ES 2614 059 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @NUmero de publicacion: 2 614 059
Ent. ci.;

GO1N 33/68 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: ~ 13.03.2012 ~ PCT/US2012/028934
Fecha y nimero de publicacién internacional: 20.09.2012 W02012125641

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:  13.03.2012 E 12757314 (5)
Fecha y nimero de publicacién de la concesion europea: 16.11.2016  EP 2686681

Tl’tulo: Biomarcador de diagndstico para predecir las mujeres en riesgo de parto prematuro

Prioridad: @ Titular/es:

17.03.2011 US 201161453765 P CEDARS-SINAI MEDICAL CENTER (100.0%)
8700 Beverly Boulevard

Fecha de publicacion y mencion en BOPI de la Los Angeles, California 90048, US
traduccion de la patente: @ Inventor/es:

29.05.2017 EQUILS, OZLEM O. y
SIMMONS, JR., CHARLES F.

Agente/Representante:
SAEZ MAESO, Ana

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2614059 T3

DESCRIPCION
Biomarcador de diagnostico para predecir las mujeres en riesgo de parto prematuro
Campo de la invencion

Esta invencion se refiere al parto prematuro. Mas especificamente, la invencion proporciona biomarcadores y métodos
de uso de biomarcadores para determinar el riesgo de parto prematuro.

Antecedentes

La siguiente descripcion incluye informacién que puede ser Util para comprender la presente invencion. No es una
admision que cualquiera de la informacion proporcionada en este documento sea de la técnica anterior o relevante para
la invenciéon actualmente reivindicada, o que cualquier publicacién referida de forma especifica o implicita sea de la
técnica anterior.

El parto prematuro es uno de los problemas de salud fetal mas importantes en los Estados Unidos de la actualidad.
Aproximadamente uno de cada ocho recién nacidos es de parto prematuro y la incidencia de prematuridad no ha
disminuido en los ultimos 20 afios. La mayoria de los bebés prematuros, si sobreviven, a menudo tienen problemas
cardiacos, neurolégicos, oftalmicos y gastrointestinales que pueden extenderse incluso mas alla de la infancia y tal vez
conducir a enfermedades de adultos tales como la aterosclerosis. Actualmente, hay pocos, si es que existen
biomarcadores de diagndstico disponibles que identifiquen efectivamente a las mujeres que van a tener partos
prematuros. Los biomarcadores que sean capaces de identificar a estas mujeres en riesgo serian utiles en el despliegue
de estrategias de prevencion/tratamiento y para evaluar la efectividad de estos tratamientos. Por lo tanto, existe la
necesidad de desarrollar nuevos diagndsticos que puedan identificar a las mujeres que tendran partos prematuros.
Especialmente, biomarcadores de diagnostico que pueden detectarse en mujeres no embarazadas o en mujeres
durante el primer trimestre. Los biomarcadores también se pueden utilizar mas adelante en el embarazo para evaluar la
eficacia de las estrategias de tratamiento y/o prevencion.

Resumen de la invencién

La invencion proporciona un método ex vivo para identificar una mujer en riesgo o diagnosticar la susceptibilidad de una
mujer para un parto prematuro, que comprende:

(a) estimular células mononucleares de sangre periférica ("PBMC") de una mujer utilizando un antigeno y/o estimulante;

(b) determinar el nivel de secrecién de una combinacion de citoquinas de las PBMC estimuladas, en donde al menos
dos citoquinas en la combinacion se seleccionan entre IL-10, IL-13 e IL-1RA;

(c) comparar el nivel de secrecion de la combinacion medida en (b) con el nivel de secrecion de la misma combinacion
de citoquinas de PBMC de control aisladas de mujeres que tuvieron un parto a término y estimuladas utilizando el
mismo antigeno y/o estimulante;

(d) determinar si el nivel de secrecion medido en (b) es mas alto o mas bajo que el nivel de secrecion de las PBMC de
control;

identificando asi si la mujer esta en riesgo de parto prematuro.

Las siguientes realizaciones y aspectos de la misma se describen e ilustran conjuntamente con composiciones y
métodos que estan destinados a ser ejemplares e ilustrativos, no limitativos de alcance.

Se describe un método que comprende: obtener una muestra biolégica de una mujer que desea una evaluacion de su
riesgo de parto prematuro; exponer la muestra bioldgica ex vivo a un antigeno y/o un estimulante; y la evaluacion de una
respuesta inmune para predecir si la mujer esta en riesgo de parto prematuro. En diversas realizaciones, la muestra
bioldgica puede ser sangre entera.

En diversas realizaciones, el método puede comprender ademas la separacion de células sanguineas de la muestra y la
exposicion de las células sanguineas separadas al antigeno.

En diversas realizaciones, la exposicion de la muestra biolégica ex vivo al antigeno o al estimulante puede consistir en
recoger la muestra bioldégica en un recipiente revestido con el antigeno y/o estimulante.

En diversas realizaciones, el método puede comprender ademas eliminar plasma de la muestra biolégica y ensayar el
plasma para evaluar la respuesta inmune. En diversas realizaciones, la eliminacion del plasma de la muestra biolégica
puede comprender centrifugar el tubo que comprende la muestra bioldgica y recoger el plasma.
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En diversas realizaciones, el antigeno y/o estimulante puede ser cortisol, LPS, fitohemaglutinina, un antigeno de
histocompatibilidad materna, un antigeno de histocompatibilidad paterno, un antigeno de histocompatibilidad fetal, un
antigeno microbiano, una citoquina, un éster de forbol, un agente capaz de inducir la diferenciacion de tipo Th1 o Th2 de
linfocitos 0 una combinacion de los mismos.

