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Opis wynalazku

Przedmiotem niniejszego wynalazku jest spos6b wykrywania porodu przedwczesnego bazujgcy
na pomiarze zawartosci i pozioméw metabolitéw w prébce ptynu ustrojowego ciezarnej kobiety wraz ze
sprawdzeniem istnienia statystycznych rdznic w stezeniu wskazanych metabolitéw.

Poréd przedwczesny jest gtdwng przyczyng okotoporodowej umieralnosci niemowlat, powodujgc
od 50 do 95% zgondéw noworodkdw. Odsetek poroddéw przedwczesnych waha sie w granicach od 5 do
12% i od dtuzszego czasu pomimo postepu w terapii i diagnostyce pozostaje niezmienny. Mechanizmy
lezgce u podstaw przedwczesnego wyzwolenia czynnosci skurczowej macicy, pekania pecherza ptodo-
wego, a w konsekwencji porodu przedwczesnego sg do chwili obecnej nie do konca wyjasnione. Uwaza
sie, ze znaczgcy odsetek porodoéw przedwczesnych zwigzany jest z subklinicznie przebiegajgcy infekcjg
wewnatrzmaciczng, nadmierng produkcjg prostaglandyn oraz innych substancji bioaktywnych, ktére sg
przyczyng wyzwalania przedwczesnej czynnosci skurczowej i pekania bton ptodowych. Czynniki infek-
cyjne majg tez bezposredni wptyw na stan pourodzeniowy noworodkdéw, dlatego tez istotna jest wcze-
sna diagnostyka i leczenie farmakologiczne pacjentek ciezarnych z grupy ryzyka porodu przedwcze-
snego.

W stanie techniki znane jest wykorzystanie niektérych biomarkerdéw do predykcji porodu przed-
wczesnego. Patent US8697367B2 ujawnia wykorzystanie biomarkeréw biatkowych w diagnostyce po-
wiktan wystepujgcych w macicy, takich jak zakazenie przez ptéd, mogacych prowadzié do porodu przed-
wczesnego.

Réwniez miedzynarodowa publikacja numer WO2014105985A1 oraz amerykanskie zgtoszenie
patentowe US20150285816A1 opisujg sposoby przewidywania porodu przedwczesnego bazujgce na
detekcji poziomoéw wybranych biatek we krwi, osoczu lub surowicy ciezarnych kobiet z wykorzystaniem
spektrometrii mas.

Europejski patent EP2646554B1 opisuje wykrywanie porodu przedwczesnego za pomocg po-
miaru kwaséw nukleinowych uwolnionych z komérek we krwi matki.

Sposo6b ujawniony w miedzynarodowej publikacji W02011022526A1 bazuje na iloSciowym po-
miarze biomarkeréw z dwoch grup. Pierwszg grupe biomarkeréw stanowig ujawnione sekwencje ami-
nokwaséw, natomiast markerem z drugiej grupy jest wybrane biatko.

Miedzynarodowa publikacja numer WO2011053666A1 przedstawia sposdb predykcji porodu
przedwczesnego zasadzajgcy sie na wykrywaniu i pomiarze rozpuszczalnej E-kadheryny (SE-CAD)
w prébce biologicznej od pacjentki. Dodatkowo spos6b moze wykorzystywac kolejny biomarker-fibro-
nektyne.

Polskie zgtoszenie patentowe P.408305 opisuje zastosowanie ceramidu C16 jako biomarkera
w predykcji porodu przedwczesnego oparte o analize we krwi.

Inne sposoby wykrywania porodu przedwczesnego na podstawie analizy zawarto$ci biomarkeréw
w prébkach biologicznych takich jak krew, wydzielina pochwowa, mocz, kat zostaty opisane
w dokumentach patentowych: US20150285800A1, WO2014152985A1 oraz AU2015200775A1.

