada de ordenador en la que los datos obtenidos en las etapas previas
del método se introducen en un programa de ordenador y el programa asigna al paciente a uno de los grupos de

pacientes.

La presente invencion se ilustra ademas mediante los siguientes ejemplos, los cuales simplemente ilustran la

invencion y no se limitan la misma.

Ejemplos

1.- Metodologia

Pacientes y muestras

Para este estudio se reclutaron un total de 119 muestras: 59 de pacientes con CP y 60 de controles sanos. Los
sueros de pacientes con CP se obtuvieron en el Hospital Universitario Virgen de las Nieves y los controles sanos

fueron obtenidos a través del Biobanco del Sistema Sanitario Publico de Andalucia.

La obtencion de las muestras de sangre de todos los pacientes se realizd antes del inicio de cualquier terapia
especifica. El diagnéstico de CP se basd en la evaluacion clinica y estudios de imagen, los cuales fueron
posteriormente confirmados histolégicamente por cirugia o biopsia. Los controles sanos no mostraron evidencia de
enfermedad real ni historia oncolégica. Todas las muestras de suero tras recogerse se almacenaron a -80°C

utilizando técnicas y protocolos estandarizados.

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital Universitario Virgen de las Nieves y todas las
investigaciones clinicas se han realizado de acuerdo con los principios expresados en la Declaracion de Helsinki. Se
obtuvo el consentimiento informado por escrito de todos los pacientes y controles antes de su inscripcion en el

estudio.

Obtenciéon de metabolitos
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Todas las muestras de suero se mantuvieron a 4°C durante todo el proceso analitico. Las proteinas se retiraron de
muestras de suero usando acetonitrilo (AcN) ([1: 3] [suero: AcN]) y se agitaron durante 60 segundos. Posteriormente

se centrifugaron a 13.300 rpm durante 15 minutos.

Condiciones de LC-HRMS

Los sobrenadantes se evaporaron entonces y los restos secos se reconstituyeron en 50% (agua: AcN). Estas
disoluciones se transfirieron a los viales analiticos, se almacenaron en el inyector automatico a 4°C y se analizaron
por LC-HRMS. A continuacion, la separacion cromatografica se realizé mediante el sistema Agilent Series 1290 LC
utilizando una columna Waters XBridge BEH Amida (2,1 mm x 150 mm) a 25°C en ESI (+) y a 45°C en ESI (-). La
deteccion de masa se logré utilizando un espectrometro de masas de tiempo de vuelo cuadruple AB TOEO SCIEX
Triple 600 (Q-TOF-MS) en ESI (+) y ESI (-). El volumen de la muestra inyectada fue de 3 pl. La fase movil consistié
en acido férmico al 0,1% [agua: AcN] [90: 10] (eluyente A) y acido formico al 0,1% [AcN: agua] [90: 10] (eluyente B).
La elucién en gradiente se realizd como sigue: 0-0,1 min 99% eluyente B; 0,1-7 min 30% de eluyente B; 7-7,10 min,

eluyente B y 7,10-10 min 99% eluyente B. El caudal de elucion fue de 0,4 ml/min.

El TOF 5600 fue operado utilizando un método de adquisicién dependiente de la informacién para recopilar la
informacion completa de HRMS y MS/MS de exploracion simultaneamente. La calibracion exacta de la masa se
realiza automaticamente cada diez inyecciones. Debe observarse que la secuencia en las muestras de las muestras
se inyecta aleatoriamente para evitar cualquier posible agregacion artificial de la muestra de debida a la deriva

analitica.

