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DESCRIPCION

Uso de SS’-dimetil-gliotoxina como marcador diagnéstico de patologias causadas por hongos productores de
gliotoxina o de sus derivados

La presente invencion se refiere al uso de un derivado de la gliotoxina como marcador para el diagndstico de
patologias causadas por hongos productores de gliotoxina, preferentemente del género Aspergillus. Por tanto, la
invencién se podria encuadrar en el campo de la medicina.

ESTADO DE LA TECNICA

Los hongos (mohos y levaduras) producen una gran variedad de compuestos denominados metabolitos secundarios
(antibioticos, alcaloides, etc.) que no son necesarios para el crecimiento, pero puede mejorar la supervivencia en
competencia con otros organismos. La gliotoxina (GT) es uno de tales metabolitos y es producida por hongos y
levaduras de diferentes especies, tales como especies de Aspergillus, Penicillium y Trichoderma. GT es un
compuesto de la familia de epipolitiodioxopiperazinas (ETP), con actividad inmunomoduladora, que se caracteriza
por la presencia de un puente disulfuro en el anillo de piperazina. La presencia del puente disulfuro en la GT es
clave para su actividad biolégica. El bloqueo del puente disulfuro por metilacion inactiva la toxina que resulta en la
formacion de SS’-dimetil-gliotoxina (bmGT). La bmGT es biolégicamente inactiva (Mullbacher A et al. 1986 Mol
Immunol 23(2)231-235).

Se han descrito infecciones oportunistas causadas por hongos, entre las que destacan las infecciones de hongos del
género Aspergillus y Penicillium, tanto en animales como en humanos, las llamadas aspergilosis y penicilosis. En
clinica se ha visto un aumento de las infecciones causadas por estos hongos en pacientes inmunodeprimidos, por
ejemplo, en enfermos del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), pacientes con cancer o pacientes con
tratamientos o enfermedades que afectan al sistema inmune (Maschmeyer G et al. 2007 Drugs 67(11):1567-1601;
Sternberg S. 1994. Science 266 (5191):1632-1634).

Entre las distintas modalidades de aspergilosis destaca la conocida como aspergilosis invasiva (o aspergilosis
pulmonar invasiva, Al) que es una infeccidon oportunista causada por mohos del género Aspergillus (principalmente
Aspergillus fumigatus), la cual presenta un elevado indice de mortalidad en pacientes inmunodeprimidos (superior al
80% de mortalidad). Este género es el de mayor presencia dentro de los patégenos fungicos medioambientales y se
ha observado un gran aumento durante los ultimos afios del nimero de infecciones causada por este género. Este
hecho se debe en gran parte al desarrollo de terapias cada vez mas efectivas, pero también mas inmunosupresoras,
frente a cancer o durante los trasplantes. Ademas, se ha sugerido que el cambio climatico asociado a una variacion
tanto en la temperatura como la humedad de los nichos ecolégicos donde habita Aspergillus, puede favorecer el
incremento en el numero de esporas de este moho en el medioambiente y, por tanto, el riesgo a este tipo de
infeccion. Pese al incremento en el nimero de infecciones hospitalarias y de pacientes fallecidos, todavia no se
dispone de marcadores que permitan un diagndstico rapido y fiable de esta infeccion. Las técnicas actuales de
diagnédstico no son muy especificas, lo cual supone que muchos pacientes sin infeccion por Aspergillus son tratados
con farmacos antifingicos de alto coste.

Aspergilus fumigatus (A. fumigatus) es un patégeno oportunista humano con una alta presencia en el aire que causa
un numero importante de infecciones nosocomiales, especialmente en pacientes inmunodeprimidos (Tekaia F et al.
2005 Curr Opin Microbiol 8(4):385-392). A. fumigatus es responsable de mas del 90% de la aspergilosis invasiva (Al)
en pacientes infectados por el VIH, con tuberculosis, con cancer o que estan sometidos a trasplantes de 6rganos,
pudiendo resulta en un indice de mortalidad superior al 80%. Uno de los principales problemas relacionados con la
Al es que la enfermedad sdlo es identificada de manera concluyente en una etapa tardia, cuando ya es demasiado
grave y los tratamientos se han vuelto ineficaces.

Dentro de las diferentes toxinas producidas por A. fumigatus, GT ha captado un interés especial ya que ejerce
actividad inmunosupresora in vitro e in vivo, al interferir con diversas respuestas inmunoldgicas y tener actividad
citotdxica. Ademas, se ha demostrado que la GT es capaz de inducir apoptosis en varios tipos de células, incluidos
macrofagos, fibroblastos y células de higado entre otras. Recientemente, GT fue identificada como un factor de
virulencia de A. fumigatus, en un modelo de raton de Al tras una inmunodepresion inducida por corticosteroides. La
GT se produce en la fase inicial de la Al y su actividad inmunosupresora contribuye y agrava los efectos patologicos
observados en el huésped infectado. La GT ha sido detectada en muestras de pacientes con aspergilosis (Lewis RE
et al. 2005 Infect Immun 73(1):635-637) y se ha postulado como marcador precoz de diagndstico para la deteccion y
prondstico de la Al. Sin embargo, GT se elimina rapidamente de sobrenadantes de cultivo durante la incubacion in
vitro con una variedad de tipos de células (Waring P et al. 1994 Toxicon 32(4):491-504). En el caso de que la GT
bioldgicamente activa también pueda ser convertida rapidamente in vivo, podria ser retirada de los liquidos
corporales por los tejidos adyacentes y por las células circulantes y, por tanto, puede no ser detectable en los
mismos, haciendo que la GT no sea un buen marcador de infeccion por Aspergillus.
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Uno de los principales inconvenientes de la aspergilosis invasiva radica en los métodos de deteccion, ya que
normalmente cuando dicha infeccion es detectada, el moho ya ha causado dafios irreversibles y de ahi su alto grado
de mortalidad. Las técnicas de diagndstico actuales son muy poco especificas, de elevado coste y tardias, por lo que
cuando se ha detectado la infeccion los tratamientos ya no son efectivos. Los métodos de diagndstico de
aspergilosis utilizados hasta la fecha son por ejemplo, observacion microscopica de una muestra, cultivo, deteccion
de galactomanano, deteccion de (1-3)B-D-glucano o deteccion de acido desoxirribonucleico (ADN) fungico (Rubio
MC et al. 2007. Enferm Infecc Microbiol Clin 25 Suplm 3:45-51). En la actualidad, el diagnoéstico de aspergilosis sélo
se clasifica como posible o probable y Unicamente se puede dar un diagnostico confirmado tras el fallecimiento o a
través de métodos altamente invasivos como la biopsia pulmonar.

En consecuencia, existe la necesidad de una herramienta rapida, precisa y sensible para la deteccion de este tipo de
enfermedades, con el fin de mejorar el diagndstico precoz, prondstico y seguimiento de la aspergilosis en seres
humanos para la elaboracién de un tratamiento personalizado del paciente.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

En la presente invencion se describe un método in vitro sensible, rapido y preciso para el diagnoéstico, prondstico y/o
seguimiento de patologias causadas por hongos productores de gliotoxina o de derivados de gliotoxina,
caracterizado por la deteccidon y cuantificacion de SS’-dimetil-gliotoxina (bmGT) en una muestra biologica. La
muestra bioldgica puede ser entre otras, muestra de suero, plasma, sangre o lavado broncoalveolar. La presente
invencion muestra la utilidad de la bmGT como marcador para el diagndstico, pronostico y/o seguimiento de
patologias causadas por un hongo productor de gliotoxina o de sus derivados en un sujeto.

