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DESCRIPCION
B3GNT5 para su uso como biomarcador para nacimiento prematuro.
Solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica prioridad de la solicitud de patente provisional U. S. No. 61/857.975, presentada el 24 de
julio de 2013.

Antecedentes de la invencion

En los seres humanos, el nacimiento prematuro o el parto prematuro se refieren al nacimiento a una edad
gestacional de menos de 37 semanas. El nacimiento prematuro es una de las principales causas de muerte infantil
en todo el mundo. Los bebés que nacen prematuramente también tienen mas probabilidades de sufrir diversas
complicaciones tanto a corto como a largo plazo, incluidas las discapacidades y los impedimentos en el crecimiento
y en el desarrollo mental. Si bien se han logrado avances sustanciales para mejorar la tasa de supervivencia y el
desarrollo posterior de los bebés que nacieron prematuramente, la causa precisa de los nacimientos prematuros aun
no se ha comprendido por completo. Dada la prevalencia y las implicaciones del parto prematuro, existe la
necesidad de nuevos métodos para detectar con mayor precision un mayor riesgo de parto prematuro en mujeres
embarazadas, de modo que se puedan tomar medidas preventivas oportunamente para reducir o eliminar las
posibilidades de un parto prematuro. Esta invencion satisface esta y otras necesidades relacionadas.

Breve compendio de la invencién

Los presentes inventores descubrieron que la transcripcion de determinados genes marcadores, como se ve a nivel
del ARNm, en los glébulos sanguineos de una mujer embarazada puede elevarse o suprimirse en correlacion con la
probabilidad de un nacimiento prematuro. Como tal, en un primer aspecto, la presente invencién proporciona un
método para determinar el riesgo que corre una mujer embarazada al parir al bebé prematuramente. El método
incluye las etapas de: (a) medir el nivel de ARNm de un marcador, que puede ser uno de los genes enumerados en
la Tabla 2 o CD16A o CD62L, en una muestra de sangre tomada de una mujer embarazada; y (b) comparar el nivel
de ARNm obtenido en la etapa (a) con un control estandar. Cuando se detecta un aumento o una disminucion en el
nivel de ARNm en comparacion con el control estandar, indica que la mujer tiene un mayor riesgo de un parto
prematuro. Para cualquier marcador en particular, si un aumento o disminucién indica mayor riesgo sera evidente
segun la informacion proporcionada en esta solicitud, por ejemplo, la Tabla 2. Por ejemplo, cuando el marcador es
B3GNT5, CD16A o CD62L, un aumento en el nivel de ARNm cuando se compara con el control estandar indica que
la mujer tiene un mayor riesgo de parto prematuro, mientras que, cuando el marcador es CLC o GBP3, una
disminucion en el nivel de ARNm cuando se compara con el control estandar indica que la mujer tiene un mayor
riesgo de parto prematuro. En este método, se pueden usar sangre entera y diversas fracciones de sangre, tales
como suero o plasma o glébulos aislados.

En algunas realizaciones, el nivel de ARNm se normaliza sobre el nivel de ARNm de un gen de referencia en la
misma muestra antes de la etapa (b). Por ejemplo, el nivel de ARNm de un gen marcador puede expresarse como
una relacion sobre el nivel de ARNm de un gen de referencia. Un gen de referencia de ejemplo es GAPDH. En
algunos casos, el nivel de ARNm de mas de un marcador de genes se mide y se compara con sus respectivos
controles estandar para determinar el riesgo de nacimiento prematuro

En algunas realizaciones, la etapa (a) comprende espectrometria de masas o hibridacion con una micromatriz,
sonda de fluorescencia o baliza molecular. En algunas realizaciones, la etapa (a) comprende una reaccion de
amplificacién, como una reaccion en cadena de polimerasa (PCR), especialmente una reaccion en cadena de
polimerasa con ftranscriptasa inversa (RT-PCR) que incluye RT-PCT cuantitativa (QRT-PCR). En algunas
realizaciones, la etapa (a) comprende un ensayo de hibridacion de polinucleétidos que utiliza una sonda de
polinucledtidos que comprende una unidad estructural detectable. Por ejemplo, el ensayo de hibridacion de
polinucledtidos puede ser un analisis de transferencia Southern, un analisis de transferencia Northern o un ensayo
de hibridacion in situ.

En determinadas realizaciones, cuando se ha indicado que una mujer embarazada tiene un mayor riesgo de parto
prematuro, el método puede incluir, ademas, una etapa terapéutica para reducir o eliminar el riesgo de parto
prematuro.

En un segundo aspecto, la presente invencién proporciona un kit para determinar el riesgo de parto prematuro en
una mujer embarazada. El kit incluye estos componentes: (1) un control estandar que proporciona un nivel promedio
de ARNm de un gen marcador; y (2) un agente que identifica especifica y cuantitativamente el ARNm del gen
marcador. El gen marcador se selecciona del grupo que consiste en los genes de la Tabla 2, CD16A y CD62L. En
algunas realizaciones, el agente es una sonda polinucleotidica que hibrida con el ARNm del gen marcador. La sonda
polinucleotidica incluye opcionalmente una unidad estructural detectable. En algunas realizaciones, el kit incluye,
ademas, dos cebadores de oligonucledtidos para amplificar especificamente, en una reaccion de amplificacion, al
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menos un segmento del ADNc del gen marcador o al menos un segmento del complemento del ADNc del gen
marcador. A menudo, el kit contiene, ademas, un manual de instrucciones.

En un tercer aspecto, la presente descripcién proporciona un método para reducir el riesgo de parto prematuro o
prevenir el parto prematuro. EI método incluye la etapa de administrar a la mujer una cantidad eficaz de (1) una
secuencia de polinucledtidos antisentido o un ARNSsi contra un gen marcador en la Tabla 2, o contra CD16A o
CD62L; o (2) un casete de expresion que comprende la secuencia de ADNc de un gen marcador en la Tabla 2 y que
dirige la transcripcion del gen marcador. En algunas realizaciones, el casete de expresion comprende un promotor
unido operativamente a la secuencia de ADNc marcador. La seleccion de (1) o (2) se basa en si se encuentra que un
marcador ARN particular esta elevado en relacion con el nacimiento prematuro.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: Diagramas de caja de las concentraciones del ARNm de B3GA/T5 en sangre de mujeres sintomaticas que
dieron a luz antes de las 34 semanas de gestacion (grupo de prueba) y las que dieron a luz a las 37 semanas o mas
tarde (grupo de referencia). La caja se reduce al percentil 25 y hasta el percentil 75. La linea dentro de la caja se
dibuja como la mediana. Los bigotes se reducen al percentil 10 y hasta el 90. Los puntos por debajo y por encima de
los bigotes se dibujan como puntos individuales.

Figura 2: Curva de caracteristicas operativas del receptor del ARNm de B3GNT5 para predecir el nacimiento antes
de las 34 semanas de gestacion entre mujeres sintomaticas.

Figura 3: Diagramas de caja de concentraciones de ARNm de CLC en sangre de mujeres sintomaticas que dieron a
luz antes de las 34 semanas de gestacion (grupo de prueba) y aquellas que dieron a luz a las 37 semanas o mas
tarde (grupo de referencia). La caja se reduce al percentil 25 y hasta el percentil 75. La linea dentro de la caja se
dibuja como la mediana. Los bigotes se reducen al percentil 10 y hasta el 90. Los puntos por debajo y por encima de
los bigotes se dibujan como puntos individuales.

Figura 4: Curva de caracteristicas operativas del receptor del ARNm de CLC para predecir el nacimiento antes de las
34 semanas de gestacion entre mujeres sintomaticas.

Figura 5: Diagramas de caja de las concentraciones del ARNm de GBP3 en la sangre de mujeres sintomaticas que
dieron a luz antes de las 34 semanas de gestacion (grupo de prueba) y las que dieron a luz a las 37 semanas o mas
tarde (grupo de referencia). La caja se reduce al percentil 25 y hasta el percentil 75. La linea dentro de la caja se
dibuja como la mediana. Los bigotes se reducen al percentil 10 y hasta el 90. Los puntos por debajo y por encima de
los bigotes se dibujan como puntos individuales.

Figura 6: Curva de caracteristicas operativas del receptor del ARNm de GBP3 para predecir el nacimiento antes de
las 34 semanas de gestacion entre mujeres sintomaticas.

Figura 7: Diagramas de caja de las concentraciones del ARNm de CD16A en la sangre de mujeres sintomaticas que
dan a luz antes de las 34 semanas de gestacion (grupo de prueba) y las que dan a luz a las 37 semanas o mas tarde
(grupo de referencia). La caja se reduce al percentil 25 y hasta el percentil 75. La linea dentro de la caja se dibuja
como la mediana. Los bigotes se reducen al percentil 10 y hasta el 90. Los puntos por debajo y por encima de los
bigotes se dibujan como puntos individuales.

Figura 8: Curva de caracteristicas operativas del receptor del ARNm de CD16A para predecir el parto antes de las
34 semanas de gestacion entre mujeres sintomaticas.

Figura 9: Diagramas de caja de las concentraciones del ARNm de CD62L en la sangre de mujeres sintomaticas que
dan a luz antes de las 34 semanas de gestacion (grupo de prueba) y las que dan a luz a las 37 semanas o después
(grupo de referencia). La caja se reduce al percentil 25 y hasta el percentil 75. La linea dentro de la caja se dibuja
como la mediana. Los bigotes se reducen al percentil 10 y hasta el 90. Los puntos por debajo y por encima de los
bigotes se dibujan como puntos individuales.

Figura 10: Curva de caracteristicas operativas del receptor del ARNm de CD62L para predecir el nacimiento antes
de las 34 semanas gestacionales entre mujeres sintomaticas.

Definiciones

En esta descripcion, las expresiones “nacimiento prematuro” y “parto prematuro” tienen el mismo significado y se
refieren al nacimiento de un infante humano de menos de 37 semanas de edad gestacional, por ejemplo, a una edad
gestacional de 34 semanas 0 menos.

En esta descripcion, el término “0” se emplea generalmente en su sentido incluyendo “y/0”, a menos que el
contenido indique claramente lo contrario.
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El término “sangre”, como se usa en este documento, se refiere a una muestra o preparacion de sangre de un sujeto
que se esta analizando. El término abarca sangre entera o cualquier fraccion de sangre, que puede contener
glébulos o puede ser virtualmente acelular, como plasma o suero.

En esta descripcion, el término molécula de acido nucleico “aislada” significa una molécula de acido nucleico que se
separa de otras moléculas de acido nucleico que normalmente estan asociadas con la molécula de acido nucleico
aislada. Por lo tanto, una molécula de acido nucleico “aislada” incluye, sin limitacién, una molécula de acido nucleico
que esta libre de secuencias de nucledétidos que flanquean naturalmente uno o ambos extremos del acido nucleico
en el genoma del organismo del cual se deriva el acido nucleico aislado (por ejemplo, un ADNc o un fragmento de
ADN genomico producido por PCR o digestion con endonucleasa de restriccion). Dicha molécula de acido nucleico
aislada se introduce en general en un vector (por ejemplo, un vector de clonacién o un vector de expresion) por
comodidad de manipulaciéon o para generar una molécula de acido nucleico de fusion. Ademas, una molécula de
acido nucleico aislada puede incluir una molécula de acido nucleico modificada por ingenieria genética, como una
molécula de acido nucleico recombinante o sintética. Una molécula de acido nucleico que existe entre cientos de
millones de otras moléculas de acido nucleico, por ejemplo, dentro de una biblioteca de acido nucleico (por ejemplo,
un ADNc o una biblioteca genémica) o un gel (por ejemplo, agarosa o poliacrilamina) que contiene ADN gendmico
digerido por restriccion, no es un acido nucleico “aislado”.

La expresion “acido nucleico” o “polinucleétido” se refiere a acidos desoxirribonucleicos (ADN) o acidos ribonucleicos
(ARN) y sus polimeros, ya sea en forma de cadena simple o doble. A menos que se limite especificamente, la
expresion abarca acidos nucleicos que contienen analogos conocidos de nucleétidos naturales que tienen
propiedades de unién similares a las del acido nucleico de referencia y se metabolizan de manera similar a los
nucledétidos naturales. A menos que se indique lo contrario, una secuencia particular de acido nucleico también
abarca implicitamente sus variantes modificadas conservativamente (por ejemplo, sustituciones de codones
degenerados), alelos, ortdlogos, polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) y secuencias complementarias, asi
como la secuencia explicitamente indicada. Especificamente, las sustituciones de codones degenerados se pueden
lograr generando secuencias en las que la tercera posicion de uno o mas codones (o todos) seleccionados estan
sustituidos con residuos de base mixta y/o de desoxinosina (Batzer et al., Nucleic Acid Res. 19: 5081 (1991);
Ohtsuka et al., J. Biol. Chem. 260:2605-2608 (1985) y Rossolini et al., Mol. Cell. Probes 8:91-98 (1994)). La
expresion acido nucleico se usa indistintamente con gen, ADNc y ARNm codificados por un gen.

