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DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO DEL SINDROME DEL INTESTINO

IRRITABLE Y LA ENFERMEDAD INFLAMATORIA INTESTINAL

CAMPO DE LA INVENCION

La ©presente invencidén se refiere al diagndéstico vy

tratamiento del sindrome del intestino irritable.

ANTECEDENTES

La siguiente descripcidén incluye informacidén que puede ser
util para la comprensién de la presente invencidén. No se
reconoce que la informacidédn proporcionada en la presente
sea técnica previa o pertinente a la invencidn actualmente
reivindicada o qgue cualguier publicacidén a la gque se hace

referencia especifica o implicita sea técnica previa.

El diagnéstico del sindrome del intestino irritable (IBS)
ha sido un diagndéstico de exclusién o un diagndéstico en
funcién de los sintomas presentes en un paciente. Ademas
cuando los pacientes presentan sintomas gastrointestinales,
distinguir el sindrome del intestino irritable (IBS) de
otros tipos de dolencias gastrointestinales, tales como la

enfermedad inflamatoria intestinal (IBD) (por ejemplo,



10

15

20

2

colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn), puede ser dificil o
puede requerir procedimientos invasivos para descartar la
IBD. Actualmente en la técnica, no hay medios de
diagnéstico del 1IBS o para distinguir el IBS de otros
trastornos de disfuncién intestinal. La convencidn requiere
usualmente pruebas invasivas que tienen riesgos inherentes,

altos costos y morbilidad para los pacientes.

Por consiguiente, sigue existiendo una necesidad en la
técnica de métodos y sistemas para diagnosticar el IBS vy
para distinguir entre IBS y IBD, particularmente, de formas

menos invasivas.

COMPENDIO DE LA INVENCION

Las siguientes modalidades y aspectos de estas se describen
% se ilustran junto con composiciones y métodos

ilustrativos de ejemplo, que no limitan el alcance.

Varias modalidades proporcionan un método de diagndstico
del 1IBS, y opcionalmente la seleccidén de un tratamiento
para el 1IBS u opcionalmente la administracién de una
terapia para IBS, que comprende proporcionar una muestra

bioldégica de un sujeto gque necesita un diagndéstico con
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respecto al IBS; analizar la muestra bioldgica para
determinar un nivel de anticuerpos anti-vinculina vy un
nivel de anticuerpos anti-CDT; determinar la diferencia
entre el nivel de anticuerpos anti-vinculina y el nivel de
anticuerpos anti-CDT; vy determinar la presencia del 1IBS
cuando el nivel de anticuerpos de anti-vinculina es mayor

que el nivel de anticuerpos anti-CDT.

Varias modalidades proporcionan un método para distinguir
entre el IBS y la IBD, y opcionalmente la seleccidén de un
tratamiento para el IBS u opciocnalmente la administracidén
de una terapia para IBS, que comprende proporcionar una
muestra bioldgica de un sujeto que necesita un diagndstico
para distinguir entre el IBS y la IBD; analizar la muestra
biolégica para determinar un nivel de anticuerpos anti-
vinculina y un nivel de anticuerpos anti-CDT; y determinar
la presencia del IBS cuando el nivel de anticuerpos de
anti-vinculina es mayor que el nivel de anticuerpos anti-
CDT, o determinar la diferencia entre el nivel de
anticuerpos anti-vinculina y el nivel de anticuerpos anti-

CDT.

En varias modalidades, analizar la muestra bioldgica puede

comprender: poner en contacto la vinculina o fragmentos de
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esta con la muestra bioldgica; poner en contacto el CdtB o
un fragmento de este con la muestra bioldgica, donde los
anticuerpos anti-vinculina y/o anti-CdtB se unen
especificamente a la vinculina o fragmento de esta y/o el
CdtB o el fragmento de este en la muestra bioldégica; vy
medir los niveles de anticuerpos anti-vinculina y

anticuerpos anti-CdtB en la muestra bioldbgica.

En wvarias modalidades, se puede determinar que el sujeto
tiene IBS si el nivel de anticuerpos anti-vinculina es 25 %

mayor o mas que el nivel de anticuerpos anti-CDT.

En varias modalidades, se puede utilizar la densidad dptica
(OD, por sus siglas en 1inglés) para medir el nivel de
anticuerpos anti-vinculina y anticuerpos anti-CDT, y cuando
la diferencia de la OD de los anticuerpos anti-vinculina
(ODy) y la OD of anticuerpos anti-CDT (ODcpr) es mayor que

0, se puede determinar que el sujeto tiene IBS.

En varias modalidades, cuando ODy - ODcpr es mayor que 0,2,

se puede determinar que el sujeto tiene IBS.

En varias modalidades, el anticuerpo anti-vinculina puede

ser un anticuerpo gque se une especificamente a la
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vinculina. En varias modalidades, el anticuerpo anti-
vinculina puede ser un anticuerpo que se une
especificamente a un péptido con 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 1o, 17, 18, 19, 20, 21 o 22 residuos con al
menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de homologia con
los residuos contiguos 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 1e¢, 17, 18, 19, 20, 21 o 22 de wvinculina o la SEQ ID

NO.:7.

En varias modalidades, el anticuerpo anti-vinculina puede
ser un anticuerpo gque se une especificamente a un
polipéptido que comprende los residuos 5, 6, 7, 8, 9, 10,
i1, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 o 22 con al
menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 $ de homologia con
los residuos contiguos 5, o6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 1le, 17, 18, 19, 20, 21 o 22 de wvinculina o la SEQ ID

NO.:7.

En varias modalidades, el anticuerpo anti-CDT puede ser un
anticuerpo que se une especificamente a la subunidad CdtB

de CDT.

En varias modalidades, la secuencia de aminodcidos de CdtB

puede ser una toxina distensora citoletal B de
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Campylobacter jejuni (SEQ ID NO: 5).

En varias modalidades, el anticuerpo anti-CDT puede ser un
anticuerpo que se une especificamente a una secuencia de
aminodcidos al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98

% o 99 % idéntica a la SEQ ID NO: 5.

El método de la reivindicacidén 10, donde la secuencia de
aminoacidos de CdtB es la toxina distensora citoletal B de
Campylobacter coli (SEQ ID NO: 1). En varias modalidades,
el anticuerpo anti-CDT puede ser un anticuerpo gue se une
especificamente a una secuencia de aminodcidos al menos 80

%5, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % idéntica a la

En varias modalidades, el anticuerpo anti-CDT puede ser un
anticuerpo que se une especificamente a un polipéptido que
comprende los residuos 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 o 22 con al menos 80 %, 85 %, 90
%, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de homologia con
los residuos contiguos 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,

15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 o 22 de CdtB.

En varias modalidades, el método puede comprender ademéas
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seleccionar un tratamiento de IBS para el sujeto si se

determina que el sujeto tiene IBS.

En varias modalidades, el método puede comprender ademéas
administrar una terapia de IBS al sujeto si se determina

que el sujeto tiene IBS.

Varias modalidades proporcionan un sistema de tratamiento
de IBS que comprende: una muestra bioldgica aislada de un
sujeto que necesita un diagndéstico con respecto a IBS; vy
uno o mas ensayos para detectar un nivel de anticuerpos
anti-vinculina y un nivel de anticuerpos anti-CDT para

diagnosticar el IBS.

Varias modalidades proporcionan un sistema para distinguir
entre el IBS y la IBD, que comprende: una muestra bioldégica
aislada de un sujeto que necesita un diagndéstico para
distinguir entre el IBS y la IBD; y uno o mads ensayos para
detectar un nivel de anticuerpos anti-vinculina y un nivel
de anticuerpos anti-CDT para distinguir entre el IBS y la

IBD.

En varias modalidades, el sistema puede comprender ademas

una magquina para determinar una presencia de IBS cuando el
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nivel de anticuerpos anti-vinculina es mayor que el nivel

de anticuerpos anti-CDT.