El método de la invencion se basa en la deteccion y cuantificacion de bmGT mediante separacion con
cromatografia, preferentemente cromatografia en capa fina de alto rendimiento (HPTLC) y deteccion mediante
espectroscopia ultravioleta (UV). Con este método se puede detectar tanto bmGT como GT y diferenciar ambas
entre si. La presente invencion demuestra el uso de la bmGT para detectar hongos productores de GT o de sus
derivados. Se muestran resultados que indican que la bmGT es un marcador mas sensible que la GT en el
diagndstico de aspergilosis. La invencion muestra resultados de deteccion de bmGT en muestras bioldgicas de
pacientes inmunodeprimidos con una alta fiabilidad, sensibilidad y especificidad en la deteccion.

La presente invencion también se refiere al uso de la bmGT como un nuevo marcador de diagnoéstico de patologias
causadas por hongos productores de gliotoxina o de sus derivados que ofrece una sensibilidad mayor a los métodos
de diagndstico de enfermedades fungicas actuales, lo cual hace de este un método muy util para el diagndstico
precoz de dichas enfermedades. En relacion a la aspergilosis, la invencion proporciona un método util en la
deteccion precoz de la enfermedad, confirmacién de la misma y en el pronéstico y/o seguimiento del paciente.
Ademas, la deteccion de este marcador mediante el método descrito en la presente invencion es mas rapida y mas
econdmica que otros métodos, lo que supone un coste econémico mucho mas bajo que los marcadores actuales, lo
que favoreceria la reducciéon en los gastos de los organismos publicos de los sistema de sanidad, asi como su
implantacién en zonas desfavorecidas. La utilizaciéon de la bmGT como marcador de aspergilosis, supondria un gran
avance para reducir los altos indices de mortalidad de esta infeccion.

Por lo aqui descrito, un primer aspecto de la invencion se refiere a un método in vitro para el diagndstico, prondstico
y/o seguimiento de patologias causadas por hongos productores gliotoxina o de sus derivados caracterizado por la
deteccion de SS’-dimetil-gliotoxina en la muestra bioldgica de un sujeto.

El término “in vitro” se refiere a que el método de la invencion se realiza fuera del cuerpo del sujeto.

El término “diagndstico”, tal y como se utiliza en la presente invencion, se refiere a la capacidad de detectar el hongo
productor de gliotoxina o de sus derivados, asi como de discriminar entre muestras procedentes de pacientes y de
individuos sanos.

El término “prondstico” en la presente invencion se refiere a la capacidad de detectar pacientes o sujetos
asintomaticos que presentan una alta probabilidad de padecer infeccién por hongos productores de gliotoxina o de
sus derivados, aun cuando en el momento del diagndstico no presenten dicha patologia. El término “prondstico”
también se refiere a la capacidad de detectar sujetos previamente diagnosticados de infeccion por hongos
productores de gliotoxina o de sus derivados, con una alta probabilidad de sufrir un empeoramiento o mejoria de la
enfermedad.

El término “seguimiento” se refiere a la evaluacion de la infeccidon en pacientes, por ejemplo, pacientes que hayan
recibido tratamiento con antifingicos.
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Se entiende por “patologia”, en la presente invencién, como aquella enfermedad causada por la infeccion o
presencia de un hongo productor de gliotoxina o de sus derivados. Esta patologia puede ser localizada en diversas
partes del cuerpo del sujeto, por ejemplo en el tracto respiratorio, por ejemplo en el pulmén.

Los “hongos productores de gliotoxina”, en la presente invencion son aquellos organismos eucariotas del reino Fungi
que producen gliotoxina como metabolito secundario. El término “gliotoxina” (GT) se refiere a un compuesto de la
familia de epipolitiodioxopiperazinas que se caracteriza por la presencia de un puente disulfuro en el anillo de
piperazina y que presenta actividad inmunomoduladora, también denominada “gliotoxina activa” (Gardiner DM, 2005.
Microbiology 151 (Pt 4):1021-1032; Waring P, 1988, Medicinal Research Reviews, 4: 499-524; Gordon W. J. Chem.
Soc., Perkin Trans. 1, 1980, 119-121). En la presente invencion el término “derivados” se refiere a los compuestos
que se seleccionan de la lista que comprende: gliotoxina E, gliotoxina G, S-metilgliotoxina o SS’-dimetil-gliotoxina.

La SS’-dimetil-gliotoxina, también denominada dimetil-gliotoxina, bis(ditio)bis(metiltio)gliotoxina, bis(metiltio)gliotoxina
(bmGT) o segun la nomenclatura IUPAC (3R,5aS,6S,10aR)-6-hidroxi-3-(hidroximetil)-2-metil-3,10a-bis(metilsulfonil }-
6,10-dihidro-5aH-pirazino[1,2-a]indol-1,4-diona, (Waring P, 1988, Medicinal Research Reviews, 4: 499-524) (Gordon
W. J. Chem. Soc., Perkin Trans. 1, 1980, 119-121) es un derivado dimetilado de la gliotoxina que carece del puente
disulfuro y que no tiene actividad bioldgica.

El término “muestra biolégica” incluye, pero sin limitarnos, tejidos y/o fluidos biolégicos de un individuo, obtenidos
mediante cualquier método conocido por un experto en la materia que sirva para tal fin. La muestra biolégica podria
ser, por ejemplo, pero sin limitarse, un tejido o una muestra de fluido, como sangre, plasma, suero, lavado
broncoalveolar, linfa o fluido ascitico. Asimismo, la muestra biolégica puede ser, por ejemplo, pero sin limitarse,
fresca, congelada, fijada o fijada y embebida en parafina.

Se entiende por “sujeto” aquel individuo susceptible de infeccién por un hongo productor de GT o de sus derivados.

Una realizacioén preferida del primer aspecto de la invencién se refiere a un método donde la deteccion se lleva a
cabo mediante los siguientes pasos:

a) separacion de SS’-dimetil-gliotoxina en la muestra, mediante cromatografia;
b) deteccion y/o cuantificacion del compuesto separado en (a) mediante espectroscopia
ultravioleta.

En adelante nos referiremos a esta realizacion preferida como el “método primero de la invencion”.

Se entiende por cromatografia la técnica analitica destinada a la separacién de una mezcla compleja a través de la
utilizacion de una fase estacionaria y una fase movil. Esta separacion se basa en una diferencia en el
comportamiento de los compuestos de la mezcla tanto debida a sus propiedades fisico-quimicas como a su
capacidad de interaccionar con moléculas especificas. Esta cromatografia se puede realizar tanto en columnas
como en placas y la separacion se puede llevar a cabo mediante disoluciones con propiedades especificas que
permitan separar dichos compuestos. En la presente invenciéon podria llevarse a cabo mediante cromatografia
liqguida (“high-performance liquid chromatography”’, HPLC) o de capa fina (*high-performance thin layer
chromatography”, HPTLC). También podria llevarse a cabo mediante cromatografia de afinidad utilizando moléculas
que se unan especificamente a la SS’-dimetil-gliotoxina. Otra realizacion aun mas preferida del primer aspecto de la
invencion se refiere a un método donde la deteccion del paso (a) se realiza mediante cromatografia en capa fina
(HPTLC), en adelante “método segundo de la invencion”.

Se entiende por HPTLC la cromatografia que se lleva a cabo utilizando un soporte sélido formado por un material
adsorbente (fase estacionaria) que podria ser sin excluir otros gel de silice , 6xido de aluminio, tierra silicea,
celulosas o poliamidas que se fija sobre un soporte solido que podria ser sin excluir otros vidrio, plastico o metales
como aluminio. En este caso las muestras que se han extraido de los fluidos indicados anteriormente con un
disolvente o una mezcla de disolventes organicos como diclorometano, cloroformo, metanol u otros, se aplican sobre
la placa y tras la evaporacion del disolvente, se separan utilizando una disolucion compuesta por mezclas de
compuestos puros como por ejemplo n-heptano (C7), tetrahidrofurano (THF) y acetonitriio (ACN), por ejemplo en
proporcion 40:58:2 (v: v: v). La separacion se lleva a cabo en funcién de las diferentes polaridades que presentan los
compuestos de la mezcla.