El término “gen” se usa para describir el segmento de ADN involucrado en la produccion de una cadena
polipeptidica; incluye las regiones que preceden y siguen a la region de codificacion (lider y trasera) involucradas en
la transcripcion/traduccion del producto génico y la regulacion de la transcripcion/traduccion, asi como las
secuencias de intervencion (intrones) entre los segmentos de codificacion individuales (exones). Tal como se utiliza
en esta solicitud, un gen, cuando se identifica especificamente por su nombre (por ejemplo, cualquiera de los
enumerados en la Tabla 2 mas CD16A y CD62L), abarca cualquier variante o mutante natural de ese gen. Por
ejemplo, la secuencia de ADNc del gen B3GNT5 humano se expone en el nimero de acceso de GenBank
NM_032047. Un “gen B3GNT5” en el sentido de esta solicitud incluye variantes que tienen una secuencia de
polinucleotidos con al menos el 80%, 85%, 90%, 95%, 98%, 99% o mayor identidad de secuencia con la secuencia
de ADNc de NM_032047. El porcentaje de identidad de secuencia para otros genes, incluidos los que se
proporcionan en la Tabla 2, se expresa de manera similar. El nimero de acceso de GenBank para CD16A es
NM_000569, NM_001127592, NM_001127593, NM_001127595 o NM_001127596 y para CD62L es NM_000655 o
NR_029467.

En esta solicitud, los términos “polipéptido”, “péptido” y “proteina” se usan de manera indistinta en este documento
para referirse a un polimero de residuos de aminoacidos. Los términos se aplican a polimeros de aminoacidos en los
que uno o mas residuos de aminoacidos son un mimético quimico artificial de un aminoacido natural
correspondiente, asi como a polimeros de aminoacidos naturales y polimeros de aminoacidos no naturales. Como
se usa en este documento, los términos abarcan cadenas de aminoacidos de cualquier longitud, incluidas proteinas
de longitud completa (es decir, antigenos), en donde los residuos de aminoacidos estan unidos por enlaces
peptidicos covalentes.

El término “aminoacido” se refiere a los aminoacidos naturales y sintéticos, asi como a los analogos de aminoacidos
y los miméticos de aminoacidos que funcionan de una manera similar a los aminoacidos naturales. Los aminoacidos
naturales son aquellos codificados por el cédigo genético, asi como aquellos aminoacidos que se modifican
posteriormente, por ejemplo, hidroxiprolina, y-carboxiglutamato y O-fosfoserina. Para los fines de esta solicitud, los
analogos de aminoacidos se refieren a compuestos que tienen la misma estructura quimica basica que un
aminoacido natural, es decir, un carbono que esta unido a un hidrégeno, un grupo carboxilo, un grupo amino y un
grupo R, por ejemplo, homoserina, norleucina, sulféxido de metionina, metionina metil sulfonio. Dichos analogos
tienen grupos R modificados (por ejemplo, norleucina) o esqueletos peptidicos modificados, pero conservan la
misma estructura quimica basica que un aminoacido natural. Para los fines de esta solicitud, los compuestos
miméticos de aminoacidos se refieren a compuestos quimicos que tienen una estructura que es diferente de la
estructura quimica general de un aminoacido, pero que funciona de una manera similar a un aminoacido natural.
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Los aminoacidos pueden incluir aquellos que tienen quiralidad D no natural, como se describe en el documento WO
01/12654, que puede mejorar la estabilidad (por ejemplo, la vida media), la biodisponibilidad y otras caracteristicas
de un polipéptido que comprende una o mas de tales D-aminoacidos. En algunos casos, uno o mas, y
potencialmente todos los aminoacidos de un polipéptido terapéutico tienen quiralidad D.

Se puede hacer referencia a los aminoacidos en el presente documento mediante los simbolos de tres letras
comunmente conocidos o mediante los simbolos de una letra recomendados por la Comisién de Nomenclatura
Bioquimica IUPAC-IUB. Los nucledtidos, igualmente, pueden mencionarse por sus codigos de una sola letra
comunmente aceptados.

Como se usa en el presente documento, las expresiones “idéntico” o porcentaje de “identidad”, en el contexto de
describir dos o mas secuencias de polinucleétidos o aminoacidos, se refieren a dos o mas secuencias o
subsecuencias que son iguales o tienen una porcentaje especificado de residuos de aminoacidos o nucleétidos que
son iguales (por ejemplo, un gen B3GNTS5 variante utilizado en el método de esta invencién tiene al menos el 80%
de identidad de secuencia, preferiblemente el 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100%
de identidad, con una secuencia de referencia, por ejemplo, un ADNc de B3GNT5 humano de tipo salvaje
establecido en GenBank No. de registro NM_032047), cuando se comparan y alinean para obtener la maxima
correspondencia sobre una ventana de comparacion, o una region designada segun lo medido utilizando uno de los
siguientes algoritmos de comparacion de secuencias o mediante alineacién manual e inspeccion visual. Se dice
entonces que tales secuencias son “sustancialmente idénticas”. Con respecto a las secuencias de polinucleétidos,
esta definicion también se refiere al complemento de una secuencia de prueba. Preferiblemente, la identidad existe
sobre una region que tiene una longitud de al menos aproximadamente 50 aminoacidos o nucledtidos, o mas
preferiblemente sobre una regién que tiene una longitud de 75-100 aminoacidos o nucledtidos.

Para la comparacién de secuencias, normalmente una secuencia actia como una secuencia de referencia, con la
que se comparan las secuencias de prueba. Cuando se utiliza un algoritmo de comparacién de secuencias, las
secuencias de prueba y de referencia se ingresan en un ordenador, las coordenadas de la subsecuencia se
designan, si es necesario, y se designan los parametros del programa de algoritmos de secuencia. Se pueden usar
los parametros predeterminados del programa, o se pueden designar parametros alternativos. El algoritmo de
comparacion de secuencias luego calcula el porcentaje de identidades de secuencia para las secuencias de prueba
en relacion con la secuencia de referencia, en funcién de los parametros del programa. Para la comparacion de
secuencias de acidos nucleicos y proteinas, se utilizan los algoritmos BLAST y BLAST 2.0 y los parametros
predeterminados que se analizan a continuacion.

Una “ventana de comparacion”, como se usa en este documento, incluye una referencia a un segmento de
cualquiera de las posiciones contiguas seleccionadas del grupo que consiste en 20 a 600, en general, de
aproximadamente 50 a aproximadamente 200, mas en general, de aproximadamente 100 a aproximadamente 150,
en las que una secuencia puede compararse con una secuencia de referencia del mismo nimero de posiciones
contiguas después de que las dos secuencias estén alineadas de manera 6ptima. Los métodos de alineacion de
secuencias para comparacion son bien conocidos en la técnica. La alineacion 6ptima de las secuencias para la
comparacion se puede realizar, por ejemplo, mediante el algoritmo de homologia local de Smith & Waterman, Adv.
Appl. Maths. 2:482 (1981), por el algoritmo de alineacion de homologia de Needleman & Wunsch, J. Mol. Biol.
48:443 (1970), por el método de busqueda de similitud de Pearson & Lipman, Proc. Nat'l. Acad Sci. USA 85: 2444
(1988), mediante implementaciones computarizadas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el
paquete de software de genética de Wisconsin, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI), o por
alineacion manual e inspeccion visual (ver, por ejemplo, Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel et al., eds.
1995 suplemento)).

Los ejemplos de algoritmos que son adecuados para determinar el porcentaje de identidad de secuencia y la
similitud de secuencia son los algoritmos BLAST y BLAST 2.0, que se describen en Altschul et al., (1990) J. Mol.
Biol. 215:403-410 y Altschul et al. (1977) Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402, respectivamente. El software para
realizar los analisis de BLAST esta disponible publicamente en el sitio web del Centro Nacional de Informacién
Biotecnolodgica, ncbi.nim.nih.gov. El algoritmo implica primero la identificacion de pares de secuencias de alta
puntuacion (HSP) mediante la identificacion de palabras cortas de longitud W en la secuencia de consulta, que
coinciden o satisfacen alguna puntuacién de umbral de valor positivo T cuando se alinean con una palabra de la
misma longitud en una secuencia de base de datos. T se conoce como el umbral de puntuacién de la palabra vecina
(Altschul et al., supra). Estos aciertos de palabras vecinas iniciales actian como semillas para iniciar basquedas
para encontrar HSP mas largos que los contienen. Los aciertos de palabras se extienden en ambas direcciones a lo
largo de cada secuencia hasta donde se puede aumentar la puntuacion de alineaciéon acumulativa. Las puntuaciones
acumuladas se calculan utilizando, para secuencias de nucleétidos, los parametros M (puntuacién de recompensa
para un par de residuos coincidentes; siempre >0) y N (puntuacion de penalizacién para residuos no coincidentes;
siempre <0). Para las secuencias de aminoacidos, se utiliza una matriz de puntuacion para calcular la puntuacion
acumulativa. La extensién de los aciertos de palabra en cada direccién se detiene cuando: la puntuacién de
alineacion acumulada cae en la cantidad X desde su valor maximo alcanzado; el puntaje acumulativo llega a cero o
por debajo, debido a la acumulacién de una o mas alineaciones de residuos de puntaje negativo; o se llega al final
de cualquiera de las secuencias. Los parametros del algoritmo BLAST W, T y X determinan la sensibilidad y la
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velocidad de la alineacion. El programa BLASTN (para secuencias de nucleétidos) usa como predeterminado un
tamafio de palabra (W) de 28, una expectativa (E) de 10, M=1, N=-2 y una comparaciéon de ambas cadenas. Para las
secuencias de aminoacidos, el programa BLASTP utiliza como valor predeterminado un tamario de palabra (W) de 3,
una expectativa (E) de 10, y la matriz de puntuacion BLOSUMG62 (véase Henikoff y Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 89:10915 (1989)).

El algoritmo BLAST también realiza un analisis estadistico de la similitud entre dos secuencias (véase, por ejemplo,
Karlin y Altschul, Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 90:5873-5787 (1993)). Una medida de similitud proporcionada por el
algoritmo BLAST es la probabilidad de suma mas pequefia (P(N)), que proporciona una indicacion de la probabilidad
por la cual una coincidencia entre dos secuencias de nucleétidos o aminoacidos se produciria por casualidad. Por
ejemplo, un acido nucleico se considera similar a una secuencia de referencia si la probabilidad de la suma mas
pequefia en una comparacion del acido nucleico de prueba con el acido nucleico de referencia es menor que
aproximadamente 0,2, mas preferiblemente, menor que aproximadamente 0,01, y mas preferiblemente, menor que
aproximadamente 0,001.

La frase “se une especificamente con” cuando se usa en el contexto de describir una relacién de unién de una
molécula particular a una proteina o péptido, se refiere a una reaccién de unién que es determinante de la presencia
de la proteina en una poblacién heterogénea de proteinas y otras biologias. Por lo tanto, en condiciones de ensayo
de union designadas, el agente de union especificado (por ejemplo, un anticuerpo) se une a una proteina particular
al menos dos veces el fondo y no se une sustancialmente en una cantidad significativa a otras proteinas presentes
en la muestra. La unién especifica de un anticuerpo en tales condiciones puede requerir un anticuerpo que se
seleccione por su especificidad para una proteina particular o una proteina, pero no sus proteinas “hermanas”
similares. Se puede usar una variedad de formatos de inmunoensayo para seleccionar anticuerpos especificamente
inmunorreactivos con una proteina particular o en una forma particular. Por ejemplo, los inmunoensayos ELISA en
fase sdlida se usan de manera rutinaria para seleccionar anticuerpos especificamente inmunorreactivos con una
proteina (véase, por ejemplo, Harlow & Lane, Antibodies, Laboratory Manual (1988) para una descripcion de los
formatos de inmunoensayo y las condiciones que se pueden usar para determinar inmunorreactividad especifica).
Tipicamente, una reaccion de union especifica o selectiva sera al menos el doble de la sefial o ruido de fondo y, mas
tipicamente, mas de 10 a 100 veces el fondo. Por otro lado, la expresion “unirse especificamente con” cuando se
usa en el contexto de referirse a una secuencia de polinucleétidos que forma un complejo de doble cadena con otra
secuencia de polinucledtidos describe “hibridacion de polinucleétidos” basada en el emparejamiento de bases de
Watson-Crick, tal como se proporciona en la definicion de la expresion “método de hibridacion de polinucledtidos”.