En varias modalidades, el sistema puede comprender ademés
un elemento de salida o de visualizacidédn para visualizar si
el paciente tiene el IBS, y/o para visualizar si el nivel
de anticuerpos anti-vinculina es mayor que el nivel de

anticuerpos anti-CDT.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencidn resultaran
evidentes de la siguiente descripcién detallada, junto con
las figuras adjuntas, que 4ilustran, a modo de ejemplo,

varias caracteristicas de modalidades de la invencidn.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Los ejemplos de modalidades se ilustran en las figuras de
referencia. Se pretende que las modalidades y las figuras
descritas en la presente sean consideradas a modo

ilustrativo en vez de taxativo.

La Figura 1 representa la densidad oéptica de 1los
anticuerpos anti-vinculina (ODy) vy la densidad o&ptica de

los anticuerpos anti-CDTB (ODcprg) de conformidda con varias
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modalidades de la presente invenciédn.

La Figura 2 representa la diferencia entre la densidad
bptica de los anticuerpos anti-vinculina (ODy) y la
densidad oéptica de 1los anticuerpos anti-CDTB (ODcprg) de
conformidda con varias modalidades de la presente

invencién.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Todas las referencias mencionadas en la presente se
incorporan mediante referencia en su totalidad como si se
establecieran por completo. A menos que se indique 1lo
contrario, los términos técnicos y cientificos utilizados
en la presente tienen el mismo significado seguin 1lo
entiende cominmente un experto en la técnica a la due
pertenece la presente 1invencién. Singleton et al.,
Dictionary of Microbiology and Molecular Biology 3.9 ed.,
Revised, J. Wiley & Sons (Nueva York, NY 2006); y Sambrook
y Russel, Molecular Cloning: A Laboratory Manual 4.° ed.,
Cold Spring Harbor Laboratory Press (Cold Spring Harbor, NY
2012), proporcionan al experto en la técnica una guia
general de varios de los términos utilizados en la presente

solicitud. Como referencias sobre cbédmo preparar 1los
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anticuerpos, véase D. Lane, Antibodies: A Laboratory Manual
2% ed. (Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor NY,
2013); Kohler y Milstein, (1976) Eur. J. Immunol. 6: 511;
Queen et 4l. patente estadounidense N.° 5,585,089; vy
Riechmann et al., Nature 332: 323 (1988) ; patente
estadounidense N.° 4,946,778; Bird, Science 242:423-42
(1988); Huston et al1., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-
5883 (1988) ; Ward et 4l., Nature 334:544-54 (1989) ;
Tomlinson I. y Holliger P. (2000) Methods Enzymol, 326,
461-479; Holliger P. (2005) Nat. Biotechnol.

Sep;23(9):1126-36) .

Un experto en la técnica podrd reconocer muchos métodos y
materiales similares o equivalentes a los descritos en la
presente, dque se podrian utilizar en la practica de la
presente invencidén. En efecto, la presente invencidén no se
encuentra de ninguna manera limitada por los métodos vy

materiales descritos.

“Anticuerpo” o “anticuerpos” tal como se usan en la
presente incluyen anticuerpos policlonales, anticuerpos
monoclonales, variantes de anticuerpos tales como Fv de
cadena simple (recombinante), anticuerpos humanos,

anticuerpos humanizados, anticuerpos quiméricos %
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fragmentos de anticuerpos inmunoldégicamente activos.

“Se une especificamente” tal como se usa en la presente se
refiere a la accién de un anticuerpo gque se une a su
antigeno vy que se pretende que excluya la unidén no
especifica de bajo nivel que se puede producir entre
proteinas aleatorias. “Se une especificamente” tal como se
usa en la presente no pretende y no implica que el
anticuerpo no se unird a ninguna proteina gque no sean las
proteinas o polipéptidos tal como se describen en 1la
presente debido a que los anticuerpos pueden presentar una
reaccién cruzada con cualquier proteina que incluye el

epitopo correspondiente.

El “sindrome del intestino irritable grave” tal como se usa
en la presente se refiere al sindrome del intestino
irritable (IBS) que se remitidé o podria haberse remitido a
un centro de cuidados terciarios, un especialista en IBS o

un especialista en movilidad.

Los inventores han determinado que CdtB no parece estar
actuando de manera simple a través de toxicidad directa
sino, en su lugar, a través de la reaccidédn cruzada de 1los

anticuerpos con respecto a CdtB con la proteina
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hospedadora, vinculina. La vinculina es una proteina de
unién a la actina citoplésmica de 117 kDa gque es un
componente clave de las adhesiones focales y y uniones
adherentes, que median el enlace entre las integrinas o

cadherinas respectivamente y el el citoesqueleto de actina.

En funcidén de estas observaciones patofisioldgicas en un
modelo animal, los inventores creen que la exposicién a
CdtB producen autoinmunidad a la vinculina en funcidén del
mimetismo celular. En la presente se describe la evaluacidn
de la eficacia de detectar estos eventos como una prueba

para el IBS en humanos.

El estudio de la ©presente muestra que cuando los
anticuerpos anti-vinculina son mayores que los anticuerpos
anti-CdtB se indica la presencia del IBS y se distingue el
IBS de la IBD. Si bien no se pretende limitarse a ninguna
teoria particular, los inventores creen gque cuando los
anticuerpos anti-vinculina son mayores que los anticuerpos
anti-CdtB también se indica la gravedad del 1IBS dque
experimentan los pacientes. Los pacientes con IBS en el
estudio que se describe en la presente se observaron en
centros de cuidados terciarios, que implican

considerablemente la gravedad de la afeccidén. Los pacientes
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no se remiten comunmente a centros de cuidados terciarios o
buscan tratamientos en estos a menos que sus afecciones
sean graves. Comunmente estos recibirian un cuidados
personales o tratamientos de un médico de cuidados
primarios. Adicionalmente, estos pacientes tiene
probabilidad alta de rechazar algunas terapias para el IBS,
lo que usualmente garantiza una remicidén a un centro de

cuidados terciarios.

Diagndéstico

Varias modalidades de la presente invencidén proporcionan
métodos, ensayos y sistemas para diagnosticar el IBS vy

distinguir el IBS de la IBD.

Métodos

Varias modalidades de la presente invencidn proporcionan un
método de diagndéstico del IBS, que comprende: proporcionar
una muestra bioldgica de un sujeto qgue necesita un
diagnéstico «con respecto al 1IBS; analizar la muestra
bioldégica para determinar un nivel de anticuerpos anti-
vinculina y un nivel de anticuerpos anti-CDT; determinar la

diferencia entre el nivel de anticuerpos anti-vinculina vy
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el nivel de anticuerpos anti-CDT; y determinar la presencia
del IBS cuando el nivel de anticuerpos de anti-vinculina es

mayor que el nivel de anticuerpos anti-CDT.

Varias modalidades de la presente invencidén proporcionan un
método para distinguir entre el IBS vy la 1IBD, que
comprende: proporcionar una muestra bioldgica de un sujeto
que necesita un diagndéstico para distinguir entre el IBS y
la IBD; analizar la muestra bioldgica para determinar un
nivel de anticuerpos anti-vinculina vy un nivel de
anticuerpos anti-CDT; determinar la diferencia entre el
nivel de anticuerpos anti-vinculina vy el nivel de
anticuerpos anti-CDT; vy determinar la presencia del 1IBS
cuando el nivel de anticuerpos de anti-vinculina es mayor

que el nivel de anticuerpos anti-CDT.

En wvarias modalidades, el ensayo comprende agregar
vinculina o un fragmento de esta, tal como se describe en
la presente, y CdtB o un fragmento de esta, tal como se
describe en la presente, a una muestra bioldgica de un
paciente que necesita una determinacidén con respecto a IBS,
donde los anticuerpos anti-vinculina y/o anti-CdtB (si se
encuentran presentes en la muestra Dbioldgica) se unen

especificamente a la vinculina o fragmento de esta y a la
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CdtB o fragmento de esta en la muestra bioldgica; medir los
niveles de anticuerpos anti-vinculina y anticuerpos anti-
CdtB en la muestra bioldgica; e identificar si el sujeto
tiene IBS si el nivel de anticuerpos de anti-vinculina es
mayor que el nivel de anticuerpos anti-CdtB. En varias
modalidades, el ensayo s puede realizar en dos ensayos
separados, uno para detectar el nivel de anticuerpos anti-
vinculina y uno para detectar el nivel de anticuerpos anti-
CdtB. En varias modalidades el ensayo puede ser un Unico
ensayo que detecta tanto anticuerpos anti-vinculina como

anticuerpos anti-CdtB.