Una realizacion preferida del método primero y segundo de la invencion se refiere al método donde la deteccion del
paso (b) se realiza entre 220 y 400 nm. Una realizacién ain mas preferida se refiere al método donde la deteccion
del paso (b) se realiza a 280nm.

Para la cuantificacion del compuesto separado en el paso (a) de los métodos de la invencién, se puede comparar
con una muestra control.
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El término “muestras control” tal como se entiende en la presente invencion se refiere, por ejemplo, pero sin
limitarse, a una muestra de concentracion conocida del compuesto que se quiere cuantificar o también se puede
referir a una muestra obtenida de un individuo que esté infectado con un hongo productor de GT o de sus derivados.
Este tipo de muestra control, es un muestra control positiva.

La determinacion del diagnéstico de infeccién por hongos productores de GT o de sus derivados puede
determinarse mediante la deteccion de un valor limite a partir del cual se considera la muestra como positiva y por lo
tanto, diagnosticable como infectada. El prondstico y el seguimiento de las patologias causadas por estos hongos
pueden realizarse comparando con una muestra control y si la diferencia entre el valor obtenido para la muestra y el
valor de la muestra control es estadisticamente significativa, determinar el prondstico favorable o desfavorable o la
efectividad de un tratamiento antifungico.

En la presente invencién “diferencia estadisticamente significativa” se refiere a que existen diferencia estadisticas
entre los valores comparados, siendo la probabilidad estadistica al menos mayor que 0,05 (p>0,05) o mayor que
0.005 (p>0.005) y obteniéndose ésta segun el test estadistico aplicable a cada caso.

Otra realizacion preferida del primer aspecto de la invencion se refiere al método donde el hongo es un moho o una
levadura, preferentemente es un moho, mas preferentemente es un moho del género Aspergillus o Penicillium. Una
realizacion aun mas preferida se refiere un moho del género Aspergillus, y una realizacion ain mas preferida al
método donde el moho es Aspergillus fumigatus.

Se entiende como “moho” a un hongo provisto de un micelio filamentoso y ramificado del cual sale un vastago que
termina en un esporangio esférico, a manera de cabezuela, que vive en medio organico rico en materias nutritivas.
En la presente invencién se entiende como moho aquél hongo que causa una micosis, una infeccion, en un sujeto,
preferentemente se refiere al moho del género Aspergillus, que produce aspergilosis, o del género Penicilium, que
produce penicilosis.

El término Aspergillus en la presente invencion puede referirse a cualquier especie del género Aspergillus, por
ejemplo A. caesiellus, A. candidus, A. clavatus, A. defletus, A. flavus, A. fumigatus, A. glaucus, A. nidulans, A. niger,
A. ochraceus, A. oryzae, A. parasiticus, A. penicliloides, A. restrictus, A. sojae, A. sydowi, A. terreus, A. ustus, o A.
versicolor. Preferentemente se refiere a A. fumigatus.

Otra realizacion preferida del primer aspecto de la invencion se refiere al método donde la patologia es aspergilosis.

Se entiende por “aspergilosis” aquella enfermedad causada por un hongo del género Aspergillus. La aspergilosis
puede producir aspergilosis pulmonar invasiva, aspergilosis pulmonar invasiva crénica recidivante, aspergilosis
broncopulmonar alérgica, aspergilomas, traqueobronquitis invasiva, sinusitis, meningitis, otitis externa maligna,
endocarditis, miocarditis u osteomielitis, entre otras. La enfermedad generalmente se produce por inhalacion de las
esporas del hongo.

La presente invencion también se refiere al método donde la patologia es penicilosis. Se entiende como “penicilosis”
aquella enfermedad causada por un hongo del género Penicillium, por ejemplo por P. marneffei.

Otra realizacion preferida del primer aspecto de la invencion se refiere a un método donde el sujeto es humano. Ofra
realizacion preferida se refiere al método donde el sujeto es un sujeto inmunodeprimido.

Se entiende por ‘“inmunodeprimido’, también denominado inmunosuprimido, inmunocomprometido o
inmunodeficiente, aquel sujeto que tiene disminuida la respuesta inmune, donde dicha inmumosupresion se puede
deber a diversas causas tales como, por ejemplo, tratamiento quimioterapico o inmunodepresion quimica, debida a
infeccion por algun patégeno tales como hongos, virus o bacterias, debido a un factor genético como la mutacién o
delecion de un gen especifico, o puede ser un sujeto recién nacido.

La muestra bioldgica en la que se detecta in vitro la bmGT puede ser seleccionada entre varias muestras bioldgicas.
Por lo que una realizacion preferida del primer aspecto de la invencion se refiere a un método donde la muestra
biolégica se selecciona entre suero, plasma, sangre o lavado broncoalveolar. La obtencion y procesamiento de las
muestras bioldgicas se pueden realizar utilizando los medios conocidos por cualquier experto en la materia.

La deteccion de la bmGT podria ser combinada con la deteccidn de otros componentes bioldgicos o metabolitos de
hongos. Por esto, otra realizacion preferida del primer aspecto de la invencion se refiere a un método donde ademas
comprende la deteccion de componentes biolégicos o de metabolitos de hongos, donde dichos componentes o
metabolitos se seleccionan de la lista que comprende: galactomanano, (1-3)beta-D-glucano, ADN, antigenos,
gliotoxina, gliotoxina E, Gliotoxina G, S-metilgliotoxina, acido helvdlico, esporidesmina, esterigmatocistina,
aflatoxinas, ocratoxinas, fumonisinas o cualquiera de sus combinaciones. También podria ser utilizado cualquier otro
metabolito o componente bioldgico de hongos no presente en la lista que en combinacion con la bmGT sea util en el
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método del primer aspecto de la invencion.

Una realizacion mas preferida se refiere al método que ademas comprende la deteccion de gliotoxina. Una
realizacion aun mas preferida se refiere al método donde la deteccion de gliotoxina se realiza mediante los
siguientes pasos:

a) separacion de gliotoxina en la muestra, mediante cromatografia;

b) deteccion y/o cuantificacion del compuesto separado en (a) mediante espectroscopia UV,

preferentemente se realiza entre 220-400 nm, mas preferentemente se realiza a 280 y 367 nm.

Ademas, los métodos de la invencién también podrian ser combinados con otros métodos tales como ELISA o
biosensores basados en secuencias de acidos nucleicos (aptamero) disefiadas de forma que permitan detectar y
cuantificar especificamente la SS’-dimetil-gliotoxina. Por otro lado, podrian utilizarse proteinas que reconocieran
especificamente este marcador (anticuerpos, enzimas u otras) como elementos de reconocimiento en el disefio de
biosensores especificos de la SS’-dimetil-gliotoxina.

En base a los resultados mostrados en la presente invencion, un segundo aspecto de la invencion se refiere al uso
in vitro de SS’-dimetil-gliotoxina como marcador para el diagnostico, prondstico y/o de seguimiento de patologias
causadas por un hongo productor de gliotoxina o de sus derivados en un sujeto.

Dado que la detecciéon de la bmGT podria ser combinada con la deteccion de otros componentes biolégicos o
metabolitos de hongos, una realizacion preferida del segundo aspecto de la invencion se refiere al uso in vitro de
SS’-dimetil-gliotoxina combinado con al menos un componente biolégico o metabolito de hongos productores de
gliotoxina, seleccionado de la lista que comprende galactomanano, (1-3)beta-D-glucano, ADN, antigenos, gliotoxina
gliotoxina E, Gliotoxina G, S-metilgliotoxina, acido helvdlico, esporidesmina, esterigmatocistina, aflatoxinas,
ocratoxinas, sirodesminas, aranotina, emestrina, ditiosilvatina, fumonisinas o cualquiera de sus combinaciones. Una
realizacion mas preferida se refiere al uso donde el otro marcador (componente biolégico o metabolito de hongos
productores de gliotoxina) es gliotoxina. También podria ser utilizado cualquier otro metabolito o componente
biolégico de hongos no presente en la lista que en combinacion con la bmGT sea util para el diagndstico, pronéstico
y/o de seguimiento de patologias causadas por un hongo productor de gliotoxina o de sus derivados en un sujeto.