Tal como se utiliza en esta solicitud, un “aumento” o una “disminucién” se refieren a un cambio positivo o negativo
detectable en la cantidad de un control de comparacion, por ejemplo, un control estandar establecido (como un nivel
promedio de un ARNm de gen marcador encontrado en la sangre de una mujer embarazada que da a luz al bebé en
un periodo de tiempo normal de su embarazo). Un aumento es un cambio positivo que suele ser de al menos el
10%, o al menos el 20%, o el 50%, o el 100%, y puede ser tan alto como al menos 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5
veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces o 10 veces el valor de control. De manera similar, una disminucién es un
cambio negativo que suele ser de al menos el 10%, o al menos el 20%, 30% o 50%, o incluso tan alto como al
menos el 80% o el 90% del valor de control. Otros términos que indican cambios cuantitativos o diferencias con
respecto a una base comparativa, como “mas”, “menos”, “mas alto” y “mas bajo”, se usan en esta solicitud de la
misma manera que se describié anteriormente. Por el contrario, la expresién “sustancialmente igual” o
“sustancialmente falta de cambio” indica poco o ningin cambio en la cantidad con respecto al valor de control
estandar, tipicamente dentro de £ 10% del control estandar, o dentro de £ 5%, 2%, o Incluso menos variacion del
control estandar.

Un “método de hibridacién de polinucleétidos”, como se usa en el presente documento, se refiere a un método para
detectar la presencia y/o la cantidad de una secuencia de polinucleétidos predeterminada basada en su capacidad
para formar el emparejamiento de bases de Watson-Crick, en condiciones de hibridacién apropiadas, con una sonda
polinucleotidica de una secuencia conocida. Los ejemplos de tales métodos de hibridacion incluyen transferencia
Southern, transferencia Northern e hibridacion in situ.

“Cebadores”, como se usan en este documento, se refieren a oligonucleétidos que pueden usarse en un método de
amplificacién, como una reaccion en cadena de polimerasa (PCR), para amplificar una secuencia de nucledtidos
basada en la secuencia de polinucleétidos correspondiente a un gen marcador (cualquiera en la Tabla 2 y que
incluye ademas CD16A y CD62L), por ejemplo, el ADNc o la secuencia gendmica para el gen B3GNT5 humano o
una porcién del mismo. Tipicamente, al menos uno de los cebadores de PCR para la amplificaciéon de una secuencia
de polinucleédtidos es especifico de la secuencia para esa secuencia de polinucleétidos. La longitud exacta del
cebador dependera de muchos factores, incluida la temperatura, la fuente del cebador y el método utilizado. Por
ejemplo, para aplicaciones de diagndstico y prondstico, dependiendo de la complejidad de la secuencia diana, el
cebador oligonucledtido contiene tipicamente al menos 10 0 15 0 20 o 25 o mas nucledtidos, aunque puede contener
menos nucledtidos o mas nucleétidos. Los factores implicados en la determinacién de la longitud apropiada del
cebador son conocidos facilmente por un experto en la técnica. En esta descripcion, la expresion “par de cebadores”
significa un par de cebadores que hibridan con cadenas opuestas de una molécula de ADN diana o con regiones del
ADN diana que flanquean una secuencia de nucleétidos que se amplificara. En esta descripcion, la expresion “sitio
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de cebador” significa el area del ADN objetivo u otro acido nucleico con el que se hibrida un cebador.

Una “marca”, “marca detectable” o “unidad estructural detectable” es una composicién detectable por medios
espectroscopicos, fotoquimicos, bioquimicos, inmunoquimicos, quimicos u otros medios fisicos. Por ejemplo, los
marcadores Utiles incluyen 32P, colorantes fluorescentes, reactivos densos en electrones, enzimas (por ejemplo,
como se usan comunmente en un ELISA), biotina, digoxigenina o haptenos y proteinas que pueden hacerse
detectables, por ejemplo, incorporando un componente radioactivo en el péptido o utilizado para detectar anticuerpos
especificamente reactivos con el péptido. Tipicamente, un marcador detectable se une a una sonda o una molécula
con caracteristicas de unién definidas (por ejemplo, un polipéptido con una especificidad de unién conocida o un
polinucleétido), para permitir que la presencia de la sonda (y por lo tanto su objetivo de union) sea facilmente
detectable.

“Control estandar” como se usa en el presente documento se refiere a una cantidad o concentracion predeterminada
de una secuencia de polinucleoétidos, por ejemplo, ARNm de uno de los genes marcadores enumerados en la Tabla
2 mas CD16A y CD62L, que esta presente en una muestra de sangre tomada de una mujer embarazada sana o una
mujer embarazada con contracciones uterinas frecuentes antes de las 37 semanas de gestacion, y que da a luz al
bebé dentro del marco de tiempo normal de su embarazo. El valor de control estandar es adecuado para el uso de
un método de la presente invencién, para servir como base para comparar la cantidad de ARNm de un gen
marcador que esta presente en una muestra de prueba. Una muestra establecida que sirve como control estandar
proporciona una cantidad promedio de un ARNm marcador que es tipico de una muestra de sangre de una mujer
embarazada saludable promedio o una mujer embarazada con contracciones uterinas frecuentes antes de las 37
semanas de gestacion y que da a luz a su bebé dentro del marco temporal normal de su embarazo como se define
convencionalmente. Un valor de control estandar puede variar dependiendo de la naturaleza de la muestra (por
ejemplo, como se proceso después de la recoleccion), si el nivel de ARNm se normaliza con respecto al nivel de
ARNm de otro gen de referencia (por ejemplo, la relacion entre el nivel de ARNm marcador y el ARNm de
referencia), asi como otros factores tales como la edad, la edad gestacional y el origen étnico de los sujetos en
funcion de los cuales se establece dicho valor de control.

La expresion “gen de referencia”, como se usa en el presente documento, se refiere a un gen “constitutivo” que se
sabe que se expresa de manera consistente a un nivel faciimente detectable y sustancialmente constante en las
muestras de sangre. Los ejemplos de dichos genes “constitutivos” para muestras de sangre incluyen GAPDH
(gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa), SDHA (succinato deshidrogenasa), HPRT1 (hipoxantina fosforribosil
transferasa 1), HBS1L (proteina similar a HBS1), AHSP (proteina estabilizadora de hemoglobina alfa), ACTB (beta-
actina), RNA18S5 (ARN, 18S ribosomal 5), FCGR3A (el fragmento Fc de IgG, llla de baja afinidad, receptor),
FCGR3B (el fragmento Fc de IgG, llla de baja afinidad, receptor), B2M (beta-2-microglobulina), HUWE1 (dominio
HECT, UBA y WWE que contiene 1, proteina ligasa de ubiquitina E3), TPT1 (proteina tumoral, control de la
traduccioén 1), MYL12B (miosina, cadena liviana 12B, regulador), SKP1 (proteina 1 asociada a quinasa de fase S) y
cualquier gen identificado como adecuado para la normalizacion de los datos de expresion de muestras de sangre
(Chang et al., 2011; Cheng et al., 2011). También se pueden usar multiples “genes constitutivos”.

El término “promedio”, tal como se usa en el contexto de describir a una mujer embarazada que esta sana, o una
mujer embarazada con contracciones uterinas frecuentes antes de las 37 semanas de gestacion, y que luego se
confirma que da a luz dentro del marco temporal normal de embarazo, se refiere a ciertas caracteristicas,
especialmente la cantidad de cierto ARNm de gen marcador que se encuentra en la muestra de sangre de la mujer
que es representativa de un grupo seleccionado al azar de mujeres embarazadas sanas, o mujeres embarazadas
con contracciones uterinas frecuentes antes de las 37 semanas de gestacion, y que mas adelante se confirman para
dar a luz dentro del marco temporal normal del embarazo. Este grupo seleccionado debe comprender un numero
suficiente de mujeres de manera que la cantidad promedio del ARNm marcador en la sangre de estos individuos
refleje, con una precision razonable, la cantidad correspondiente del ARNm marcador en la poblaciéon general de
mujeres embarazadas sanas o mujeres embarazadas con contracciones uterinas frecuentes antes de las 37
semanas de gestacion, y que dan a luz a sus bebés en el marco temporal normal de embarazo. Ademas, el grupo
seleccionado de mujeres generalmente tiene una edad gestacional similar a la de una mujer cuya muestra se analiza
para determinar el riesgo de parto prematuro. Ademas, otros factores como la edad, el origen étnico, el historial
médico también se consideran y, de preferencia, coinciden estrechamente entre los perfiles del sujeto de prueba y el
grupo seleccionado de individuos que establecen el valor “promedio”.

El término “cantidad”, como se usa en esta solicitud, se refiere a la cantidad de un polinucleétido de interés, por
ejemplo, un ARNm del gen marcador, presente en una muestra. Dicha cantidad puede expresarse en términos
absolutos, es decir, la cantidad total del polinucleétido en la muestra, o en términos relativos, es decir, la
concentracion del polinucledtido en la muestra, incluida la expresada en forma de una relaciéon entre el nivel de
ARNmM marcador y un nivel de ARNm de referencia producido por el llamado proceso de normalizacion.

El término “tratar” o “tratamiento”, como se usa en esta solicitud, describe un acto que conduce a la eliminacion,
reduccion, alivio, reversion o prevenciéon o retraso de la aparicidon o recurrencia de cualquier sintoma de una
condicion relevante. En otras palabras, “tratar” una condicién abarca tanto la intervencion terapéutica como la
profilactica contra la condicion.
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La expresioén “cantidad eficaz” como se usa en este documento se refiere a una cantidad de una sustancia dada que
es suficiente en cantidad para producir un efecto deseado, por ejemplo, para reducir el riesgo de nacimiento
prematuro de un bebé antes de las 37 semanas o 34 semanas de edad gestacional o para prevenir dicho parto
prematuro.

Descripcion detallada de la invencion
. Introduccion

El nacimiento prematuro en seres humanos, especialmente el parto antes de las 37 semanas o incluso antes de las
34 semanas de edad gestacional, conduce a un aumento de la mortalidad infantil y problemas de desarrollo. Hasta la
fecha, la fibronectina fetal en los fluidos cervicovaginales y la longitud cervical mediante ecografia transvaginal son
los marcadores clinicamente Utiles para predecir el nacimiento humano antes de las 37 semanas de gestacion. Por
ejemplo, Lockwood et al. midieron las concentraciones de fibronectina fetal en fluido cervical o vaginal en 117
mujeres con sintomas de contracciones uterinas y membrana intacta. Utilizando >50 ng/ml como umbral, Lockwood
et al. predijeron mujeres que dieron a luz antes de las 37 semanas de gestacion con una sensibilidad del 81,7% y
una especificidad del 82,5% (Lockwood et al., 1991). Recientemente, una revision sistematica en multiples estudios
similares estimo que esta prueba podria predecir el nacimiento antes de las 34 semanas entre mujeres sintomaticas
con una sensibilidad del 74,6% y una especificidad del 79,5% (Honest et al., 2003).

Por otro lado, Murakawa et al. midieron la longitud cervical mediante ecografia transvaginal en 32 mujeres con
sintomas de contracciones uterinas antes de las 37 semanas. Usando <25 mm como umbral, Murakawa et al.
predijeron mujeres que dieron a luz antes de las 37 semanas con una sensibilidad del 63,6% y una especificidad del
85,7% (Murakawa et al., 1993). Recientemente, una revision sistematica en multiples estudios similares estimoé que
esta prueba podria predecir el parto antes de las 34 semanas entre mujeres sintomaticas con una sensibilidad del
46,2% y una especificidad del 93,7% (Sotiriadis et al., 2010).

Ademas de la fibronectina fetal y la longitud cervical, 319 estudios que incluian 22 pruebas han sido revisados
sistematicamente por su desempefio en la prediccion de nacimientos antes de las 37 semanas, y ninguno tiene una
precision excepcional (Honest et al. 2012)., Por lo tanto, los marcadores nuevos que podrian predecir el nacimiento
humano antes de las 37 semanas con mayor sensibilidad y mayor especificidad son muy necesarios, por lo que la
prevencion y la intervencion pueden dirigirse a aquellos que tienen mas probabilidades de beneficiarse.

Los presentes inventores descubrieron por primera vez que el ARNm de varios biomarcadores encontrados en la
sangre de una mujer embarazada puede servir como marcadores precisos para indicar la probabilidad de un parto
prematuro. Este descubrimiento proporciona medios importantes para determinar el riesgo de parto prematuro y para
el tratamiento profilactico del parto prematuro. Este método para predecir el parto prematuro se puede aplicar a
mujeres embarazadas con o sin sintomas que se sabe que estan asociados con el parto prematuro, como
contracciones uterinas antes de las 37 semanas de gestacion o ruptura de la membrana antes del parto, incluso a
mujeres que no han experimentado contracciones uterinas regulares pero tienen (1) antecedentes previos de partos
antes de las 37 semanas en embarazos anteriores; (2) una longitud cervical acortada, cufia cervical o barros
intraamnioticos en el cuello uterino; (3) signos de infeccidon o inflamacion del tracto reproductivo; (4) hemorragia
anteparto; o (5) embarazos multiples.