En varias modalidades, se determina que el sujeto tiene IBS
si el nivel de anticuerpos anti-vinculina es 1, 2, 3, 4, 5,
e, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75,
go, 85, 90, 95, 100, 125, 150, 175, 200, 250, 300, 350,
400, 450, 500, 600, 700, 800, 900 o 1000 % mayor o mas que

el nivel de anticuerpos anti-CDT.

En varias modalidades, el grado del nivel de anticuerpos
anti-vinculina gque es mayor que el nivel de anticuerpos
anti-CDT proporciona un valor predictivo positivo con
respecto a la presencia de IBS. En la presente se puede

describir el porcentaje en relacidén con el valor predictivo
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positivo. En algunas modalidades, el porcentaje en relacidn
con el valor predictivo positivo se puede calcular mediante
el examen de pacientes con IBS adicionales con respecto a
controles o de pacientes con IBS adicionales con respecto a
pacientes con IBD para determinar sus niveles de

anticuerpos anti-vinculina y anti-CDT

En determinadas modalidades, la densidad oéptica (OD) se
utiliza para medir el nivel de anticuerpos anti-vinculina y
anticuerpos anti-CDT. Por lo tanto, cuando la diferencia
entre la OD de los anticuerpos anti-vinculina (ODy) y la OD
de los anticuerpos anti-CDT (ODc¢pr) es mayor que 0, se
determina que el sujeto tiene IBS. En varias modalidades,
cuando ODy - OD¢pr es mayor que 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5 o
0,6 se determina que el sujeto tiene IBS. En determinadas
modalidades, cuando ODy - ODcpr es mayor que 0,2, se
determina que el sujeto tiene IBS. En varias modalidades,
el grado de ODy - ODcpr proporciona un valor predictivo
positivo con respecto a la presencia de IBS. En la presente
se puede describir el valor de ODy — ODcpr en relacidn con el
valor predictivo positivo. En algunas modalidades, el valor
de ODy - ODCDr en relacidén con el valor predictivo positivo
se puede calcular mediante el examen de pacientes con IBS

adicionales con respecto a controles o de pacientes con IBS
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adicionales con respecto a pacientes con IBD para
determinar sus niveles de anti-vinculina vy anticuerpos

anti-CDT

En varias modalidades, se recubre una placa de 96 pocillos
durante la noche o >16 horas a alrededor de 4 °C en una
caja humedecida con alrededor de 100 pl/pocillo de antigeno
(vinculina o CdtB) a alrededor de 1,2 upg/ml en BBS, el pH
aproximado es de 8,2. Se recubre un pocillo adicional, con
cada muestra solo con BBS para determinar los antecedentes
no especificos que se deben al suero que se sustraerd del
pocillo recubierto con antigeno. Los pocillos se 1lavan
alrededor de 3 veces con aproximadamente 250ul/pocillo de
PBS-T al 0,05 %. Los pocillos se bloguean con alrededor de
200 pl/pocillo de alrededor de BSA al 3 $ en PBS durante a
alrededor de 1 hora a temperatura ambiente en una caja
humedecida. Los sueros se diluyen hasta una dilucidén de
1:16 utilizando BSA a alrededor de 3 % en PBS. Se agrega
alrededor de 100 pl/pocillo de suero; u se incuba durante 1
hora a temperatura ambiente en una caja humedecida. Los
pocillos se lavan alrededor de 3 veces con aproximadamente
250 pl/pocillo de PBS-T al 0,05 %. Se agrega alrededor de
100 pl/pocillo de un anticuerpo secundario a alrededor de

1:10.000 conjugado con HRP diluido en BSA a alrededor de 3
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% en PBS. Se incuba durante 1 hora a temperatura ambiente
en la caja humedecida. Los pocillos se lavan alrededor de 6
con aproximadamente 250 upl/pocillo de PBS-T al 0,05 %, se
agregan 100 pl/pocillo de solucidén de sustrato de TMB (TMB
ultra de 1 etapa - sustrato de ELISA, Pierce, 34028). La
placa se lee inmediatamente en un lector de placas (por
ejemplo, BioTek Synergy HT) wutilizando un protocolo de
absorbancia a alrededor de 370 nm; y se permite que se
desarrolle durante alrededor de 90 min (el ensayo se

estanca a alrededor de 60 min.).

En varias modalidades, el IBS puede ser C-IBS, D-IBS, A-
IBS (también conocido por M-IBS). En varias modalidades, el
IBS es IBS grave. En varias modalidades, el IBS es C-IBS

grave, D-IBS grave o A-IBS grave.

En varias modalidades, los anticuerpos anti-CDT son

anticuerpos are anti-CdtB.

En varias modalidades, los ensayos comprenden vinculina o
un fragmento de esta tal como se describe en la presente y
CdtB un fragmento de esta tal como se describe en la
presente como el antigeno para detectar los anticuerpos

anti-vinculina y anti-CdtB.



10

15

20

19

Sistemas

Varias modalidades de la presente invencidén proporcionan un
sistema de tratamiento de IBS que comprende: una muestra
bioldgica aislada de un sujeto que necesita un diagndstico
con respecto a IBS; y uno o mas ensayos para detectar un
nivel de anticuerpos anti-vinculina vy un nivel de

anticuerpos anti-CDT para diagnosticar el IBS.

Varias modalidades de la presente invencién proporcionan un
sistema para distinguir entre el IBS vy la 1IBD, que
comprende: una muestra bioldgica aislada de un sujeto que
necesita un diagnéstico para distinguir entre el IBS y la
IBD; uno o mas ensayos para detectar un nivel de
anticuerpos anti-vinculina y un nivel de anticuerpos anti-

CDT para distinguir entre el IBS y la IBD.

En varias modalidades, estos sistemas comprenden ademas una
magquina para determinar una presencia de IBS cuando el
nivel de anticuerpos anti-vinculina es mayor que el nivel

de anticuerpos anti-CDT.

En varias modalidades, el sistema comprende un elemento de



10

15

20

20

salida o de visualizacidén para visualizar si el paciente
tiene el IBS, vy/o para visualizar si el nivel de
anticuerpos anti-vinculina es mayor que el nivel de

anticuerpos anti-CDT.

En varias modalidades, el sistema determina que el sujeto
tiene IBS si el nivel de anticuerpos anti-vinculina es 1,
2, 3, 4, 5, ¢, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 45, 50, 55, 60,
65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 125, 150, 175, 200, 250,
300, 350, 400, 450, 500, 600, 700, 800, 900 o 1000 % mayor
o mas que el nivel de anticuerpos anti-CDT. En varias
modalidades, el grado del nivel de anticuerpos anti-
vinculina que es mayor que el nivel de anticuerpos anti-CDT
proporciona un valor predictivo positivo con respecto a la
presencia de IBS. En la presente se puede describir el
porcentaje en relacidédn con el valor predictivo positivo. En
algunas modalidades, el porcentaje en relacidén con el valor
predictivo positivo se puede calcular mediante el examen de
pacientes con IBS adicionales con respecto a controles o de
pacientes con IBS adicionales con respecto a pacientes con
IBD para determinar sus niveles de anticuerpos anti-