Otra realizacion preferida del segundo aspecto de la invencion se refiere al uso donde el hongo es del género
Aspergillus o Penicillium. Otra realizacion preferida se refiere al uso donde el hongo es Aspergillus, preferentemente
es Aspergillus fumigatus.

Otra realizacion preferida del segundo aspecto de la invencion se refiere al uso donde la patologia es aspergilosis.
La presente invencion también se refiere al uso donde la patologia es penicilosis.

Otra realizacion preferida del segundo aspecto de la invencion se refiere al uso donde el sujeto es un humano. Otra
realizacién mas preferida se refiere al uso donde el sujeto es un sujeto inmunodeprimido.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende” y sus variantes no pretenden excluir otras
caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y
caracteristicas de la invencion se desprenderan en parte de la descripcion y en parte de la practica de la invencion.
Los siguientes ejemplos y figuras se proporcionan a modo de ilustracién, y no se pretende que sean limitativos de la
presente invencion.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

FIG. 1. Cromatogramas de HPTLC de GT y BMGT tras su extraccion de sueros humanos a los que se habia
afadido concentraciones conocidas de dichas toxinas. Cantidad de cada toxina afnadida al suero: 0,068(1g;
Condiciones: Desarrollo horizontal utilizando una mezcla THF/C7/ACN (40:58:2 % en volumen, v) durante 3 min. A,
Deteccion por UV-VIS a 280nm. B, Deteccion por UV-VIS (ultravioleta-visible) a 367nm. El pico 1 corresponde a
bmGT y el 2 a GT. Curva negra: GT y bmGT extraidas de suero. Curva gris: Compuestos puros. AU, unidades
arbitrarias; mm, distancia en milimetros.

FIG. 2. Espectro UV-VIS de GT y bmGT tras su separacion mediante HPTLC. A, espectro UV-VIS
correspondiente al pico de la GT (gris) a 22.9 mm y al pico de la bmGT (negro punteado) a 17.6 mm tras la inyeccion
de compuestos puros y separacion mediante HPTLC. B, espectro UV-VIS correspondiente al pico de la GT (gris) y al
pico de la bmGT (negro punteado) tras la adicion a suero, posterior extracciéon con DCM y separaciéon por HPTLC
como se describe en los métodos. AU, unidades arbitrarias; nm, nanémetros.

FIG. 3. Espectros de masas de GT y bmGT extraidos del suero. GT y bmGT se extrajeron a partir de suero
humano al que se habia afiadido concentraciones conocidas de las toxinas y se separaron por HPTLC.
Posteriormente, los compuestos se extrajeron de las placas mediante una Interfase-MS con MeOH. A, Espectro
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MS2 de masa del i6n molecular m/z 327 correspondiente a la GT extraida de una placa de HPTLC (pico en 22,9
mm). B, Espectro MS2 de masa del ion molecular m/z 357 correspondiente a la BMGT extraida de una placa de
HPTLC (condiciones de desarrollo de la figura 1; pico en 17,6 mm). | cps (intensidad en cuentas por segundo). M/z
Da (cociente masal/carga, masa molecular en Dalton).

FIG. 4. Curvas de calibracion de GT y bmGT en suero humano. A y B, curvas de concentraciones bajas (A) y
altas (B) de bmGT detectadas por absorcién UV a 280 nm (concentracion baja: 3394,5 x + 7,1114, R2 = 0.982;
concentracion alta: 1514.1x + 1238, R2 = 0.9927). C y D, curvas de concentraciones bajas (C) y altas (D) de GT
detectadas por absorcion UV a 280 nm en gris (concentracion baja: 5386,4 x - 6,0911, R2 = 0,9967; concentracion
alta: 2183.9x + 5144.3, R2 = 0,9964) y a 367 nm en negro (concentracion baja: 5861,6 x - 17,388, R2 = 0,9868;
concentracion alta: 1794.7x + 7362.7, R2 = 0.9936). Ambas toxinas se afiadieron a suero humano, se extrajeron con
DCM y se separaron por HPTLC. AU, unidades arbitrarias; ug, microgramos).

FIG. 5. Separacion y deteccion de GT y bmGT en muestras de A. fumigatus aisladas de pacientes o en suero
de pacientes con riesgo de Al. A, cromatograma HPTLC de GT y bmGT extraidos a partir de suero humano a los
que se habian afiadido concentraciones conocidas de toxinas (estandar, std) o a partir de un cultivo de una cepa de
A. fumigatus aislada de un paciente (cultivo). B, cromatograma HPTLC de los productos extraidos a partir de
muestras de suero humano de pacientes con riesgo de Al (suero 1y 2) o de donantes sanos (suero -). Condiciones:
Desarrollo horizontal con THF/C7/ACN (40:58:2 v%) durante 3 minutos. La identidad de los picos correspondientes a
GT y bmGT (sefialados) fue determinada mediante el analisis del espectro UV-Visible a 280 nm y 367 nm. AU,
unidades arbitrarias; mm, distancia en milimetros.

FIG. 6. Analisis de la presencia de GT y bmGT en una serie secuencial de suero de pacientes con riesgo de
aspergillosis invasiva. A: paciente con leucemia mieloide aguda. B: paciente con leucemia linfatica aguda. La
concentracion de bmGT (eje izquierdo) se indica por circulos abiertos y el indice de GMN (galatomanano; eje
derecho) por triangulos cerrados. El LD (limite de deteccién) de bmGT y positividad de GMN (0,5) estan
representados por lineas continuas y discontinuas, respectivamente. Las barras horizontales superiores indican los
periodos de tiempo en el que los pacientes habian sido tratados con quimioterapia (A: idarubicina mas citarabina; B:
ciclofosfamida / metotrexato / citarabina / hidrocortisona) asi como con terapia antifungica (A: anfotericina liposomal;
B: caspofungina y voriconazol). En ningun caso se detectdé GT activa.

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos especificos que se proporcionan en este documento de patente sirven para ilustrar la
naturaleza de la presente invencion. Estos ejemplos se incluyen solamente con fines ilustrativos y no han de ser
interpretados como limitaciones a la invencién que aqui se reivindica. Por tanto, los ejemplos descritos mas adelante
ilustran la invencion sin limitar el campo de aplicacién de la misma.

A continuacion se ilustrara la invencion mediante unos ensayos realizados por los inventores, que pone de
manifiesto la utilidad de que la bmGT es un mejor marcador de la presencia de hongos que GT, y por tanto, mejor
marcador del diagndstico de patologias causadas por hongos productores de gliotoxinas o de sus derivados, entre
ellos, Aspergillus.

Ejemplo 1:

Materiales y métodos
Reactivos y mohos:

Gliotoxina (GT) y bis(metiltio)gliotoxina (SS’-dimetilgliotoxina —bmGT-) (pureza: 99%) se obtuvieron de Enzo Life
Sciences. Sus estructuras quimicas se muestran a continuacion:
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CH,OH
GT bmGT

El suero humano AB fue de Invitrogen. La cepa de Aspergillus fumigatus (A. fumigatus) B5233 (Sugui JA et al. 2007
Eukaryot Cell 6(9):1562-1569) fue proporcionada por June-Kwon-Chung (NIH / NIAID, EE.UU.).

Muestras humanas:

Suero, plasma y sangre de donantes sanos se obtuvieron del Banco de Sangre y Tejidos de Aragén, Zaragoza,
Espafia. Lavados broncoalveolares y sueros fueron obtenidos de pacientes con riesgo de aspergilosis invasiva (Al)
en el Servicio de Microbiologia del Hospital Miguel Servet, Zaragoza. Al se clasific6 como posible / probable o
probada de acuerdo a las directrices EORTC / MSG para la clasificacion de las infecciones por hongos (Ascioglu S
et al. 2002 Clin Infec Dis 34:7-14).

