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DESCRIPCION
Un método para predecir el riesgo de obesidad en un sujeto

La materia de la presente invencion es un método para determinar la actividad de procesamiento de grasas y/o para
predecir el riesgo de obesidad en un sujeto, que comprende las siguientes etapas:

¢ determinar mediante un inmunoensayo el nivel de pro-neurotensina 1-117 en un fluido corporal obtenido de
dicho sujeto o

e determinar el nivel de pro-neurotensina 1-117 en un fluido corporal obtenido de dicho sujeto; y

« correlacionar dicho nivel de pro-neurotensina 1-117 con la actividad de procesamiento de grasas y/o el riesgo
de incidencia de obesidad en dicho sujeto, en el que un nivel elevado es indicativo de una actividad de
procesamiento de grasas incrementada y/o es predictivo de un riesgo incrementado de obesidad

y en el que el sujeto no es obeso en el momento en el que se toma la muestra de fluido corporal de dicho sujeto.

La neurotensina es un neuropéptido de 13 aminoéacidos derivado del precursor prepro-neurotensina y se libera de
manera estequiométrica junto con el péptido estable de 117 aminoacidos pro-neurotensina (P-NT), y la hormona
madura se une a tres receptores diferentes, los receptores de neurotensina 1y 2 (Ntsr1 y Ntsr2), que son receptores
acoplados a proteina G, y el receptor de neurotensina 3 (Ntsr3), que no esta acoplado a proteina G y también se
conoce como Sortilina-1 (SORT1).

La neurotensina se libera de manera periférica en el intestino delgado, asi como de manera central en el hipotalamo.
La secrecion periférica de neurotensina se estimula por la ingestion de alimentos, especialmente por la grasa, y se
sabe que regula la motilidad gastrointestinal y pancreatica y la secrecion biliar. De manera interesante, la neurotensina
esta implicada en el control del apetito como hormona anorexigena, ya que reduce intensamente la ingestion de
alimentos tras la inyeccién central (intracerebroventricular) y periférica (intraperitoneal) en ratas, un efecto que parece
estar mediado principalmente a través del receptor de neurotensina 1 (Ntsr1). En los sujetos humanos obesos
comparados con los de peso normal, la concentraciéon plasmatica de neurotensina postprandial se redujo tras una
comida grasa liquida (Wisen et al. 1992, Reg Peptides 39(1): 43-54), y se han observado niveles inferiores de
neurotensina en ayunas en sujetos humanos obesos en comparacién con controles delgados (Weiss et al. 2001, Obes
Surg 11: 735-739), lo que sugiere que la regulacién de la secrecion de neurotensina esta alterada en la obesidad. Sin
embargo, ningun gran estudio ha investigado si la neurotensina esta relacionada con el riesgo de desarrollar obesidad,
y de qué forma.

Un objetivo de la presente invencion fue investigar la capacidad prondstica de NT para predecir el riesgo de obesidad
en un sujeto no obeso. Para abordar esta cuestion, se midieron fragmentos estables de pro-neurotensina en plasma
en ayunas en dicho estudio prospectivo de cohortes sueco (Estudio de Dieta y Cancer de Malmé) y el nivel inicial
relacionado de este biomarcador con la obesidad durante 15 afios de seguimiento.

El riesgo de obesidad en un sujeto no obeso se puede correlacionar con la actividad de procesamiento de grasas de
dicho sujeto. Por tanto, la determinacién de los niveles de pro-neurotensina 1-117 o los fragmentos de la misma de al
menos 5 aminoacidos o los péptidos que comprenden pro-neurotensina 1-117 en un fluido corporal puede ser una
determinacion de la actividad de procesamiento de grasas.

La materia de la presente invencion es un método para determinar la actividad de procesamiento de grasas y/o para
predecir el riesgo de obesidad en un sujeto, que comprende las siguientes etapas:

« determinar mediante un inmunoensayo el nivel de pro-neurotensina 1-117 en un fluido corporal obtenido de
dicho sujeto o

« determinar el nivel de pro-neurotensina 1-117 en un fluido corporal obtenido de dicho sujeto; y

e correlacionar dicho nivel de pro-neurotensina 1-117 con la actividad de procesamiento de grasas y/o el riesgo
de incidencia de obesidad en dicho sujeto, en el que un nivel elevado es indicativo de una actividad de
procesamiento de grasas incrementada y/o es predictivo de un riesgo incrementado de obesidad

y en el que el sujeto no es obeso en el momento en el que se toma la muestra de fluido corporal de dicho sujeto.

La actividad de procesamiento de grasas se define como la absorcién, el metabolismo y/o el almacenamiento de
grasas en el cuerpo humano. La actividad de procesamiento de grasas es sinénimo de la absorcion de grasas en el
cuerpo o la capacidad de almacenar las grasas que se absorben y se convierten. La mujer con una mayor actividad
de procesamiento de grasas tiene un mayor riesgo de ser obesa.

La grasa alimentaria consiste en una diversidad de lipidos polares y apolares. El triacilglicerol (TAG) es la grasa
predominante en la dieta, que contribuye en un 90-95% a la energia total derivada de la grasa alimentaria. Las grasas
alimentarias también incluyen fosfolipidos, esteroles (p.ej., colesterol), y muchos otros lipidos (p.ej., vitaminas
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liposolubles). La digestién de los lipidos comienza en la cavidad oral por medio de la exposicion a las lipasas linguales,
que se secretan en las glandulas en la lengua para comenzar el proceso de digestion de triglicéridos. La digestion
continda en el estdbmago por medio del efecto de las enzimas linguales y gastricas. El estémago también es el sitio
principal para la emulsificaciéon de las grasas alimentarias y las vitaminas liposolubles, y la peristalsis es un factor
contribuyente importante. Las emulsiones brutas de lipidos entran en el duodeno en forma de goticulas lipidicas finas
y después se mezclan con los jugos biliares y pancreaticos para experimentar cambios notables en la forma quimica
y fisica. La emulsificacion continda en el duodeno junto con la hidrélisis y micelizacién como preparacion para la
absorcion a través de la pared intestinal. Los jugos biliares y pancreaticos proporcionan la lipasa pancreatica, sales
biliares, y colipasa, que funcionan de manera cooperativa para asegurar la eficacia de la digestion y absorcién de los
lipidos. TAG se digiere principalmente mediante la lipasa pancreética en el segmento superior del yeyuno. Los acidos
grasos libres se absorben desde la luz intestinal hacia los enterocitos y se usan para la biosintesis de grasas neutras.
Una vez dentro del enterocito, los productos de la hidrélisis de TAG deben atravesar el citoplasma para alcanzar el
reticulo endoplasmico (RE), donde se usan para sintetizar lipidos complejos.

Las lipoproteinas principales secretadas por el intestino son las VLDL y los quilomicrones. De estos, los quilomicrones
se sintetizan exclusivamente en el intestino para transportar la grasa alimentaria y las vitaminas liposolubles a la
sangre. Los quilomicrones son principalmente particulas ricas en TAG muy grandes y esféricas que también contienen
PLs, colesterol, vitamina E, vitamina A, y proteinas. El nicleo de la lipoproteina contiene TAG, ésteres de colesterilo,
y vitaminas liposolubles, mientras la superficie contiene una monocapa de fosfolipidos (principalmente fosfatidilcolina),
colesterol libre, y proteinas.

A medida que circulan, los triacilgliceroles de los quilomicrones experimentan una hidrélisis mediante la lipoproteina
lipasa, una enzima localizada en la superficie de las células endoteliales capilares de los tejidos musculares y adiposos.
Los quilomicrones circulantes tienen una semivida de 5-10 minutos. La hidrolisis de los quilomicrones conduce a la
liberacién de acidos grasos y glicerol del nucleo de los quilomicrones, asi como de colesterol sin esterificar del
revestimiento superficial de estas particulas. La deslipidaciéon se da predominantemente en los tejidos adiposos,
musculares y cardiacos, que captan y oxidan o almacenan los acidos grasos liberados por la lipoproteina lipasa.

Los acidos grasos, el colesterol y los acidos biliares que escapan a la absorcion intestinal se excretan en forma de
acidos grasos fecales, asi como esteroles neutros y acidos, respectivamente.

En los sujetos con una actividad de procesamiento de grasas eficaz, la proporcion de grasa absorbida en el tracto
gastrointestinal es menor, la cantidad de grasa absorbida se metaboliza casi completamente y se transporta y se
almacena una cantidad pequefia o nula de grasa a los adipocitos de los sujetos. En contraste, en los sujetos con una
actividad de procesamiento de grasas ineficaz, la proporcién de absorcién de grasas en el tracto Gl es elevada, pero
la grasa absorbida se metaboliza en un grado menor y se transporta y se almacena mas grasa en los adipocitos del
sujeto.