En diversas realizaciones; la evaluacion de la respuesta inmune puede comprender el ensayo de un nivel de expresion
de una citoquina, receptor de citoquina, antagonista del receptor de citoquina, quimioquina, receptor de quimioquina,
antagonista del receptor de quimioquina, o combinaciones de los mismos. En diversas realizaciones, la citoquina, el
receptor de citoquina, el antagonista del receptor de citoquina, la quimioquina, el receptor de quimioquina, el antagonista
del receptor de quimioquina o combinaciones de los mismos se pueden seleccionar del grupo que consiste en IL-10, IL-
13, 1L-1RA y combinaciones de los mismos.

En diversas realizaciones, un nivel de expresidon mas alto o mas bajo de la citoquina, receptor de citoquina, antagonista
del receptor de citoquina, quimioquina, receptor de quimioquina y/o antagonista del receptor de quimioquina en
comparacion con un control puede indicar que la mujer tiene un riesgo aumentado de parto prematuro. En diversas
realizaciones, el nivel de expresion mas alto o mas bajo de la citoquina, receptor de citoquina, antagonista del receptor
de citoquina, quimioquina, receptor de quimioquina y/o antagonista del receptor de quimioquina puede ser al menos una
o tres veces superior o inferior en comparaciéon con los niveles del control. En diversas realizaciones, el nivel de la
expresion mas alto o mas bajo de la citoquina, receptor de citoquina, antagonista del receptor de citoquina, quimioquina,
receptor de quimioquina y/o antagonista del receptor de quimioquina puede ser indicativo de un riesgo bajo, medio o alto
de parto prematuro. En diversas realizaciones, una expresion estadisticamente significativa o mas alta de la citoquina,
receptor de citoquina, antagonista del receptor de citoquina, quimioquina, receptor de quimioquina y/o antagonista del
receptor de quimioquina en comparacion con un control puede indicar que la mujer presenta un riesgo aumentado de
parto prematuro.

En diversas realizaciones, la evaluacién de la respuesta inmune puede comprender el uso de una técnica seleccionada
del grupo que consiste en un ensayo inmunosorbente ligado a enzimas de puntos (ELISpot), un ensayo inmunosorbente
ligado a enzimas (ELISA), un ensayo de microarrays, un BCP cuantitativo, un ensayo de transferencia Northern, ensayo
de transferencia Southern, ensayo de transferencia Western, ensayo inmunohistoquimico, ensayo de unién y
combinaciones de los mismos.

Se describe un kit, que comprende: un recipiente que comprende un antigeno y/o un estimulante; instrucciones para
usar el recipiente para recoger una muestra biolégica de una mujer para detectar una respuesta inmune; e instrucciones
para determinar el riesgo de parto prematuro de la mujer. El kit puede comprender ademas un reactivo para detectar la
respuesta inmune. El kit puede comprender ademas un control positivo y/o un control negativo.

Se describe un método que comprende: obtener una muestra de sangre entera de una mujer que desea una evaluacion
de su riesgo de parto prematuro; exponer la muestra ex vivo a un antigeno y/o un estimulante recogiendo la muestra en
un recipiente recubierto con el antigeno y/o estimulante; y la evaluacion de una respuesta inmune para predecir si la
mujer esta en riesgo de parto prematuro. En diversas realizaciones, el antigeno y/o estimulante puede ser Cortisol, LPS,
fitohemaglutinina, o combinaciones de los mismos. En diversas realizaciones, la evaluacion de la respuesta inmune
puede comprender el ensayo de un nivel de expresion de una citoquina, receptor de citoquina, antagonista del receptor
de citoquina, quimioquina, receptor de quimioquina, antagonista del receptor de quimioquina, o combinaciones de los
mismos, en donde un nivel de expresion estadisticamente significativo mas alto o mas bajo de la citoquina, receptor de
citoquina, antagonista del receptor de citoquina, quimioquina, receptor de quimioquina y/o antagonista del receptor de
quimioquina en comparacion con un control indica que la mujer presenta un riesgo aumentado de parto prematuro. En
diversas realizaciones, la citoquina, el receptor de citoquina, el antagonista del receptor de citoquina, la quimioquina, el
receptor de quimioquina, el antagonista del receptor de quimioquina, o combinaciones de los mismos se pueden
seleccionar del grupo que consiste en IL-10, IL-13, IL-1RA y combinaciones de los mismos.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion se pondran de manifiesto a partir de la siguiente descripcion detallada,
tomada en conjuncién con los dibujos adjuntos, que ilustran, a modo de ejemplo, diversas caracteristicas de las
realizaciones de la invencion.

Breve descripcion de las figuras

Las realizaciones de ejemplo se ilustran en figuras referenciadas. Se pretende que las realizaciones vy las figuras
descritas en este documento se consideren ilustrativas mas que restrictivas.

Las figuras 1A y 1B representan la representacion grafica de los niveles de expresion de diversos biomarcadores de
individuos prematuros en comparacion con individuos a término de acuerdo con diversas realizaciones de la presente
invencion. Se presentan los medios empiricos y los errores estandar para cada citoquina y grupo de tratamiento.

Descripcion de la invencion
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A menos que se defina lo contrario, los términos técnicos y cientificos utilizados en este documento tienen el mismo
significado que comunmente entiende un experto en el arte al que pertenece esta invencion.