Il. Metodologia general

La practica de esta invencion utiliza técnicas de rutina en el campo de la biologia molecular. Los textos basicos que
describen los métodos generales de uso en esta invencion incluyen Sambrook y Russell, Molecular Cloning, A
Laboratory Manual (32 ed. 2001); Kriegler, Gene Transfer and Expression: A Laboratory Manual (1990); y Current
Protocols in Molecular Biology (Ausubel et al., eds., 1994)).

Para los acidos nucleicos, los tamafios se dan en kilobases (kb) o pares de bases (pb). Estas son estimaciones
derivadas de electroforesis en gel de agarosa o acrilamida, de acidos nucleicos secuenciados o de secuencias de
ADN publicadas. Para las proteinas, los tamafios se dan en kilodaltons (kDa) o numeros de residuos de
aminoacidos. Los tamarfios de proteinas se estiman a partir de electroforesis en gel, de proteinas secuenciadas, de
secuencias de aminoacidos derivadas o de secuencias de proteinas publicadas.

Los oligonucledtidos que no estan disponibles en comercios se pueden sintetizar quimicamente, por ejemplo, segun
el método del triéster de fosforoamidita en fase solida descrito por primera vez por Beaucage y Caruthers,
Tetrahedron Lett. 22: 1859-1862 (1981), usando un sintetizador automatico, como se describe en Van Devanter et.
al., Nucleic Acids Res. 12:6159-6168 (1984). La purificacion de oligonucleétidos se realiza mediante cualquier
estrategia reconocida en la técnica, por ejemplo, electroforesis en gel de acrilamida nativa o cromatografia liquida de
alto rendimiento de intercambio aniénico (HPLC) como se describe en Pearson y Reanier, J. Chrom. 255:137-149
(1983).
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La secuencia de interés utilizada en esta invencion, por ejemplo, la secuencia de polinucleotidos del gen B3GNTS5,
CLC, CD16A o CD62L humano, y oligonucledtidos sintéticos (por ejemplo, cebadores) se puede verificar utilizando,
por ejemplo, el método de terminacion de cadena para secuenciacion de plantillas de doble cadena de Wallace et
al., Gene 16:21-26 (1981).

[ll. Adquisicién de muestras de sangre y analisis de¢ ARNm marcador

La presente invencion se refiere a la medicion de la cantidad de ARNm transcrito de al menos uno de los genes
marcadores encontrados en la sangre de una mujer embarazada, especialmente en una muestra de plasma o suero,
como un medio para evaluar el riesgo de que una mujer dé a luz al bebé en forma prematura. Los genes marcadores
incluyen aquellos identificados en la Tabla 2, asi como CD16A y CD62L. Por lo tanto, las primeras etapas para poner
en practica esta invencion son obtener una muestra de sangre de una mujer embarazada que esta siendo analizada
y extraer el ARNm de la muestra.

A. Adquisicion y preparacion de muestras de sangre

Se obtiene una muestra de sangre de una mujer embarazada en una edad gestacional adecuada para su analisis
utilizando un método de la presente invencion. La edad gestacional adecuada puede variar segun el trastorno
examinado, como se explica a continuacion. La recoleccion de sangre de una mujer se realiza de acuerdo con el
protocolo estandar que generalmente siguen los hospitales o clinicas. Una cantidad apropiada de sangre periférica,
por ejemplo, tipicamente de entre 5 y 50 ml, se recolecta y se puede almacenar de acuerdo con el procedimiento
estandar antes de la preparacion adicional.

El analisis del ARNm transcrito de uno o mas genes marcadores encontrados en la sangre materna segun la
presente invencion se puede realizar utilizando, por ejemplo, sangre entera o cualquier preparacion de sangre entera
que contenga los globulos sanguineos. Las preparaciones de sangre que no contienen los glébulos sanguineos,
como plasma o suero, también son utiles con el fin de poner en practica la presente invencion, debido a que los
glébulos sanguineos son la fuente predominante de acidos nucleicos presentes en el plasma o suero (Lui et al.,
2002). Para preparar glébulos sanguineos a partir de una muestra, los métodos para eliminar la porcion acelular,
como el plasma o el suero, de la sangre materna son bien conocidos entre los expertos en la técnica. Por ejemplo, la
sangre de una mujer embarazada se puede colocar en un tubo con EDTA o un producto comercial especializado
como Vacutainer SST (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) para evitar la coagulacién de la sangre, y el plasma se
puede separar y luego extraer de la fraccion celular de la sangre entera mediante centrifugacion o sedimentacion por
gravedad solo durante un periodo de tiempo apropiado. Si se usa centrifugacion, entonces, tipica, aunque no
exclusivamente, se realiza a una velocidad apropiada, por ejemplo, 1,500-3,000 x g. Para la preparacion de
plasma/suero a partir de una muestra de sangre, los métodos también son bien conocidos entre los expertos en la
técnica. Por ejemplo, una muestra de sangre recogida en tubos con EDTA se centrifuga a 16.000 x g durante 10
minutos a 4°C para eliminar el plasma y se vuelve a centrifugar a 1.600 x g durante 10 minutos a 4°C para eliminar
el plasma residual. Ademas, después de que se haya recolectado o preparado la sangre entera, los glébulos
sanguineos, el plasma o el suero, se pueden agregar aditivos para preservar el ARN. Estas aditividades pueden
incluir una solucién monofasica de fenol e isotiocianato de guanidinio, o los reactivos comercialmente disponibles,
incluidos Trizol (Life Technologies), Trizol LS (Life Technologies), RNA Later (Life Technologies - Ambion), RNA
Later ICE (Life Technologies - Ambion) y tubos de extraccion de sangre asociados con el sistema PreanAlytiX
(Qiagen/Beckton Dickson). A menos que se indique lo contrario, estos reactivos disponibles en comercios para
preservar y/o extraer el ARN se realizan de acuerdo con las recomendaciones del fabricante.

B. Extraccion y cuantificacion del ARN

Existen numerosos métodos para extraer ARNm de una muestra bioldgica. Se pueden seguir los métodos generales
de preparacion de ARNm (por ejemplo, descritos por Sambrook y Russell, Molecular Cloning: A Laboratory Manual
3d ed., 2001); diversos reactivos o kits disponibles comercialmente, como el reactivo Trizol (Invitrogen, Carlsbad,
CA), los kits Oligotex Direct mRNA (Qiagen, Valencia, CA), los kits RNeasy Mini (Qiagen, Hilden, Alemania) y
Polyattract® Series 9600™ (Promega, Madison, WI), también se puede usar para obtener ARNm de una muestra
bioldgica de un sujeto de prueba. También se pueden usar combinaciones de mas de uno de estos métodos.

Es esencial que todo el ADN contaminante se elimine de las preparaciones de ARN. Por lo tanto, se debe utilizar un
manejo cuidadoso de las muestras, un tratamiento completo con ADNasa y controles negativos apropiados en las
etapas de amplificacion y cuantificacion.

1. Determinacién cuantitativa basada en PCR del nivel de ARNm

Una vez que se extrae el ARNm de una muestra, se puede cuantificar la cantidad de ARNm transcrita de uno o mas
de los genes marcadores identificados en la Tabla 2. El método preferido para determinar el nivel de ARNm es un
método basado en la amplificacién, por ejemplo, mediante la reaccion en cadena de polimerasa (PCR),
especialmente la reaccion en cadena de polimerasa con transcripcion inversa (RT-PCR).
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Antes de la etapa de amplificacion, se debe sintetizar una copia de ADN (ADNc) del ARNm del gen marcador. Esto
se logra mediante transcripcion inversa, que puede llevarse a cabo como una etapa separada, o en una reaccion en
cadena de polimerasa con transcripcion inversa (RT-PCR), una modificacion de la reaccion en cadena de polimerasa
para amplificar el ARN. Los métodos adecuados para la amplificacién por PCR de los acidos ribonucleicos estan
descritos por Romero y Rotbart en Diagnostic Molecular Biology: Principles and Applications, pp. 401-406; Persing et
al, eds., Mayo Foundation, Rochester, MN, 1993; Egger et al, J. Clin. Microbiol. 33:1442-1447, 1995; y la patente U.
S. N°5.075.212.

Los métodos generales de PCR son bien conocidos en la técnica y, por lo tanto, no se describen detalladamente en
este documento. Para una revision de los métodos, protocolos y principios de PCR en el disefio de cebadores,
véase, por ejemplo, Innis, et al., PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications, Academic Press, Inc. N.Y.,
1990. Los reactivos y protocolos de PCR también estan disponibles de proveedores comerciales, como Roche
Molecular Systems.

La PCR se realiza generalmente como un proceso automatizado con una enzima termoestable. En este proceso, la
temperatura de la mezcla de reaccion se cicla a través de una regidon desnaturalizante, una region de fusion del
cebador y una region de reaccion de extension en forma automatica. Las maquinas especificamente adaptadas para
este propdsito estan disponibles en comercios.

Aunqgue la amplificacion por PCR del ARNm diana se usa tipicamente en la practica de la presente invencién, un
experto en la técnica reconocera que la amplificacion de estas especies de ARNm en una muestra de sangre
materna puede realizarse mediante cualquier método conocido, como la reaccidon en cadena de ligasa (LCR),
amplificacion mediada por transcripcion y replicacion de secuencia autosostenida o amplificacion basada en
secuencia de acido nucleico (NASBA), amplificacion dependiente de helicasa (HDA), amplificacion de circulo rodante
(RCA) y amplificacion isotérmica mediada por bucle (LAMP), cada una de las cuales proporciona suficiente
amplificaciéon. La tecnologia de ADN ramificado desarrollada mas recientemente también se puede usar para
determinar cuantitativamente la cantidad de marcadores de ARNm en la sangre materna. Para una revision de la
amplificacién de la sefial de ADN ramificado para la cuantificacion directa de secuencias de acido nucleico en
muestras clinicas, véase Nolte, Adv. Clinica Chem. 33:201-235, 1998.

2. Otros métodos cuantitativos

El ARNm del gen marcador también puede detectarse utilizando otras técnicas estandar, bien conocidas por los
expertos en la técnica. Aunque la etapa de deteccion esta precedida tipicamente por una etapa de amplificacién, la
amplificacién no se requiere en los métodos de la invencién. Por ejemplo, el ARNm puede identificarse por
fraccionamiento de tamafio (por ejemplo, electroforesis en gel), sea o no precedida por una etapa de amplificacion.
Después de analizar una muestra en un gel de agarosa o poliacrilamida y marcar con bromuro de etidio segun
técnicas bien conocidas (véase, por ejemplo, Sambrook y Russell, supra), la presencia de una banda del mismo
tamafio que la comparacién estandar es una indicacion de la presencia de un ARNm diana, cuya cantidad se puede
comparar con el control en funciéon de la intensidad de la banda. Alternativamente, se pueden usar sondas de
oligonucledtidos especificas para el ARNm del gen marcador para detectar la presencia de tales especies de ARNm
e indicar la cantidad de ARNm en comparaciéon con la comparaciéon estandar, segun la intensidad de la sefial
impartida por la sonda.

La hibridacién de la sonda especifica de la secuencia es un método bien conocido para detectar un acido nucleico
particular que comprende otras especies de acidos nucleicos. En condiciones de hibridacion suficientemente
estrictas, las sondas hibridan especificamente solo con secuencias sustancialmente complementarias. La
rigurosidad de las condiciones de hibridacion se puede relajar para tolerar cantidades variables de desajuste de
secuencia.

Una serie de formatos de hibridacién bien conocidos en la técnica, que incluyen, entre otros, ensayos de hibridacion
en fase de solucion, fase solida o fase mixta. Los siguientes articulos proporcionan una vision general de los
diversos formatos de ensayos de hibridacién: Singer et al., Biotechniques 4: 230, 1986; Haase et al., Methods in
Virology, pp. 189-226, 1984; Wilkinson, In situ Hybridization, Wilkinson ed., IRL Press, Oxford University Press,
Oxford; y Hames y Higgins eds., Nucleic Acid Hybridization: A Practical Approach, IRL Press, 1987.

Los complejos de hibridacion se detectan de acuerdo con técnicas bien conocidas. Las sondas de acido nucleico
capaces de hibridar especificamente con un acido nucleico diana, es decir, el ARNm o el ADN amplificado, pueden
marcarse por uno cualquiera de diversos métodos tipicamente utilizados para detectar la presencia de acidos
nucleicos hibridados. Un método comun de deteccion es el uso de autorradiografia usando sondas marcadas con
3H, 129, 35S, 4C o 2P, o similares. La eleccién del isotopo radiactivo depende de las preferencias de investigacion
debido a la facilidad de sintesis, estabilidad y vida media de los is6topos seleccionados. Otros marcadores incluyen
compuestos (por ejemplo, biotina y digoxigenina), que se unen a los antiligandos o anticuerpos marcados con
fluoréforos, agentes quimioluminiscentes y enzimas. Alternativamente, las sondas pueden conjugarse directamente
con marcadores tales como fluoréforos, agentes quimioluminiscentes o enzimas. La elecciéon de la marca depende
de la sensibilidad requerida, la facilidad de conjugacidon con la sonda, los requisitos de estabilidad y la
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instrumentacion disponible.