vinculina y anti-CDT

En determinadas modalidades, la densidad oéptica (OD) se
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utiliza para medir el nivel de anticuerpos anti-vinculina y
anticuerpos anti-CDT. Por lo tanto, cuando la diferencia
entre la OD de los anticuerpos anti-vinculina (ODy) y la OD
de los anticuerpos anti-CDT (ODg¢pr) es mayor que 0, el
sistema determina que el sujeto tiene IBS. En varias
modalidades, cuando ODy - OD¢pr es mayor que 0,1, 0,2, 0,3,
0,4, 0,5 o 0,6 el sistema determina que el sujeto tiene
IBS. En determinadas modalidades, cuando ODy - ODgpr €S
mayor que 0,2, se determina que el sujeto tiene IBS. En
varias modalidades, el grado de ODy - ODcpr proporciona un
valor predictivo positivo con respecto a la presencia de
IBS. En la presente se puede describir el wvalor de ODy -
ODcpr en relacidén con el valor predictivo positivo. En
algunas modalidades, el wvalor de ODy - ODCDy en relacidn
con el valor predictivo positivo se puede calcular mediante
el examen de pacientes con IBS adicionales con respecto a
controles o de pacientes con IBS adicionales con respecto a
pacientes con IBD para determinar sus niveles de anti-

vinculina y anticuerpos anti-CDT

En varias modalidades, el IBS puede ser C-IBS, D-IBS, A-
IBS (también conocido por M-IBS). En varias modalidades, el
IBS es IBS grave. En varias modalidades, el IBS es C-IBS

grave, D-IBS grave o A-IBS grave.
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En varias modalidades, los anticuerpos anti-CDT son

anticuerpos are anti-CdtB.

En varias modalidades, los ensayos comprenden vinculina o
un fragmento de esta tal como se describe en la presente y
CdtB un fragmento de esta tal como se describe en la
presente como el antigeno para detectar los anticuerpos

anti-vinculina y anti-CdtB.

Sistemas hY% métodos de implementacidn por

maquinas/computadora no humana

Varias modalidades de la presente invencidédn proporcionan un
medio legible por computadora no transitorio gque comprende
instrucciones para ejecutar los métodos de la presente

invencibén, tal como se describe en la presente.

En determinadas modalidades, los métodos de la invencidn
implementan un programa informatico por ejemplo, para
comparar los niveles de anticuerpos anti-vinculina y los
niveles de anticuerpos anti-CDT. Por ejemplo, se puede
utilizar un programa informdtico no transitorio para llevar

a cabo los algoritmos que se describen en la presente.
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Se pueden utilizar numerosos tipos de sistemas informaticos
para implementar los métodos analiticos de esta invencidn
de acuerdo con el conocimiento procesado por un experto en

la técnica informatica y/o biocinformatica.

Se pueden cargar diversos componentes de software en la
memoria durante el funcionamiento de dicho sistema
informatico. Los componentes de software pueden comprender
tanto los componentes de software estdndares en la técnica
como los componentes especiales de la presente invencién.
Los métodos de la invencidédn también se pueden programar o
modelar en paquetes de software matemdtico que permite la
entrada simbdélica de ecuaciones y la especificacidén de
procesamiento de alto nivel, que incluye la utilizacién de
algoritmos especificos, lo que libera a un usuario de la
necesidad de programar los algoritmos y ecuaciones
individuales en forma de procedimiento. Dichos paquetes
incluyen, por ejemplo, Matlab de Mathworks (Natick, Mass.),
Mathematica de Wolfram Research (Champaign, Ill.) o S-Plus
de MathSoft (Seattle, Wash.). En determinadas modalidades,
la computadora comprende una base de datos para el
almacenamiento de los niveles de anticuerpos anti-vinculina

y los niveles de anticuerpos anti-CDT. Se puede acceder a
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dichos perfiles almacenados y utilizarlos para comparar los
niveles de anticuerpos anti-vinculina vy los niveles de
anticuerpos anti-CDT en la muestra hasta en niveles de

control conocidos, si corresponde.

Ademéds de los sistemas informdticos y las estructuras
programaticas de ejemplo que se describen en la presente,
otros sistemas informdticos vy estructuras programéticas
alternativos resultaran réapidamente evidentes ©para el
experto en la técnica. Por lo tanto, se pretende que dichos
sistemas alternativos, que no se apartan del sistema
informatico vy 1las estructuras programaticas que se
describen anteriormente ni en espiritu ni en alcance, estén

comprendidos dentro de las reivindicaciones adjuntas.

Una vez que un técnico o profesional de laboratorio o un
grupo de técnicos o profesionales de laboratorio determinan
el nivel de anticuerpos anti-vinculina vy el nivel de
anticuerpos anti-CDT, el mismo u otro técnico o profesional
de laboratorio (o grupo) puede analizar uno O mas ensayos
para determinar si el nivel de anticuerpos de anti-
vinculina es mayor que el nivel de anticuerpos anti-CDT o
si ODy - ODcpr es mayor que 0,0, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5 o

0,6 vy luego determinar que el sujeto tiene IBS o IBS grave.
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En varias modalidades, en la presente se proporciona medio
de almacenamiento legible por computadora no transitorio,
que comprende: un médulo de almacenamiento de datos que
contiene datos de una muestra qgque comprende un nivel de
anticuerpos anti-vinculina y un nivel de anticuerpos anti-
CDT; un mdédulo de deteccidn para detectar el nivel de
anticuerpos anti-vinculina y el nivel de anticuerpos anti-
CDT; wun mdédulo de comparacidén que compara 1los datos
almacenados en el mdédulo de almacenamiento de datos con
datos de referencia y/o datos de control, o un médulo de
comparacidén para comparar el nivel de anticuerpos anti-
vinculina con el nivel de anticuerpos anti-CDT vy para
proporcionar un contenido de comparacidén, y un mdédulo de
salida que muestra el contenido de comparacidén al usuario,
donde un indicio de que el sujeto tiene IBS se muestra
cuando el nivel de anticuerpos anti-vinculina es mayor gue
el nivel de anticuerpos anti-CDT, o cuando ODy - ODcpr es

mayor que 0,0, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5 o 0,6.

En varias modalidades, los datos de control comprenden
datos de pacientes gque no tienen IBS. En wvarias
modalidades, los datos de control comprenden datos de

pacientes que no tienen IBD. En varias modalidades, 1los
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datos de control comprenden datos de pacientes que tienen
IBS. En varias modalidades, los datos de control comprenden

datos de pacientes que tienen IBD.

Las modalidades de 1la invencidén se pueden describir a
través de mdbébdulos funcionales, que se definen mediante
instrucciones ejecutables por computadora registradas en un
medio legible por computadora no transitorio y que hace que
una computadora realice etapas de un método cuando se
ejecuta. Los mdédulos se segregan por funcidn, en virtud de
la claridad. Sin embargo, deberia entenderse gque no es
necesario que los mdédulos/sistemas correspondan a bloques
discretos de cédigo y las funciones descritas se pueden
llevar a cabo mediante la ejecucidédn de varias partes del
cbébdigo almacenadas en varios medios y que se ejecutan en
varios momentos. Ademds, deberia apreciarse que los mdédulos
pueden realizar otras funciones, por lo tanto, los mdébdulos
no se limitan a tener funciones o conjuntos de funciones

particulares.

El medio de almacenamiento legible por computadora no
transitorio puede ser cualquier medio tangible disponible
al que se puede acceder mediante una computadora. Los

medios de almacenamiento legibles por computadora incluyen
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medios tangibles volatiles y no volatiles, extraibles y no
extraibles implementados en cualquier método o tecnologia
para el almacenamiento de informacién tales como
instrucciones 1legibles por computadora, estructuras de
datos, médulos programdticos u otros datos. Los medios de
almacenamiento legibles por computadora incluyen, de modo
no taxativo, RAM (memoria de acceso aleatorio), ROM
(memoria de solo lectura), EPROM (memoria de solo lectura
programable Dborrable), EEPROM (memoria de solo lectura
programable borrable eléctricamente), memoria flash u otra
tecnologia de memorias, CD-ROM (memoria de solo lectura en
disco compacto), DVDs (discos versatiles digitales) u otros
medios de almacenamiento &éptico, casetes magnéticos, cinta
magnética, disco magnético de almacenamiento u otros medios
de almacenamiento, otros tipos de memoria volatil y no
volatil, y otro tipo de medio tangible que puede utilizarse
para almacenar la informacidén deseada y al gque se puede
acceder mediante wuna computadora que incluye cualquier

combinacidén adecuada de los anteriores.