Multiples factores conducen al parto prematuro; sin embargo, se piensa que la activacién inmune es la via efectora final
que conduce a la ruptura prematura de membranas y contracciones. Estudios familiares y genéticos sugieren que la
prematuridad se presenta en las familias y la historia de parto prematuro previo aumenta el riesgo de futuros partos
prematuros. Los inventores creian que estas observaciones pueden ser explicadas por las diferencias inherentes en las
respuestas inmunitarias de las mujeres que presentan parto prematuro en comparacion con las que presentan el parto a
término y que estas diferencias pueden ser detectadas incluso en el estado no embarazado. Los inventores creyeron
que mediante la deteccion de estas diferencias se puede ser capaz de identificar a las mujeres que estan en riesgo de
tener partos prematuros incluso antes de quedar embarazadas. Los inventores creian que, para ver las diferencias, las
células inmunes del paciente tenian que ser estresadas.

Los inventores son los primeros que han descubierto un ensayo de biomarcador que proporciona a los médicos una
herramienta para identificar a las mujeres que estan en riesgo de parto prematuro, incluso antes de quedar
embarazadas o durante el embarazo, utilizando una prueba inmunoldgica no especifica. La identificacion de las mujeres
en riesgo permite al médico centrarse mejor en las estrategias preventivas en estas mujeres y mejorar el resultado del
embarazo. En una realizacion, la prueba se puede hacer en pequefias cantidades de muestra de sangre obtenida del
sujeto, siendo asi minimamente invasiva para el feto. La sangre puede ser extraida directamente en un tubo de prueba
revestido con un estimulante; alternativamente la sangre puede ser enviada a un laboratorio para ser procesada y
estimulada en el laboratorio. Ademas, la prueba puede repetirse muchas veces durante el curso del embarazo. Por lo
tanto, proporciona una evaluacién dinamica del riesgo de parto prematuro bajo la influencia de factores
ambientales/fisioldgicos cambiantes, asi como requiere habilidades minimas para extraer sangre en lugar de obtener
liquido amniético.

Para los fines de la presente invencion, los siguientes términos se definen a continuacion.

Como se utiliza en este documento, el término "parto prematuro” se refiere a un parto prematuro o afecciones asociadas
con un parto prematuro, incluyendo, por ejemplo, un parto del nifio antes de las 34 semanas de gestacion.

"Biomarcador”, "biomarcador de diagnodstico” o "biomarcador de parto prematuro” se refiere a un indicador molecular
que esta asociado con un estado patolégico o fisiologico particular. El "biomarcador” como se utiliza en este documento
es un indicador de riesgo de parto prematuro. El indicador puede ser una citoquina, receptor de citoquina, antagonista
del receptor de citoquina, quimioquina, receptor de quimioquina, antagonista del receptor de quimioquina o un agente
inmunomodulador, incluyendo interleucinas e interferones. Ejemplos de "biomarcadores" incluyen, pero no se limitan a
IL-2, IL-4, IL-5, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFN-g, and TNF-a. Los biomarcadores de la presente invencion
incluyen IL-10, IL-13 y/o IL-1RA. Un “biomarcador” de la presente invencién se puede detectar en una muestra.

"Muestra" o "una muestra bioldgica" se refiere a células o partes componentes, o una fraccién o porcion de los mismos
de fluidos corporales, que incluyen, pero no se limitan a sangre (por ejemplo, sangre entera), liquido amniético o sangre
de corddn umbilical. Una "muestra” o "muestra biolégica" se refiere ademas a plasma, suero, y/o células mononucleares
de sangre periférica (PMBC).

Se describe un método para diagnosticar la susceptibilidad para el parto prematuro en mujeres no embarazadas o en
mujeres embarazadas, que comprende obtener una muestra de la mujer y analizar la muestra para la presencia o
ausencia de uno o mas biomarcadores de diagnéstico, donde la presencia o ausencia de uno o mas biomarcadores de
diagndstico es indicativa de susceptibilidad para el parto prematuro en la mujer.

En ofra realizacion, la muestra comprende sobrenadante de PMBC. En otra realizacion, la muestra comprende sangre
entera. En otra realizaciéon, la muestra comprende suero. En ofra realizacién, el uno o mas biomarcadores de
diagnéstico comprenden un componente microbiano lipopolisacarido (LPS) u otra citoquina inducida por un estimulante
inmune, un receptor de citoquina, un antagonista del receptor de citoquina, un receptor de quimioquina, un receptor de
quimioquina y/o un perfil de expresion de antagonista del receptor de quimioquina. En otra realizacion, el uno o mas
biomarcadores de diagndstico comprenden citoquina inflamatoria y/o anti-inflamatoria. En otras realizaciones, el uno o
mas biomarcadores de diagnostico comprenden un receptor de citoquina, un antagonista del receptor de citoquina, una
quimioquina, un receptor de quimioquina y/o un antagonista del receptor de quimioquina. En otra realizacién, los
biomarcadores de diagndstico se analizan en presencia de cortisol. En ofra realizacion, la concentracion de cortisol esta
en el intervalo de 1 pg/ml a 500 pyg/ml, con un intervalo preferido de 1 ug/ml a 150 uyg/ml. En otra realizacién, el uno o
mas biomarcadores de diagnostico comprenden una expresion baja de IL-10, IL-13 y/o IL-1RA. En ofra realizacion, la
expresion baja de IL-10, IL-13 y/o IL-1RA comprende una disminucion de 1 a 3 veces en la expresion en comparacion
con los niveles ordinariamente encontrados en un individuo sano.