Las sondas y los cebadores necesarios para poner en practica la presente invencion se pueden sintetizar y marcar
usando técnicas bien conocidas. Los oligonucleétidos utilizados como sondas y cebadores pueden sintetizarse
quimicamente de acuerdo con el método del triéster de fosforamidita en fase solida descrito por primera vez por
Beaucage y Caruthers, Tetrahedron Letts., 22:1859-1862,1981, usando un sintetizador automatico, como se
describe en Needham-Van Devanteretal. Nucleic Acids Res. 12:6159-6168, 1984. La purificacion de los
oligonucledtidos se realiza mediante electroforesis en gel de acrilamida nativa o mediante HPLC de intercambio
anionico como se describe en Pearson y Regnier, J. Chrom., 255:137-149, 1983.

IV. Establecimiento de un control estandar

A fin de establecer un control estandar para la practica del método de esta invencién, se selecciona primero un
grupo de mujeres embarazadas “sanas” 0 mujeres embarazadas con contracciones uterinas frecuentes antes de las
37 semanas de gestacion, y que luego se confirma que dan a luz dentro del marco temporal normal de su embarazo
segun lo determinado por métodos convencionales. Estas mujeres estan dentro de los parametros apropiados, como
una edad gestacional particular y un estado de salud comparable. Opcionalmente, las mujeres se agrupan segun la
edad o el origen étnico similar.

El periodo de alumbramiento normal de las mujeres seleccionadas se confirmara mas adelante, y cualquier persona
entre las personas seleccionadas que paren antes o después de la fecha normal de parto sera excluida del grupo
para proporcionar datos como “control estandar”.

Ademas, el grupo seleccionado de mujeres debe ser de un tamafio razonable, de modo que la
cantidad/concentraciéon promedio de ARNm marcador en la muestra de sangre obtenida del grupo pueda
considerarse razonablemente como representativa del nivel normal o promedio entre la poblacion general de
mujeres embarazadas sanas, o mujeres embarazadas con contracciones uterinas frecuentes antes de las 37
semanas de gestacion, y que daran a luz dentro del marco temporal normal. Preferiblemente, el grupo seleccionado
comprende al menos 10 sujetos humanos.

De acuerdo con el principio cientifico fundamental de establecimiento de un valor de control, el nivel de ARNm en el
grupo de control esta determinado por el mismo método utilizado para determinar el nivel de ARNm en los individuos
de prueba. Por ejemplo, si el nivel de ARNm de un gen marcador se determina en un tipo particular de muestra (por
ejemplo, plasma) tomado de una mujer que se esta analizando, el control también debe obtenerse del mismo tipo de
muestra. Si el nivel de mRNA de un gen marcador se determina después de normalizarse sobre el nivel de mRNA de
un gen de referencia (por ejemplo, representado por la relaciéon de un mRNA de gen marcador a un mRNA de gen
de referencia), entonces el control estandar también debe representarse en la forma de un valor normalizado sobre
el mismo nivel de ARNm del gen de referencia.

Una vez que se establece un valor promedio para cualquiera de los marcadores de ARNm basados en los valores
individuales encontrados en cada sujeto del grupo de control seleccionado, este promedio o mediana se considera
un control estandar. Una desviacion estandar también se determina durante el mismo proceso. En algunos casos, se
pueden establecer controles estandar separados para grupos definidos por separado que tienen caracteristicas
distintas, como edad, género u origen étnico.

V. Métodos terapéuticos para prevenir el parto prematuro

Al ilustrar la correlacion entre el nivel de ARNm de los genes marcadores identificados en la Tabla 2 y el riesgo de
parto prematuro, la presente descripcion proporciona, ademas, un medio para tratar profilacticamente a las mujeres
embarazadas que, de lo contrario, podrian experimentar un parto prematuro y dar a luz a sus bebés mucho antes de
que alcancen el término completo: una vez que se detecta un aumento o disminucion del nivel de ARNm del
marcador y se determina un mayor riesgo de parto prematuro, el médico tiene la opcion de tratar a la mujer de
manera profilactica, por ejemplo, con corticosteroides prenatales, que se demostré que reduce la morbilidad y la
mortalidad neonatales por dificultad respiratoria, hemorragia intraventricular, enterocolitis necrotizante y conducto
arterioso persistente (Roberts y Dalziel, 2006, Cochrane Database Syst Rev (3): CD004454; Wapner et al. 2006, Am
J Obstet Gynecol 195(3): 633-42). Ademas, los farmacos tocoliticos se pueden usar para prolongar el embarazo en
mujeres con alto riesgo de dar a luz demasiado pronto. El uso de estos farmacos proporciona un parto retrasado de
48 horas, lo que permite la transferencia a una unidad especializada y la administracién de corticosteroides para
reducir la morbilidad y la mortalidad neonatales (lams et al., 2008 Lancet 371(9607): 164-75). Ademas, se ha
informado que el tratamiento con trinitrato de glicerilo transdérmico disminuye efectivamente la morbilidad neonatal
(Smith et al. 2007, Am J Obstet Gynecol 196(1): 37 e1-8). Tal como se usa en el presente documento, el tratamiento
del parto prematuro incluye reducir o eliminar la posibilidad de que una mujer embarazada dé a luz en cualquier
momento antes de las 37 semanas de edad gestacional, por ejemplo, antes de las 34 semanas de edad gestacional.

Otra posibilidad de tratar el nacimiento prematuro es mediante la regulacion directa del nivel de ARNm de los genes
marcadores que se ha demostrado que se desvian de un valor de control estandar. Por ejemplo, cuando se halla
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que un gen marcador ha aumentado con respecto al valor de control estandar, se pueden tomar medidas para
reducir especificamente el nivel de ARNm de este gen. Se pueden administrar secuencias de polinucleétidos
antisentido y ARNsi a la mujer embarazada para este fin. Por otro lado, cuando se halla que un gen marcador ha
disminuido con respecto al valor de control estandar, se pueden tomar medidas para aumentar especificamente el
nivel de ARNm de este gen. Se puede administrar un acido nucleico aislado, como un casete de expresion, que
contiene la secuencia codificante del gen marcador y que dirige la transcripcion de la secuencia a la mujer
embarazada con este proposito.

VI. Kits y dispositivos

La invencidon proporciona composiciones y kits para poner en practica los métodos descritos en el presente
documento para evaluar el nivel de ARNm de cualquiera de los genes marcadores (como los enumerados en la
Tabla 2, asi como CD16A y CD62L) para determinar el riesgo de parto prematuro en una mujer embarazada.

Los kits para realizar ensayos para determinar el nivel del ARNm del gen marcador incluyen tipicamente al menos
una sonda de oligonucleétido util para la hibridacion especifica con al menos un segmento de la secuencia
codificante del gen marcador o su secuencia complementaria. Opcionalmente, esta sonda de oligonucleétido se
marca con una unidad estructural detectable. En algunos casos, los kits pueden incluir al menos dos cebadores
oligonucleotidicos que pueden usarse en la amplificacion de al menos un segmento del ADN o ARNm del gen
marcador por PCR, particularmente por RT-PCR. En algunos casos, los kits pueden contener multiples conjuntos de
la sonda y/o cebadores descritos anteriormente, de manera que se pueden probar y cuantificar mas de un ARNm de
gen marcador. En algunos casos, los kits pueden contener, ademas, la sonda y/o cebadores descritos anteriormente
que se pueden usar para determinar el nivel de ARNm de un gen de referencia.

A menudo, los kits también incluyen un control estandar apropiado. Los controles estandar indican el valor promedio
de uno o mas ARNm del gen marcador en un tipo particular de muestra de sangre. En algunos casos, dicho control
estandar puede proporcionarse en forma de un valor establecido. Ademas, los kits de esta invencién pueden
proporcionar manuales de instrucciones para guiar a los usuarios en el analisis de muestras de prueba y evaluar el
riesgo de nacimiento prematuro en un sujeto de prueba.

En un aspecto adicional, la presente invencién también puede realizarse en un dispositivo o un sistema que
comprende uno o mas de dichos dispositivos, que es capaz de llevar a cabo todos o algunos de las etapas del
método descritos en el presente documento. Por ejemplo, en algunos casos, el dispositivo o el sistema realiza los
siguientes pasos al recibir una muestra de sangre, por ejemplo, una muestra de plasma tomada de una mujer
embarazada que esta siendo examinada para determinar el riesgo de parto prematuro, evaluando el riesgo de parto
prematuro: (a) determinar en la muestra la cantidad o concentracion de un ARNm de un gen marcador, que
opcionalmente puede normalizarse sobre el nivel de ARNm de un gen de referencia; (b) comparar la cantidad o
concentracion con un valor de control estandar; y (c) proporcionar un resultado que indique si existe un mayor riesgo
de nacimiento prematuro. En otros casos, el dispositivo o sistema de la invencion realiza la tarea de las etapas (b) y
(c), después de que se haya realizado la etapa (a) y la cantidad o concentracién de (a) se haya ingresado en el
dispositivo. Preferiblemente, el dispositivo o sistema esta parcial o totalmente automatizado.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se proporcionan solo a modo de ilustracién y no a modo de limitacién. Los expertos en la
técnica reconoceran facilmente una variedad de parametros no criticos que podrian cambiarse o modificarse para
producir esencialmente los mismos resultados o resultados similares.

Introduccion

Actualmente, la fibronectina fetal en el liquido cervicovaginal y la longitud cervical determinada por la ecografia
transvaginal son los mejores fabricantes disponibles para predecir el nacimiento humano antes de las 37 semanas
de gestacion. Si bien estos métodos se utilizan por su alta especificidad, su sensibilidad es solo moderada.

Los presentes inventores tienen un interés de larga data en el descubrimiento sistematico de ARN, microARN
asociados con el embarazo (Tsui et al. 2004; Chim et al., 2008) y marcadores de metilacién del ADN (Chim et al.
2005; Chim et al. 2008; Tsui et al. 2010) circulando en plasma sanguineo periférico materno. De interés clinico, los
inventores han descubierto que ciertos transcriptos de ARN circulantes se detectan con mayor frecuencia en mujeres
que presentan contracciones uterinas y dan como resultado el nacimiento antes de las 34 semanas de gestacion,
pero no en mujeres de la misma edad gestacional (Chim et al., 2012). Los datos prometedores en el plasma materno
libre de células llevaron a los inventores a investigar sistematicamente si otros compartimentos sanguineos, incluidas
los glébulos sanguineos, contienen transcriptos de ARN que pueden predecir el nacimiento antes de las 34
semanas.

Para identificar dichos marcadores en un enfoque sistematico y de genoma completo, los inventores han perfilado
los niveles de ARN de casi todos los 30.000 genes humanos y sus variantes utilizando la tecnologia de matriz de
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exones. Esta tecnologia ha permitido a los inventores generar el perfil global de expresion génica (ARN), o
transcriptoma, de la sangre en alta resolucion en el nivel del exén, que es mas detallado que el nivel del gen. Los
inventores han perfilado sistematicamente los transcriptomas de sangre materna obtenidos de mujeres durante su
presentacion de contracciones uterinas regulares antes de las 34 semanas. De estos, se identificd que un panel de
transcripciones de ARN de 32 genes se puede medir faciimente y se expresa de manera diferente en la sangre de
las mujeres que dan a luz antes de las 34 semanas, en comparacion con las que dan a luz a las 37 semanas o
después.

Dado que el nacimiento humano antes de las 34 semanas de gestacion es mas susceptible a la mortalidad y la
morbilidad neonatales, el nacimiento antes de las 34 semanas se ha utilizado como medida de resultado en la
mayoria de las partes de este estudio. Sin embargo, dicho disefio experimental y la medida de resultado no impiden
el descubrimiento de marcadores para predecir el nacimiento antes de las 37 semanas, o dentro de los 2 a 7 dias de
la presentacién de las contracciones uterinas.

Usando la reacciéon en cadena de polimerasa transcriptasa inversa cuantitativa (QRT-PCR), los inventores han
demostrado que los marcadores de sangre identificados, cuando se usan solos, ya podrian usarse para predecir €l
nacimiento antes de las 34 semanas con alta sensibilidad y alta especificidad.