Dostepne obecnie biochemiczne markery infekcji jak poziom leukocytozy, biatko C-reaktywne,
prokalcytonia, czy interleukina-6 sg markerami ogélnoustrojowymi. Nie pozwalajg one na wczes$niejsze
wyselekcjonowanie pacjentek z grup ryzyka porodu przedwczesnego z zagrazajgcg infekcjg wewnatrz-
maciczng, gdyz ich czuto$¢ i swoistos¢ jest zbyt niska. Dlatego tez poszukiwane sg nowe markery bio-
chemiczne mogace mieé wptyw na wczesniejsze wykrywanie subklinicznej infekcji wewngtrzmaciczne;j,
pozwalajgce na szybkg diagnostyke i leczenie farmakologiczne pacjentek z zagrazajagcym porodem
przedwczesnym. Postepowanie takie moze przyczyni¢ do zmniejszenia czestosci wystepowania tej pa-
tologii cigzy i do polepszenia stanu noworodkéw przedwczes$nie urodzonych i zmniejszenia ich $mier-
telnosci.

Przedmiot wynalazku jest sposdb wykrywania porodu przedwczesnego, charakteryzujgcy sie
tym, ze obejmuje nastepujace etapy:

a) dostarcza sie prébke ptynu ustrojowego kobiety ciezarnej;

b) mierzy sie w ptynie ustrojowym kobiety ciezarnej dowolng metodg analityczng zawarto$¢ po-
ziom metabolitéw wybranych z grupy: kwas laurynowy, kwas mirystynowy, kwas hydroksymi-
rystynowy, kwas palmitoleinowy, kwas heksakozanodiowy, kwas eikozadienowy (C20:2),
Sfingolipid Obscuraminol A = (25,3R,6Z,92,12Z,15Z)-2-aminooktadeka-6,9,12,15-tetraen-3-
ol, Sfingolipid Crucigasterin 277 = (2S,3R,5E,9Z,12Z,152Z)-2-aminooktadeka-5,9,12,15-te-
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traen-3-ol,(4E,8E,10E-d18:3) sfingozyna, PS(O-18:0/0:0) = 1-oktadecylo-glicero-3-fosfose-
ryna, kwas deoksyglikocholowy, kwas chenodeoksyglikocholowy, kwas glikoursodeoksycho-
lowy, kwas 2-hydroksymastowy oraz kwas 3-hydroksymastowy, kwas L-2-Amino-3-(1-pirazo-
lilo)propionowy, kwas hydroksykapronowy, 4-(1,1,3,3-tetrametylobutylo)fenol, N,N-dicyklo-
heksylomocznik, CPA(18:2(9Z,122)/0:0)= 1-linolo-glicero-3-cyklofosforan;

C) sprawdza sie istnienie statystycznych réznic w stezeniu wskazanych metabolitow.

Korzystnie zawarto$¢ i poziom metabolitéw mierzy sie w osoczu albo surowicy.

Korzystnie, gdy oznaczenie zawartosci wymienionych metabolitow w 0soczu albo surowicy moze
by¢ przeprowadzone za pomocg réznych sposobdw laboratoryjnych dobrze znanych w stanie techniki,
m.in.: chromatografii cienkowarstwowej, wysokosprawnej chromatografii cieczowej, chromatografii ga-
zowej, metod immunochemicznych oraz szeroko wykorzystywanej w metabolomice tzw. tandemowej
spektrometrii masowe;.

Dodatkowo korzystnie probkag ptynu ustrojowego jest krew pobrana od pacjentki miedzy 22 a 36
tygodniem cigzy.

Wedtug wynalazku kobieta ciezarna wskazywana jest jako zagrozona porodem przedwczesnym
na podstawie przedwczesnej czynnosci skurczowej tj. co najmniej 2-3 skurcze na 10 minut, skréconej
szyjki macicy ponizej 25 mm i/lub przedwczesnego odejscia ptynu owodniowego.

Ponizej przedstawiony zostanie przyktad wykonania wedtug wynalazku, ktory jest jedynie zobra-
zowaniem zastosowania wynalazku i nie ma charakteru ograniczajgcego.