Los datos legibles por computadora comprendidos en uno o
mas de los medios legibles por computadora no transitorios
pueden definir instrucciones, por ejemplo, como parte de

uno o mas programas que, como resultado de ser ejecutados
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por una computadora, hacen que la computadora realice una o
méds de las funciones que se describen en la presente, y/o
varias modalidades, variaciones y combinaciones de estas.
Estas instrucciones se pueden escribir en cualquiera de los
miltiples lenguajes de programacién, por ejemplo, Java, J#,
Visual Basic, C, C#, C++, Fortran, Pascal, Eiffel, Basic,
lenguaje ensamblador COBOL, vy similares, o cualquiera de
las diversas combinaciones de estos. El medio legible por
computadora en el cual se comprenden dichas instrucciones
puede residir en uno o mas de cada uno de los componentes
de un sistema, o un medio de almacenamiento legible por
computadora descrito en la presente se puede distribuir a

través de uno o mas de dichos componentes.

El medio legible por computadora se pueden transportar de
modo que las instrucciones almacenadas en este se puedan
descargar en cualgquier recurso informatico para implementar
los aspectos de la presente invencidn que se describen en
la presente. Ademés, deberia apreciarse que las
instrucciones almacenadas en el medio legible por
computadora, que se describieron anteriormente, no se
limitan a las instrucciones comprendidas como parte de un
programa de aplicaciones que se ejecuta en una computadora

hospedadora. En su lugar, las instrucciones pueden estar
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representadas como cualquier tipo de cdédigo informético
(por ejemplo, software o microcddigo) que se puede emplear
para programar una computadora para implementar aspectos de
la presente invencidén. Las instrucciones ejecutables por
computadora pueden estar escritas en cualquier idioma
informatico adecuado o en una combinacién de varios
lenguajes. Los expertos en la técnica conocen los métodos
biolégicos computacionales basicos y estos se describen,
por ejemplo, en Setubal y Meidanis et 4l1., Introduction to
Computational Biology Methods (PWS Publishing Company,
Boston, 1997); Salzberg, Searles, Kasif, (Ed.),
Computational Methods in Molecular Biology, (Elsevier,
Amsterdam, 1998); Rashidi y Buehler, Bioinformatics Basics:
Application in Biological Science and Medicine (CRC Press,
Londres, 2000) vy Ouelette vy Bzevanis Bioinformatics: A
Practical Guide for Analysis of Gene and Proteins (Wiley &

Sons, Inc., 2.% ed., 2001).

Los médulos funcionales de determinadas modalidades de la
invencién, incluyen, por ejemplo, un mdédulo de medicidn, un
médulo de almacenamiento, un médulo de comparacidn y un
médulo de salida. Los médulos funcionales se pueden
ejecutar en uno o multiples computadoras, o mediante el uso

de una o multiples redes informaticas. El mdédulo de
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medicidén tiene instrucciones ejecutables por computadora
para proporcionar, por ejemplo, informacidén de expresidn en

forma legible por computadora.

El médulo de medicién puede comprender cualquier sistema
para detectar los niveles de anticuerpos anti-vinculina o

anticuerpos anti-CDT.

La informacidén determinada en el sistema de determinaciédn
se puede leer mediante el médulo de almacenamiento. Tal
como se usa en la presente se pretende que el “mbédulo de
almacenamiento” incluya cualquier aparato de computacién o
procesamiento u otro dispositivo configurado o adaptado
para almacenar datos o informacidén. Los ejemplos de
aparatos electrdénicos adecuados para utilizarse con la
presente invencién incluyen aparatos informaticos
independientes, redes de telecomunicaciones de datos, que
incluyen redes de &rea local (LAN), una red de &rea amplia
(WAN) , Internet, Intranet vy Extranet, y sistemas de
procesamiento informdtico distribuidos o locales. Los
médulos de almacenamiento también incluyen, de modo no
taxativo: medios de almacenamiento magnéticos, tales como
disquete, medios de almacenamiento en disco duro, unidades

flash, cinta magnética, medios de almacenamiento O&épticos
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tales como CD-ROM, DVD, medios de almacenamiento
electrdnicos tales como RAM, ROM, EPROM, EEPROM vy
similares, discos duros en general e hibridos de estas
categorias tales como medios de almacenamiento
magnéticos/épticos. El médulo de almacenamiento se adapta o
configura para que se registre en este la informacidén del
nivel de anticuerpos anti-vinculina vy el nivel de
anticuerpos anti-CDT. Dicha informacién se puede
proporcionar en formato digital que se pueda transmitir vy
leer de manera electrédnica, por ejemplo, mediante Internet,
en una unidad flash, mediante USB bus universal en serie o

mediante cualgquier otro modo de comunicacién adecuado.

Tal como se usa en la presente, "almacenado" se refiere a
un proceso para codificar informacién en el méddulo de
almacenamiento. Los expertos en la técnica pueden adoptar
facilmente cualquiera de los métodos conocidos en el
presente para registrar informacidén en medios conocidos
para generar productos que comprenden la informacidén del
nivel de anticuerpo anti-vinculina y el nivel de anticuerpo

anti-CDT.

En una modalidad, los datos de referencia almacenados en el

médulo de almacenamiento que se leerdn mediante el médulo
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de comparacién son, por ejemplo, datos de pacientes gque no
tienen IBS, datos de pacientes que no tienen IBD, datos de
pacientes que tienen IBS y/o datos de pacientes que tienen

IBD.

El "“médulo de comparacidédn” puede usar una variedad de
formatos programas de software disponibles para la
comparacién operativa para comparar los datos de unidn
determinados en el mdédulo de medicidédn para las muestras de
referencia y/o los datos de referencia almacenados. En una
modalidad, el médulo de comparacidédn se configura para
utilizar técnicas de ©patrones de —reconocimiento para
comparar la informacidén de una o mads entradas con uno o mas
patrones de datos de referencia. El1 mdédulo de comparacidn
se puede configurar wutilizando software comercialmente
disponible o gratis para comparar los patrones, y se puede
optimizar para las comparaciones de datos particulares que
se llevan a cabo. El1 mbédulo de comparacidn proporciona
informacién legible por computadora relacionada, por
ejemplo, con los niveles de anticuerpo anti-vinculina y/o

los niveles de anticuerpo anti-CDT.

El médulo de comparacidén, o cualgquier otro mdédulo de la

invencién, puede incluir un sistema operativo (por ejemplo,
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UNIX) en el cual se ejecuta un sistema de gestidén de bases
de datos relacional, una aplicacidén de internet y un
servidor de internet. La aplicacidén de internet incluye el
cbébdigo ejecutable necesario para generar declaraciones de
lenguaje de bases de datos (por ejemplo, declaraciones del
lenguaje de consulta estructurado (SQL)). Generalmente, los
ejecutables incluiran las declaraciones de SQL. Ademéas, la
aplicacién de internet incluye un archivo de configuracidn
que contiene indicaciones y direcciones sobre las diversas
entidades de software que comprenden el servidor asi como
las diversas bases de datos internas y externas a las que
se debe acceder para atender las solicitudes de 1los
usuarios. El archivo de Configuracidn dirige las
solicitudes de recursos del servidor al hardware adecuado,
de ser necesario si el servidor se distribuye entre dos o
mas computadoras separadas. En una modalidad, el servidor
de internet respalda un protocolo TCP/IP. A veces se hace
referencia a las redes locales como esta como "Intranets".
Una ventaja de dichas Intranets es que estas permiten la
comunicacién facil con las bases de datos de dominio
publico que residen en internet (por ejemplo, los sitios
web de GenBank o Swiss Pro). Por lo tanto, en una modalidad
particular de la presente invencidén, los usuarios pueden

acceder directamente a los datos (mediante hipervinculos,
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por ejemplo) que residen en bases de datos en Internet
utilizando una interfaz HTML  proporcionada por 1los

buscadores web y los servidores web.