Métodos y resultados

Reclutamiento de participantes. Las mujeres embarazadas con contracciones uterinas regulares y frecuentes (>1
cada 10 minutos) antes de las 34 semanas de gestacion fueron invitadas a participar en este estudio con
consentimiento informado. Se obtuvo sangre periférica de cada participante durante la contracciéon uterina
prematura. Se sigui6 el resultado del parto. Las mujeres que luego se confirmé que dieron a luz en el parto antes de
las 34 semanas se clasificaron como el grupo de prueba, y las que luego se confirmé que dieron como resultado el
nacimiento a las 37 semanas o después se clasificaron como el grupo de referencia. Se excluyeron los embarazos
que incluyeron el parto prematuro indicado, preeclampsia, embarazos multiples, sufrimiento fetal, restriccion del
crecimiento, anomalias cromosémicas o estructurales.

Procesamiento de sangre. Se recogieron 12 ml de sangre periférica en tubos con EDTA (Beckton Dickson) de
mujeres embarazadas durante la presentacion de la contraccion uterina prematura, procesada en 6 horas.
Brevemente, la sangre fue centrifugada 1.600 x g. Se eliminé el plasma. La muestra de sangre se centrifugé de
nuevo a 5.000 x g para eliminar mas plasma. Se mezclaron 0,3 ml de glébulos sanguineos recolectados con 0,9 ml
de Trizol LS (Invitrogen, Life Technologies) y se almacenaron a -80°C hasta la extraccion del ARN.

Perfil de los transcriptomas de sangre basados en la matriz de exones. Para cada muestra de sangre, el ARN se
extrajo de los glébulos sanguineos Trizol LS y se tratd con DNasel (Invitrogen, Life Technologies) para eliminar la
contaminacion por ADN gendmico. La cantidad y la calidad de las preparaciones de ARN a partir de tejido
placentario se evaluaron mediante un espectrofotémetro y un bioanalisis (Agilent). Se analizaron seis muestras de
ARN en sangre (3 del grupo de prueba y otras 3 del grupo de referencia, Tabla 1) utilizando la matriz de expresion
génica Exon 1.0ST (Affymetrix), de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Preprocesamiento de datos de matriz de exones. Los datos de la sefal de la sonda se analizaron luego con Partek
Genomics Suite (version 6.5, Partek Inc.). Para normalizar las sefales de la sonda a partir de diferentes muestras de
sangre, se realiz6é la normalizacion Robust Multi Array (RMA) (Irizarry et al., 2003). Cada matriz contiene mas de
1.400.000 conjuntos de sondas que interrogan los niveles de expresion de ARN de esencialmente todos los >30.000
genes humanos y variantes de transcripto. Aunque la mayoria de las sefiales de la sonda no se modificaron en
ningun dato de micromatriz, su nimero total obstaculizaria el analisis estadistico, incluidas las pruebas de hipotesis
multiples y, por lo tanto, debe eliminarse. Con este fin, los inventores primero realizaron una prueba T (sin ajuste
para comparacion de prueba multiple) en todas las sondas y encontraron que solo se cambiaron 9.264 sondas entre
la prueba y los grupos de referencia.

Mineria de datos e identificacion sistematica de marcadores. Para explicar la diferencia en la edad gestacional en la
recoleccion de sangre, cada muestra en el grupo de prueba se emparejé con otra muestra en el grupo de referencia
con edad gestacional compatible (en el lapso de 1 semana). Para identificar las sondas que se cambiaron entre los
dos grupos, se realizd una prueba T pareada en las 9.264 sondas. Entre ellos, se cambiaron 3.778 sondas entre los
dos grupos (valores p, rango 5,0 x 10® a 0,049). Para realizar el ajuste para multiples pruebas de hipotesis, los
valores q se calcularon mediante el método de la tasa de descubrimiento falso (Storey 2002), y se seleccionaron
3500 sondas (valor q <0,007639). Entre ellos, las sefiales medias de 153 sondas se cambiaron >2,6 veces entre los
dos grupos (72 sondas y 81 sondas fueron reguladas hacia arriba y hacia abajo, respectivamente, en el grupo de
prueba, en comparacion con el grupo de referencia).

Para aislar aun mas las sondas reguladas hacia arriba que podrian distinguir potencialmente los dos grupos, los
inventores buscaron sondas cuyo primer cuartil de sefiales en el grupo de prueba era >2 veces mas alto que el
tercer cuartil de sefiales en el grupo de referencia, y seleccioné 52 sondas cumpliendo con este criterio. De manera
similar, para aislar aln mas las sondas reguladas a la baja que podrian distinguir a los dos grupos, los inventores
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buscaron sondas cuyo primer percentil de las sefiales en el grupo de referencia era >2 veces mas alto que el tercer
percentil de las sefiales en la referencia grupo, y se seleccionaron 72 sondas que cumplen este criterio. Por lo tanto,
se identificaron 124 sondas (=52+72) con potencial para distinguir los dos grupos.

Para refinar ain mas los transcriptos de ARN que serian faciimente detectables en la muestra de sangre, los
inventores seleccionaron solo los transcriptos de ARN representados por >1 sonda con sefial de expresion mediana
>169 unidades (=2 * 7,4 unidades) en al menos un grupo, e identificd 48 sondas (14 sondas reguladas hacia arriba y
34 sondas reguladas hacia abajo). Estas sefiales de sonda se derivaron de los transcriptos de ARN de 32 genes (13
genes regulados hacia arriba y 19 genes regulados hacia abajo). Se argumenta que este panel de 32 transcriptos de
ARN se puede detectar facilmente en sangre y se puede usar para predecir el resultado de un parto antes de las 34
semanas (Tabla 2).

Andlisis de QRT-PCR de nuevos marcadores identificados. Para demostrar que los marcadores identificados
mediante la tecnologia de matriz de exones y la estrategia de extraccion de datos anterior (Tabla 2) son utiles, los
inventores realizaron gRT-PCR, el estandar de oro en el perfil de expresion génica. Se analizaron veinte muestras
de ARN en sangre (10 de los grupos de prueba, otras 10 del grupo de referencia, Tabla 3) recolectadas de mujeres.

Las concentraciones de 3 transcriptos de ARN marcador identificados en la Tabla 2 se determinaron mediante qRT-
PCR. Es decir, se midieron las concentraciones de los ARNm que codifican UDP-GIcNAc:betaGal beta-1,3-N-
acetilglucosaminiltransferasa 5 (B3GTN5), galectina de cristal de Charcot-Leyden (CLC) y proteina de union a
guanilato 3 (GBP3). Se ha demostrado que el transcripto del ARN del marcador anterior esta regulado hacia arriba
en la sangre de las mujeres que dan a luz antes de las 34 semanas, en comparacion con las que dan como
resultado el nacimiento a las 37 semanas o después, mientras que se ha demostrado que los dos ultimos
marcadores se regulan hacia abajo. Para controlar las variaciones en la entrada de ARN en cada qRT-PCR, las
concentraciones de ARN marcador se normalizaron frente al ARN de referencia, el ARNm de gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa (GAPDH).

Para el ensayo por qRT-PCR de B3GNTS5, el cebador directo fue 5-TTG GGC TTG CTT TGT TTC CT-3’, el cebador
inverso fue 5-GCC TGC CGA TCT GGT AGA AG-3’, y la sonda de hidrdlisis fue 5’(6FAM)-AGG CCC AGC ATT T-3’
(MGB), donde 6FAM fue el colorante indicador de 6-carboxifluoresceina y MGB fue el inactivador no fluorescente de
union a la ranura menor. Para el ensayo por gRT-PCR de CLC, el cebador directo fue 5-GCT GCC TCT TTG TCT
ACT GGT TCT A-3’, el cebador inverso fue 5-GCA GAT ATG GTT CAT TCA AGA AAC A-3’, y la sonda de hidrdlisis
fue 5(6FAM)-AAT CAA AGG GCG ACC ACT-3' (MGB). Para el ensayo por qRT-PCR de GBP3, el cebador directo
fue 5-GGC CTC GTC TAG AGA GCC TAG TG-3, el cebador inverso fue 5-TGC GTT CTC CAT GCA GGG-3', y la
sonda de hidrdlisis fue 5’(6FAM)-TGA CCT ATA TCA ATG CTA TCA G-3' (MGB). Para el ensayo por gqRT-PCR de
GAPDH, las secuencias para los cebadores y la sonda se publicaron previamente (Chim et al., 2012).

Para minimizar el efecto de cualquier ADN gendmico contaminante en las preparaciones de ARN, el ensayo por
gRT-PCR para todas las dianas de ARNm, excepto el ARNm de B3GNT5, se disefié para que se extendiera por
intrones. Sin embargo, debido a ciertas restricciones de la secuencia del ARNm, el ensayo por RT-qPCR para el
ARNmM de B3GNT5 no abarcé ningun intron.

Para todos los ensayos por qRT-PCR, excepto el ensayo de B3GNT5, cada qRT-PCR se configurdé en un volumen
de reaccion de 25 L utilizando componentes suministrados en un conjunto de reactivos de PCR EZ rTth RNA (Life
Technologies). Cada reaccion contenia 5 pyL de 5x tampon EZ, y concentraciones finales de 3 mM de Mn(OAc)., 300
MM cada una de dATP, dCTP, dGTP, 600 uM de dUTP, 2,5 U de polimerasa rTth, 0,25 U de uracilo N-glicosilasa
(UNG) y 5 uL de ARN extraido de una muestra de sangre. Para el ensayo de B3GNT5, cada gRT-PCR se configuro
en un volumen de reaccion de 12,5 yL que contenia 2,5 pyL de 5x de tampdn EZ y concentraciones finales de 3 mM
de Mn(OAc),, 300 uM cada una de dATP, dCTP, dGTP, 600 uM de dUTP, 2,5 U de polimerasa rTth, 0,25 U de N-
glicosilasa de uracilo (UNG) y 2,5 ul de ARN extraido de una muestra de sangre. Para todos los ensayos de qRT-
PCR en este estudio, las concentraciones finales de cebadores directos, cebadores inversos y sondas de hidrdlisis
fueron 300 nM, 300 nM y 200 nM, respectivamente. Las condiciones de los ciclos térmicos fueron 50°C durante 2
minutos, 60°C durante 30 minutos, 95°C durante 5 minutos, seguidos de 45 ciclos de (94°C durante 20 segundos y
60°C durante 1 minuto).

La amplificacion de la diana del ARNm fue monitoreada y analizada por un sistema de deteccion de secuencias ABI
Prism 7900 (Life Technologies) y un software de deteccion de secuencias version 2.1 (Life Technologies). Para cada
ensayo, se preparé una calibracion amplificando diluciones en serie de oligonucleétidos de ADN sintético purificados
por HPLC (Sigma-Proligo) que representan el amplicon objetivo en concentraciones conocidas. Las concentraciones
absolutas de dianas de ARNm se calcularon como el niumero de copias por ng de ARN total en los glébulos
sanguineos. Para cada muestra de ARN en sangre, se calculé una concentracion de ARN marcador normalizado
dividiendo la concentracion absoluta del ARN marcador (es decir, el ARNm de B3GNT5, el ARNm de CLC y el
ARNmM de GBP3) por la concentracion absoluta del ARN de referencia (es decir, ARNm de GAPDH). No hubo unidad
para esta concentracion de ARN marcador normalizado.

Andlisis de QRT-PCR de los transcriptos de ARN no incluidos en la Tabla 2. Para comparar y contrastar el
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desempefio predictivo de los transcriptos de ARN marcadores identificados en este estudio (Tabla 2), se analizaron
dos transcriptos de ARN que no figuran en la Tabla 2 en paralelo, a saber, aquellos que codifican el fragmento Fc de
IgG, llla de baja afinidad, receptor (FCGR3A, sindnimo: CD16A) y la selectina L (SELL, sinénimo: CD62L). Se ha
demostrado que estos dos transcriptos de ARN se expresan en gran medida en los glébulos sanguineos y solo se
expresan en otras células humanas (Su et al. 2004). Se analizaron veinte muestras de ARN de sangre (10 de los
grupos de prueba, otras 10 del grupo de referencia, Tabla 3) recolectadas de mujeres.

Para el ensayo por qRT-PCR de CD16A, el cebador directo fue 5-ACC CGG TGC AGC TAG AAG TC-3’, el cebador
inverso fue 5-GAA TAG GGT CTT CCT CCT TGA ACA-3’ y la sonda de hidrdlisis fue 5 (6FAM)-TTG CTC CAG GCC
CCT-3 (MGB). Para el ensayo por qRT-PCR de CD62L, el cebador directo fue 5-TTC AGC CTC CCC ACC TTC T-
3’, el cebador inverso fue 5-GGT GTG GAA GTC AGC CAA CTG-3’ y la sonda de hidrdlisis fue 5’ (6FAM)-CAG CCA
CCT CTC TT-3’' (MGB). Las condiciones de reaccion y el perfil térmico fueron los mismos que en otros ensayos de
gRT-PCR mencionados anteriormente. Para cada muestra de ARN en sangre, las concentraciones normalizadas del
ARNm de CD16A y el ARNm de CD62L se calcularon como se indicd anteriormente.