El término "sujeto", tal como se usa en la presente memoria, se refiere a un ser humano vivo 0 un organismo no
humano. Preferiblemente, en la presente memoria el sujeto es un sujeto humano. En una realizacion especifica de la
invencion, dicho sujeto es un sujeto no diabético. En otra realizacion especifica de la invencién, dicho sujeto es un
sujeto sin GAA (no pre-diabético). En otra realizacién especifica de la invencion, el sujeto no padece sindrome
metabdlico. En otra realizaciéon especifica de la invencion, el sujeto no padece una enfermedad cardiaca. En otra
realizacién especifica de la invencion, el sujeto no padece cancer. En otra realizacién especifica de la invencion, el
sujeto es un sujeto hembra.

La expresion "enfermedad cardiaca” incluye el infarto de miocardio, cardiopatia isquémica, ictus, insuficiencia cardiaca
(insuficiencia cardiaca aguda o crénica), fibrilacion auricular y aleteo auricular.

La expresion "riesgo de obesidad de nueva aparicion” es un sinénimo de "riesgo de obesidad”, en la que el sujeto no
es obeso en el momento en el que se toma la muestra de fluido corporal de dicho sujeto.

En una realizacion de la descripcién, el nivel de pro-neurotensina o los fragmentos de la misma de al menos 5
aminoacidos o los péptidos que comprenden pro-neurotensina 1-117 en un fluido corporal es el nivel en ayunas de
pro-neurotensina o los fragmentos de la misma de al menos 5 aminodacidos o los péptidos que comprenden pro-
neurotensina 1-117. El nivel en ayunas significa la ausencia de ingestion de alimentos 10 horas o preferiblemente 12
horas antes de la toma de la muestra de sangre.

Debido a que el nivel en ayunas de pro-neurotensina o los fragmentos de la misma de al menos 5 aminoacidos o los
péptidos que comprenden pro-neurotensina 1-117 no esta desencadenado por la ingestion reciente de grasas, parece
que, en una realizacion, el nivel en ayunas es una medida para cuantificar la actividad de procesamiento de grasas de
dicho sujeto. Esto puede ser un eslabon perdido que explique por qué ciertos sujetos son susceptibles a ser obesos
al procesar cantidades elevadas de grasas ingeridas, mientras otros individuos con niveles bajos de pro-neurotensina
o los fragmentos de la misma de al menos 5 aminoacidos o los péptidos que comprenden pro-neurotensina 1-117
tienen un nivel bajo de actividad de procesamiento de grasas. Pero también la determinacién de pro-neurotensina o
los fragmentos de la misma de al menos 5 aminodacidos o los péptidos que comprenden pro-neurotensina 1-117 en
una muestra que no se ha tomado en ayunas puede ser un indicador de la actividad de procesamiento de grasas, ya
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que ciertos sujetos pueden tener un aumento mayor de los niveles que otros desencadenados por la misma cantidad
de ingestion de grasas. En este ultimo ambito, la pro-neurotensina o los fragmentos de la misma de al menos 5
aminodcidos o los péptidos que comprenden pro-neurotensina 1-117 se pueden medir inicialmente antes de la
ingestién de grasas y después, mientras los sujetos con una actividad de procesamiento de grasas incrementada
reaccionaran con cantidades liberadas mayores de pro-neurotensina o los fragmentos de la misma de al menos 5
aminoacidos o los péptidos que comprenden pro-neurotensina 1-117 tras la ingestién de grasas.

Por tanto, una realizacion de la descripcién es un método para determinar la actividad de procesamiento de grasas
y/o para predecir el riesgo de obesidad en un sujeto que comprende las siguientes etapas:

« determinar mediante un inmunoensayo el nivel de pro-neurotensina 1-117 o los fragmentos de la misma de
al menos 5 aminoacidos o los péptidos que comprenden pro-neurotensina 1-117 en una muestra sin ayuno
o con ayuno de fluido corporal obtenido de dicho sujeto o

¢ determinar el nivel de pro-neurotensina 1-117 o los fragmentos de la misma de al menos 5 aminoacidos en
una muestra sin ayuno o con ayuno de un fluido corporal obtenido de dicho sujeto; y

¢ administrar grasa a dicho sujeto

¢ determinar mediante un inmunoensayo el nivel de pro-neurotensina 1-117 o los fragmentos de la misma de
al menos 5 aminoacidos o los péptidos que comprenden pro-neurotensina 1-117 en una muestra de fluido
corporal obtenida de dicho sujeto después de la ingestion de grasas o

¢ determinar el nivel de pro-neurotensina 1-117 o los fragmentos de la misma de al menos 5 aminoacidos en
un fluido corporal obtenido de dicho sujeto después de la ingestion de grasas; y

e calcular la diferencia entre dichos niveles después y antes de la ingestiéon de grasas y

e correlacionar dicha diferencia entre dichos niveles después y antes de la ingestién de grasas de pro-
neurotensina 1-117 o los fragmentos de la misma o los péptidos que comprenden pro-neurotensina 1-117
con la actividad de procesamiento de grasas y/o el riesgo de incidencia de obesidad en dicho sujeto, en el
que una diferencia mayor es indicativa de una actividad de procesamiento de grasas incrementada y/o
predictiva de un riesgo incrementado de obesidad

y en el que el sujeto no es obeso en el momento en el que se toma la muestra de fluido corporal de dicho sujeto.

Esto significa que la diferencia entre el nivel de pro-neurotensina 1-117 o los fragmentos de la misma de al menos 5
aminoacidos o los péptidos que comprenden pro-neurotensina 1-117 antes de la ingestién de grasas y dicho nivel
después de la ingestion de grasas puede ser indicativa de la actividad de procesamiento de grasas. El estado de dicho
sujeto antes de la ingestion de grasas puede ser de ayuno o sin ayuno. Se administra una cantidad normalizada de
grasas a dichos sujetos (ensayo de tolerancia a grasa oral), p.ej. una cantidad especifica de nata que contiene una
cantidad especifica de grasa. En el Ejemplo 4 se ha demostrado que ciertos individuos reaccionan de una manera
mas sensible a la ingestion de grasas que otros y, por tanto, tienen una actividad de procesamiento de grasas mayor.

El nivel de pro-neurotensina 1-117 o los fragmentos de la misma de al menos 5 aminoacidos o los péptidos que
comprenden pro-neurotensina 1-117 en un fluido corporal obtenido de dicho sujeto que es predictivo del riesgo de
desarrollar una obesidad de nueva aparicion y que es indicativo de la actividad de procesamiento de grasas se libera
en el intestino delgado. La liberacién de neurotensina en el intestino delgado se estimula mediante la ingestion de
alimentos, especialmente mediante las grasas (Go y Demol 1981. Peptides (Supl. 2): 267-269), y se sabe que regula
la motilidad gastrointestinal y pancreatica y la secrecion biliar (Reinecke 1985. Prog Histochem Cytochem 16: 1-172).
La pro-neurotensina 1-117 y los fragmentos de la misma o los péptidos que comprenden pro-neurotensina 1-117 se
usan como marcadores sustitutos de la neurotensina liberada en forma de neurotensina, y la pro-neurotensina 1-117
y los fragmentos de la misma o los péptidos que comprenden pro-neurotensina 1-117 se liberan en cantidades
equimolares de la pro-neurotensina.

Un hallazgo sorprendente de la presente invencion es que la secrecion periférica de neurotensina/pro-neurotensina 1-
117 o los fragmentos de la misma de al menos 5 amino&cidos o los péptidos que comprenden pro-neurotensina 1-117
es indicativa de la susceptibilidad de un sujeto a desarrollar una obesidad de nueva aparicion, y es una medida de la
actividad de procesamiento de grasas. Por tanto, las medidas alimentarias, como la reduccién de la ingestion de
grasas, pueden reducir dicho riesgo en dicho sujeto.

La correlacion entre el nivel de pro-neurotensina o los fragmentos de la misma de al menos 5 aminoédcidos o los
péptidos que comprenden PNT 1-117 en un fluido corporal obtenido de dicho sujeto y el riesgo de desarrollar obesidad
y también la actividad de procesamiento de grasas es continuo, es decir, cuanto mayor es el nivel mayor es el riesgo.

Por viabilidad, la persona experta en la técnica puede usar umbral(es).