El médulo de comparacién proporciona un resultado de
comparacidén legible por computadora que puede procesarse de
forma legible por computadora mediante criterios
predefinidos, o criterios definidos por un usuario, para
proporcionar un contenido basado en parte en el resultado
de comparacidén que se puede almacenar y salir tal como 1lo

solicite el usuario mediante el uso de un médulo de salida.

El contenido basado en el resultado de comparacidn, puede
ser los niveles de anticuerpo anti-vinculina en comparacidn

con los niveles de anticuerpo anti-CDT.

En varias modalidades de la invencidn, el contenido basado
en el resultado de comparacidén se visualiza en un monitor
de computadora. En varias modalidades de la invencidén, el
contenido Dbasado en el resultado de comparacidén se
visualiza a través de n medio imprimible. E1 médulo de
visualizacidédn puede ser cualquier dispositivo adecuado
configurado para recibir desde una computadora la

informacién legible por computadora y presentdrsela a un
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usuario. Los ejemplos no taxativos incluyen, por ejemplo,
computadoras de uso general tales como las que se basan en
procesadores de tipo Intel PENTIUM, procesadores Motorola
PowerPC, Sun UltraSPARC, Hewlett-Packard PA-RISC,
cualquiera de los diversos procesadores comercializados por
Advanced Micro Devices (AMD) de Sunnyvale, California, o
cualquier otro tipo de procesador, dispositivos de pantalla
visual tales como ©pantallas ©planas, tubos de rayos
catddicos y similares, asi como impresoras para

computadoras de varios tipos.

En una modalidad, se utiliza un buscador de sitios web para
proporcionar una interfaz de usuario para visualizar el
contenido en funcidén del resultado de 1la comparacidn.
Deberia entenderse gque se pueden adaptar otros mdédulos de
la invencién para tener una interfaz de buscador web. A
través del buscador web, un usuario puede construir
solicitudes para recuperar datos a partir del médulo de
comparacién. Por lo tanto, el usuario cominmente sefialara y
cliqueard elementos de la interfaz de usuario tales como
botones, ments desplegables, barras de desplazamiento vy
similares empleados convencionalmente en interfaces

graficas de usuario.
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Muestras bioldgicas

Los ejemplos de muestras bioldgicas incluyen, de modo no
taxativo, fluidos corporales, sangre entera, plasma, heces,
aspiracién o fluidos intestinales, y aspiracién o fluidos
estomacales, suero, liquido cefalorraquideo (CSF, por sus
siglas en inglés), orina, transpiraciédn, saliva, lagrimas,
secreciones pulmonares, aspiracién de mama, fluidos de 1la
prbéstata, fluido seminal, raspaje del cérvix, liquido
amnidético, fluido intraocular, mucosa y humedad en la
respiracién. En modalidades particulares del método o
sistema, la muestra bioldgica puede ser sangre entera,
plasma sanguineo, suero sanguineo, heces, aspiracidén o
fluidos intestinales o aspiracidén o fluidos estomacales. En
determinadas modalidades, la muestra bioldgica es sangre
entera. En determinadas modalidades, la muestra bioldgica
es suero. En determinadas modalidades, la muestra bioldgica

es plasma.

Anticuerpos anti-vinculina

En wvarias modalidades, el anticuerpo anti-vinculina

detectado en estos métodos, ensayos o sSistemas es un

anticuerpo que se une a la vinculina.
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En varias modalidades, el anticuerpo anti-vinculina es un
anticuerpo que se une especificamente a un péptido con 5,
6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21
0 22 residuos que tiene al menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99
% o 100 % de homologia con 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 o 22 residuos contiguos de

vinculina.

En otra modalidad, el anticuerpo anti-vinculina se une
especificamente a un polipéptido que comprende 5, 6, 7, 8,
9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 o 22 que

tiene al menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100

o\

de
homologia con 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,

17, 18, 19, 20, 21 o 22 residuos contiguos de vinculina.

En otra modalidad, el anticuerpo anti-vinculina se une
especificamente a un polipéptido que comprende o© consiste
en 5, o, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,

20, 21 o 22 residuos contiguos de vinculina.

En varias modalidades, el anticuerpo anti-vinculina es un

anticuerpo que se une especificamente a la SEQ ID NO:7.
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En varias modalidades, el anticuerpo anti-vinculina es un
anticuerpo que se une especificamente a un péptido con 5,
6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21
0 22 residuos que tiene al menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99
% o 100 % de homologia con 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 1e, 17, 18, 19, 20, 21 o 22 residuos contiguos de

la SEQ ID NO:7.

En otra modalidad, el anticuerpo anti-vinculina se une
especificamente a un polipéptido que comprende 5, 6, 7, 8,
9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 o 22 que
tiene al menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de
homologia con 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17, 18, 19, 20, 21 o 22 residuos contiguos de la SEQ 1ID

NO:7.

En otra modalidad, el anticuerpo anti-vinculina se une
especificamente a un polipéptido que comprende o© consiste
en 5, o, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,

20, 21 o 22 residuos contiguos de la SEQ ID NO:7.

Los residuos contiguos de vinculina o la SEQ ID NO:7
incluyen aquellos que comienzan en cualgquier aminoacido vy

terminan en cualgquier aminodcido de vinculina o de la SEQ
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ID NO:7.

Secuencia de proteinas de vinculina (SEQ ID NO:7):

MPVFHTRTIESILEPVAQQISHLVIMHEEGEVDGKAIPDLTAPVAAVQAAVSNLVRVGK
ETVQTTEDQILKRDMPPAFTKVENACTKLVQAAQMLOSDPYSVPARDYLIDGSRGILSG
TSDLLLTFDEAEVRKIIRVCKGILEYLTVAEVVETMEDLVTYTKNLGPGMTKMAKMIDE
ROQELTHOEHRVMLVNSMNTVKELLPVLISAMKIFVTTKNSKNQGIEEALKNRNETVEK
MSAEINEITRVLOLTSWDEDAWASKDTEAMKRALASIDSKLNQAKGWLRDPSASPGDAG
EQATIRQILDEAGKVGELCAGKERREILGTCKMLGOMTDQVADLRARGQGSSPVAMQOKAQ
QVSQGLDVLTAKVENAARKLEAMTNSKQSIAKKIDAAQNWLADPNGGPEGEEQIRGALA
EARKIAELCDDPKERDDILRSLGEISALTSKLADLRROGKGDSPEARALAKQVATALQN
LOTKTNRAVANSRPAKAAVHLEGKIEQAQRWIDNPTVDDRGVGQAATIRGLVAEGHRLAN
VMMGPYRODLLAKCDRVDQLTAQLADLAARGEGESPQARALASQLODSLKDLKARMQEA
MTOQEVSDVESDTTTPIKLLAVAATAPPDAPNREEVEFDERAANFENHSGKLGATAEKAAA
VGTANKSTVEGIQASVKTARELTPQVVSAARTILLRNPGNQAAYEHFETMKNQWIDNVEK
MTGLVDEAIDTKSLLDASEEATIKKDLDKCKVAMANIQPOMLVAGATSIARRANRILLVA
KREVENSEDPKFREAVKAASDELSKTISPMVMDAKAVAGNISDPGLOKSFLDSGYRILG
AVAKVREAFQPOEPDFPPPPPDLEQLRLTDELAPPKPPLPEGEVPPPRPPPPEEKDEEF
PEQKAGEVINQPMMMAARQLHDEARKWSSKGNDITAAAKRMALLMAEMSRLVRGGSGTK
RALIQCAKDIAKASDEVTRLAKEVAKQCTDKRIRTNLLQVCERIPTISTQLKILSTVKA
TMLGRTNISDEESEQATEMLVHNAQONLMOSVKETVREAEAASTKIRTDAGEFTLRWVRKT

PWYOQ
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Anticuerpos anti-CDT

En wvarias modalidades, el anticuerpo anti-CDT es un
anticuerpo que se une especificamente a CDT. Las secuencias

de aminodcidos de CDT son conocidas en la técnica.