Existen muchas técnicas facilmente disponibles en el campo para detectar la presencia o ausencia de una citoquina,
receptor de citoquina, antagonista del receptor de citoquina, quimioquina, receptor de quimioquina y/o antagonista del
receptor de quimioquina u otros biomarcadores, incluyendo microarrays de proteinas. Por ejemplo, algunos de los
paradigmas de deteccion que pueden emplearse para este fin incluyen métodos 6pticos, métodos electroquimicos
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(técnicas de voltometria y amperometria), microscopia de fuerza atdomica y métodos de radiofrecuencia, por ejemplo,
espectroscopia de resonancia magnética. llustrativos de métodos opticos, ademas de microscopia, ademas de la
microscopia, tanto confocal como no confocal, son detecciéon de fluorescencia, luminiscencia, quimioluminiscencia,
absorbancia, reflectancia, transmitancia y birrefringencia o indice de refraccion (por ejemplo, resonancia de plasmoén
superficial, elipsometria, un método de espejo resonante, un método de guia de ondas de acoplador de rejilla o
interferometria) tal como ELISPOT.

De manera similar, hay cualquier nimero de técnicas que se pueden emplear para aislar y/o fraccionar biomarcadores.
Por ejemplo, una citoquina, un receptor de citoquina, un antagonista del receptor de citoquina, una quimioquina, un
receptor de quimioquina y/o un antagonista del receptor de quimioquina se pueden capturar utilizando reactivos de
captura biospecificos, tales como anticuerpos, aptameros o anticuerpos que reconocen el biomarcador y las formas
modificadas de la misma. Este método también podria resultar en la captura de interactores de proteinas que estan
unidos a las proteinas o que de otro modo son reconocidos por los anticuerpos y que ellos mismos pueden ser
biomarcadores. Los reactivos de captura bioespecificos también pueden estar unidos a una fase soélida. A continuacion,
las proteinas capturadas pueden ser detectadas por espectrometria de masas SELDI o eluyendo las proteinas del
reactivo de captura y detectando las proteinas eluidas por MALDI tradicional o por SELDI. Un ejemplo de SELDI se
llama "espectrometria de masas por captura de afinidad", “captura de afinidad mejorada por superficie” o "SEAC", que
implica el uso de sondas que tienen un material sobre la superficie de la sonda que captura analitos a través de una
interaccion de afinidad no covalente (adsorcion) entre el material y el analito. Algunos ejemplos de espectrometros de
masas son el tiempo de vuelo, el sector magnético, el filtro cuadripolar, la trampa de iones, la resonancia de ciclotrones
iénicos, el analizador de sectores electrostaticos y los hibridos de estos.

Alternativamente, por ejemplo, se puede detectar la presencia de biomarcadores tales como una citoquina, receptor de
citoquina, antagonista del receptor de citoquina, quimioquina, receptor de quimioquina y/o antagonista del receptor de
quimioquina utilizando técnicas de inmunoensayo tradicionales. El inmunoensayo requiere reactivos de captura
biospecificos, tales como anticuerpos, para capturar los analitos. El ensayo también se puede disefiar para distinguir
especificamente proteinas y formas modificadas de proteina, lo que puede hacerse empleando un ensayo en sandwich
en el que un anticuerpo captura mas de una forma y los segundos, anticuerpos claramente marcados, se unen
especificamente y proporcionan una deteccion distinta de, las diversas formas. Los anticuerpos se pueden producir
inmunizando animales con las biomoléculas. Los inmunoensayos tradicionales también pueden incluir inmunoensayos
sandwich incluyendo ELISA o inmunoensayos basados en fluorescencia, asi como otros inmunoensayos enzimaticos.

Antes de la deteccion, también se puede fraccionar una citoquina, receptor de citoquina, antagonista del receptor de
citoquina, quimioquina, receptor de quimioquina y/o antagonista del receptor de quimioquina para aislarlos de otros
componentes en una soluciéon o de sangre que puedan interferir con la deteccién. El fraccionamiento puede incluir el
aislamiento de los glébulos blancos de otros componentes sanguineos, el fraccionamiento subcelular de los
componentes de globulos blancos y/o el fraccionamiento de la citoquina deseada, el receptor de citoquina, el
antagonista del receptor de citoquina, la quimioquina, el receptor de quimioquina y/o el antagonista del receptor de
quimioquina de otras biomoléculas encontradas en glébulos blancos utilizando técnicas tales como cromatografia,
purificacion por afinidad, cartografia 1D y 2D, y otras metodologias para la purificacion conocidas para los expertos en el
arte. En una realizacion, se analiza una muestra por medio de un biochip. Los biochips comprenden generalmente
sustratos solidos y tienen una superficie generalmente plana, a la que esta unido un reactivo de captura (también
llamado un adsorbente o un reactivo de afinidad). Frecuentemente, la superficie de un biochip comprende una pluralidad
de posiciones direccionables, cada una de las cuales tiene el reactivo de captura unido alli.

Alternativamente, por ejemplo, la presencia de biomarcadores tales como una citoquina, receptor de citoquina,
antagonista del receptor de citoquina, quimioquina, receptor de quimioquina y/o antagonista del receptor de quimioquina
se puede detectar utilizando técnicas de PCR o citometria de flujo. Se pueden usar todas las técnicas disponibles para
la citoquina, receptor de citoquina, antagonista del receptor de citoquina, quimioquina, receptor de quimioquina y/o
deteccion del antagonista del receptor de quimioquina.