La expresion "nivel elevado” significa un nivel por encima de un cierto nivel umbral.
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Los niveles umbrales se pueden determinar midiendo muestras de sujetos que si desarrollaron cierta afeccion (p.ej.
obesidad) y muestras de sujetos que no desarrollaron la afeccion. Una posibilidad para determinar un umbral es el
célculo de curvas de caracteristicas operativas del receptor (curvas ROC), que representan el valor de una variable
frente a su frecuencia relativa en la poblacion "normal” (p.ej. los sujetos que no desarrollaron obesidad) y la poblacion
con "enfermedad” (p.ej. los sujetos que si desarrollaron obesidad). Una distribucion de los niveles de marcadores para
los sujetos que desarrollan o que no desarrollan una cierta afeccién probablemente se solapara. En tales condiciones,
un ensayo no distingue absolutamente lo "normal" de la "enfermedad" con un 100% de exactitud, y el area de
solapamiento indica donde el ensayo no puede distinguir lo normal de la "enfermedad”. Se selecciona un umbral, por
encima del cual (o por debajo del cual, dependiendo de como cambie un marcador con la "enfermedad") se considera
que el ensayo es anormal y por debajo del cual se considera que el ensayo es normal. El area bajo la curva ROC es
una medida de la probabilidad de que la medida percibida permita una identificacién correcta de una afeccién. Las
curvas ROC se pueden usar incluso cuando los resultados del ensayo no proporcionan necesariamente un nimero
exacto. Mientras se puedan clasificar los resultados, se puede crear una curva ROC. Por ejemplo, los resultados de
un ensayo en muestras de "enfermedad" se podrian clasificar segun el grado (p.ej. 1=bajo, 2=normal, y 3=elevado).
Esta clasificacion se puede correlacionar con los resultados en la poblacién "normal”, y crear una curva ROC. Estos
métodos son muy conocidos en la técnica (Hanley et al. 1982. Radiology 143: 29-36). Preferiblemente, se selecciona
un umbral para proporcionar un area de la curva ROC mayor de alrededor de 0,5, mas preferiblemente mayor de
alrededor de 0,7, aun mas preferiblemente mayor de alrededor de 0,8, incluso mas preferiblemente mayor de alrededor
de 0,85, y lo mas preferiblemente mayor de alrededor de 0,9. La expresién "alrededor de", en este contexto, se refiere
a +/-5% de una medida dada. El eje horizontal de la curva ROC representa (1-especificidad), que se incrementa con
la tasa de falsos positivos. El eje vertical de la curva representa la sensibilidad, que se incrementa con la tasa de
verdaderos positivos. Por tanto, para un umbral particular seleccionado, se puede determinar el valor de (1-
especificidad), y se puede obtener una sensibilidad correspondiente. El area bajo la curva ROC es una medida de la
probabilidad de que el nivel de marcador medido permita la identificacion correcta de una enfermedad o afeccion. Por
tanto, se puede usar el area bajo la curva ROC para determinar la eficacia del ensayo. La razdn de probabilidades es
una medida del tamarnio del efecto, que describe la fuerza de la asociacion o no independencia entre dos valores de
datos binarios (p.ej., la razén de la probabilidad de que un evento que ocurre en el grupo negativo de ensayo respecto
de que ocurra en el grupo positivo de ensayo).

Los niveles umbrales se pueden obtener, por ejemplo, a partir de un analisis de Kaplan-Meier, en el que la existencia
de una enfermedad o la probabilidad de una afeccién grave y/o muerte se correlacionan, p.ej., con los cuartiles de los
marcadores respectivos en la poblacién. Segun este andlisis, los sujetos con niveles de marcadores por encima del
75° percentil tienen un riesgo significativamente incrementado de adquirir las enfermedades segun la invencién. Este
resultado se apoya adicionalmente por el analisis de regresion de Cox con ajuste para los factores de riesgo clasicos.
El cuartil méas alto frente a todos los demas sujetos esta asociado muy significativamente con el riesgo incrementado
de adquirir una enfermedad o la probabilidad de una afeccion grave y/o muerte segun la invencion.

Otros valores umbrales preferidos son, por ejemplo, los 902, 952 o 99° percentiles de una poblaciéon de referencia.
Mediante el uso de un percentil mayor que el 75° percentil, se reduce el nimero de sujetos falsos positivos
identificados, pero se podrian pasar por alto sujetos que tengan un riesgo moderado, aunque todavia incrementado.
Por tanto, se podria adaptar el valor umbral dependiendo de si se considera mas adecuado identificar la mayoria de
los sujetos de riesgo a costa de identificar también "falsos positivos", o si se considera mas adecuado identificar
principalmente a los sujetos de riesgo elevado a costa de pasar por alto varios sujetos de riesgo moderado.

Otras posibilidades matematicas para calcular el riesgo de un individuo usando el valor del nivel de marcador del
individuo y otros parametros prondsticos de laboratorio y clinicos son, por ejemplo, el IRN (indice de reclasificacion
neta) o el IDI (indice de discriminacion integrado). Los indices se pueden calcular segun Pencina (Pencina MJ, et al.:
Evaluating the added predictive ability of a new marker: from area under the ROC curve to reclassification and beyond.
Stat Med. 2008;27:157-172).

Un fluido corporal se puede seleccionar del grupo que comprende sangre, suero, plasma, orina, liquido cefalorraquideo
(LCR), y saliva. En una realizacién especifica, un fluido corporal se puede seleccionar del grupo que comprende
sangre, suero, plasma.

Los presentes datos sugieren una correlacion intensa entre el nivel de pro-neurotensina o los fragmentos de la misma,
especialmente pro-neurotensina 1-117 o los fragmentos de la misma o los péptidos que comprenden pro-neurotensina
1-117 con el desarrollo de obesidad de nueva aparicion y con la actividad de procesamiento de grasas.

Los fragmentos de pro-neurotensina que se pueden determinar en un fluido corporal pueden ser, p.ej.

SEQ ID N®: 1 (Pro-neurotensina 1-147)

SDSEEEMKAL EADFLTNMHT SKISKAHVPS WKMTLLNVCS LVNNLNSPAE
ETGEVHEEEL VARRKLPTAL DGFSLEAMLT IYQLHKICHS RAFQHWELIQ
EDILDTGNDK NGKEEVIKRK IPYILKRQLY ENKPRRPYIL KRDSYYY
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SEQ ID N&: 2 (Pro-neurotensina 1-125 (neuromedina N grande))

SDSEEEMKAL EADFLTNMHT SKISKAHVPS WKMTLLNVCS LVNNLNSPAE
ETGEVHEEEL VARRKLPTAL DGFSLEAMLT I'YQLHKICHS RAFQHWELIQ
EDILDTGNDK NGKEEVI KR KIPYIL

SEQ ID N2: 3 (neuromedina N)

KIPYIL

SEQ ID N2: 4 (neurotensina)

piroQLYENKPRRP YIL

SEQ ID N&: 5 (pro-neurotensina 1-117)

SDSEEEMKAL EADFLTNMHT SKISKAHVPS WKMTLLNVCS LVYNNLNSPAE
ETGEVHEEEL VARRKLPTAL DGFSLEAMLT 1YQLHKICHS RAFQHWELIQ
EDILDTGNDK NGKEEVI

SEQ ID N&: 6 (pro-neurotensina 1-132)

SDSEEEMKAL EADFLTNMHT SKISKAHVPS WKMTLLNVCS LVNNLNSPAE
ETGEVHEEEL VARRKLPTAL DGFSLEAMLT IYQLHKICHS RAFQHWELIQ
EDILDTGNDK NGKEEVIKRK [PYILKRQLY EN

SEQ ID N¢: 7 (Pro-Neurotensina 1-140 (neurotensina grande))

SDSEEEMKAL EADFLTNMHT SKISKAHVPS WKMTLLNVCS LVNNLNSPAE
ETGEVHEEEL VARRKLPTAL DGFSLEAMLT IYQILHKICHS RAFQHWELIQ
EDILDTGNDK NGKEEVIKRK IPYILKRQLY ENKPRRPYIL

SEQ ID N@: 8 (pro-neurotensina 120-140)
KIPYILKRQL YENKPRRPYI L

SEQ ID N@: 9 (pro-neurotensina 120-147)
KIPYILKRQL YENKPRRPYIL KRDSYYY
SEQ ID N2: 10 (pro-neurotensina 128-147)
QLYENKPRRP YILKRDSYYY

En una realizacion mas especifica del método segun la presente invencién, se determina el nivel de pro-neurotensina
1-117.

En una realizacién especifica, el nivel de pro-neurotensina, especialmente pro-neurotensina 1-117 o los fragmentos
de la misma o los péptidos que comprenden pro-neurotensina 1-117, se mide con un inmunoensayo. De manera mas
especifica, se usa un inmunoensayo como se describe en Ernst et al. Peptides 27 (2006) 1787-1793. En una
realizacién especifica, se determina la reactividad inmunitaria de pro-neurotensina 1-117, en la que la reactividad
inmunitaria significa lo siguiente:

Determinar el nivel de pro-neurotensina o los fragmentos de la misma puede significar que se determina la
inmunorreactividad hacia pro-neurotensina o los fragmentos de la misma, que incluyen neurotensina y neuromedina
N. Una molécula de unién usada para la determinacioén de pro-neurotensina o los fragmentos de la misma que incluyen
neurotensina y neuromedina N dependiendo de la regiéon de unidén se puede unir a mas de una de las moléculas
mostradas anteriormente. Esto es evidente para una persona experta en la técnica.
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Por tanto, segun la presente descripcion, el nivel de analito inmunorreactivo mediante el uso de al menos una molécula
de unién que se une a una region dentro de la secuencia de aminoacidos de cualquiera del péptido y fragmentos
peptidicos anteriores, (es decir, pro-neurotensina (pro-NT) y los fragmentos segun cualquiera de las secuencias 1 a
10), se determina en un fluido corporal obtenido de dicho sujeto; y se correlaciona con las realizaciones especificas
de importancia clinica.