En una modalidad, el anticuerpo anti-CDT se une a un

epitopo en el dominio de unidén al receptor de CDT.

En otra modalidad, el anticuerpo anti-CDT se  une
especificamente a la subunidad CdtA de CDT. En otra
modalidad, el anticuerpo anti-CDT se une especificamente a
la subunidad CdtB de CDT. En otra modalidad, el anticuerpo

anti-CDT se une especificamente a la subunidad CdtC de CDT.

Un ejemplo de la secuencia de aminocdcidos CdtB es la toxina
distensora citoletal B de Campylobacter Jejuni, que tiene

la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 5).

SEQ ID NO:5 (CdtB de Campylobacter jejuni):

MKKIICLFLSENLAFANLENEFNVGTWNLOQGSSAATESKWSVSVRQLVSGANPLDILMIQ

EAGTLPRTATPTGRHVOQOGGTPIDEYEWNLGTLSRPDRVEFIYYSRVDVGANRVNLAIVS

RMOAEEVIVLPPPTTVSRPIIGIRNGNDAFFNIHALANGGTDVGAIITAVDAHFANMPQ
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VNWMIAGDENRDPSTITSTVDRELANRIRVVEPTSATQASGGTLDYAITGNSNRQQTYT

PPLLAATLMLASLRSHIVSDHFPVNEFRKF

Otro ejemplo de 1la secuencia de aminoadcidos CdtB es 1la
toxina distensora citoletal B de Campylobacter coli, que
tiene la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 1) vy la

secuencia de &cidos nucleicos (SEQ ID NO:2),

SEQ ID NO:1 (secuencia de aminodcidos de CdtB de

Campylobacter Coli):

MKKIVFLILSENVLFAALENYNTGTWNLQGSSAATESKWNVSIRQLITGANPMDVLAVQ
EAGVLPSTAMMTPROQVQPVGVGIPIHEYTIWNLGSVSRPSSVYIYYSRVDVGANRVNLAT
VSRVQADEVEFVLPPPTVASRPITIGIRIGNDAFFNTHALASGGNDAGAIVAAVDMEFEFRNR
PDINWMILGDENRESGALVTLLDPDLRARTRVVVPPSSTOTSGRTIDYAITGNSNTAAL

YNPPPIVAILALEGLRTFLASDHFPVNERRP

SEQ ID NO:2 (secuencia de &acidos nucleicos de CdtB de

Campylobacter Coli):

atgaaaaaaa tagtattttt gattttaagt tttaatgtat tatttgccgce
tttagaaaat tacaacaccg gaacttggaa tttgcaaggc tcatcagctg
caactgaaag caaatggaat gttagtataa gacaactcat aaccggtgca

aatcctatgg atgttttagc tgttcaagaa gcgggggttt tacctagtac
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agctatgatg
tacatgaata
tagctctgtt
tgaatttagc
ccccectcecaa
tgatgctttt
gagccattgt
acctgatatt
ccttagtaac
gttccgectt
cactggaaat

cgattttagc

actcctagac

catatggaat

42

aggtacaacc

ttaggctctg

tatatatatt

tatcgttagc
cagttgcttc

ttcaatatac

cgctgctgtg

aattggatga

cttgctagat
cttctacgca

tccaacactg

tttagaagga

attctagagt

agagtgcaag

ggatgtagga

cggatgaagt

aagacctatt ataggcatac

acgctctagc

ttttaggcga

cctgacttaa

aagtggggga

gatatgtttt

ttttaataga

gagcacgcac

aacaagtgga agaacgattg

cagctttata

caacccacca

ttaagaacct

agatcatttt cctgtaaatt ttagaagacc ttag

Por consiguiente,

se une

jejuni) .

especificamente

En wvarias modalidades,

en una modalidad,

a 1la

SEQ

cgtgggcgtg ggtattccta

tatcaagacc
gcaaatcgtg
ttttgtttta
gcataggcaa
aatgacgcag
ttagaaatag
gaatcaggcg
tcgcgtagtt
attatgctat
ccgatagttg

ttttggcttc

el anticuerpo anti-CDT

ID NO:5

(CdtB de C.

el anticuerpo anti-CDT se

une especificamente a una secuencia de aminodcidos al menos

la SEQ ID NO: 5.

EFn otra

modalidad,

el anticuerpo

especificamente a la SEQ ID NO:1

varias

modalidades,

el

anticuerpo

98 $ o 99

(CdtB de C.

anti-CDT

anti-CDT

idéntica a

se une
coli). En
se une
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especificamente a una secuencia de aminodcidos al menos 80

%, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % idéntica a la

En otra modalidad, el anticuerpo anti-CDT se une
especificamente a un péptido con 17 residuos de CdtB (por
ejemplo, 17 residuos de las SEQ. ID NO: 1 o 5). En una
modalidad, el péptido con 17 residuos tiene la siguiente

secuencia: LDYAITGNSNRQQTYTP (SEQ ID NO:3).

En otras modalidades, el anticuerpo anti-CDT se une
especificamente a un péptido con 17 residuos que tiene al
menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100
% de homologia con 17 residuos contiguos de CdtB (por
ejemplo, 17 residuos contiguos de las SEQ. ID NO: 1 o 5).
En wuna modalidad, los 17 residuos de CdtB tienen la

siguiente secuencia: LDYAITGNSNRQQTYTP (SEQ ID NO:3).

En otras modalidades, el anticuerpo anti-CDT se une
especificamente a un polipéptido que comprende 17 residuos

que tienen al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98

o°

;, 99 % o 100 % de homologia con 17 residuos contiguos de
CdtB (por ejemplo, 17 residuos de las SEQ. ID NO: 1 o 5).

En una modalidad, los 17 residuos contiguos de CdtB tienen
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la siguiente secuencia: LDYAITGNSNRQQTYTP (SEQ ID NO:3).

En otra modalidad, el anticuerpo anti-CDT se une
especificamente a un péptido con 18 residuos que tiene la
siguiente secuencia: CLDYAITGNSNRQQTYTP (SEQ ID NO:4). La
cisteina en el extremo N se agregd a la SEQ ID NO:3 a los

fines de la conjugacidn.

En otras modalidades, el anticuerpo anti-CDT se une
especificamente a un polipéptido que comprende 18 residuos
que tienen al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 098
%, 99 % o 100 % de homologia con CLDYAITGNSNRQQTYTP (SEQ ID

NO:4) .

En otra modalidad, el anticuerpo anti-CDT se une
especificamente a un péptido con 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 o 22 residuos que tiene

al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99

o°

o
100 $ de homologia con 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 o 22 residuos contiguos de CdtB
(por ejemplo, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17, 18, 19, 20, 21 o 22 residuos contiguos de la SEQ 1ID
NO:1 o 5). En otra modalidad, el anticuerpo anti-CDT se une

especificamente a un polipéptido que comprende 5, 6, 7, 8,
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9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 1le¢, 17, 18, 19, 20, 21 o 22

o°

residuos que tiene al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96

97 %, 98 %, 99 $ o 100 % de homologia con 5, 6, 7, 8,

O
~

i0, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 o 22
residuos contiguos de CdtB (por ejemplo, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 o 22 residuos
contiguos de la SEQ ID NO:1 o 5). Los residuos contiguos de
la SEQ ID NO:1 incluyen aquellos que comienzan en cualquier
aminoacido y terminan en cualquier aminoadcido de la SEQ ID
NO:1. Los residuos contiguos de la SEQ ID NO:5 incluyen
aquellos que comienzan en cualgquier amincdcido y terminan

en cualgquier aminocdcido de la SEQ ID NO:5.