Ensayos de diagndstico de la invencion

La invencion proporciona diversos ensayos/pruebas de diagndstico para predecir si las mujeres estan en riesgo de parto
prematuro.

Como se ha descrito anteriormente, en una instancia de la divulgacion, la prueba de diagnéstico comprende extraer
sangre de un paciente, separar las células sanguineas (por ejemplo, separar las células mononucleares de sangre
periférica (PBMC)), exponer las células separadas a un antigeno (por ejemplo, LPS) y la evaluacién de la respuesta
inmune.

En ofra realizacion, la sangre entera puede estimularse ex vivo sin separar las células sanguineas. Por ejemplo, la
estimulacion de sangre entera se puede llevar a cabo extrayendo sangre del sujeto a tubos de recoleccion recubiertos
con un antigeno y/o estimulante y permitiendo que se incube a 37 grados Celsius, durante un tiempo deseado (por
ejemplo, 16-24 horas). La respuesta inmune se puede evaluar posteriormente utilizando diversas técnicas conocidas en
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la técnica. En una realizacion, después de recoger la sangre del sujeto e incubar con ella con el antigeno y/o el
estimulante, los tubos de recogida se centrifugan, se recoge el plasma y se analiza la respuesta inmune.

En un caso, la sangre del sujeto es aspirada en tubos de recoleccion revestidos con antigenos, asi como en tubos de
recogida de control positivo y negativo. Los antigenos y/o estimulantes inducen una respuesta inmune, por ejemplo,
induciendo la expresion de una citoquina, receptor de citoquina, antagonista del receptor de citoquina, quimioquina,
receptor de quimioquina y/o antagonista del receptor de quimioquina. Los antigenos o estimulantes que inducen la
expresion de una citoquina, un receptor de citoquina, un antagonista del receptor de citoquina, una quimioquina, un
receptor de quimioquina y/o un antagonista del receptor de quimioquina incluyen pero no se limitan a LPS, cortisol,
fitohemaglutinina, antigenos de histocompatibilidad materna, antigenos de histocompatibilidad fetal, otros antigenos
microbianos, citoquinas, ésteres de forbol (por ejemplo, acetato de miristato de forbol (PMA)), agentes que inducen la
diferenciacion del tipo Th1 o Th2 de linfocitos solos 0 combinacién de los mismos.

En una realizacién adicional, la respuesta inmune inducida por los antigenos y/o estimulantes se puede evaluar
ensayando la expresion de una citoquina, receptor de citoquina, antagonista del receptor de citoquina, quimioquina,
receptor de quimioquina y/o antagonista del receptor de quimioquina. Se pueden usar diversas técnicas para evaluar la
respuesta inmune incluyendo, pero sin limitarse a, ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima en puntos (ELISpot),
ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), ensayo de microarrays, PCR cuantitativa, ensayo de transferencia
Northern, ensayo de transferencia Southern, ensayo de transferencia Western, ensayo inmunohistoquimico o ensayo de
union. En una realizacion preferida, ELISpot se usa para evaluar la expresion de citoquinas y/o expresion de
quimioquinas. Estos ensayos se pueden realizar en el sitio de la cama/consultorios médicos, en un laboratorio o durante
el transporte al laboratorio. Para evaluar una respuesta inmune se pueden utilizar anticuerpos contra diversas
citoquinas, receptor de citoquina, antagonista del receptor de citoquina, quimioquina, receptor de quimioquina y/o
antagonista del receptor de quimioquina. Estos anticuerpos pueden ser cualquiera de uno o mas de un anticuerpo
monoclonal o fragmento del mismo, un anticuerpo policlonal o un fragmento del mismo, anticuerpos quiméricos,
anticuerpos humanizados, anticuerpos humanos y un anticuerpo de cadena Unica. En una realizacioén, los anticuerpos
se pueden conjugar con un radiomarcador, una enzima, un cromoforo o un fluoréforo para la deteccidon de respuesta
inmune.

Para determinar si una mujer presenta un riesgo aumentado de parto prematuro, los ensayos antes mencionados se
llevan a cabo utilizando muestras de sangre de sujetos de ensayo que son mujeres no embarazadas y/o mujeres
embarazadas. Los resultados obtenidos (por ejemplo, la respuesta inmune inducida que se mide en funcién de la
expresion de una citoquina, receptor de citoquina, antagonista del receptor de citoquina, quimioquina, receptor de
quimioquina y/o antagonista del receptor de quimioquina) de los sujetos de ensayo se comparan con los resultados
obtenidos de los sujetos control. En una realizacion, los sujetos de control son mujeres que tuvieron un parto a término.
En ofra realizacién, si el nivel de expresion de una citoquina, receptor de citoquina, antagonista del receptor de
citoquina, quimioquina, receptor de quimioquina y/o antagonista del receptor de quimioquina en sujetos de ensayo es
mayor o menor que el intervalo del nivel de expresion de la citoquina, antagonista del receptor de citoquina,
quimioquina, receptor de quimioquina y/o antagonista del receptor de quimioquina en los sujetos de control, el sujeto de
ensayo tiene un riesgo aumentado de parto prematuro.