Przyktad

Wykrywanie porodu przedwczesnego sposobem wedtug wynalazku zostato przeprowadzone jak
opisano ponizej:

Gromadzenie materiatu biologicznego

Prébki osocza byty pobierane w 3 polskich osrodkach o Il stopniu referencyjnosci: Klinika Potoz-
nictwa i Ginekologii, Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku, Instytut Potoznictwa i Medycyny Ratunko-
wej, Uniwersytet w Rzeszowie oraz w Klinice Pofoznictwa i Patologii Cigzy, Uniwersytet Medyczny
w Lublinie.

W badaniu uczestniczyly trzy grupy pacjentek: grupa | — pacjentki, ktére urodzity przedwczes$nie
pomiedzy 22 a 36 tygodniem cigzy, a poréd miat miejsce do 7 dni od pobrania prébki (n=37), grupa Il —
pacjentki, ktére urodzity przedwczes$nie pomiedzy 22 a 36 tygodniem cigzy, a poréd miat miejsce do 7
dni oraz 7 dni po pobraniu prébki (n=57), grupa lll — pacjentki na poczatku porodu pomiedzy 39 a 41
tygodniem cigzy (n=49) oraz grupa IV — pacjentki z objawami porodu przedwczesnego pomiedzy 22
a 36 tygodniem cigzy, ktére urodzity o czasie (n=26).

Kryteriami wytgczajgcymi z badania byty: cigza mnoga, nadcisnienie indukowane cigzg, cukrzyca,
choroby nerek (kreatynina powyzej 2 mg/dl) oraz inne komplikacje podczas cigzy, takie jak niedokrwi-
stosé, matoptytkowosé, choroba uktadowa, zakrzepowe zapalenie zyt, podawanie sterydow
i antybiotykéw w ciggu 72 godzin od pobrania probek krwi, niewydolno$¢ szyjki macicy oraz zatozony
szew szyjkowy i wreszcie kliniczne cechy zapalenia bton pftodowych (przynajmniej jedno
z wymienionych: podwyzszenie temperatury ciata > 37,8°C, tachykardia, tkliwo$¢ macicy wieksza niz
przypuszczano, leukocytoza powyzej 18000/ul oraz nieprzyjemny zapach z pochwy).

Wiek cigzowy kazdej pacjentki zostat wyznaczony na podstawie USG z pierwszego trymestru
cigzy. Poréd przedwczesny zostat stwierdzony na podstawie regularnej czynnosci skurczowej skutku-
jacej rozwarciem szyjki macicy (n=30) lub przedwczesnego pekniecia bton ptodowych — pPROM (n=27).
PPROM potwierdzono testem Amnisure (Qiagen).

Protokét badania zostat zatwierdzony przez Komisje Bioetyczng Uniwersytetu Medycznego
w Biatymstoku. Kazdy pacjent po otrzymaniu informacji na temat badania podpisat zgode na udziat
w badaniu.

Od kazdej pacjentki zostato pobrane 10 ml krwi obwodowej. Krew nastepnie odwirowano, osocze
oddzielono i zamrozono w temperaturze -80°C.

Przygotowanie prébek

Osocze byto przechowywane w temperaturze -70°C do czasu analizy. Probki przygotowano, jak
opisano wczesniej z niewielkimi zmianami (1). Pokrétce, wytracanie biatek i metabolitéw zostato prze-
prowadzone po dodaniu jednej objetosci osocza do trzech objetosci zimnej (temperatura -20°C) mie-
szaniny metanolu i etanolu (w stosunku 1:1). Nastepnie prébki zostaty intensywnie mieszane przez mi-
nute i pozostawione w lodzie na 5 minut. Osad usunieto przez odwirowanie przy obrotach 16100xg
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w ciggu 20 minut, w temperaturze 4°C, a nastepnie nadsacz przepuszczono przez filtr nylonowy
o $rednicy 0,22 um bezposrednio do naczynka chromatograficznego z mikrowktadka. Prébki kontrolne
(QC) przygotowano przez potgczenie rébwnych objetosSci osocza kazdej z 43 probek z pierwszej partii
analitycznej. Probki QC byty niezaleznie przygotowane dla 3 poszczegdinych partii przy uzyciu proce-
dury podobnej jak dla reszty probek. Prébki QC byty analizowane na poczatku i koricu procesu chroma-
tograficznego oraz co 8 probek aby zapewnié pomiar nie tylko stabilno$ci i wydajnosci systemu, ale
réwniez sprawdzenie prawidtowosci i powtarzalno$ci procesu przygotowania préobek.