Creacion del conjunto de datos

Antes de ir a la creacion del conjunto de datos, se evalud la reproducibilidad tanto de la masa/carga (m/z) como del
tiempo de retencion (RT), ya que desempefia un papel importante en el procesamiento exitoso de los datos
metabolémicos, especialmente en la etapa de alineacién de picos. Aunque la minimizacién de la fluctuacion de los
valores m/z se aseguré mediante la calibracion regular del espectréometro de masas, se debe examinar la estabilidad
en lotes de RT y m/z. Para este propdsito, la variabilidad de RT y m/z de tres picos eluyendo a RT de 1,26, 4,75 y
8,59 min (con m/z 830,5657, 200,0392 y 537,3933 respectivamente) para HILIC ESI (+), RT de 1,37, 3,37 y 5,35 min
(con m/z 178,8807, 796,4157 y 434,87026 respectivamente) para HILIC ESI (-). Ademas de la obtencion de
espectros de masas de exploracién completa, se realizé la adquisicion automatica simultanea de los espectros de
masas de disociacion inducida por colision (CID) para iones que exceden el umbral de intensidad, permitiendo
obtener informacion adicional sobre los marcadores respectivos. Se utilizd el software MarkerView (version 1,2.1)
para procesar los datos brutos de LC-HRMS. Este es un paquete de software de procesamiento adaptativo disefiado
para datos de LC-HRMS que realiza la deteccion de picos, alineacion vy filtrado de datos generando una tabla de
caracteristicas donde se definen la intensidad de iones m/z, RT medida y la intensidad de iones integrada. La
mineria de datos se realizé mediante un algoritmo automatizado en el intervalo RT de 0,75-9,5 min en HILIC. A
continuacion, se utilizaron tolerancias de RT y m/z de 0,1 min y 15 ppm para la alineacion de los respectivos picos.
El ruido de fondo (50 cps) fue eliminado por la herramienta del software MarkerView. Para identificar las verdaderas
caracteristicas moleculares, el algoritmo utiliza la precision de la medicion de masa para agrupar iones relacionados
con el estado de carga y la distribucion isotdpica.

Identificacion de los compuestos marcadores
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Para evaluar los datos de LC-HRMS obtenidos en LC-QTOF-MS y para estimar las formulas elementales de los
marcadores preseleccionados se uso el software PeakView (version 1,0). La estimacion de la formula elemental se
logré a partir de espectros de masas de HRMS simple y MS/MS, que fue seguido por una busqueda en base de
datos espectrales para la identificacion estructural. La estimacion automatica de la férmula elemental se llevo a cabo
con el uso de: (i) una sola masa exacta de HRMS del ion de origen, (ii) un perfil isotdpico del ion de origen, Yy (iii)
fragmentos de fragmentos MS/MS precisos. Para los calculos se consideraron los siguientes atomos: C (n>50), H
(n>100), N (n>10), O (n>20), P (n>15) y S (n>5). El software de busqueda de formulas (AB SCIEX,) utilizado en este
estudio permitié clasificar las formulas propuestas segun “MS rank” y “MS/MS rank”, reflejando las diferencias entre
los valores m/z calculados y medidos para los iones de origen como los fragmentos, y la coincidencia del patron
isotopico experimental y tedrico en términos de espaciamiento isotdpico e intensidades relativas. En el siguiente
paso, se realizd una busqueda por etapas de la formula molecular de los candidatos utilizando varias bases de datos
en linea (MassBank, Metlin, Base de Datos de Metaboloma Humano, Mapas Lipidos, PubChem, ChemSpider) y
MS/MS. De todos los compuestos obtenidos, sélo se examinaron los candidatos, cuya presencia era probable en
seres humanos, comparando los espectros de masa de fragmentacion experimental con los suministrados ya sea en

bases de datos (MassBank, Metabolome Database, Metlin, NIST 2012 MS / MS library) y/ o en la literatura cientifica.

Analisis metabolémico por LC-HRMS

A pesar de los numerosos avances en la instrumentacion, la complejidad de las muestras bioldgicas sigue siendo un
reto importante en los experimentos de metabolémica, lo que refleja tanto el gran nimero de metabolitos como el
amplio rango de sus niveles de expresion. Para la metabolémica no dirigida de muestras biolégicas, a menudo se
lleva a cabo la desproteinizacion con un disolvente organico. Se ha demostrado que los métodos de extraccion
basados en AcN proporcionan la informacién mas rica para las especies lipidicas de bajo peso molecular y también
son eficaces para metabolitos tales como el ciclo TCA, la glucdlisis, el metabolismo de los aminoacidos, el
metabolismo de los acidos grasos, el metabolismo de la glutamina. Estas fracciones se analizan habitualmente por
separado usando LC-HRMS.