La descripcidon proporciona ademas un kit de diagndstico que comprende un tubo de recoleccion recubierto con un
antigeno y/o estimulante, un tubo de recogida de control positivo y/o un tubo de recogida de control negativo. El kit
comprende ademas reactivos para detectar una respuesta inmune (por ejemplo anticuerpos que se unen a una
citoquina, receptor de citoquina, antagonista del receptor de citoquina, quimioquina, receptor de quimioquina y/o
antagonista del receptor de quimioquina expresado), por ejemplo, anticuerpos para detectar la citoquina, receptor de
citoquina, antagonista del receptor de citoquina, quimioquina, receptor de quimioquina, y/o antagonista, soluciones
reguladoras e instrucciones del receptor de quimioquina.

Se describen métodos para identificar una mujer no embarazada en riesgo de parto prematuro, que comprende: obtener
una muestra de la mujer no embarazada, determinar el nivel de expresién de uno o mas biomarcadores en la muestra y
comparar el nivel de expresion de uno o mas biomarcadores con el nivel de expresion de biomarcadores de los
observados en las mujeres que tuvieron un parto a término (controles). Dado que existe una variacion individual, los
valores de control constituiran un intervalo. Si el nivel de expresién de uno o mas biomarcadores en la muestra es mayor
o menor que el nivel de expresion de los mismos biomarcadores en mujeres que tuvieron un parto a término (fuera del
rango), entonces es indicativo que la mujer no embarazada esta en riesgo de parto prematuro. Dependiendo de cuanto
los valores del biomarcador del paciente estan fuera del rango de los controles estandar, el riesgo de parto prematuro se
puede determinar como "bajo, medio o alto". Los biomarcadores incluyen, pero no se limitan a IL-10, IL-13 y/o IL-1RA.
La muestra puede comprender sobrenadante de PBMC/sangre entera estimulada (en presencia o ausencia de cortisol).
Alternativamente, la muestra puede comprender suero.

Se describen métodos para diagnosticar la susceptibilidad del parto prematuro en una mujer, que comprende: obtener
una muestra de la mujer, determinar el nivel de expresion de uno o mas biomarcadores de diagndstico en la muestra 'y
comparar el nivel de expresion de uno o mas biomarcadores con el nivel de expresion de biomarcadores de mujeres
que tuvieron un parto a término (rango normal). Si el nivel de expresién de uno o mas biomarcadores de diagndstico en
la muestra es mayor o menor que el nivel de expresion de los mismos biomarcadores de diagndstico en las mujeres que
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tuvieron un parto a término (rango normal), entonces es indicativo que la mujer esta en riesgo para el parto prematuro.
Los biomarcadores de diagndstico pueden ser citoquinas inflamatorias y/o anti-inflamatorias. En otras realizaciones, los
biomarcadores de diagnéstico pueden ser un receptor de citoquina, un antagonista del receptor de citoquina, un
receptor de quimioquina y/o un antagonista del receptor de quimioquina. Los biomarcadores de diagndstico
seleccionados incluyen, pero no se limitan a IL-10, IL-13 y/o IL-1RA. Los niveles de expresion de biomarcadores que
son al menos una a tres veces menos que (0 mayores que, para otros biomarcadores) los niveles de expresion de un
biomarcador de control son indicativos de parto prematuro. La muestra puede comprender sobrenadante de
PBMC/sangre entera estimulada (en presencia o ausencia de cortisol). Alternativamente, la muestra puede comprender
suero. Las mujeres pueden no estar embarazadas o embarazadas.

La presente divulgacion también esta dirigida a un kit para uso para determinar los riesgos de parto prematuro. El kit es
util para practicar el método inventivo para determinar el riesgo de parto prematuro de mujeres no embarazadas o
embarazadas. El kit es un ensamblaje de materiales o componentes, incluyendo un bioensayo de diagndstico de la
presente divulgacion.

La naturaleza exacta de los componentes configurados en el kit descrito depende de su proposito previsto. Por ejemplo,
algunos kits estan configurados con el propdsito de diagnosticar la susceptibilidad de las mujeres para el parto
prematuro. En un caso, el kit se configura particularmente con el propédsito de determinar el riesgo de parto prematuro
de mujeres no embarazadas. En otro caso, el kit se configura particularmente con el propésito de diagnosticar la
susceptibilidad de las mujeres para el parto prematuro de mujeres embarazadas o no embarazadas.

Las instrucciones de uso pueden incluirse en el kit. Las "instrucciones para el uso" incluyen por lo general una expresion
tangible que describe la técnica a emplear en el uso de los componentes del kit para lograr un resultado deseado, como
determinar los riesgos de parto prematuro. Opcionalmente, el kit también contiene otros componentes utiles, tales como
tubos de ensayo especialmente preparados, diluyentes, soluciones reguladoras, portadores farmacéuticamente
aceptables, jeringas, catéteres, aplicadores, herramientas de pipeteado o de medicion, materiales de vendaje u otra
parafernalia util como seran facilmente reconocidos por aquellos expertos en el arte.