Analiza LCMS osocza

Prébki analizowano za pomocg systemu HPLC (1260 Infinity series, Agilent Technologies, Wald-
bronn, Germany) sktadajgcego sie z degazera fazy ruchomej, pompy binarnej, termostatowanego (4°C)
automatycznego podajnika prébek, potaczonych z detektorem spektrometrii masowej Agilent Techno-
logies QTOF (model 6530). Jako zrddto jondw zastosowano jonizacje przez elektrorozpylanie (ESI).
Prébki (10 L) wstrzykiwano na termostatowang (40°C) kolumne chromatograficzng (Discovery HS C18,
150 mm x 2,1 mm, 3 pm, Supelco) poprzedzong przedkolumng. System pracowat w trybie jonizaciji
dodatniej i ujemnej przy predkosci przeptywu 0,6 ml/ min z uzyciem rozpuszczalnika A —woda z 0,1%
kwasem mréwkowym, i rozpuszczalnikiem B — acetonitryl z 0,1% kwasem mrowkowym. Gradient stezen
rozpuszczalnika przechodzit z 25% rozpuszczalnika B do 95% rozpuszczalnika B w ciggu 35 minut,
powracat do warunkdéw poczatkowych w ciggu 1 minuty, nastepnie przez 9 minut kondycjonowano ko-
lumne przed kolejnym nastrzykiem. Detektor dziatat w trybie petnego skanowania od 50 do 1000 m/z
dla trybu dodatniej jonizacji i od 50 do 1100 m/z dla trybu ujemnej jonizacji przy szybkosci skanowania
1 skan na sekunde. Doktadne pomiary masy byly uzyskane poprzez automatyczng korekte wzgledem
mas referencyjnych dostarczanych w sposéb ciggty podczas analiz. W trybie polaryzacji dodatniej byty
zastosowane masy referencyjne m/z 121.0509 (protonowane puryny) oraz m/z 922,0098 (protonowany
HP-0921) natomiast w trybie polaryzacji ujemnej masy referencyjne m/z 112,9856 (anion TFA) oraz m/z
1033.9881 (HP-0921). Napiecie kapilarne zostato ustawione na 3000 V dla polaryzacji pozytywnej
i 4000V dla polaryzacji negatywnej, a szybko$¢ przeptywu gazu w nebulizatorze na 10,5 I/min. Probki
zostaly zanalizowane w kolejnosci losowej w dwdch oddzielnych seriach (najpierw polaryzacja pozy-
tywna, nastepnie negatywna) podzielonych na trzy partie (bloki analityczne).