La determinacion del indice de galactomanano en muestras humanas se realizé de modo rutinario en el Servicio de
Microbiologia (Hospital Miguel Servet, Zaragoza) mediante la prueba Platelia Aspergillus®, Bio-Rad. Todos los
protocolos fueron supervisados y aprobados por el Comité Etico de Investigacion Clinica de Aragon (CEICA).

Cromatografia en capa fina (HPTLC):

Placas: las placas de gel de silice de alto rendimiento (placas de HPTLC, en vidrio de 10 cm x 10 cm; tamafo de
particula de 4.8 micras; tamafio de poro de 60A; capa gruesa de 0,2 mm) fueron de Merck (Darmstadt, Alemania) y
Macherey Nagel (Diren, Alemania).

Preparacion de la muestra y aplicacion:

1 - Estandares: GT y bmGT se disolvieron en MeOH, y se aplicaron sobre las placas HPTLC usando un aplicador de
muestras Linomat IV (Camag, Muttenz, Suiza), como bandas de 4 mm.

2 — Adicion in vitro sobre suero y plasma: Los compuestos puros o mezclas se disolvieron en suero o plasma
humano, se extrajeron con diclorometano (DCM) (grado HPLC, Scharlau, Barcelona, Espafia) (1:1 (v: v)) y se
aplicaron sobre las placas. Posteriormente fueron separados por HPTLC tal y como se describe a continuacion. La
eficiencia de la extraccion (precision y exactitud) se determind después de la adiciéon de cantidades conocidas de GT
y bmGT de suero o plasma humano y la posterior cuantificacion de los compuestos extraidos.

3 - Adicidn in vitro sobre sangre: Los compuestos puros o mezclas de ellos fueron disueltos en la sangre humana y
se incubaron a temperatura ambiente durante 30 min. Posteriormente, la sangre se centrifugd a 2000 revoluciones
por minuto (rpm) durante 15 minutos, el suero fue recuperado y GT y bmGT fueron extraidas y analizadas como se
describe anteriormente.

4 - Filtrados de cultivos de mohos: Los filtrados de cultivos del moho fueron preparados como se describid
previamente (Sugui JA et al. 2007 Eukaryot Cell 6(9):1562-1569). Brevemente, las esporas se suspendieron en
medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco) a una densidad de 1x105 esporas / ml. Después de 72 horas a 37 ° C, la
suspension se filtré a través de filtros de 0,2 ['/m (BD) y se almacenaron a -80 ° C. GT y bmGT fueron extraidas y
analizadas como se describe anteriormente.

Desarrollo cromatografico:

Las muestras se separaron usando una camara de desarrollo horizontal (Camag) mediante la colocacién de las
placas hacia abajo. n-heptano (C7), MeOH, tetrahidrofurano (THF) y acetonitrilo (ACN) (grado HPLC, Scharlau,
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Barcelona, Espafia) se utilizaron como disolventes. La separacion y cuantificacion de GT y bmGT se realizé con una
mezcla de THF: C7: ACN (40:58:2) (v: v: v) durante 3 min.

Deteccion y cuantificacion mediante espectroscopia UV se utilizé un escaner TLC3 (Camag) en el modo UV con el
que se llevo a cabo densitometria de barrido UV para la determinacion de GT y bmGT (longitud de onda (A) = 280 y
367 nm). Un barrido lineal con un haz de 4 mm x 0,2 mm se utilizé6 en ambos casos. El area bajo los picos fue
cuantificada y guardada utilizando el software de Camag.

Espectrometria de masas (MS):

Para la extraccion de la GT y bmGT de las placas de HPTLC se utilizé un interfaz HPTLC-MS de Camag, utilizando
MeOH como disolvente.

Para la identificacion de GT y bmGT se utilizé un sistema de MS Sciex MDS, 3200 Q TRAMPA LC / MS / MS
(Applied Biosystems) equipado con una fuente de ionizacion de electrospray (ESI).

Resultados

Aunque la GT fue aislada y caracterizada originalmente por cromatografia en capa fina (TLC) (Mullbacher A et al.
1985. J Gen Micorbiol 131(5):1251-1258; Mullbacher A et al. 1984 Proc Natl Acad Sci USA 81(12):3835-3837), los
métodos de deteccidon habituales se basan actualmente en cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) y
espectrometria de masas (MS) (Sulyok et al. 2007 Anal Bioanal Chem 389(5):1505-1523; Vishwanath V et al. 2009
Anal Bioanl Chem 395(5):1355-1372). Aqui hemos empleado un método basado en HPTLC para separar, detectar y
cuantificar GT y bmGT mas sensible que los descritos en el estado del arte. Las ventajas principales del uso de
HPTLC frente a HPLC son que las operaciones son mas baratas, los resultados mas rapidos y la posibilidad de
analizar varias muestras al mismo tiempo para el analisis comparativo. Ademas, pueden ser ejecutados por personal
del laboratorio no especializado. Por ejemplo, hemos sido capaces de analizar (deteccién, separacion y
cuantificacion) 10 muestras en menos de 10 minutos, incluyendo la recuperacion de la muestra.

En primer lugar se establecieron las condiciones 6ptimas para la extraccion y separacion de la GT y bmGT. Para ello
hemos utilizado mezclas de compuestos puros o suero comercial humano al que se han afiadido cantidades
conocidas de estas mezclas. La separacion 6ptima se obtuvo con la mezcla de disolventes C7: THF: ACN (58:40:2)
(FIG. 2). Este protocolo de elucién se utilizo en todos los estudios posteriores.

A continuacioén se determino el limite de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ) de las diferentes técnicas. Con este
objetivo se realizaron mezclas de GT y bmGT y suero comercial humano en el rango de 1 a 75 ng/punto aplicacion
para cada toxina. Las muestras se aplicaron a la placa HPTLC, se desarrollaron los cromatogramas y la sefal
obtenida de las muestras se comparé con las muestras del blanco (suero humano sin toxinas) aplicadas al mismo
tiempo. La muestra que originaba una relacion sefal-ruido de 3 fue seleccionada como LOD y de 10 como LOQ.

Deteccion por UV:

En primer lugar, se analizaron los espectros de absorcion de GT y bmGT después de su elucién a partir de mezclas
de compuestos puros. Los espectros presentaban dos maximos de absorcion a 280 y 367 nm para la GT, mientras
que solo un maximo se observaba a 280 nm para la bmGT (FIG 1A). Es importante destacar que estas diferencias
entre los espectros son utiles para diferenciar y cuantificar los compuestos. Con el fin de evaluar si los componentes
del suero inducian cambios en el espectro UV de GT y bmGT, se analiz6 el efecto del suero humano. Se afiadié GT
o bmGT a suero humano comercial, y posteriormente los compuestos se extrajeron, se aplicaron sobre las placas,
se separaron y los espectros de UV se analizaron. Como se muestra en la FIG 2B los espectros de GT y bmGT eran
idénticos a los de los compuestos puros (FIG 2A). Mediante el uso de la deteccién UV, hemos sido capaces de
detectar 5y 10 ng de GT y bmGT, respectivamente. Los limites de deteccion obtenidos son mejores que con otros
métodos mas complejos que los empleados en la presente invencién. La cantidad mas pequefia de GT utilizada en
métodos como HPLC-MS fue de 15 ng en muestras de alimentos (Sulyok M et al. Anal Bioanal Chem 389(5):1505-
1523) y 20 ng en cultivos de A. fumigatus (Kupfahl C et al. 2008 Int J Med Microbiol 298(3-4):319-327) o en muestras
de suero humano (Lewis RE et al. 2005 Infect Immun 73(1):635-637. Un problema importante para este tipo de
técnicas (HPCL-MS) podria ser un efecto matriz que produce una supresion de la sefal, lo que reduce la
sensibilidad de la deteccion. Otros métodos de HPLC necesitaban mas 45ng de GT pura (Kupfahl C et al. 2008 Int J
Med Microbiol 298(3-4):319-327; Kupfahl C et al. FEMS Yeast Res 7(6):986-992; Richard JL et al. Mycopathologia
107(2-3):145-151) ahadida a muestras de alimentos o bioldgicas. La comparacién con otros métodos que utilizan
TLC indica que mas de 100 ng / punto de aplicacién eran requeridos para detectar la GT (Puri A et al. 2010 Biomed
Chromatogr 24 (8):887-892; Wilhite S et al. 1994 Phytopathology 84(8):816-821). El método descrito en la presente
invencion permite detectar cantidades de GT y bmGT incluso mas bajas que bioensayos especificos que
necesitaban mas de 18 ng de compuesto (Grovel O ef al. 2006 J Microbiol Methods 66(2):286-293). Este método de
deteccion (UV) fue elegido para la deteccion y cuantificacion de GT y bmGT en muestras humanas. Recientemente,
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Puri et al. (Puri A et al. 2010 Biomed Chromatogr 24 (8):887-892) describié un método, utilizando HPTLC, para la
determinacion cuantitativa de GT en el suero de pacientes con aspergilosis pero en dicho trabajo, el limite de
deteccion fue de 25 ng / ml de GT y el rango de la muestra que se aplicé 100-1000ng/punto de aplicacién. Estas
cantidades son significativamente superiores a la cantidad detectada en la presente invencién y por lo tanto, el
método de la invencidn es mas sensible y por lo tanto mas util para la deteccion precoz de enfermedades causadas
por hongos productores de GT.

Precision y exactitud de la deteccion de GT y bmGT:

Para definir la sensibilidad y la precision de nuestro método, hemos analizado los porcentajes de recuperacion de
GT y bmGT de suero y plasma humanos, asi como la desviacion estandar relativa (RSD) de cuatro mediciones
independientes realizadas en cuatro dias diferentes (Tabla 1). Para ello diferentes cantidades de GT y bmGT se
afiadieron al suero o plasma de donantes sanos. Posteriormente, GT y bmGT se extrajeron, separaron y
cuantificaron como se describe anteriormente.

Tabla 1. Eficiencia de la recuperacion de GT y bmGT a partir suero humano, plasma y sangre.

Muestra Masa' % Gliotoxina (GT)* % Bis-metil-Gliotoxina (bmGT)*
media sd RSD media sd RSD

Suero 0,05 pg 77,97 14,63 18,77 75,95 11,71 15,42
0,5 ug 94,34 7,20 7,63 96,10 8,19 8,53
5 ug 91,79 9,10 9,91 94,65 6,09 6,43
Plasma 0,05 pg 80,09 6,30 7,87 85,28 4,22 4,94
0,5 ug 98,14 4,23 4,31 94,96 2,07 2,18
5 ug 95,99 5,55 5,78 96,33 8,18 8,49

Sangre 5 ug 8,44 0,34 16,08 73,21 2,31 12,85
20 ug 6,56 0,17 10,42 87,24 2,01 9,23

' Masa de GT o bmGT afadida a 1 ml de suero, plasma o sangre total. Antes de la extraccion, la sangre se
centrifugd para eliminar la fraccion celular.

% El porcentaje (%) de recuperacion se calculd como la media y desviacion estandar (SD) de 4 extracciones
independientes.

Como se muestra en la tabla 1, la recuperacion de GT y bmGT del suero y el plasma fue similar, siendo superior al
90% en la mayoria de los casos. Solo cuando cantidades bajas de compuestos fueron afadidas (50 ng), la
recuperacion fue ligeramente menor, pero todavia alrededor del 80% en la mayoria de los casos. Los valores de
RSD variaban entre el 2 y el 18%, lo que indica un nivel aceptable de reproducibilidad del método. Recuperacion de
GT y bmGT de sangre humana:

Paralelamente, se analizo la influencia de la presencia de células sanguineas en la recuperacion de GT y bmGT. En
contraste con el suero y el plasma, se recuperd6 menos del 10% de GT de la sangre entera, incluso cuando se
afiadieron grandes cantidades de GT (20 ug) (Tabla 1). Por el contrario, el porcentaje de bmGT recuperado todavia
era muy alto y comparable al de suero y plasma. La precisiéon de esta determinacion era tan alta como en el suero o
plasma con valores de RSD de entre el 9-16%. Alicuotas de sangre y plasma procedentes de la misma unidad de
sangre se usaron simultaneamente para realizar estas determinaciones, por lo tanto, la Unica, pero crucial diferencia
entre ambos fluidos es la presencia de glébulos rojos y blancos en la sangre. Este resultado confirma que la GT,
pero no la bmGT, se elimina rapidamente por las células in vitro y, por tanto, puede no ser detectada en los fluidos
de los pacientes con Al. A pesar de que GT se ha detectado en muestras de suero de pacientes infectados, nuestros
resultados sugieren que bmGT es un mejor para controlar la presencia de hongos en pacientes inmunodeprimidos
ya que los resultados aqui mostrados muestran que no se elimina por las células del paciente.

Especificidad de la deteccion de GT y bmGT:

Nuestros datos sugieren que es posible detectar selectivamente GT si la absorcion se mide a 367 nm. Trabajos
anteriores han utilizado siempre las mediciones a 254 nm (Puri A ef al. 2010 Biomed Chromatogr 24(8):887-892;
Richard JL et al. 1989 Mycopathologia 107(2-3): 145-151). Nuestros resultados indican que la combinacion de
medidas tanto a 280 y 367 nm es la manera mas precisa para evaluar la presencia de GT biolégicamente activa, asi
como la relacion de bmGT y GT. Esto es muy importante para establecer un diagnéstico mas preciso y un prondstico
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de Al, ya que como se indico anteriormente, GT puede ser incorporada por las células, enmascarando su deteccion
(Tabla 1) y originando falsos negativos en el diagndstico de Al.

Una de las ventajas del método de la invencién es que la presencia de GT y bmGT puede evaluarse sin necesidad
de utilizar el analisis de MS. Para validar esta afirmacion, se decidié confirmar la identidad de GT y bmGT por MS.
Después de la separacion GT y bmGT partir de suero humano por HPTLC, ambas muestras se extrajeron en MeOH
mediante un interfaz HPTLC-MS, con el fin de confirmar la identidad de los dos picos mediante MS tal y como se
muestra en la Figura 3. Las muestras se infundieron directamente en la sonda ESI con una jeringa automatica. Un
analisis completo de MS mostré un iébn mas abundante a m / z 349 para GT y 380 para bmGT, correspondientes a
los respectivos aductos de sodio [M + Na]+. También se encontré el i6n molecular[M]+ a m / z 327,2 y 357,4, en
cada caso, correspondiente al peso molecular calculado a partir de la férmula molecular de GT y bmGT.

En ambos casos, el idn molecular [M]+ fue seleccionado para la fragmentacion en modo de Registro de Reacciones
Multiples (MRM). La fragmentacion del compuesto con m / z 327,2 resulté en cuatro fragmentos mayoritarios con m /
z 263.2, 245.2, 227.2 y 217.2 con una energia de colisién (CE) de 50. En el caso del compuesto con m/z 357.4 la
colision con el CE de 50, dio lugar a fragmentos de m / z 309.2, 273.2 y 261.2. El patron de fragmentacion que se
manifiesta en el espectro de GT indica una pérdida de 64 unidades m/z, lo que corresponde a un puente disulfuro
[M-S2] +. En el caso de su analogo ditiometilado se muestra la falta de 47 m/z unidades correspondientes a un grupo
-SMe [M-SMel+. Estos datos confirman que estas moléculas corresponden a GT y bmGT, respectivamente.