Bajo nuestras condiciones experimentales, se podrian hacer varias observaciones a partir de los cromatogramas de
corriente de iones totales (TIC) de una muestra QC. Los cromatogramas HILIC TIC mostraron un perfil de pico
diferencial claro en funcién del modo de ionizacion. Especificamente, los iones mas intensos en este modo de
separacion se observaron en ESI (+) entre 1 y 2 min de RT, correspondientes a compuestos mal retenidos (Figura
1A). En la cromatografia HILIC de muestras de suero, las clases de compuestos eluidas a tal tiempo de retencion se
han relacionado con clases de compuestos fosfatidilglicerol. En contraste, observamos sefiales mas intensas en el
rango de tiempo de retencién de 2,1 a 4,7 min para el modo HILIC ESI (-) (la figura 1B). Se ha informado de que en
condiciones de acido débil se favorece la ionizacién negativa de moléculas tales como acidos organicos con grupos
funcionales -COOH y grupos fosfato, y por lo tanto se esperan sefiales de masa intensas para tales clases de

compuestos.

Basandose en los datos de los picos cromatograficos seleccionados, se encontrd que la ventana tipica de RT y la
tolerancia de masa eran inferiores a 3 seg y 10 ppm respectivamente que pueden considerarse como valores
aceptables. Como resultado de los procedimientos de seleccion y alineacién de pico, se obtuvo una matriz de datos
que contiene la intensidad de las sefiales de masa para cada modo cromatografico y de ionizacion.

2.- Resultados
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Los metabolitos mas discriminantes para la identificacion entre ambos grupos fue el panel compuesto por:

Acido glicoquenodeoxicdlico 7-sulfato, fenilalanina-fenilalanina, acido adrénico, dehidroepiandrosterona sulfato,
androsterona sulfato, triacilglicerol (22:2), lisofosfatidiletanolamina (18:1), lisofosfatidiletanolamina (18:2), acido 13-
hidroxioctadecadienoico, acido 3-oxo-octadecanoico y acido 4-oxo-retinoico.

Los valores m/z de los mismos eran los identificados en la tabla 1.

Tabla 1. Valores m/z de los metabolitos mas discriminantes.

Acido glicoguenodesoxicélico 7-sulfato 263,6289
Fenilalanina-fenilalanina 311,1396
Acido adrénico 331,2658
Deshidroepiandrosterona sulfato 367,1583
Androsterona sulfato 369,1747
Triacilglicerol (22:2) 446,3760
Lisofosfatidiletanolamina(18:1) 478,2946
Lisofosfatidiletanolamina (18:2) 476,2792
Acido 13-hidroxioctadecadienoico 591,4610
Acido 3-oxo-octadecanoico 595,4906
Acido 4-oxo-retinoico 627,3741

Los valores de cambios de expresion (FD), area debajo de la curva (AUC), p.valor y FDR alcanzados por los

diferentes marcadores fueron los ilustrados en la tabla 2.

Tabla 2. Valores de cambios de expresion (FD), area debajo de la curva (AUC), p.valor y FDR alcanzados por

los metabolitos mas discriminantes.

Acido glicoguenodesoxicélico 7-sulfato 0,0799 0,84006 3,52E-10 4,71E-09
Fenilalanina-fenilalanina 2,5797 0,85351 1,03E-17 9,18E-16
Acido adrénico 0,4521 0,82573 5,54E-10 6,74E-09
Deshidroepiandrosterona sulfato 2,4381 0,8462 1,20E-12 2,30E-11
Androsterona sulfato 3,2221 0,87544 1,54E-15 6,86E-14
Triacilglicerol (22:2) 2,3074 0,90058 1,01E-14 3,38E-13
Lisofosfatidiletanolamina(18:1) 1,593019293 0,81287 3,09E-10 4,60E-09
Lisofosfatidiletanolamina (18:2) 1,681960241 0,87047 2,30E-14 6,18E-13
Acido 13-hidroxioctadecadienoico 1,929249561 0,80439 1,75E-07 1,23E-06
Acido 3-oxo-octadecanoico 2,004793851 0,80906 1,59E-09 1,77E-08
Acido 4-oxo-retinoico 0,096417427 0,90936 2,93E-14 6,55E-13
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Cuando el panel propuesto fue utilizado de manera conjunta, el valor bajo la curva (AUC) alcanzado para poder

discriminar entre ambos grupos de sujetos alcanzé el 97,5%.
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REIVINDICACIONES

Método in vitro para clasificar un sujeto que lo necesita, entre pacientes que padecen cancer de pancreas
(PC) frente a HC (sujetos que no padecen cancer de pancreas), que comprende la determinacion in vitro de
los niveles de, al menos, acido glicoquenodesoxicdlico 7-sulfato, fenilalanina-fenilalanina, acido adrenal,
sulfato de deshidroepiandrosterona, sulfato de androsterona, triacilglicerol (22:2), lisofosfatidiletanolamina
(18:1), lisofosfatidiletanolamina (18:2), acido 13-hidroxioctadecadienoico, acido 3-oxo-octadecanoico o 4-
oxo-retinoico, o cualquier combinacion de los mismos, en una muestra de suero, plasma o sangre tomada

del sujeto.