Obrébka danych

Powstaty zbiér danych zostat oczyszczony z szumoéw tta i niezwigzanych jondéw przez algorytm
Molecular Feature Extraction (MFE) z uzyciem oprogramowania Mass Hunter Qualitative Analysis
B.05.00 Software (Agilent). Algorytm MFE grupowat jony na podstawie tadunku, rozktadu izotopowego
i/lub obecnoéci adduktéw i dimerdéw w oparciu o doktadne pomiary masy. Nastepnie algorytm MFE two-
rzy liste mozliwych zwigzkéw reprezentowanych przez kompletne dane spektralne uzyskane z analizy
TOF. Kazdy zwigzek jest scharakteryzowany przez mase, czas retencji oraz intensywnos$é sygnatu po-
szczegOlnych jondéw. Parametry wybrane do obrébki danych przy uzyciu algorytmu MFE byly podobne
do opisanych w innej(2). Granica szumoéw tta zostata ustawiona na 500 zliczen. W celu znalezienia
koeluujgcych adduktéw tego samego zwigzku, w ustawieniach ekstrakcji zastosowano nastepujgce ad-
dukty: +H, +Na, +K w polaryzacji dodatniej oraz —H, —-HCOO w polaryzacji negatywnej, jak réwniez
zostata wzieta pod uwage utrata czgsteczki wody. W zwigzku z ré6znicami czasoéw retencji podczas ana-
lizy LC-MS zarejestrowane profile prébek zostaty poddane wyréwnaniu przy uzyciu Mass Profiler Pro-
fessional (B. 12.1, Agilent Technologies). Nastepnie wykonano filtrowanie zmiennych celem oczyszcze-
nia matrycy danych z przypadkowych sygnatéw i usuniecia metabolitéw, ktérych sygnat, czas retencji
lub doktadna masa ulegty nadmiernemu przesunieciu. Usunieto metabolity, ktére byty obecne w mniej
niz 50% probek QC i ze wspétczynnikiem zmiennosci powyzej 30%. Ponadto filtrowanie miato za zada-
nie wybra¢ metabolity, ktére byly obecne w co najmniej 90% przedstawicieli kazdej z badanych grup.
Nastepnie, intensywno$¢ kazdej cechy metabolomicznej w kazdej probce zostata skorygowana wzgle-
dem zmiany sygnatu danego metabolitu wystepujgcego w probkach QC danego bloku analitycznego.
Nastepnie przeksztatcono dane wykonujgc logarytmowanie intensywnos$ci celem uzyskania rozktadu
normalnego (MS Excel (Microsoft)). Do kwalifikacji danych i klasyfikacji badanych prébek zostata prze-
prowadzona wielowymiarowa analiza statystyczna za pomoca metody czes$ciowych najmniejszych kwa-
dratéw (PLS-DA) oraz ortogonalnej PLS-DA (Simca-P+12.0, Umetrics).
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Identyfikacia metabolitéw

Identyfikacja zwigzkow, ktére okazaty sie istotnie zmienne pomiedzy dowolnymi dwoma poréw-
nywanymi grupami zostata przeprowadzona przy uzyciu dostepnych publicznie baz danych [METLIN
(www.metlin.scripps.edu) HMDB (www.hmdb.ca), LIPIDMAPS (www.lipidmaps. org /)]. Ponadto identy-
fikacja zwigzkow zostata potwierdzona poprzez analize LC-MS/MS przy uzyciu detektora QTOF (model
6530, Agilent). Analizy MS/MS zostaty przeprowadzone w tych samych warunkach chromatograficznych
Co pierwotna analiza.

Jony byty kierowane do komory kolizyjnej na podstawie wczesniej okreslonej doktadnej masy
i czasu retencji, a nastepnie poddawane byty fragmentacji. Porédwnanie struktury proponowanego
zwigzku z otrzymanymi fragmentami umozliwito potwierdzenie identyfikacji Dla niektérych metabolitéw
zostata przeprowadzona dodatkowa identyfikacja przy uzyciu komercyjnie dostepnych odczynnikéw
(Sigma).

Analiza statystyczna

Majac na celu sprawdzenie istnienia statystycznie istotnych réznic w stezeniu metabolitow (odtad
nazywanych cechami) pomiedzy rozpatrywanymi grupami wykorzystano: (1) dopasowanie modelu jed-
noczynnikowej analizy wariancji, (2) podejscie nieparametryczne z zastosowaniem testu sumy rang Wil-
coxona. Wybér metody zalezat od spetnienia nastepujgcych zatozen: jednorodnosci wariancji (spraw-
dzana z uzyciem testu Levena) oraz normalnosci rozktadu cechy w grupach (sprawdzana przy pomocy
testu Shapiro-Wilka).