Cuantificacion de GT y bmGT:

Una vez que las condiciones 6ptimas para extraer, separar y detectar GT y bmGT se establecieron y la precision,
sensibilidad y especificidad se determind, se procedié a utilizar este método para cuantificar GT y bmGT en suero,
plasma y sangre humana. A priori no sabiamos la cantidad de GT y/o bmGT que puede estar presente en los fluidos
de pacientes con Al. Por lo tanto, se analizé la linealidad de nuestro sistema de deteccion en un rango amplio de
concentraciones. Se calcularon dos rectas de calibracidon representando concentraciones altas y bajas para cada
compuesto mediante la adicion de cantidades decrecientes de GT y bmGT a suero humano (Figura 4).

Las rectas se calcularon a las longitudes de onda en las que se habian observado los maximos de absorcién UV
para estos compuestos (FIG 2A). 280 nm y 367 nm en el caso de la GT y 280 nm en el caso de bmGT. En todos los
casos la linealidad fue muy buena con valores de R2 superiores a 0,98.

Deteccion de GT y bmGT en muestras de pacientes:

Por ultimo, se analiz6 si la técnica descrita era capaz de detectar GT y/o bmGT en fluidos de seres humanos con Al
posible / probable o probada. La mayoria de las muestras analizadas se tomaron de pacientes inmunodeprimidos
con riesgo de Al (posible / probable), porque el nimero de muestras de casos de Al identificados positivamente
(autopsia) era muy pequenia.

En primer lugar, se analiz6 si podiamos detectar GT y bmGT en un filtrado preparado a partir de un cultivo de una
cepa de A. fumigatus aislada de un paciente. Como se muestra en la figura 5A, hemos sido capaces de detectar
ambos compuestos. Al igual que en este aislado, de un total de 50 aislados clinicos analizados, hemos sido capaces
de encontrar bmGT el 95% mientras que GT fue detectada en el 70% de los casos, lo que sugiere que la mayoria de
los aislados clinicos de A. fumigatus producen el marcador bmGT.

A continuacion las muestras de suero humanas fueron procesadas y después de la elucion de las placas de HPTLC,
la concentracion de GT y/o bmGT se calcul6 mediante la extrapolacién de los valores en la recta de calibracion
correspondiente. Un ejemplo del perfil de elucion de las muestras de suero se muestra en la figura 5B. En todos los
casos estudiados, la concentracion de GT fue notablemente mas baja que la de bmGT, lo que sugiere una vez mas
que bmGT permanece mas tiempo en los fluidos humanos que el compuesto activo.

Tabla 2. Deteccion de GT y bmGT en muestras de pacientes en riesgo de o con Al posible / probable o probada.

1 2 3 Indice GT bmGT
Muestra Enfermedad Al Galactomanano® (ug/ml) (ug/ml)
1 ALL Posible 0,5 - 5
2 EPOC Probable 2.06 2.02 -
3 ALL Probable 1,8 - 0,46
4 AML Probable 0,5 - 1,56
5 AML posible - - -
6 AML posible - - 49.84
7 ALL posible - - 3,17
8 MS posible - 0.19 +
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9 CLL-B posible - - 2,04
10 AML posible - - 2,17
11 AML posible - - -
12 CLL-B posible - - -
13 AML posible - - -
14 MM posible - - -
15 Sarcoma Ewing posible - - -
16 Leucemia aguda posible - - -
17 Tronbocitopenia riesgo - - -
18 Mieloproliferacion posible - - -
19 Trasp'lante posible ) ) )
cardiaco
20 ALL probable 7.1 - +
21 MG probable 1.4 0.25 +
22 ALL posible - - -
23 Linfoma cerebral posible - - -
24 MM posible - - 0.83
25 AML posible - - 0.40
26 AML posible - - -
27 Transplgnte médula posible ) ) )
Osea
28 Oncologia posible - - 5.05
29 AML posible - - 0.47
30 Trasplante cardiaco probable 1.22 - 3.52
31 AML posible - - -
32 o Oncologia posible - - 14.26
ematoldgica

33 MS posible - - -
34 Linfoma B posible - - -
35 Pancitopenia. posible - - 19.99
36 sano - - - -
37 sano - - - -
38 sano - - - -
39 sano - - - -
40 sano - - - -
41 sano - - - -
42 sano - - - -
43 sano - - - -
44 sano - - - -
45 AML - neutropenia® - - -
46 AML - neutropenia® - - -
47 ALL - neutropenia® - - -
48 AML - neutropenia® - - -
49 AML - neutropenia® - - -
50 BMT - neutropenia® - - -
51 BMT - neutropenia®

52 BMT - neutropenia®

! todas las muestras son suero excepto la 20 y la 21 que son lavados broncoalveolares. Para la obtencion del suero
la sangre se centrifugd a 2000 rpm durante 15 minutos y se recolectd la fraccion soluble. Los lavados
broncoalveolares se filtraron con un filtro de 0,2 ym. La extracciéon se realizd con diclorometano tal y como se
describe anteriormente.

2 enfermedad subyacente a la Al. ALL: Leucemia linfoblastica aguda; AML: Leucemia mieloide aguda; MG:
Gammapatia Monoclonal; CLL: Leucemia linfatica crénica; MS: sindrome mielodisplasico; MM: Mieloma multiple

% seguin las directrices EORTC/MSG para la clasificacion de infecciones fungicas

* Indice superior a 0,5 es considerado como positivo
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+ muestra positiva por debajo del limite de cuantificacion (10 ng/ml)

® muestras control procedentes de pacientes con neutropenia pero sin ninguna evidencia de infeccién micoldgica.
Junto con las muestras de pacientes sanos indican que el marcador bmGT no se detecta en personas sin riesgo o
sin ninguna evidencia de infeccion.

Como se muestra en la tabla 2, el método de la invencion es capaz de detectar bmGT en 3 de 4 sueros de pacientes
con Al probable (75%) y 12 de 28 con Al posible (43%). Cabe destacar que de los casos posibles el galactomanano
solo fue detectado en 1 de ellos. La GT sélo se detectd en uno de los sueros con Al probable de ellas (25%) y en
otro con posible (3%). En las dos muestras de lavados broncoalveolares que estaban disponibles (muestras 20 y 21)
se detecté bmGT. Cabe destacar que fuimos capaces de encontrar bmGT en las muestras 6, 7, 8, 9, 10, 24, 25, 28,
29, 32 y 35 donde el galactomanano (el marcador principal actual para el diagndstico de Al) no era detectable, lo que
sugiere que la bmGT puede ser un marcador mas precoz para revelar la presencia de Aspergillus. Se debe indicar
que en todas las muestras posibles en las que no se detecté bmGT, tampoco se detecté el galatomanano ni existia
ninguna evidencia de infeccién micoldgica. Como controles se han utilzado dos grupos diferentes: donantes sanos y
pacientes neutropénicos (en riesgo de infeccion por aspergillus) en los que no existe ninguna evidencia de infeccion
(fiebre, tos, dificultad respiratoria, etc). En ninguno de estos grupos se detecté GT o bmGT.

En la mayoria de los casos la concentracion de GT fue mucho menor que la concentracién de bmGT, lo que sugiere
que la prevalencia del GT en el suero es mas transitoria que bmGT. Este resultado confirma nuestra hipétesis de
que la vida media de bmGT en el suero es mas larga que la de GT vy, por lo tanto, es un marcador de diagndstico
mejor.