Datos de la prueba gqRT-PCR dirigidos al ARNm de B3GNT5 preseleccionados en este estudio (Tabla 2). Se
recogieron muestras de sangre de 20 mujeres durante la presentacién de contracciones uterinas regulares y
frecuentes. Entre ellas, 10 mujeres dieron a luz antes de las 34 semanas (el grupo de prueba) y las 10 restantes
dieron a luz a las 37 semanas o mas tarde (el grupo de referencia). Las medianas (primer cuartil y tercer cuartil) de
las concentraciones de ARNm de B3GNT5 en sangre normalizada con GAPDH fueron 1,06 (0,644-1,44) y 0,362
(0,211-0,391) en el grupo de prueba y el grupo de referencia, respectivamente (Fig. 1). Esta mediana de
concentraciones de ARNm de B3GNT5 normalizadas en el grupo de prueba fue 2,99 veces mayor que en el grupo
de referencia (p=0,002, prueba de suma de intervalos de Mann-Whitney).

Para determinar las concentraciones de umbral éptimas de este marcador para identificar el nacimiento antes de las
34 semanas, los inventores trazaron la curva de caracteristicas operativas del receptor (ROC) (Fig. 2, area bajo la
curva = 0,915, 95% de intervalo de confianza (Cl) = 0,788-1,04, p = 0,00172). Al utilizar las concentraciones de
ARNmM de B3GNT5 en sangre normalizadas por GAPDH >0,495 como un umbral para definir a una mujer como
positiva para este ensayo, los inventores pudieron identificar a las mujeres que dieron a luz antes de las 34 semanas
con una sensibilidad del 90,0% y una especificidad del 90,0%. El valor predictivo positivo y el valor predictivo
negativo para el ARNm de B3GNT5 son del 90,0% y del 90,0%, respectivamente.

Datos de la prueba gRT-PCR dirigidos al ARNm de CLC preseleccionados por este estudio (Tabla 2). Las medianas
(primer cuartil-tercer cuartil) de las concentraciones de ARNm de CLC en sangre normalizadas con GAPDH fueron
2,40 (1,68-4,03) y 6,05 (4,43-15,6) en el grupo de prueba y el grupo de referencia, respectivamente (Fig. 3). Esta
mediana de las concentraciones de ARNm de CLC normalizadas en el grupo de prueba fue 2,52 veces menor que
en el grupo de referencia (p=0,011, prueba de suma de intervalos de Mann-Whitney).

La curva ROC se trazo (Fig. 4, area bajo la curva = 0,840, 95% de Cl = 0,637 a 1,04, p = 0,0102). Al utilizar las
concentraciones de ARNm de CLC en sangre normalizadas por GAPDH <4,150 como un umbral para definir a una
mujer como positiva para este ensayo, los inventores pudieron identificar a las mujeres que dieron a luz antes de las
34 semanas con una sensibilidad del 80% y una especificidad del 90%. El valor predictivo positivo y el valor
predictivo negativo para el ARNm de CLC son del 88,9% y del 81,8%, respectivamente.

Los datos del ensayo por gqRT-PCR dirigidos al ARNm de GBP3 preseleccionados en este estudio (Tabla 2). Las
medianas (primer cuartil-tercer cuartil) de las concentraciones de ARNm de GBP3 en sangre normalizadas con
GAPDH fueron 0,0587 (0,0134-0,131) y 0,465 (0,107-0,867) en el grupo de prueba y el grupo de referencia,
respectivamente (Fig. 5). Esta mediana de las concentraciones de ARNm de GBP3 normalizadas en el grupo de
prueba fue 7,92 veces mas baja que en el grupo de referencia (p=0,0173, prueba de suma de intervalos de Mann-
Whitney).

La curva ROC se trazo (Fig. 6, area bajo la curva = 0,820, intervalo de confianza del 95% = 0,624 a 1,02, p=0,0156).
Usando las concentraciones de ARNm de GBP3 en sangre normalizadas por GAPDH <0,0914 como umbral, los
inventores pudieron identificar a las mujeres que dieron a luz antes de las 34 semanas con una sensibilidad del 60%
y una especificidad del 90%. El valor predictivo positivo y el valor predictivo negativo para el ARNm de GBP3 son del
85,7% y 69,2%, respectivamente.

Los datos del ensayo gRT-PCR dirigidos al ARNm de CD16A no incluidos en la Tabla 2. Las medianas (primer
cuartil-tercer cuartil) de las concentraciones de ARNm de CD16A en sangre normalizadas con GAPDH fueron 365
(267-541) y 341 (300-426) en el grupo de prueba y el grupo de referencia, respectivamente (Fig. 7). Estas
concentraciones de ARNm de CD16A normalizadas en el grupo de prueba no fueron significativamente diferentes de
las del grupo de referencia (p=0,571, prueba de suma de intervalos de Mann-Whitney).

Para visualizar el rendimiento predictivo del ARNm de CD16A, se represento la curva ROC (Fig. 8). No se observo

una diferencia significativa entre el area de debajo de la curva ROC para el ARNm de CD16A (area bajo la curva =
0,580, 95% CIl = 0,319 a 0,841) y el area debajo de la linea de identidad (p=0,545). Usando las concentraciones de
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ARNmM de CD16A en sangre normalizadas por GAPDH >438 como un umbral para definir a una mujer como positiva
para esta prueba, los inventores pudieron identificar a las mujeres que dieron a luz antes de las 34 semanas con una
sensibilidad del 30,0% y una especificidad del 90,0%. El valor predictivo positivo y el valor predictivo negativo para el
ARNmM de CD16A son del 75,0% y del 56,3%, respectivamente.

Datos del ensayo por gqRT-PCR dirigidos al ARNm de CD62L no incluidos en la Tabla 2. Las medianas (primer
cuartil-tercer cuartil) de las concentraciones de ARNm de CD62L en sangre normalizadas con GAPDH fueron 69,6
(59,7-112) y 76,7 (71,4-91,7) en el grupo de prueba y el grupo de referencia, respectivamente (Fig. 9). Estas
concentraciones de ARNm de CD62L normalizadas en el grupo de prueba no fueron significativamente diferentes de
las del grupo de referencia (p=0,678, prueba de suma de intervalos de Mann-Whitney).

Para visualizar el rendimiento predictivo del ARNm de CD62L, se representd su curva ROC (Fig. 10). No se observo
una diferencia significativa entre el area de debajo de la curva ROC para el ARNm de CD62L (0.560, 95% CI = 0,288
a 0,832) y el area debajo de la linea de identidad (0,500, p=0,650). Usando las concentraciones de ARNm de CD62L
en sangre normalizadas por GAPDH >62,4 como un umbral para definir a una mujer como positiva para esta prueba,
los inventores pudieron identificar a las mujeres que dieron a luz antes de las 34 semanas con una sensibilidad del
30% y una especificidad del 90%. El valor predictivo positivo y el valor predictivo negativo para el ARNm de CD16A
son del 75,0% y 56,3%, respectivamente.

Analisis

En este estudio, utilizando la tecnologia de matriz de exones, los presentes inventores han perfilado en la resolucion
del nivel de exdn los transcriptomas sanguineos de las mujeres embarazadas durante la presentacion de las
contracciones uterinas. Los datos de expresion de ARN en todo el genoma de los glébulos sanguineos durante las
contracciones uterinas nunca se han publicado en la literatura revisada por pares antes. Ademas, los inventores, por
primera vez, compararon sistematicamente los transcriptos de ARN expresados diferencialmente entre las mujeres
que dieron como resultado el parto antes de las 34 semanas de gestacion y las que dieron como resultado el
nacimiento o después de las 37 semanas. Ademas, se ha disefiado un método para la seleccion estratégica de
transcripciones de ARN marcador Utiles para predecir el nacimiento, entre >1,4 millones de puntos de datos de
niveles de expresion de ARN. Estos nuevos datos y métodos han permitido a los investigadores en este campo
hacer una lista corta de un panel de 32 transcriptos de ARN (Tabla 2), entre los >30.000 genes humanos, que son
utiles para predecir el nacimiento prematuro a través del analisis molecular de la sangre periférica materna.

Los inventores han demostrado la utilidad clinica de los ensayos de qRT-PCR dirigidos a nuestros transcriptos de
ARN marcadores de lista corta, a saber, el ARNm de B3GNT5, el ARNm de CLC y el ARNm de GBP3 (de la Tabla
2). Las concentraciones de ellas fueron significativamente diferentes entre las mujeres que dieron a luz antes de las
34 semanas (el grupo de prueba) y las que dieron a luz a las 37 semanas o mas tarde (el grupo de referencia;
prueba de Mann-Whitney, valores de p = 0,002, 0,011 y 0,0173 para el ARNm de B3GNT5, el ARNm de CLC y el
ARNm de GBP3, respectivamente). No solo asi, el intervalo intercuartil de las concentraciones dos de los tres
marcadores probados, el ARNm de B3GNT5, el ARNm de CLC, no tuvo solapamiento entre los dos grupos.

En paralelo a los ensayos de qRT-PCR dirigidos a los transcriptos de ARN marcador preseleccionados en este
estudio (de la Tabla 2), los inventores también analizaron las muestras de ARN en sangre de los dos grupos de
participantes mediante ensayos dirigidos a transcriptos de ARN no enumerados en la Tabla 2. Por el contrario, las
concentraciones normalizadas de GAPDH entre los dos grupos no fueron significativamente diferentes (prueba de
Mann-Whitney, valores de p = 0,571y 0,678 para el ARNm de CD16A y el ARNm de CD62L, respectivamente).

Sobre la base de los resultados prometedores, el rendimiento predictivo de los marcadores se examiné mediante
analisis ROC. Para cada marcador desarrollado en este estudio (como los que se enumeran en la Tabla 2), el area
debajo de la curva ROC fue significativamente mas grande que el area debajo de la linea de identidad (x = y), lo que
demuestra un uso potencial para la prediccion. Especificamente, las areas bajo la curva del ARNm de B3GNTS5, el
ARNm de CLC y el ARNm de GBP3 fueron 0,915, 0,840 y 0,820, respectivamente. Esto indica que las
probabilidades de predecir con precisién el nacimiento antes de las 34 semanas usando los tres marcadores son del
91,5%, 84,0% y 82,0%, respectivamente.

Por el contrario, las areas bajo las curvas ROC del ARNm de CD16A y del ARNm de CD62L fueron del 0,580 y
0,560, respectivamente. Estas areas no fueron significativamente diferentes de 0,500, que es el area debajo de la
linea de identidad (p = 0,545 y 0,650, respectivamente). Esto implica que estos andlisis, que no se desarrollaron a
partir de la Tabla 2, no tienen potencial para predecir el nacimiento.

Lo mas importante es que se ha demostrado que dos de los tres marcadores identificados por las estrategias
anteriores predicen el nacimiento a alta sensibilidad y alta especificidad. En particular, la sensibilidad y la
especificidad para el ARNm de B3GNT5 fueron del 90,0% y 90,0%, respectivamente, y para el ARNm de CLC fueron
del 88,9% y 81,8%, respectivamente. El rendimiento de estos dos marcadores novedosos se comparo
favorablemente con el de la longitud cervical transvaginal (la sensibilidad y la especificidad fueron del 63,6% y del
85,7%, respectivamente), o fueron al menos a la par con la de la fibronectina fetal (la sensibilidad y la especificidad
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fueron del 81,7% y 82,5%, respectivamente (Lockwood et al., 1991).

Otra ventaja importante de los marcadores sanguineos preseleccionados en este estudio sobre la ecografia
transvaginal y la fibronectina fetal es que no requieren un examen pélvico, lo que no siempre es tolerable por las
mujeres embarazadas que necesitan ser examinadas. Para resumir, los presentes inventores han generado a través
de este estudio un panel de 32 transcriptos de ARN de sangre periférica, que es util para la prediccion del
nacimiento en humanos antes de las 34 semanas con un rendimiento mejor o al mismo nivel que los marcadores
actuales.
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Tabla 1. Caracteristicas de los participantes en el analisis de la matriz de exones de todo el genoma.