W przypadku niespetnienia co najmniej jednego z wymienionych zatozen stosowano podejscie
nieparametryczne. Ze wzgledu na istote analizy — zjawisko wielokrotnego testowania — otrzymane war-
tosSci p-value poddano korekcji z wykorzystaniem procedury FDR kontrolujgcg odsetek wynikow fatszy-
wie pozytywnych. Cechy, ktérych rozktad okazat sie statystycznie istotnie rézny w poréwnywanych gru-
pach, poddano dalszej analizie majgcej na celu: (1) sprawdzenie ich zdolnosSci predykcyjnej biorgc pod
uwage wszystkie, okreslone jako istotne, cechy, (2) walidacje otrzymanych wynikéw — potwierdzenie,
ze przy pomocy danej cechy klasyfikowanie pacjenta nie jest losowe, i.e. zdolno$é predykcyjna jest
statystycznie istotnie wyzsza od 50%. Dla kazdej ze zidentyfikowanych cech przeprowadzono analize
krzywych ROC, na ktérg sktadato sie miedzy innymi: (1) okre$lenie optymalnej wartoSci progowej
z zastosowaniem metody Youden’a, (2) konstrukcja przedziatu ufnoéci dla pola pod krzywg ROC (AUC)
na poziomie ufnosci 95%, (3) przeprowadzenie nieparametrycznego testu DeLong’a weryfikujgcego hi-
poteze zerowg zaktadajgca losowa klasyfikacje (AUC = 0.5) wobec hipotezy alternatywnej zaktadajgce;j,
ze pole pod krzywg ROC jest statystycznie istotnie wieksze od 0.5. Obliczenia zwigzane z analizg krzy-
wych ROC wykonane zostaty z uzyciem procedur bedgcych sktadowymi pakietu pROC. Jako uzupet-
nienie analizy krzywych ROC, gdzie analizowano pojedyncze cechy, sprawdzona zostata zdolno$¢ kla-
syfikacyjna zidentyfikowanych cech traktowanych jako zbiér predyktoréw. W tym celu wykorzystano
metode wektoréw wspierajgcych (SVM) opartg o radialne funkcje bazowe oraz metode walidacji krzy-
zowej leave-one-out. Dodatkowo, brakujgce wartosci dla poszczeg6inych cech zostaly zastgpione me-
dianami biorgc pod uwage przynalezno$¢ obserwacji do klasy. Procesy budowy klasyfikatora, walidaciji
krzyzowej oraz imputacji zostaty przeprowadzone z wykorzystaniem funkcjonalno$ci pakietéw e1071
oraz kernlab. Do wszystkich analiz wykorzystano $rodowisko programistyczne R. Poziom istotnoéci alfa
ustalono na poziomie 0.05. W tabeli ponizej wskazano liste metabolitéw jako biomarkeréw do zastoso-
wania do wykrywania porodu przedwczesnego — wartosci p value dla istotnych statystycznie metaboli-
téw réznicujgcych grupy porodu przedwczesnego i fatszywego porodu przedwczesnego
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Nazwa metabolitu Wzér % Zmiana | p-value Pole pod krzywg
sumaryczny | - PP vs FP ROC - AUC

Kwasy tluszczowe

Laurynowy (n,b) C12H20: 19 | ** 0,65

Mirystynowy (n,h) C1cH280; 31| ** 0,68

Hydroksymirystynowy (n,b) Ci14H2803 29 | * 0,65

Palmitoleinowy (n,a) C16H300; 66 | *** 0,71

Heksakozanodiowy (n,b) C26Hs004 -12 | * 0,62

Eikozadienowy (C20:2) (n,b) C20H3603 G2 | ** 0,72

Lipidy

Sfingolipid: Obscuraminol A = CisH1NO 25| * 0,63

(2S,3R,62,92,12Z2,152)-2-

aminooktadeka-6,9,12,15-

tetraen-3-ol

/Crucigasterin 277 =

(2S,3R,5E,92,122,152)-2-

aminooktadeka-5,9,12,15-

tetraen-3-ol (p,b)

(4E,8E,10E-d18:3)sfingozyna CisHisNO; 49 | ** 0,69

(p.b)

PS(0Q-18:0/0:0) = 1-oktadecylo- | C2aHsoNOsP -35 | ** 0,66

glicero-3-fosfoseryna (p,b)

Kwasy 26iciowe

Deoksyglikocholowy (p,b) C2cHa3NOs 40| * 0,64

Chenodeoksyglikocholowy/ C26Ha3NOs 40| * 0,63

Glikoursodeoksycholowy/ (n,b)