Por lo tanto, se han realizado los estudios necesarios para confirmar la precision y sensibilidad de la deteccion de
SS’-dimetil-gliotoxina en suero humano mediante (cromatografia de capa fina con deteccion por UV). Asimismo, se
ha confirmado que el método de detecciéon de la invencion es fiable (realmente detecta SS’-dimetil-gliotoxina y no
otros compuestos similares) mediante espectrometria de masas (LC-MS-MS). En la presente invencién se han
utilizado muestras procedentes de sangre de donantes sanos, pacientes neutropénicos sin evidencia de infeccion,
pacientes con aspergilosis posible o pacientes con aspergilosis probable. En ninguno de las muestras de donantes
sanos o neutropénicos sin evidencia de infeccion se ha encontrado SS’-dimetil-gliotoxina. Nuestros datos indican
que mientras la forma activa de la gliotoxina se presenta en algunos de ellos, la SS’-dimetil-gliotoxina se presenta en
un porcentaje mucho mas significativo de dichas muestras (alrededor del 75% en muestras probables -positivas en
galactomanano- y del 43% en muestras posibles e incluso es detectada en un 40% de muestras negativas en
galactomanano (tabla 2). Esto puede ser explicado a que la GT es muy activa y rapidamente metabolizada por los
tejidos del organismo. En cambio, la bmGT es inerte y no se incorpora a los tejidos por lo que su presencia en los
fluidos del organismo es mas estable. De hecho, nuestros datos indican que si afiadimos GT a muestras de sangre
total y analizamos sus niveles en plasma (fraccion liquida de la sangre) tras 10 minutos, el 90% de la GT se ha
perdido en las células de la sangre (Tabla 1). En cambio solo un 10-15% de la bmGT se pierde en estas
condiciones. Este hecho nos indica que la deteccion de bmGT origina muchos menos falsos negativos que la
deteccion de GT. Ademas en algunas muestras somos capaces de detectar bmGT antes que el galactomanano,
marcador actual de aspergilosis invasiva (Tabla 2). Los analisis se han llevado a cabo en muestras de suero humano
obtenido a partir de sangre periférica y en lavados broncoalveolares (tabla 2). Otros datos que apoyan la presente
invencion han sido generados utilizando cepas de Aspergillus fumigatus aisladas a partir de personas con
Aspergilosis confirmada. Nuestros datos indican que la mayoria de estos aislados clinicos son capaces de producir
bmGT, lo que apoya la generalidad de dicho marcador. Por lo tanto, los resultados obtenidos sirven de base para el
uso in vitro de la bmGT como se describe en el segundo aspecto de la invencion y ademas, la presente invencion
muestra un método basado en la deteccion de bmGT para el diagndstico, prondstico y/o seguimiento tal y como se
describe en el primer aspecto de la invencion.

Andlisis de la presencia de GT y bmGT en una serie secuencial de suero de pacientes con riesgo de aspergillosis
invasiva (paciente con leucemia mieloide aguda y paciente con leucemia linfatica aguda).

Como se muestra en la figura 6A, ni el galactomanano ni la bmGT se detectaron durante las primeras etapas de la
quimioterapia (idarrubicina mas citarabina). Sin embargo, el nivel de ambos compuestos aumentd notablemente
después de terminar el tratamiento, cuando el paciente tenia neutropenia grave. El tratamiento con anfotericina B
liposomal (L-AMB) redujo progresivamente los niveles de ambos marcadores. Es importante destacar que hemos
encontrado mas muestras positivas para bmGT que para galactomanano entre los dias 04/10 y 13/10. bmGT se
detectd en todas las muestras, mientras que una muestra fue negativa para galactomanano (06/10) y otra estaba en
su limite de deteccion (04/10). Los resultados para el segundo paciente (figura 6B) fueron similares a los del primero.
bmGT y galactomanano aparecieron después de que el paciente fuera tratado con quimioterapia intensiva
(ciclofosfamida / metotrexato / citarabina / hidrocortisona) y disminuyeron después del tratamiento antifingico. Estos
dos ejemplos ilustran nuevamente que la bmGT puede ser utilizada como marcador especifico de aspergillosis
invasiva y que puede ayudar a mejorar los métodos actuales utilizados en el diagnéstico de esta infeccion.
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REIVINDICACIONES
1. Un método in vitro para el diagnoéstico, prondstico y/o seguimiento de patologias causadas por hongos
productores de gliotoxina o de derivados de gliotoxina caracterizado por la deteccion de SS’-dimetil-gliotoxina en
la muestra biolégica de un sujeto, donde los hongos son hongos del género Aspergillus.

2. El método segun la reivindicacion 1, donde la deteccion se lleva a cabo mediante los siguientes pasos:

a. separacion de SS’-dimetil-gliotoxina en la muestra, mediante cromatografia;
b. deteccion y/o cuantificacion del compuesto separado en (a) mediante espectroscopia
ultravioleta.

3. El método segun la reivindicacion 2, donde la separacion del paso (a) se lleva a cabo mediante
cromatografia en capa fina (HPTLC).

4. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 2 o 3, donde la deteccion del paso (b) se realiza entre
220y 400 nm.

5. El método segun la reivindicacion 4, donde la deteccion del paso (b) se realiza a 280nm.

6. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde el hongo es Aspergillus fumigatus.

7. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, donde la patologia es aspergilosis,
preferiblemente la aspergilosis es aspergilosis invasiva.

8. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, donde el sujeto es humano.

9. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, donde la muestra bioldgica se selecciona entre
suero, plasma, sangre o lavado broncoalveolar.

10. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, donde ademas comprende la deteccion de
componentes bioldgicos o de metabolitos de hongos, donde dichos componentes o metabolitos se seleccionan
de la lista que comprende: galactomanano, (1-3)beta-D-glucano, ADN, antigenos, gliotoxina, gliotoxina E,
Gliotoxina G, S-metilgliotoxina, acido helvélico, sirodesminas, aranotina, emestrina, ditiosilvatina, esporidesmina,
esterigmatocistina, aflatoxinas, ocratoxinas, fumonisinas o cualquiera de sus combinaciones.

11. El método segun la reivindicacion 10, donde se detecta gliotoxina mediante los siguientes pasos:

a. separacion de gliotoxina en la muestra, mediante cromatografia;
b. deteccion y/o cuantificacion del compuesto separado en (a) mediante espectroscopia
ultravioleta.

12. El método segun la reivindicaciéon 11, donde la deteccion del paso (b), para la gliotoxina, se realiza entre
220-400 nm, preferiblemente a 280 y 367nm.

13. Uso in vitro de SS’-dimetil-gliotoxina como marcador para el diagnéstico, prondstico y/o de seguimiento de
patologias causadas por un hongo productor de gliotoxina o derivados de gliotoxina en un sujeto,
preferiblemente la patologia es aspergilosis invasiva, donde los hongos son hongos del género Aspergillus.

14. Uso in vitro de SS’-dimetil-gliotoxina segun la reivindicacion 13, combinado con al menos un componente
biolégico o metabolito de hongos productores de gliotoxina, seleccionado de la lista que comprende
galactomanano, (1-3)beta-D-glucano, ADN, antigenos, gliotoxina gliotoxina E, Gliotoxina G, S-metilgliotoxina,
acido helvdlico, esporidesmina, esterigmatocistina, aflatoxinas, ocratoxinas, fumonisinas o cualquiera de sus
combinaciones.
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FIG. 4A

300

bmGT baja

»

250 4

200 -

150 -

AU

100 -

50 -

0

0001 0B 003 004 005 006 007 008

FIG. 4B ng

20000
bmGT alta

- 10000 |




FIG. 4C

ES 2 568 228 T3

400
350 1
300 A
250 1
200 1
150 1
100 -

50 1

AU

GT baja 367 nm

0
0 001

FIG. 4D

002 003 004 005 006 007 008

ug

40000
GT alta

300001
= 200001

100001

367 nm

10

12

19




ES 2 568 228 T3

FIG. 5A
200
———std
cultivo
150 1 o 1
i
!
t
) '
<C 100+ e ;
!
!
!
50 -
0
0
mm
FIG. 5B
200
suero -
- suero 1
N | ——--Suero 2
L
- :
< 100 - N
50 -

20




ES 2 568 228 T3

FIG. 6
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