En una realizacion mas especifica del método segln la presente invencion, se determina el nivel de pro-NT 1-117
(SEQ ID N® 5: pro-neurotensina 1-117). En una realizacion mas especifica, se determina el nivel de analito
inmunorreactivo mediante el uso de al menos una molécula de unién que se une a pro-NT 1-117 y se correlaciona con
las realizaciones especificas de relevancia clinica segun la invencién.

En otra realizacién de la descripcién, se determina la inmunorreactividad hacia pro-neurotensina o los fragmentos de
la misma que no incluyen neurotensina y neuromedina N.

Un inmunoensayo que puede ser Util para determinar el nivel de pro-neurotensina o los fragmentos de la misma de al
menos 5 aminoacidos o un péptido que comprende pro-neurotensina 1-117 puede comprender las etapas resumidas
en el Ejemplo 2. Un inmunoensayo que puede ser Util para determinar el nivel de pro-neurotensina o los fragmentos
de la misma de al menos 5 aminoacidos o un péptido que comprende pro-neurotensina 1-117 puede comprender al
menos un anticuerpo o al menos dos anticuerpos dirigidos hacia un epitopo en la pro-neurotensina 1-117. Al menos
uno de estos anticuerpos puede estar marcado. Todos los umbrales y valores se deben considerar teniendo en cuenta
el ensayo y la calibracion usada segun el Ejemplo 2. Una persona experta en la técnica puede saber que el valor
absoluto de un umbral podria estar influenciado por la calibracién usada. Esto significa que todos los valores y
umbrales proporcionados en la presente memoria se deben entender en el contexto de la calibracion usada en la
presente memoria (Ejemplo 2). Hay disponible un calibrador de pro-NT humana de ICI-Diagnostics, Berlin, Alemania.
De manera alternativa, el ensayo se puede calibrar mediante pro-NT 1-117 sintética o recombinante o los fragmentos
de la misma (véase también Ernst et al., 2006).

En una realizacion de la presente descripcion, puede ser un ensayo denominado POC (punto de atencion), que es
una tecnologia de ensayo que permite llevar a cabo el ensayo en menos de 1 hora cerca del paciente sin necesidad
de un sistema de ensayo completamente automatizado. Un ejemplo de esta tecnologia es la tecnologia de ensayo
inmunocromatografico.

En una realizacion, tal ensayo es un inmunoensayo de tipo sandwich mediante el uso de cualquier tipo de tecnologia
de deteccion que incluye, pero sin limitacién, un marcador enzimatico, marcador de quimioluminiscencia, marcador de
electroquimioluminiscencia, preferiblemente un ensayo completamente automatizado. En una realizacién, tal ensayo
es un ensayo de tipo sandwich marcado enzimaticamente. Los ejemplos de ensayos automatizados o completamente
automatizados comprenden los ensayos que se pueden usar para uno de los siguientes sistemas: Roche Elecsys®,
Abbott Architect®, Siemens Centauer®, Brahms Kryptor®, Biomerieux Vidas®, Alere Triage®.

Se conoce una diversidad de inmunoensayos y se pueden usar para los ensayos y métodos de la presente invencion,
y estos incluyen: radioinmunoensayos ("RIA"), inmunoensayos multiples enzimaticos homogéneos ("EMIT"), ensayos
inmunoadsorbentes ligados a enzimas ("ELISA"), inmunoensayo de reactivaciéon de apoenzima ("ARIS"),
inmunoensayos de tiras reactivas y ensayos de inmunocromatografia.

En una realizacién de la invencién, al menos una de las dos moléculas de unién esta marcada para ser detectada.

Los métodos de deteccion preferidos comprenden inmunoensayos en diversos formatos, tales como, por ejemplo,
radioinmunoensayo (RIA), inmunoensayos mediante quimioluminiscencia y fluorescencia, inmunoensayos ligados a
enzima (ELISA), matrices de microesferas basadas en Luminex, ensayos de micromatrices proteicas, y formatos de
ensayo rapidos tales como, por ejemplo, ensayos de tiras inmunocromatograficas.

En una realizacion preferida, dicho marcador se selecciona del grupo que comprende un marcador quimioluminiscente,
marcador enzimatico, marcador de fluorescencia, marcador de radioyodo.

Los ensayos pueden ser ensayos homogéneos o heterogéneos, ensayos competitivos y no competitivos. En una
realizacién, el ensayo esta en forma de un ensayo de tipo sandwich, que es un inmunoensayo no competitivo, en el
que la molécula a detectar y/o cuantificar se une a un primer anticuerpo y a un segundo anticuerpo. El primer anticuerpo
puede estar unido a una fase sélida, p.ej. una microesfera, una superficie de un pocillo u otro recipiente, un chip o una
tira, y el segundo anticuerpo es un anticuerpo que esta marcado, p.ej. con un colorante, un radioisétopo, o un reactivo
o resto cataliticamente activo. Después se mide la cantidad de anticuerpo marcado unido al analito mediante un
método adecuado. La composicion general y los procedimientos implicados con los "ensayos de tipo sandwich" estan
bien establecidos, y la persona experta los conoce.

En otra realizacién, el ensayo comprende dos moléculas de captura, preferiblemente anticuerpos que estan presentes
en forma de dispersiones en una mezcla de reaccion liquida, en la que un primer componente de marcaje esta unido
a la primera molécula de captura, en la que dicho primer componente de marcaje es parte de un sistema de marcaje
basado en el apagamiento o la amplificacién de fluorescencia o quimioluminiscencia, y un segundo componente de
marcaje de dicho sistema de marcaje esta unido a la segunda molécula de captura, de forma que tras la uniéon de
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ambas moléculas de captura al analito se genera una sefal medible que permite la deteccion de los complejos de tipo
sandwich formados en la disolucién que comprende la muestra.

En otra realizacién, dicho sistema de marcaje comprende criptatos de tierras raras o quelatos de tierras raras en
combinacion con un colorante de fluorescencia o un colorante de quimioluminiscencia, en particular un colorante de
tipo cianina.

En el contexto de la presente invencion, los ensayos basados en fluorescencia comprenden el uso de colorantes, que
se pueden seleccionar, por ejemplo, del grupo que comprende FAM (5- o 6-carboxifluoresceina), VIC, NED,
Fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina (FITC), IRD-700/800, colorantes de cianina, tales como CY3, CY5, CY3.5,
CY5.5, Cy7, Xanteno, 6-Carboxi-2',4',7',4,7-hexaclorofluoresceina (HEX), TET, 6-Carboxi-4',5'-dicloro-2',7'-
dimetoxifluoresceina (JOE), N,N,N',N'-Tetrametil-6-carboxirodamina (TAMRA), 6-Carboxi-X-rodamina (ROX), 5-
Carboxirodamina-6G (R6G5), 6-carboxirodamina-6G (RG6), Rodamina, Verde Rodamina, Rojo Rodamina, Rodamina
110, colorantes BODIPY, tales como BODIPY TMR, Verde Oregdn, Cumarinas tales como Umbeliferona, Benzimidas,
tales como Hoechst 33258; Fenantridinas, tales como Rojo Texas, Amarillo Yakima, Alexa Fltor, PET, bromuro de
etidio, colorantes de acridinio, colorantes de carbazol, colorantes de fenoxazina, colorantes de porfirina, colorantes de
polimetina, y similares.

En el contexto de la presente invencidn, los ensayos basados en quimioluminiscencia comprenden el uso de
colorantes, basados en los principios fisicos descritos para los materiales quimioluminiscentes en (24). Los colorantes
quimioluminiscentes preferidos son ésteres de acridinio.

Como se menciona en la presente memoria, un "ensayo" o "ensayo de diagnéstico” puede ser de cualquier tipo
aplicado en el campo del diagnéstico. Tal ensayo se puede basar en la union de un analito a detectar a una o mas
sondas de captura con cierta afinidad. Con respecto a la interaccion entre las moléculas de captura y las moléculas
objetivo o las moléculas de interés, la constante de afinidad es preferiblemente mayor de 108 M.