Método in vitro segun la reivindicacion 1, en el que el método de clasificacion in vitro comprende determinar
en una muestra de suero, plasma o sangre del sujeto los niveles de, al menos, acido
glicoquenodesoxicolico 7-sulfato, fenilalanina-fenilalanina, acido adrenal, sulfato de
deshidroepiandrosterona, sulfato de androsterona, triacilglicerol (22:2), lisofosfatidiletanolamina (18:1),
lisofosfatidiletanolamina (18:2), acido 13-hidroxioctadecadienoico, acido 3-oxo-octadecanoico o 4-oxo-
retinoico, o cualquier combinacién de los mismos, y comparar los niveles de dichos marcadores con
respecto a los niveles de los mismos marcadores en un HC o con respecto a los intervalos de valores de
referencia para los biomarcadores de un HC, en el que el sujeto se clasifica como que padece de PC si
diferentes niveles de los biomarcadores en comparacion con los intervalos de valores de referencia para los

biomarcadores para un HC indican que el sujeto tiene PC.

Método in vitro de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, para ayudar en el diagndstico de si un
sujeto padece o no PC, y opcionalmente confirmar el diagnéstico de PC por medio de una exploracion

clinica del paciente.

Método in vitro de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la determinacioén in vitro de los
niveles se lleva a cabo mediante el uso de cualquiera de las técnicas seleccionadas de la lista que consiste
en: espectroscopia de indice de refraccion (RI), espectroscopia ultravioleta (UV), analisis de fluorescencia,
analisis radioquimico, espectroscopia infrarroja (IR), espectroscopia de resonancia magnética nuclear
(RMN), analisis de dispersion de luz (LS), espectrometria de masas, espectrometria de masas de pirdlisis,
nefelometria, espectroscopia Raman dispersiva, cromatografia de gases combinada con espectroscopia de
masas, cromatografia liquida combinada con espectroscopia de masas, cromatografia de fluidos
supercriticos combinada con espectroscopia de masas, MALDI combinada con espectroscopia de masas,
espectroscopia de i6n-espray combinada con espectroscopia de masas, electroforesis capilar combinada
con espectrometria de masas, RMN combinada con espectrometria de masas e IR combinada con

espectrometria de masas.

Método in vitro segun la reivindicacion 4, en el que la determinacion in vitro de los niveles se lleva a cabo

utilizando un espectro de RMN de protén.

Método para determinar la eficacia de una terapia para PC, que comprende determinar en una muestra de
suero, plasma o sangre de un sujeto que padece cualquiera de estas enfermedades y que ha sido tratado

con dicha terapia, el/los nivel(s) de biomarcadores identificados en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5,

en el que dicho(s) nivel(s) con respecto a un HC o con respecto a un valor de referencia es indicativo de
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que dicha terapia es eficaz o no contra el PC.

Método para monitorizar el progreso de un sujeto que padece PC, que comprende determinar en una
muestra de suero, plasma o sangre de un sujeto que padece esta enfermedad, sobre el transcurso de una

terapia o no, el/los nivel(s) de biomarcadores identificados en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el

que dicho(s) nivel(s) con respecto a un valor de referencia determinado en una muestra de suero, plasma o
sangre del mismo sujeto en un momento de tiempo anterior es indicativo de que el estado/la enfermedad de

PC esta progresando.

Programa de ordenador para asignar un paciente a un grupo especifico de pacientes, tales como pacientes
con PC, segun cualquiera de los métodos de las reivindicaciones 1 a 7, tras introducir los niveles de

biomarcadores identificados en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 en dicho programa.

Dispositivo que comprende el programa de ordenador segun la reivindicacion 8, y el uso de dicho

dispositivo para el diagnostico de PC en un sujeto humano.
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