Los materiales o componentes ensamblados en el kit se pueden proporcionar al médico almacenado de cualquier
manera conveniente y apropiada que preserve su operabilidad y utilidad. Por ejemplo, los componentes pueden estar en
forma disuelta, deshidratada o liofilizada; se pueden suministrar a temperatura ambiente, refrigerada o congelada. Los
componentes estan por lo general contenidos en material(es) de embalaje apropiado(s). Como se emplea en este
documento, la frase "material de envasado” se refiere a una o mas estructuras fisicas usadas para alojar el contenido
del kit, tales como composiciones de la invencién y similares. El material de embalaje se construye por métodos bien
conocidos, preferiblemente para proporcionar un ambiente estéril, libre de contaminantes. Como se utiliza en este
documento, el término "envase" se refiere a una matriz o material sélido apropiado tal como vidrio, plastico, papel, papel
de plata y similares, capaz de sostener los componentes individuales del kit. Asi, por ejemplo, un envase puede ser un
tubo de recubrimiento recubierto con un antigeno y/o un estimulante para su uso para recoger y estimular una muestra
bioldgica de una mujer. El material de embalaje tiene generalmente una etiqueta externa que indica el contenido y/o el
propésito del kit y/o sus componentes.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar mejor la invencion reivindicada y no deben interpretarse como
limitativos del alcance de la invenciéon. En la medida en que se mencionan materiales especificos, es meramente a
efectos ilustrativos y no pretende limitar la invencion.

Ejemplo 1
Ensayo de biomarcador

Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de mujeres no embarazadas (al menos 5-6 afios después del
parto) con antecedentes de parto prematuro o a término, ademas del perfil de expresién de citoquinas inducido por
lipopolisacarido (LPS) microbiano fueron examinados. Las PBMC se separaron de sangre entera utilizando gradiente de
Ficoll. Se contaron las células y se sembré un nimero igual de células en placas de 24 pozos. Las PBMC se trataron
con cortisol (50 o 300 pg/ml) o medio durante 1 hora antes de la estimulacion con LPS (0, 1 o 100 pug/ml) durante 24
horas. Las PBMC se lisaron y el sobrenadante se examiné para detectar la expresion de citoquinas inflamatorias y anti-
inflamatorias utilizando la tecnologia Bioplex (Bio-rad). Los inventores descubrieron que, durante el estado no
embarazado, la expresion de IL10, IL13 e IL1Ra era mas baja en las PBMC obtenidas de mujeres que tenian parto
prematuro previo y que esos biomarcadores pueden medirse para identificar mujeres que estaban en riesgo de parto
prematuro en el futuro.

En este estudio, dos pacientes fueron prematuros y cuatro fueron a término. Hubo 9 muestras por paciente (disefio 3x3)

y todas las muestras de cada paciente se analizaron dos veces para las concentraciones de citoquinas con la excepcion
de un sujeto a término que solo tenia un analisis de cada muestra. Como resultado, hay un total de 99 observaciones
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para cada citoquina medida. El ensayo midié simultaneamente concentraciones de 11 marcadores inflamatorios: IL-1ra
(antagonista del receptor de ILI), IL-2, IL-4, IL-5, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFN-g, y TNF-a.

Ejemplo 2

Establecimiento de puntos de corte

Muchas muestras estuvieron por encima o por debajo de la deteccién para algunos de los puntos extremos. Se
establecieron puntos de corte para cada citoquina medida (Tabla 1). Si una muestra estaba fuera del rango de

deteccion, se asigno un valor predeterminado a la muestra como se indica a continuacion.

Tabla 1. El establecimiento de puntos de corte para valores fuera de rango.

Citoquina | Limite de deteccion Fuera de valor | Fraccion de muestras fuera del rango
ajustado de rango | de deteccion

IL-1ra todas las muestras dentro de los niveles de | n/a 0/99
deteccion

IL-2 LL =0.50 0.25 10/99

IL-4 LL=0.14 0.08 6/99

IL-5 LL =0.90 0.5 82/99

IL-8 UL =95,000 100,000 79/99

IL-10 todas las muestras dentro de los niveles de | n/a 0/99
deteccion

IL-12 LL=0.33 0.15 19/99

IL-13 LL=0.17 0.08 8/99

GM-CSF | LL=1.18 0.60 11/99

IFN-g LL=1.21 0.60 5/99

TNF-a todas las muestras dentro de los niveles de | n/a 0/99
deteccion

LL = Limite inferior; UL = Limite superior

Todas las muestras que estaban por debajo del intervalo de deteccién de IL-2, IL-4, IL-13 e IFN-g fueron de los dos
sujetos con antecedentes de parto prematuro. De las 11 muestras ensayadas que estaban por debajo de los limites de
deteccion de GM-CSF, solo 1 era de un sujeto con un parto a término, mientras que el resto eran de sujetos con
historias de partos prematuros.

Ejemplo 3
Analisis estadistico

Se presentan en este documento medios empiricos y errores estandar para cada citoquina y grupo de tratamiento. En
este documento, los promedios de las medidas de repeticion se calcularon primero para cada sujeto. A continuacion, se
tomaron la media y la SEM en cada grupo de tratamiento.

Todos los datos sin procesar se ensayaron a través de la prueba de Kolmogorov-Smirnov para determinar si los datos
siguieron una distribucién normal. Se realizaron transformaciones Log para todos los datos en los que se encontr6 una
distribuciéon no normal antes de mas analisis estadistico. Para cada citoquina, un modelo de efectos mixtos se utilizd
para examinar todos los datos de efectos significativos con la variable de resultado como la concentracion de citoquinas;
las variables predictoras fijas como la concentracion de LPS, la concentracion de cortisol y el estado del parto
(prematuro o a término); y el efecto aleatorio debido a los puntos de datos replicados. Para probar la interaccion de las
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tres variables predictoras fijas en la concentracion de citoquinas, tanto las interacciones de primer como de segundo
nivel afiadidas a cada modelo de citoquinas. La prueba post-hoc se realizé utilizando la prueba t de Student.