Inne metabolity

Kwas 2-hydroksymastowy / CaHs0s 58| * 0,64

kwas 3-hydroksymastowy

(n,b/a)

kwas L-2-Amino-3-(1- CeHaN302 -10 | ** 0,68

pirazolilo)propionowy (p,b)

kwas hydroksykapronowy (n,b) | CioH2003 26| * 0,66

4-(1,1,3,3- C14H220 20 F 0,63

tetrametylobutylo)fenol (n,b)

N,N-dicykloheksylomocznik C13H2aN20 26| * 0,63

(p.a)

CPA(18:2(92,122)/0:0)=1- C2iH3706P 229 | * 0,63

linolo-glicero-3-cyklofosforan
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LEGENDA

PP Poréd przedwczesny

FP Fatszywy pordd przedwczesny

* p value <0.05

*x p value £0.01

Hkx p value < 0.001

s p value £ 0.0001

n Negatywna polaryzacja

p Pozytywna polaryzacja
Identyfikacja poprzez

a spektrum widma MS/MS

b Domniemana identyfikacja

Zastosowanie opisanych metabolitéw jako biomarkeréw wykrywania porodu przedwczesnego

umozliwia opracowanie swoistych testow diagnostycznych jak réwniez zestawéw w oparciu o analize
ptynéw ustrojowych ciezarnej pacjentki. Takie testy mogg by¢ stworzone w oparciu o pojedyncze meta-
bolity, ktére bedg oznaczane za pomocg spektrometrii mas zastosowanej wedtug wynalazku

Zastrzezenia patentowe

. Spos6b wykrywania porodu przedwczesnego, znamienny tym, ze obejmuje nastepujgce

etapy:

a) dostarcza sie probke ptynu ustrojowego kobiety ciezarne;;

b) mierzy sie w ptynie ustrojowym kobiety ciezarnej dowolng metodg analityczng zawarto$é
i poziom metabolitéw wybranych z grupy: kwas laurynowy, kwas mirystynowy, kwas hydrok-
symirystynowy, kwas palmitoleinowy, kwas heksakozanodiowy, kwas eikozadienowy
(C20:2), Sfingolipid Obscuraminol A = (2S,3R,6Z,92,12Z,152Z)-2-aminooktadeka-6,9,12,15-
-tetraen-3-ol, Sfingolipid Crucigasterin 277 = (2S,3R,5E,9Z,12Z,152)-2-aminooktadeka-
5,9,12,15-tetraen-3-ol, (4E,8E,10E-d18:3) sfingozyna, PS(0-18:0/0:0) = 1-oktadecylo-glicero-
-3-fosfoseryna, kwas deoksyglikocholowy, kwas chenodeoksyglikocholowy, kwas glikour-
sodeoksycholowy, kwas 2-hydroksymastowy oraz kwas 3-hydroksymastowy, kwas L-2-
-amino-3-(1-pirazolilo)propionowy, kwas hydroksykapronowy, 4-(1,1,3,3-tetrametylobu-
tylo)fenol, N,N-dicykloheksylomocznik, CPA(18:2(92,122)/0:0)= 1-linolo-glicero-3-cyklofos-
foran;

¢) sprawdza si¢ istnienie statystycznych réznic w stezeniu wskazanych metabolitow.

. Sposo6b wedtug zastrzezenia 1, znamienny tym, ze zawarto$¢ i poziom metabolitéw mierzy

sie w osoczu albo surowicy.

. Sposo6b wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze metoda analityczna zawarto$ci metabolitéw jest

wybrana z grupy obejmujgcej chromatografie cienkowarstwowg, wysokosprawng chromato-
grafie cieczowg, chromatografie gazowa, metode immunochemiczng, tandemowg spektrome-
trie masowa.

. Sposo6b wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze prébkg ptynu ustrojowego jest krew pobrana od

pacjentki miedzy 22 a 36 tygodniem cigzy.

. Sposo6b wedtug ktéregokolwiek z powyzszych zastrzezen, znamienny tym, ze kobieta cie-

zarna wskazywana jest jako zagrozona porodem przedwczesnym na podstawie przedwcze-
snej czynnosci skurczowej tj. co najmniej 2-3 skurcze na 10 minut, skréconej szyjki macicy
ponizej 25 mm i/lub przedwczesnego odejscia ptynu owodniowego.