En el contexto de la presente invencion, las "moléculas de unidn" son moléculas que se pueden usar para unirse a las
moléculas objetivo 0 moléculas de interés, es decir, los analitos (es decir, en el contexto de la presente invencion, pro-
Neurotensina y los fragmentos de la misma), de una muestra. Las moléculas de union, por tanto, deben tener una
forma adecuada, tanto espacialmente como desde el punto de vista de las caracteristicas superficiales, tales como la
carga superficial, hidrofobia, hidrofilia, presencia o ausencia de donantes y/o aceptores de Lewis, para unirse de
manera especifica a las moléculas objetivo 0 moléculas de interés. En la presente memoria, la unién puede estar
mediada, por ejemplo, por interacciones iénicas, de Van der Waals, pi-pi, sigma-pi, hidréfobas o por enlaces de
hidrégeno, o una combinacion de dos o mas de las interacciones anteriormente mencionadas, entre las moléculas de
captura y las moléculas objetivo o moléculas de interés. En el contexto de la presente invencion, las moléculas de
unién se pueden seleccionar, por ejemplo, del grupo que comprende una molécula de acido nucleico, una molécula
de carbohidrato, una molécula de APN, una proteina, un anticuerpo, un péptido o una glicoproteina. Preferiblemente,
las moléculas de unién son anticuerpos, lo que incluye los fragmentos de los mismos con una afinidad suficiente hacia
una molécula objetivo o molécula de interés, e incluyen los anticuerpos recombinantes o fragmentos de anticuerpos
recombinantes, asi como los derivados modificados quimicamente y/o bioquimicamente de dichos anticuerpos o los
fragmentos de los mismos derivados de la cadena variable con una longitud de al menos 12 aminodcidos.

El marcador quimioluminiscente puede ser un marcador de éster de acridinio, marcadores de esteroides que implican
marcadores de isoluminol, y similares.

Los marcadores enziméticos pueden ser de lactato deshidrogenasa (LDH), creatina quinasa (CPK), fosfatasa alcalina,
aspartato aminotransferasa (AST), alanina aminotransferasa (ALT), fosfatasa 4&cida, glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa, etc.

En una realizacion de la invencién, al menos una de las dos moléculas de unién esta unida a una fase soélida, como
particulas magnéticas y superficies de poliestireno.

El umbral para determinar el riesgo de un sujeto de desarrollar obesidad de nueva aparicién es por encima de 60
pmol/L de pro-NT, preferiblemente por encima de 90 pmol/L, mas preferiblemente por encima de 123 pmol/L. En una
realizacién especifica, dicho umbral es por encima de 180 pmol/L o por encima de 190 pmol/L. Estos umbrales estan
relacionados con el método de calibracidon mencionado anteriormente. Un valor de pro-NT por encima de dicho umbral
significa que el sujeto tiene un riesgo incrementado de desarrollar obesidad de nueva aparicién.

La obesidad se define como un indice de masa corporal 2 30 kg/m?.
Un sujeto no obeso se define con un indice de masa corporal < 30 kg/m?.

La obesidad de nueva apariciéon se define como el desarrollo de obesidad de sujetos no obesos después de un cierto
tiempo de seguimiento.

El indice de masa corporal (IMC) se definié como el peso corporal en kilogramos dividido por el cuadrado de la altura
en metros.
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El tiempo de seguimiento es de hasta 1 afo, preferiblemente hasta 2 afios, méas preferiblemente hasta 5 afios, incluso
mas preferiblemente méas de 10 afos, incluso mas preferiblemente hasta 15 afios, incluso mas preferiblemente hasta
16,5 afos, lo mas preferiblemente hasta 18 afios.

La definicion de la diabetes es la siguiente: antecedentes de diagndstico médico o estar con medicacion anti-diabética
o tener una glucemia en ayunas >/= 6,1 mmol/l (que corresponde a >/= 7,0 mmol/l en plasma) en el examen inicial.

La pre-diabetes o glucosa alterada en ayunas (GAA) se define como una glucemia plasmatica en ayunas entre >/= 5,4
y < 6,1 mmol/l (que corresponde a 6,1 - 6,9 mmol/l en plasma).

En una realizacion especifica del método segun la invencion, dicho sujeto es un sujeto no diabético con una glucemia
en ayunas menor de 5,4 mmol/l (que corresponde a < 6,1 mmol/l en plasma). El sindrome metabdlico se definié
mediante los criterios de la Organizacion Mundial de la Salud (Alberti y Zimmet. 1998. Diabet Med. 15:539-553;
Organizacion Mundial de la Salud. 1999. Definicion, diagnéstico y clasificacion de la diabetes mellitus y sus
complicaciones: informe de una consulta de la OMS. Parte 1: diagnéstico y clasificacion de la diabetes mellitus.
Ginebra, Suiza: Organizacion de Mundial de la Salud) que requieren la presencia de resistencia a insulina identificada
mediante uno de lo siguiente: (1) diabetes tipo Il; (2) glucosa alterada en ayunas; (3) tolerancia alterada a la glucosa
o (4) para aquellos con niveles normales de glucosa en ayunas (< 110 mg/dL), absorcién de glucosa por debajo del
cuartil inferior para la poblacién de referencia en investigacion en condiciones hiperinsulinémicas, euglucémicas, y dos
de lo siguiente: (1) tension arterial: = 140/90 mmHg; (2) dislipidemia: triglicéridos (TG): = 1,695 mmol/L y colesterol de
lipoproteinas de alta densidad (HDL-C) < 0,9 mmol/L (hombres), < 1,0 mmol/L (mujeres); (3) obesidad central:
proporcién cintura:cadera > 0,90 (hombres); > 0,85 (mujeres), o indice de masa corporal > 30 kg/m?; (4)
microalbuminuria: tasa de excrecion urinaria de aloimina = 20 pug/min o proporcién albdmina:creatinina = 30 mg/g.

El sujeto puede tener una tension arterial normal (TA tension arterial (TA) normal). Dicho sujeto puede ser
normotenso/tensién arterial alta.

La definicion de normotenso/tension arterial alta (TAA) es como sigue:

TAA: TA sistélica >/= 140 mmHg o TA diastdlica >/= 90 mmHg, o tener medicaciones antihipertensivas. Los sujetos
que tienen una tension arterial normal (TA) son todos los demas sujetos, es decir, los sujetos con TA sistolica <140
mmHg o TA diastélica <90 mmHg o que no tienen medicaciones antihipertensivas.

En una realizacién especifica del método segun la invencion, la prediccion del riesgo del sujeto de desarrollar obesidad
de nueva aparicion se mejora adicionalmente determinando y usando el nivel de al menos un parametro de laboratorio
o marcador adicional seleccionado del grupo que comprende la glucemia en sangre o en plasma en ayunas,
triglicéridos, colesterol de HDL o las subfracciones del mismo, colesterol de LDL o las subfracciones del mismo,
cistatina C, insulina, CRP, tasa de filtracion glomerular estimada (TFGe).

En una realizacion especifica del método segun la invencién, se determina adicionalmente al menos un parametro
clinico seleccionado del grupo que comprende la edad, el sexo, la tensién arterial sistdlica, tension arterial diastélica,
tratamiento antihipertensivo (TAH), circunferencia de la cintura, proporcién cintura-cadera, fumador actual, herencia
de diabetes, herencia de cancer y enfermedad cardiovascular (ECV) previa.

Una realizacién adicional de la descripcién es un método para determinar la actividad de procesamiento de grasas y/o
predecir el riesgo de obesidad de nueva aparicion, en el que se usa el nivel de pro-neurotensina o los fragmentos de
la misma solo o junto con otros parametros de laboratorio o clinicos Utiles como prondstico para la determinacion de
la actividad de procesamiento de grasas y/o la predicciéon del riesgo de obesidad de nueva aparicién en un sujeto
mediante un método que se puede seleccionar de las siguientes alternativas:

- la comparacién con la mediana del nivel de pro-neurotensina o los fragmentos de la misma o los péptidos
que comprenden pro-neurotensina 1-117 en un conjunto de muestras predeterminadas en una poblacién de
sujetos aparentemente sanos,

- la comparacién con un cuantil del nivel de pro-neurotensina o los fragmentos de la misma o los péptidos que
comprenden pro-neurotensina 1-117 en un conjunto de muestras predeterminadas en una poblacién de
sujetos aparentemente sanos,

- el célculo basado en el analisis de riesgos proporcionales de Cox o usando calculos de indice de riesgo tales
como el IRN (indice de reclasificacion neta) o el IDI (indice de discriminacién integrado).

En una realizacién de la invencion, la muestra se selecciona del grupo que comprende una muestra de sangre, una
muestra de suero, una muestra de plasma, una muestra de liquido cefalorraquideo, una muestra de saliva y una
muestra de orina o un extracto de cualquiera de las muestras anteriormente mencionadas. En una realizacién
especifica del método segun la invencién, se determina el nivel de pro-neurotensina o los fragmentos de la misma o
un péptido que comprende pro-neurotensina 1-117 que tiene al menos una longitud de 5 aminoacidos mediante un
ensayo de diagnadstico, preferiblemente mediante un inmunoensayo.
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En una realizaciéon especifica del método segun la invencion, el método se lleva a cabo mas de una vez para
monitorizar el riesgo de adquirir obesidad de nueva aparicion o para monitorizar el desarrollo del tratamiento de dicho
sujeto para reducir el riesgo de adquirir obesidad de nueva aparicién en un sujeto, en el que dicho sujeto no es obeso.