Ejemplo 4
Concentraciones de cortisol y LPS

Las 99 observaciones se usaron inicialmente en el analisis para determinar en primer lugar qué concentraciones de LPS
y cortisol indujeron el efecto mas robusto. Para todas las citoquinas medidas no hubo diferencias significativas entre los
efectos de 1 pg/ml y 100 pg/ml de LPS. Para diversas citoquinas (IL-1ra, IL-10 e IL-13), 300 pg/ml de cortisol tuvo un
efecto mas significativo para suprimir los niveles de citoquinas que 50 pg/ml.

Como resultado de los hallazgos, los inventores se centraron en los datos con 0 o 300 pg/ml de pretratamiento de
cortisol cruzado con 0 o 1 pg/ml de LPS. Esto da como resultado 4 muestras por sujeto, cada una de las cuales se
analiza dos veces (con excepcion de las muestras del sujeto a término que solo tienen un analisis de cada muestra).
Con 8 mediciones por sujeto (con la excepcién del sujeto a término que solo tiene 4 mediciones) esto da como resultado
un conjunto de datos con 44 mediciones para cada una de las citoquinas.

Ejemplo 5
Analisis de las pruebas de diferencias de citoquinas entre los grupos

Utilizando la misma regresion de modelo mixto, se calcularon las medias de grupo estimadas y los errores estandar. Las
diferencias entre los embarazos prematuro y a término fueron consideradas significativas cuando p < 0.10.

Basandose en los resultados del modelado estadistico, el cortisol suprimié la secrecion de IL-13 e IL-1ra; LPS aumento
la secrecion de IL-4, IL-10, IL-13, TNF-a e IL-1ra; y las mujeres que tuvieron partos prematuros tuvieron niveles de
secrecion de IL-10, IL-13 e IL-1ra en general mas bajos (Tabla 2).

Tabla 2: Efectos globales del cortisol, LPS, y parto prematuro en los niveles de secrecién de citoquinas en PBMC
basado en los resultados de modelado mixto.

Citoquina | Efecto de cortisol Efecto LPS Efecto prematuro
IL-2 n/c, p =.80 n/c, p =.50 n/c, p =.17
IL-4 n/c, p =.26 | aumento, p =.07 n/c, p =.59
IL-10 n/c, p =.12 | aumento, p =.01 | disminucién, p =.01
IL-13 disminucion, p =.01 | aumento, p =.04 | disminucién, p =.02
IFN-g n/c, p =.10 n/c, p =.17 n/c, p =.22
TNF-a n/c, p =.41 | aumento, p =.04 n/c, p =.75
GM-CSF n/c, p =.51 n/c,p=.19 | n/c, p =.17

IL-1ra disminucion, p =.03 | aumento, p =.09 | disminucién, p =.01
n/c = Sin cambio

Las mujeres que tuvieron partos prematuros tuvieron una expresion de IL-10, 1L13 e IL-1Ra basal mas baja en
comparacion con aquellas que tuvieron un parto a término. No hubo diferencias en la produccién de citoquinas entre las
PBMC estimuladas con LPS de las mujeres que tuvieron un parto prematuro en comparacion con las mujeres con partos
a término. En otras palabras, ajustando los niveles de secrecion no estimulada, la concentracion de citoquinas liberadas
de las estimuladas con LPS no fue diferente entre los dos grupos de mujeres. En presencia de PBMC de cortisol de
mujeres que tuvieron partos prematuros produjeron menor expresion de IL-13 e IFN-g, en comparaciéon con la de
mujeres con partos a término.
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Reivindicaciones

1. Un método ex vivo para identificar a una mujer en riesgo o diagnosticar la susceptibilidad de una mujer para parto
prematuro, que comprende:

(a) estimular las células mononucleares de sangre periférica ("PBMC") de una mujer, utilizando un antigeno y/o
estimulante;

(b) determinar el nivel de secrecién de una combinacion de citoquinas de las PBMC estimuladas, en donde al menos
dos citoquinas en la combinacion se seleccionan entre IL-10, IL-13 e IL-1RA,;

(c) comparar el nivel de secrecion de la combinacion medida en (b) con el nivel de secrecién de la misma combinacion
de citoquinas de PBMC de control aisladas de mujeres que tuvieron un parto a término y estimuladas utilizando el
mismo antigeno y/o estimulante;

(d) determinar si el nivel de secrecion medido en (b) es mas alto o mas bajo que el nivel de secrecion de las PBMC de
control;

identificando asi si la mujer esta en riesgo de parto prematuro.

2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la combinaciéon comprende IL-1RA.

3. El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde la combinacién comprende dos de IL-10, IL-13 e IL-1RA.

4. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la combinaciéon comprende los tres de IL-10, IL-13 e IL-1RA.

5. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el antigeno y/o estimulante es
fitohemaglutinina.

6. El método de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde las PBMC se estimulan adicionalmente con un antigeno y/o
estimulante distinto de la fitohemaglutinina.

7. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde la mujer no esta embarazada.
8. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde la mujer esta embarazada.

9. El método de acuerdo con la reivindicacion 8, que comprende ademas repetir las etapas (a) a (d) multiples veces
durante el transcurso del embarazo de la mujer.

10. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde el nivel de secrecién se determina
utilizando un inmunoensayo.

11. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde las PBMC se aislan de una
muestra de sangre entera de la mujer antes de la estimulacion.

12. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde las PBMC se estimulan en una
muestra de sangre entera de la mujer.
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FIG. 1A
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* Diferencia significativa entre el grupo pretérmino tratado de forma similar (p <0.10)

13



ES 2614059 T3

FIG. 1B
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