Resultado en Valor P2
Resultado en L
. nacimientos a
nacimientos prematuros termi
érmino
Numero de participantes (n) 3 3 -
Edad de la madre en afios (media +/- desviacion 28 +-8,5 30+/-26 0,7621
estandar (DE))
Nuliparas (n, %), semanas gestacionales al 0 (0%) 31,5 +/- 0,436 1(33%) 31,9 +/- 1.0000
momento de la extraccion de sangre (media +/- DE) 0.869 0’5846
Semanas gestacionales al momento del parto 31,6 +/- 0,515 39,3 +/- 0,218 <=0,0001
(media +/- DE)
Peso al nacer en gramos (media +/- DE) 1619 +/- 254,7 3095 +/-172,8 0,0011
Recuento de glébulos blancos maternos (media +/- 9,47 +/- 2,59 12,1 +/- 0,808 0,1638
DE)
Hemorragia anteparto (n, %) 1 (33%) 0 (0%) 1.00

@ Prueba T para variables continuas. (Los datos pasaron la prueba de normalidad y la prueba de varianza igual).
Prueba exacta de Fisher para variables nominales.
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Tabla 2. Transcriptos génicos y de ARN identificados como (tiles como marcadores de sangfe para predecir un nacimiento humano antes de las 37 semanas

Simbolo MNombre del gen HGHC Acceso a Primer Tercer Primer Tercer Direccign Cambio en Valorg
RefSeq " cuartil de de cambio veces
del gen o] cuartil de cuartil de ~ cuartil de .
o Py sefial de i de sefial
sefial de sefial de sefial de
sonda en de sonda
sonda en sonda en sondaen
grupo de mediana
grupo de grupe de referencia® grupo de
pruebas prueba referencia
UDP-GlcNAc-betaGal bela- hke_DE2047 1533 1855 a7 745 Aumentato 284 0.00740
1.3-N- en grupo
acetilglucosaminitransferasa de prueba
EECABYT  Dominio de unién de calcio HGHNG: KNk 152347 156 208 457 Reducida 287 0.D0758
de mano EF 13 TSRS en grupo
de prueba
receptor de accionamiento HGMNE:  NRE_TE2153 £ o4 208 | Aumentado 278 000707
expresado en células mieloides 3:{::' en grupo
de tipo 4 de prugha
ALMIRAZ  receptor de adenosina A3 HGHE: KN 020622 118 142 45 Reducide 285
en grupo
de prueba
FOEED fosfodiesterasa 6D, HGRG NM 002801 368 120 182 Aumentado 288 O007T2
especifico de cGMP, rod., delta g e en grupo
de prueba
CDMT7 molécula CD177 HGHNC Nkt 020208 4884 ¥ 1387 Py iy Aumentado 290
4 en grupo
de prueba
e Tl comb sex. en e WO af i o] T ra Reducido 5 A%
SORM homélago 1 en I‘IR:EJ\E’; MO0 02185 Bong 230 307 B 283
media pierna (drosophila) FS de prueba
ATR2BY ATPasa, transporte Ga*™* B2 952 2ad 322 Aumeniado 297 0.00789
membrana plasmatica 4 en grupo
de prueba
aldehido deshidrogenasa 1 HGNC: Nk 000885 488 881 179 166 Reducida 303 0.00708
miembro de la familia A1 en grupo
de prueba
SPRABE receptor 56 acoplado HGHC: 1028 223 257 Aumentade 314 0. (G708
con |a proteina G 4512 en grupo
de prueba
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Tabla 2. Transcriptos génicos y de ARN identificados como Utiles como marcaderes de sangre para predecir un nacimiento humane antes de las 37 semanas

Simbalo Nombre del gen HGHNC heceso s brimer Tercer Primer Tercer Direcign  Cambio en Valor g
del gen 1] efseq cuartil de cuartil de cuartil de cuartil de de cambio :eec:esﬁal
sefial de sefial de sefial de sefial de de sonda
SUnNUE en sonda en sonda en sonda en mediana
grupo de grupo de grupo de grupo de
pruebas prueba referencia*  referencia
FAH fumarilacetoacetato NM_CU0i 37 353 403 54 Aumentado 218
hidrolasa &N grupa
(fumarilacetoacetasa) de prueba
receptor 34 acoplado HGMNG! 164 Pl Reducido
alaproteina G 4490 = en grupe
de prueba
CLEA quinasa de lifio CDC 4 NM_C20685 593 a7 Q 204 211 Reducido 3.20
en grupe
de prueba
receptor de prostaglandina D2 427 208 Aumentada
(OP) en grupo
de prueba
ENTA famesiltransferasa, caja . a72 Reducido
CAAX, alfa &n grupo
de prueba
CTSG catepsina G 58.2 690 a8 246 Reducido .34
en grupo
de prueba
mieloperoxidasa HGND HK 33.8 4 Reducido
7048 en grupo
de prueba
CPA3 carbaxipeptidasa A3 HGNGC:  NM_CHMETT 591 27 ar7 Reducido 423 000584
{mastocito) FIoH en grupo
de prueba
LAz receptor de fipo HGNC:  NB_008 42 447 1445 1733 Reducido 428
inmunoglobulina leucocitica, 5504 en grupo
subfamilia A (sin dominio TM), . de prueba
miembro 3
AH S adenilato quinasa 5 HGND NB 474858 B1.4 75 Reducido 4732
- en grupo
de prueba
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Tabla 2. Transcriptos génicos y de ARN identificados como dtiles como marcadores de sangre para predecir un nacimiento humano antes de las 37 semanas

Simbolo Nombre del gen HGHC ACceso a Primer Tercer P”T‘elrd Tercer Direccidn Cambio en Valorq
del gen o Refleq cuartl de cuartil de ;i;a‘l d: cuartil de de cambio ‘;Ieec:esﬁal
i fi sefial de
sefial de iiﬂi;d:n sonda en sonda en de sonda
sonda en arupo de grupo de arupo de mediana
arupo de referencia™ -
prugbas= prueba referencia
KIRDT receptor de tipo lectina de MIGNC:  NW_002262 747 140 204 Aumentado 442 1.00725
células asesinas &N grupo
subfamilia D, miembro 1 de prueba
YRELT yippee de tipo 1 (Drosophila) HIGNG:  NM_313312 PG a5 Aumentado 458
1IRAE &N grupo
de prueba
WR4AZ  receplornudear subtemila MGNZ.  HM 06837 234 450 dd.7 S 500740
4, grupo A, miembro 3 TEFQ - en grupo
b de prueba
COR? receplor 3 de quimioguina HIGNC: WM 80883y e 958 25 Reducido & 95
{maotivo C-C) SE0E en grupa
de prusba
THERS superfamilia de tioesterasa HGHG: 429 % U3 Aumentado 501 0.00684
miembra 5 j,:.’ﬂ £n grupo
) de prueha
BLROT receptortipo lectina de HGNC:  NM_G02255 7 e 48,4 Aumentado 5148
células asesinas, P en grupo
subfamilia C, miembro 1 e de prueba
OLG galectina de cristal de HIGNG: WM (01828 TS g e £877 Reducido 555 Q.00737
Charcot-Leyden 2014 engrupo
o de prueba
Pefalzx] proteina de unidn 3 HMGHC: N {18288 235 133 R Reducido 785 000764
de guanilato T &n grupo
- de prueba
HEO1 784 nidroxiesteroide (17-beta) HIG R 47 & E:Z:Eipduu RAY
deshidrogenasa 4 e
g B213 de prueba
HLARA receptor 5 de interlzuquina, HONC:  NM_(00564 3 Zz5 218 0 Reducido §54
alfa GOHT en grupo
de prueba
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Tabla 2 Transcriptos génicos y de ARN identificados como Utiles como marcadores de sangfe para predecir un nacimiento humanao antes de las 37 semanas

Simbolo Nombre del gen HGHNC -g:téSO a Primer Tercer Frm:ﬁrﬂ Tercer Direccidn Cambio en Valorq
del gen 1o efsea cuartil de cuartil de cuartil de cuartil de de cambio veces
- = sefial de A de sefial
sefial de sefial de sefial de
sonda en de sonda
sonda en sonda en sonda en
grupo de d mediana
grupo de arupo de referencia™ grupo de
prughas prueba referencia
HREH4 Receptor de histamina H4 HGNC NR_C21624 149 197 127 161 Reducido a7 GOO740
17383 en grupo
- de prueba
. . A & AET g A erarss aea Reducido e
Repeticiones similares a EGF Y HGNE NM_COS7 G 24 ks 53 en grupo 290
dominios 3 similares a discoidina | RS de prueba

Legenda:

HGNC. Comité de Nomenclatura Genética HUGO en el European Bioinformatics Institute (hitp-/www.genenames.org/).

Ref Seq- Base de Datos de Secuencia de Referencia en el National Center for Biotechnalogy Information, National Library of Medicine

(http:ifhttp:/Awww_ncbi nim nih govirefseq/)

valor q: valores q ajustados por Tasa de Descubrimiento Falso

* Grupo de prueba compuesta por mujeres con contracciones uterinas (< 34 semanas gestacionales) y dando como resultado el nacimiento antes de las 34 semanas.

Grupo de prueba compuesto por mujeres con contracciones uterinas (< 34 semanas gestacionales) y dando como resultado el nacimiento en o después de las 37 semanas.

o

Tabla 3. Caracteristicas de los participantes para el analisis de gRT-PCR

Resultado en Valor P2
Resultado en L
L nacimientos a
nacimientos prematuros P
término
Numero de participantes con contracciones uterinas 10 10 -
en la extraccion de sangre (n)
Edad de la madre en afios (media +/- desviacion 30+/-74 33 +/-5,8 0,3088
estandar (DE))
Nuliparas (n,%) semanas gestacionales al momento 4 (40%) 31,7 +/- 2,34 4 (40%) 29,8 +/- 1,00
de extraer sangre (media +/- DE) 2,59 0,0976
Semanas gestacionales al momento del parto 31,9+/-2,13 39,4 +/- 1,06 < 0,0001
(media +/- DE)
Peso al nacer en gramos (media +/- DE) 1735 +/- 470,2 3519 +/-432,6 < 0,0001
Recuento de gldbulos blancos maternos en 10° por L 13,4 +/- 4,33 10,4 +/- 1,75 0,0565
(media +/- DE)
Hemorragia anteparto (n, %) 3 (30%) 1(10%) 0,582
Rotura preparto de la membrana (n, %) 7 (70%) 4 (40%) 0,370

@ Prueba T para variables continuas. (Los datos pasaron la prueba de normalidad y la prueba de varianza igual).
Prueba exacta de Fisher para variables nominales.
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REIVINDICACIONES
1. Un método para determinar el riesgo de nacimiento prematuro, que comprende las etapas de:

(a) medir el nivel de ARNm de un gen marcador en una muestra de sangre tomada de una mujer embarazada, en
donde el gen marcador es B3GNT5; y

(b) comparar el nivel de ARNm obtenido en la etapa (a) con un control estandar, en donde un aumento en el nivel de
ARNmM de B3GNT5 cuando se compara con el control estandar indica que la mujer tiene un riesgo mayor de parto
prematuro.

2. El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que la muestra de sangre es
sangre entera,

glébulos sanguineos aislados,

plasma o

suero.

3. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el nivel de ARNm se normaliza sobre el nivel de ARNm de
un gen de referencia en la misma muestra antes de la etapa (b).

4. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la etapa (a) comprende

espectrometria de masas o hibridaciéon con una micromatriz, sonda de fluorescencia o baliza molecular, una reacciéon
de amplificacion o

un ensayo de hibridacion de polinucleétidos que utiliza una sonda de polinucleétidos que comprende una unidad
estructural detectable.

5. El método de acuerdo con la reivindicacién 4, en el que
la reaccion de amplificacion es una reaccion en cadena de polimerasa (PCR), preferiblemente PCR de transcriptasa
inversa (RT-PCR), o el ensayo de hibridacién de polinucleétidos es un analisis de transferencia Southern, analisis de

transferencia Northern o ensayo de hibridacion in situ.

6. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, cuando se indica que la mujer tiene un mayor riesgo de parto
prematuro, que comprende ademas una etapa para tratar a la mujer por parto prematuro.

7. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el nivel de ARNm de mas de un gen marcador se mide y
se compara con sus respectivos controles estandar para determinar el riesgo de nacimiento prematuro.

8. Un uso ex vivo de un kit para determinar el riesgo de nacimiento prematuro, que comprende (1) un control
estandar que proporciona un nivel promedio de un ARN de gen marcador; y (2) un agente que identifica especifica y
cuantitativamente el ARNm del gen marcador, en donde el gen marcador es B3GNT5.

9. El uso de acuerdo con la reivindicacion 8, en donde el agente es una sonda polinucleotidica que se hibrida con el
ARNmM del gen marcador.

10. El uso de acuerdo con la reivindicacién 9, en donde la sonda de polinucleétido comprende una unidad estructural
detectable.

11. El uso de acuerdo con la reivindicacion 8, que comprende ademas dos cebadores oligonucleotidicos para
amplificar especificamente al menos un segmento del ADNc del gen marcador o su complemento en una reaccion
de amplificacion.

12. El uso de acuerdo con la reivindicacion 8, que comprende, ademas, un manual de instrucciones.
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Concentraciones de ARNm de GBP3

(normalizado a GAPDH)
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Concentraciones de ARNm de CD16A

(normalizado a GAPDH)
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Concentraciones de ARNm de CD6&2L

(normalizado a GAPDH)
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