En una realizacion especifica del método segun la invencién, dicha monitorizacion se lleva a cabo para determinar la
respuesta de dicho sujeto a las medidas preventivas y/o terapéuticas tomadas.

En una realizacion especifica del método segun la invencion, el método se usa para estratificar dichos sujetos en
grupos de riesgo.

También se describe un dispositivo de punto de asistencia para llevar a cabo un método segun la invencion.
También se describe en la presente memoria un ensayo y/o kit para llevar a cabo un método segun la invencion.
Ejemplos

Ejemplo 1

Desarrollo de Anticuerpos

Péptidos/conjugados para la Inmunizacion:

Se sintetizaron péptidos para la inmunizacién (JPT Technologies, Berlin, Alemania) con un residuo de cisteina N-
terminal adicional para la conjugacién de los péptidos a albimina de suero bovino (BSA). Los péptidos se unieron de
manera covalente a BSA mediante el uso de Sulfo-SMCC (Perbio-Science, Bonn, Alemania). El procedimiento de
acoplamiento se llevo a cabo segun el manual de Perbio.

Péptido (P-NT 1-19) del anticuerpo marcado (AM):
H-CSDSEEEMKALEADFLTNMH-NH2

péptido (P-NT 44-62) del anticuerpo de fase solida (AFS):
H-CNLNSPAEETGEVHEEELVA-NH2

Los anticuerpos se generaron segun el siguiente método:

Se inmunizé un raton BALB/c con 100 ug de conjugado péptido-BSA en el dia 0 y 14 (emulsionado en 100 ul de
adyuvante completo de Freund) y 50 pg en el dia 21 y 28 (en 100 pl de adyuvante incompleto de Freund). Tres dias
antes de llevar a cabo el experimento de fusion, el animal recibié 50 pg del conjugado disuelto en 100 pl de solucidn
salina, proporcionado en forma de una inyeccion intraperitoneal y una inyeccion intravenosa.

Se fusionaron esplenocitos del raton inmunizado y células de la linea celular de mieloma SP2/0 con 1 ml de
polietilenglicol al 50% durante 30 s a 37 °C. Después de lavar, las células se sembraron en placas de cultivo celular
de 96 pocillos. Se seleccionaron los clones hibridos cultivando en medio HAT (medio de cultivo RPMI 1640
complementado con un 20% de suero de ternero fetal y complemento HAT). Después de dos semanas se sustituye el
medio HAT con medio HT durante tres pases, seguido de vuelta al medio de cultivo celular normal.

Los sobrenadantes de cultivo celular se cribaron de manera primaria en busca de anticuerpos IgG especificos del
antigeno tres semanas después de la fusion. Los microcultivos que dieron positivo se transfirieron a placas de 24
pocillos para la propagacion. Después de reensayar, los cultivos seleccionados se clonaron y se reclonaron mediante
el uso de la misma técnica de dilucion limitante, y se determinaron los isotipos. (Lane, R.D. "A short-duration
polyethylene glycol fusion technique for increasing production of monoclonal antibody-secreting hybridomas", J.
Immunol. Meth. 81:223-228; (1985), Ziegler, B. et al. "Glutamate decarboxylase (GAD) is not detectable on the surface
of rat islet cells examined by cytofluorometry and complement-dependent antibody-mediated cytotoxicity of monoclonal
GAD antibodies", Horm. Metab. Res. 28: 11-15, (1996)).

Produccién de anticuerpos monoclonales

Los anticuerpos se produjeron por medio de métodos habituales de produccién de anticuerpos (Marx et al, Monoclonal
Antibody Production, ATLA 25, 121, 1997), y se purificaron por medio de cromatografia de Proteina A. Las purezas de
los anticuerpos fueron > 95% basadas en el andlisis mediante electroforesis en gel de SDS.

Ejemplo 2
Inmunoensayo para la cuantificacion de pro-neurotensina humana

La tecnologia usada fue un inmunoensayo con luminiscencia en un tubo con revestimiento de tipo sandwich, basado
en un marcaje con éster de acridinio.
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Compuesto marcado (indicador): 100 pg (100 pl) de AM (1 mg/ml en PBS, pH 7,4, se mezclé con 10 pl de éster de
NHS y acridinio (1 mg/ml en acetonitrilo, InVent GmbH, Alemania) (documento EP 0353971) y se incubd durante 20
min a temperatura ambiente. El AM marcado se purific6 mediante HPLC de filtracién en gel con Bio-Sil SEC 400-5
(Bio-Rad Laboratories, Inc., EE.UU.). EI AM purificado se diluyé en (300 mmol/I de fosfato potasico, 100 mmol/l de
NaCl, 10 mmol/l de Na-EDTA, 5 g/I de albimina de suero bovino, pH 7,0). La concentracion final fue de aprox. 800.000
unidades relativas de luz (URL) del compuesto marcado (aprox. 20 ng de anticuerpo marcado) por 200 pl. La
quimioluminiscencia del éster de acridinio se midié usando un aparato AutoLumat LB 953 (Berthold Technologies
GmbH & Co. KG).

Fase soélida: Se revistieron (18 h a temperatura ambiente) tubos de poliestireno (Greiner Bio-One International AG,
Austria) con AFS (1,5 pg de AFS/0,3 ml de 100 mmol/l de NaCl, 50 mmol/l de TRIS/HCI, pH 7,8). Después de
bloquearlos con un 5% de albumina de suero bovino, los tubos se lavaron con PBS, pH 7,4 y se secaron a vacio.

Calibracion:

El ensayo se calibré mediante el uso de diluciones de suero humano que contenian pro-NT. Se diluyé una mezcla de
sueros humanos con una inmunorreactividad elevada de pro-NT (InVent Diagostika, Hennigsdorf, Alemania) con suero
de caballo (Biochrom AG, Alemania) (patrones de ensayo).

Los patrones se calibraron mediante el uso del calibrador humano de pro-NT (ICI-Diagnostics, Berlin, Alemania). De
manera alternativa, el ensayo se puede calibrar mediante pro-NT 1-117 sintética o recombinante o los fragmentos de
la misma (véase también Ernst et al., 2006).

Inmunoensayo de pro-NT:

Se pipetearon 50 pl de muestra (o calibrador) en tubos revestidos de AFS, y, después de afiadir AM marcado (200 pl),
los tubos se incubaron durante 16-22 h a 18-25 °C. El indicador sin unir se eliminé lavando 5 veces (1 ml cada una)
con una disolucién de lavado (PBS 20 mM, pH 7,4, 0,1 % de Triton X-100).

El AM unido al tubo se midié usando el aparato AutoLumat LB 953.
La Figura 1 muestra una curva tipica de dosis de P-NT / sefal.
Ejemplo 3

Estudio poblacional

El estudio de Dieta y Cancer de Malmé (MDC) es una cohorte epidemiolégica prospectiva basada en una poblacion
de 28.449 hombres (nacidos en 1923-1945) y mujeres (nacidas en 1923-1950) de la ciudad de Malmd en el sur de
Suecia que se sometieron a examenes iniciales entre 1991 y 1996 (Minisimposio: The Malmo Diet and Cancer Study.
Design, biological bank and biomarker programme. J Intern Med 233, 39-79 (1993)). A partir de esta cohorte, se
seleccionaron aleatoriamente 6.103 personas para participar en la Cohorte Cardiovascular de MDC (MDC-CC), que
se disen6 para investigar la epidemiologia de la arteriopatia carotidea, entre 1991 y 1994 (Persson et al. 2008.
Atherosclerosis 200: 191-198). Las muestras de plasma en ayunas en el examen inicial estuvieron disponibles para el
andlisis de pro-neurotensina (pro-NT), y se midié con éxito en un total de 4.632 participantes en la MDC-CC. De estos,
estuvieron disponibles los datos completos para el IMC en 4.626, para la circunferencia de la cintura en 4.625 y para
el grado estimado de resistencia a la insulina mediante el uso de la determinacién del modelo de homeostasis de la
resistencia a la insulina (HOMA-IR) (concentracién de glucosa en sangre en ayunas x concentracion de insulina en
plasma en ayunas / 22,5) (Matthews et al. 1985. Diabetologia 28: 412-419) en 4.468 participantes. El IMC se definié
como el peso corporal en kilogramos dividido por el cuadrado de la altura en metros, y la obesidad como un IMC = 30
kg/m?2. La obesidad abdominal se definié como una circunferencia de la cintura de = 94 cm en hombres y =2 80 cm en
mujeres, segun la definicion de la Federacion Internacional de Diabetes (Alberti et al. 2006. Diabet Med 23: 469-489).
La resistencia a la insulina se considerd presente en los sujetos que pertenecen al 25% superior de los valores de
HOMA-IR en la MDC-CC. La "obesidad de nuevo inicio" se define como el desarrollo de obesidad en los participantes
en MDC-CC no obesos que se reexaminaron y a los que se diagnosticoé la obesidad después de un tiempo de
seguimiento medio de 16,5 £ 1,5 anos.

Se midiod la pro-NT en las muestras plasmaticas en ayunas almacenadas que se congelaron a -80 °C inmediatamente
en el examen inicial de la MDC-CC mediante el uso de un inmunoensayo de tipo sandwich quimioluminométrico
reciente para detectar un fragmento precursor de pro-NT (pro-NT 1-117) como se describié previamente (Ernst et al.
2006. Peptides 27: 1787-1793). Los analisis de la glucosa en sangre y la insulina en plasma se llevaron a cabo en el
momento del examen inicial en el Departamento de Quimica Clinica, Hospital Universitario de Malmé, que esta
asociado a un sistema nacional de normalizacion y control de calidad (Enhorning et al. 2010. Circulation 121: 2102-
2108). De los 4.626 sujetos con datos iniciales de IMC y pro-NT, se reexaminaron 2.900 sujetos con una medida nueva
del IMC después de un seguimiento medio de 16,5 + 1,5 afos. En los analisis de obesidad nueva, se excluyeron los
sujetos que fueron obesos ya en el examen inicial, lo que dejé un total de 2.606 sujetos no obesos para el analisis de
pro-NT con respecto a la obesidad nueva. Todos los participantes proporcionaron un consentimiento informado por
escrito y el estudio fue aprobado por el Comité de Etica de la Universidad de Lund, Suecia.

11



10

15

20

25

30

35

40

ES 2781084 T3

Analisis estadisticos

Todos los sujetos en el examen inicial de MDC-CC se dividieron en cuartiles ascendientes segun su valor de pro-NT
en ayunas. En los andlisis transversales, se relacion6 el cuartil inicial de pro-NT con el resultado dicotdmico de
obesidad, obesidad abdominal y resistencia a la insulina mediante el uso de modelos de regresion logistica ajustados
por edad y sexo. En los analisis de obesidad nueva, se relacioné el cuartil inicial de pro-NT con el resultado dicotdmico
de obesidad nueva mediante el uso de la regresién logistica ajustada con respecto a la edad inicial, sexo e IMC. Los
datos se presentan como las razones de probabilidad (intervalos de confianza del 95%), y los sujetos que pertenecen
al cuartil mas bajo de pro-NT se definieron como el grupo de referencia (razén de probabilidades =1). "P para la
tendencia" indica el valor de P para la tendencia lineal en los cuartiles 1-4.

Resultados del estudio

Se midieron los niveles de pro-NT en plasma en ayunas de 4.632 sujetos de mediana edad de la Cohorte
Cardiovascular del Estudio de Dieta y Cancer de Malmé poblacional (Tabla 1). La probabilidad ajustada por edad y
sexo de tener obesidad, obesidad abdominal y resistencia a la insulina se increment significativamente a lo largo de
los cuartiles de pro-NT (Tabla 2). Entre los sujetos no obesos, el riesgo de desarrollar obesidad durante un tiempo de
seguimiento medio de 16,5 + 1,5 afnos se increment6 gradualmente con los cuartiles de pro-NT, independientemente
del indice de masa corporal inicial, la edad y el sexo. Las concentraciones medianas de pro-NT fueron de 60,1 pmol/L
(intervalo 3,3-75,9 pmol/L) en el cuartil 1, 89,3 pmol/L (intervalo 75,9-105 pmol/L) en el cuartil 2, 123 pmol/L (intervalo
105-149 pmol/L) en el cuartil 3 y 190 pmol/L (intervalo 149-1155 pmol/L) en el cuartil 4. Los sujetos no obesos en el
cuartil superior de los niveles iniciales de pro-NT tuvieron mas del doble (R.P. 2,06) (intervalo de confianza del 95%
de 1,38 - 3,06) de riesgo de desarrollar obesidad en comparacion con los sujetos en el cuartil mas bajo (Tabla 2).

Mediante el uso de las mismas variables en la ecuacion, se investigaron subgrupos diferentes para la prediccion de la
obesidad de nueva aparicion (Tabla 3), y se excluyeron los sujetos que tuvieron en el examen inicial diabetes mellitus
(DM) y glucosa alterada en ayunas (GAA), tension arterial elevada / terapia antihipertensiva (TAH), sindrome
metabdlico (SiMe), TFGe < 60 (ml/min/1,73 m?), herencia de cancer, cancer prevalente, fumadores, respectivamente.
Los sujetos no obesos en el cuartii mas alto de nivel de pro-NT sin ninguna de las afecciones mencionadas
anteriormente mostraron de nuevo mas del doble de riesgo de desarrollar obesidad en comparacién con los sujetos
del cuartil mas bajo de pro-NT (Tabla 3). Los sujetos no obesos sin ninguna de estas afecciones (sujetos super-sanos)
en el cuartil mas alto del nivel de pro-NT incluso mostraron un riesgo tres veces incrementado de desarrollar obesidad
en comparacion con los sujetos en el cuartil mas bajo de pro-NT.

Ejemplo 4
Concentraciones de PNT antes y después de un ensayo de ingestién de grasa oral ("ensayo de nata")

Se seleccion6 un total de 54 pacientes, 19 sujetos de control sanos y 35 pacientes con un diagnédstico de insuficiencia
cardiaca. Los sujetos ayunaron durante al menos 10 horas e ingirieron una disolucion bebible enriquecida en grasa
normalizada (nata que contenia un 30% de grasa). Se tomaron muestras de sangre al inicioy 1, 2 y 3 horas tras la
ingestién de nata. La pro-Neurotensina se midié con el inmunoensayo descrito anteriormente. La pro-NT inicial se
defini6 como el 100%, y los niveles en los tres puntos temporales diferentes se relacionaron con ella. La pro-NT se
incrementd significativamente 1 hora tras la ingestion de nata en los controles sanos y los pacientes con IC, y
disminuy6 tras 2 y 3 horas, pero sin alcanzar el nivel inicial (Fig. 2). Ademas, la concentracion relativa de pro-NT fue
significativamente diferente entre los controles sanos y los pacientes con IC en los tres puntos temporales (p < 0,05).

Tabla 1

Caracteristicas clinicas de la Cohorte Cardiovascular de Dieta y Cancer de Malmé (MDC-CC)

Caracteristica Valor N

Edad (afnos) 57,7 6,0 4.626
Sexo femenino, n (%) 2661 (57,5) 4.626
Indice de Masa Corporal (kg/m?) 25,8+3,9 4.626
Circunferencia de la cintura (cm) 84,0+£12,9 4.625
Glucemia en ayunas (mM) 52+14 4.468
Concentracion de insulina en ayunas (mU/L) 7,0 (4,0-9,0) 4.468
HOMA-IR 1,5 (0,9-2,2) 4.468
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Los datos se proporcionan como la media * desviacion estandar para las variables distribuidas normalmente, y como
la mediana y el intervalo intercuartil para la concentracién de insulina en ayunas. Los datos categdricos se presentan
como numeros (porcentajes). "N" indica el nimero con datos completos; por tanto, incluidos en los analisis. "HOMA-
IR" representa la evaluacion del modelo de homeostasis de la resistencia a la insulina (concentracion de insulina en
plasma en ayunas x concentraciéon de glucosa en sangre en ayunas / 22,5)

Tabla 2

Concentracion en plasma en ayunas de pro-neurotensina (pro-NT) con respecto a la prevalencia de la obesidad y la
resistencia a la insulina y con respecto a la incidencia de obesidad de nueva aparicién durante el seguimiento a largo
plazo en la Cohorte Cardiovascular de Dieta y Cancer de Malmd

Razo6n de probabilidades (intervalo de confianza del 95%)
P parala
N/Ncasos ™G aiiiTde | Cuarti2zde | Cuarti3de | Cuarti4de | tendencia
pro-NT pro-NT pro-NT pro-NT
Obesidad 1,00 1,13 1,34
prevalente 4626/604 1,0 (ref) (0,78-1,29) | (0,88-1,45) | (1,05-1,70) 0,01
Obesidad
abdominal 4625 /1769 1,0 (ref) o 910’91727) ’ s w0 | e 4| 0001
prevalente ’ ’ ’ ’ ’ ’
Resistencia a la
insulina 4468 /1140 1,0 (ref) (1 ()16‘;531059) (1 117’511374) (1 319’-72006) <0,0001
prevalente ’ ’ ’ ’ ’ ’
Obesidad de 1,44 1,83 2,06
nueva aparicion | 2006/335 1,0 (ref) (0,952,10) | (1,21-2.65) | (1,383,06) | <001

"N /N casos" indica el "nimero total de sujetos en el analisis / nimero de casos con la enfermedad en cuestién". "Pro-
NT" indica la concentracion en plasma en ayunas de pro-neurotensina en el examen inicial de MDC-CC. "Cuartiles 1-
4 de pro-NT" define los cuartiles de la poblacion de MDC-CC (mas bajo a mas alto) de pro-NT. Los datos se presentan
como las razones de probabilidad (intervalos de confianza del 95%), y los sujetos que pertenecen al cuartil mas bajo
de pro-NT se definieron como el grupo de referencia (razon de probabilidades =1). "P para la tendencia" indica el valor
de P para la tendencia lineal en los cuartiles 1-4. Prevalente significa que los sujetos ya tenian la "enfermedad en
cuestion” inicialmente, mientras los sujetos con obesidad prevalente se excluyeron del analisis de prediccién de riesgo
de obesidad de nueva aparicion.

Tabla 3

Concentracion en plasma en ayunas de pro-neurotensina (pro-NT) con respecto a la incidencia de la obesidad de
nueva aparicion en los diferentes subgrupos de pacientes durante el seguimiento a largo plazo en la Cohorte
Cardiovascular de Dieta y Cancer de Malmé

Razo6n de probabilidades (intervalo de confianza del 95%)
N/N casos P para la
Cuartil 1 de Cuartil2de | Cuartil 3 de | Cuartil 4 de | tendencia
pro-NT pro-NT pro-NT pro-NT
1,44 1,83 2,06
todos 2606 / 335 1,0 (ref) (0,95-2,10) (1,21-2.65) | (1,38-3,06) <0,01
1,43 1,36 2,36
Hombres 1080/ 137 1,0 (ref) (0,79-2,59) (0,75-2,48) | (1,29-4,30) 0,044
i 1,45 2,23 1,88
Mujeres 1526 /198 1,0 (ref) (0,85-2,46) (1,32-3,75) | (1,09-3.21) 0,019
Sin cancer 1,65 1,68 2,37
hereditario 1456 /197 1,0 (ref) (0,99-2.77) | (0,99-2.85) | (1,41-397) | 2014
Sin cancer 1,36 1,96 2.1
prevalente 2362/301 1,0 (ref) (0,.89-2,06) | (1,29-2.95) | (1,38'3,19) | 001
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TA<140 1631/197 1,0 (ref) (0_717'_229_ o | g 5 | ’221’?3?39) 0,023
Sin TAH 2269 /273 1,0 (ref) . ,015’?,253) . ,321’9513) ’ _325_132:35) 0,004
TA<140/sin TAH |  1526/175 1,0 (ref) (0,81;‘24’ w© | oy @ | 2%{_136373) 0,026
No fumador 2001 / 241 1,0 (ref) (0,91?;?27’32) . o ol 422’_236?61) 0,006
candaca 2544 /326 1,0 (ref) . ,016?21,26) . ,316?590) “. 4%{_137,26) 0,001
prevalente

TFGe >60 2319/320 1,0 (ref) (0,916?26,0 o | YR ol 427’_232,35) 0,001
Sin GAA 0 DM 2152 / 254 1,0 (ref) (0,911’2 28 | ,32693?:19) . ,52;‘3?90) <0,001
Sin SiMe 2426 / 302 1,0 (ref) (0,916?24,1 o | ,218’?2?!89) ’ ,324;?33:07) 0,003
Sanos, todos 1155/123 1,0 (ref) (0,915;?; s | . 421’?5?09) “. R 57y | 0005
Sanos, mujeres 681/74 1,0 (ref) (0,51é?§25) ’ ,2%?(-3(5,86) . ,337’?273) 0,015

"N /N casos" indica el "nimero total de sujetos en el analisis / nimero de casos con la enfermedad en cuestién". "Pro-
NT" indica la concentracion en plasma en ayunas de pro-neurotensina en el examen inicial de MDC-CC. "Cuartiles 1-
4 de pro-NT" define los cuartiles de la poblacion de MDC-CC (mas bajo a mas alto) de pro-NT. Los datos se presentan
como las razones de probabilidad (intervalos de confianza del 95%), y los sujetos que pertenecen al cuartil mas bajo
de pro-NT se definieron como el grupo de referencia (razon de probabilidades =1). "P para la tendencia" indica el valor
de P para la tendencia lineal en los cuartiles 1-4.

Herencia de cancer significa sin cancer conocido en los antecedentes familiares inicialmente, cancer no prevalente
significa sin diagnostico de cancer inicialmente, sin enfermedad cardiaca prevalente significa sin infarto de miocardio,
cardiopatia isquémica, ictus, insuficiencia cardiaca (insuficiencia cardiaca aguda o cronica), fibrilacion auricular y
aleteo auricular inicialmente, TA = tensién arterial, TAH = terapia antihipertensiva, TFGe = tasa de filtracion glomerular
estimada, GAA = glucosa alterada en ayunas, DM = diabetes mellitus, SiMe = sindrome metabdlico.

Tabla 4

Concentracion de pro-Neurotensina inicial (en ayunas) y 1, 2 y 3 horas tras la ingestién de nata en sujetos de control
sanos y sujetos con insuficiencia cardiaca (IC)

pro-NT [en %] valor inicial 1h 2h 3h
control 100 173,5 147,0 133,0
IC 100 2275 201,8 179,3

Los valores de PNT se proporcionan en % respecto del valor inicial, que se definié para ambos grupos como el 100%,
respectivamente.

Descripcién de las figuras:
La Figura 1 muestra una curva tipica de dosis de P-NT / senal

La Figura 2 muestra el nivel de PNT antes y después de la ingestién de nata en pacientes con insuficiencia cardiaca
y un grupo de control.
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<210>9

<211> 28

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>9
Lys Ile Pro Tyr Ile Leu Lys Arg Gln Leu Tyr Glu Asn Lys Pro Arg
1 5 10 15

Arg Pro Tyr Ile Leu Lys Arg Asp Ser Tyr Tyr Tyr
20 25
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<400> 10
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REIVINDICACIONES

1. Un método para determinar la actividad de procesamiento de grasas y/o para predecir el riesgo de obesidad
en un sujeto que comprende:

» determinar mediante un inmunoensayo el nivel de pro-neurotensina 1-117 en un fluido corporal obtenido de
dicho sujeto o

« determinar el nivel de pro-neurotensina 1-117 en un fluido corporal obtenido de dicho sujeto; y

« correlacionar dicho nivel de pro-neurotensina 1-117 con la actividad de procesamiento de grasas y/o el riesgo
de incidencia de obesidad en dicho sujeto, en el que un nivel elevado es indicativo de una actividad de
procesamiento de grasas incrementada y/o es predictivo de un riesgo incrementado de obesidad

y en el que el sujeto no es obeso en el momento en el que se toma la muestra de fluido corporal de dicho sujeto,

y en el que un "nivel elevado" significa un nivel por encima de un cierto nivel umbral.

2. Un método segun la reivindicacion 1, en el que dicho sujeto es un sujeto no prediabético (sin GAA).

113.17 Un método segun la reivindicacion 1 o 2, en el que se determina el nivel en ayunas de pro-neurotensina 1-
4. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el sujeto no es diabético con glucemia
en ayunas menor de 6,1 mmol/l, pero mayor de 5,4 mmol/l.

5. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el sujeto no tiene cancer.

6. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el sujeto no tiene antecedentes de

diagnédstico de un evento cardiovascular agudo en el momento en el que se toma la muestra de fluido corporal de
dicho sujeto, en el que dicho evento cardiovascular se selecciona del grupo que comprende infarto de miocardio, ictus,
insuficiencia cardiaca aguda y muerte cardiovascular relacionada con infarto de miocardio, ictus o insuficiencia
cardiaca aguda.

7. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el sujeto no tiene sindrome metabdlico.

8. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que dicho sujeto es un sujeto con una
glucemia en ayunas menor de 5,4 mmol/l.

9. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el riesgo de obesidad es independiente
del riesgo de contraer diabetes mellitus y/o sindrome metabdlico.

10. Un método segun las reivindicaciones 1 a 9, en el que ademas se determina al menos un parametro clinico
seleccionado del grupo que comprende la edad, sexo, tensién arterial sistélica, tension arterial diastélica, tratamiento
antihipertensivo (TAH), circunferencia de la cintura, proporcién cintura-cadera, fumador actual, herencia de diabetes y
enfermedad cardiovascular (ECV) previa.

11. Método segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la muestra se selecciona del
grupo que comprende una muestra de sangre, una muestra de suero, una muestra de plasma, una muestra de liquido
cefalorraquideo, una muestra de saliva y una muestra de orina o un extracto de cualquiera de las muestras
anteriormente mencionadas.

12. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que dicho método se lleva a cabo mas de
una vez para monitorizar el riesgo de incidencia de obesidad.

13. Un método segun la reivindicacion 12, en el que dicha monitorizacion se lleva a cabo para evaluar la
respuesta de dicho sujeto a las medidas preventivas y/o terapéuticas tomadas.

14. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en el que dicha monitorizacion se lleva a cabo
para estratificar dichos sujetos en grupos de riesgo.
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Figura 1
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Figura 2
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