En otra modalidad, el anticuerpo anti-CDT se une
especificamente a un péptido con 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16 o 17 residuos que tiene al menos 80 %, 85 %,
90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de homologia con
5,6 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 o 17 residuos
contiguos de LDYAITGNSNRQQTYTP (SEQ ID NO:3) (por ejemplo,
5 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 o 17 residuos
contiguos de la SEQ ID NO:3). En otra modalidad, el
anticuerpo anti-CDT se une especificamente a un polipéptido
que comprende 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 o

17 residuos que tiene al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96
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%, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de homologia con 5, 6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 o 17 residuos contiguos de la
SEQ ID NO:3 (por ejemplo, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16 o 17 residuos contiguos de la SEQ ID NO:3). Los
residuos contiguos de la SEQ ID NO: 3 incluyen aquellos que
comienzan en cualquier aminocacido y terminan en cualquier

aminoadcido de la SEQ ID NO: 3.

En otra modalidad, el anticuerpo anti-CDT se  une
especificamente a un péptido con 17 residuos codificado por
la secuencia génica de CdtB. En modalidades particulares,
el anticuerpo purificado se une especificamente a un
péptido con 17 residuos codificado por la SEQ ID NO: 2. En
diversas modalidades, el anticuerpo anti-CDT se une
especificamente a un péptido con 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21 o 22 residuos codificado por la SEQ ID NO: 2. En
varias modalidades, el anticuerpo anti-CDT se une
especificamente a un péptido con 14, 15, 16, 17, 18, 19,

20, 21 o 22 residuos que tiene al menos 80 %, 85 %, 90 %,

95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de homologia con 14,

15, 1e¢, 17, 18, 19, 20, 21 o 22 residuos contiguos
codificados por la SEQ ID NO: 2. En varias modalidades, el
anticuerpo anti-CDT se une especificamente a un polipéptido

que comprende 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 o 22 residuos
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que tiene al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98

o°

, 99 % o 100 % de homologia con 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21 o 22 residuos contiguos codificados por la SEQ ID

NO: 2.

En otra modalidad, el anticuerpo anti-CDT se une
especificamente a un péptidocodificado por la secuencia de
dcidos nucleicos que tiene la siguiente secuencia:
CTTGATTATGCAATTACAGGAAATTCAAATAGACAACAAACCTATACTCCA (SEQ ID
NO:6), que codifica el péptido con 17 aminodcidos de la SEQ
ID NO. 3. En otra modalidad, el anticuerpo anti-CDT se une
especificamente a un polipéptido que comprende un péptido

codificado por la SEQ ID NO:6.

En otra modalidad, el anticuerpo anti-CDT se une
especificamente a la CdtB purificada a partir de E. coli
que sobreexpresa un ORF de CdtB de longitud casi completa.
(Véase Infection and Immunity, diciembre de 2000, p. 6535-
6541, Vol. 68, N.° 12 , que se incorpora a la presente en
su totalidad mediante referencia como si se estableciera

por completo.)

Ensayos
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En varias modalidades de los métodos y sistemas que se
describen en la presente, el ensayo es un ensayo por
inmunocabsorcidédn ligado a enzimas (ELISA), que incluye, de
modo no taxativo, ELISA indirecto, ELISA sa&ndwich, ELISA

competitivo y ELISA multiples y portéatiles.

En varias modalidades de los métodos y sistemas que se
describen en la presente, el ensayo es un ensayo para
detectar el nivel de anticuerpos anti-vinculina. El ensayo
puede comprender: un primer reactivo (por ejemplo, el
antigeno) para gque reaccione con la muestra bioldgica si 1la
muestra bioldégica comprende el anticuerpo anti-vinculina
(si no se encuentran presentes los anticuerpos anti-
vinculina, entonces el primer reactivo no reaccionard en la
muestra bioldégica, pero aun asi el primer reactivo se
encuentra presente en el ensayo), un segundo reactivo (por
ejemplo, anticuerpo secundario) para gque reaccione con el
anticuerpo anti-vinculina o un segundo reactivo, para que
reaccione con el primer reactivo y un sustrato (por
ejemplo, para que reacciones con el segundo reactivo vy
produzca una sefial). En varias modalidades, el primer
reactivo es vinculina, SEQ ID NO:7 o un fragmento de este,
tal como se describe en la presente. En varias modalidades,

el segundo reactivo comprende un marcador para producir una
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sefilal que 1indique 1la presencia del anticuerpo anti-
vinculina. En wvarias modalidades, el marcador es un
radiomarcador, un cromdéforo, un flurdéforo, un punto
cuadntico, una enzima, perdxido de rabano picante (HRP, por
sus siglas en inglés), una fosfatasa alcalina (AP, por sus
siglas en inglés), biotina o una combinacidén de estos. En
varias modalidades, el marcador es una enzima que
reaccionard con el sustrato. En varias modalidades, el
primer reactivo se encuentra en una fase sdélida (por
ejemplo, placa, placa de multiples pocillos). En varias

modalidades, el sustrato es un sustrato cromogénico (por

ejemplo, 3,3’",5,5" -Tetrametilbencidina (TMB) , 3,3"-
Diaminobencidina (DAB) , acido 2,2"-azino-bis (3-
etilbenzotiazolina-6-sulfdénico) (ABTS) . En varias

modalidades, el sustrato es un sustrato quimioluminiscente

(por ejemplo, ECL).

En varias modalidades, el ensayo comprende un primer
reactivo para que reaccione con el anticuerpo anti-
vinculina. En varias modalidades, el primer reactivo
comprende un marcador para producir una seflal que indique
la presencia del anticuerpo anti-vinculina. En varias
modalidades, el marcador es un radiomarcador, un crombdforo,

un flurdédforo, un punto cuédntico, una enzima, perdxido de
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rédbano picante (HRP, por sus siglas en 1inglés), una
fosfatasa alcalina (AP, por sus siglas en inglés), biotina
0 una combinacidédn de estos. En varias modalidades, el
primer reactivo se encuentra en una fase sélida (por
ejemplo, placa, placa de multiples pocillos). En varias
modalidades, el ensayo comprende ademds un sustrato para
que reaccione con el marcador en casos donde el marcador
requiera un sustrato para producir la sefial; por ejemplo

HRP puede reaccionar con el sustrato TMB.

En wvarias modalidades, el ensayo es un ensayo para
determinar el nivel de anticuerpos anti-CDT. El ensayo
puede comprender: un primer reactivo para gque reaccione con
la muestra bioldgica si la muestra bioldgica comprende el
anticuerpo anti-CDT (si no se encuentran presentes 1los
anticuerpos anti-CDT, entonces el primer reactivo no
reaccionard en la muestra bioldgica, pero aun asi el primer
reactivo se encuentra presente en el ensayo), un segundo
reactivo (por ejemplo, anticuerpo secundario) para gue
reaccione con el anticuerpo anti-CDT o un segundo reactivo,
para que reaccione con el primer reactivo y un sustrato. En
varias modalidades, el primer reactivo es CDT, CdtA, CdtB,
cdtCc, SEQ ID NO: 1, 2, 4, 5 o un fragmento de estas tal

como se describe en la presente. En varias modalidades, el
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segundo reactivo comprende un marcador para producir una
sefial que indique la presencia del anticuerpo anti-CDT. En
varias modalidades, el marcador es un radiomarcador, un
croméforo, un flurdforo, un punto cuaéntico, una enzima,
peréxido de rédbano picante (HRP, por sus siglas en inglés),
una fosfatasa alcalina (AP, por sus siglas en 1inglés),
biotina o una combinacién de estos. En varias modalidades,
el marcador es una enzima que reaccionard con el sustrato.
En varias modalidades, el primer reactivo se encuentra en
una fase sdélida (por ejemplo, placa, placa de multiples
pocillos). En varias modalidades, el sustrato es un
sustrato cromogénico (por ejemplo, 3,3’",5,5"-
Tetrametilbencidina (TMB) , 3,3’ -Diaminobencidina (DAR) ,
acido 2,2"-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfdénico)
(ABTS) . En varias modalidades, el sustrato es un sustrato

guimioluminiscente (por ejemplo, ECL).

En varias modalidades, el ensayo comprende un primer
reactivo para que reaccione con el anticuerpo anti-CDT. En
varias modalidades, el primer reactivo comprende un
marcador para producir una sefial que indique la presencia
del anticuerpo anti-CDT. En varias modalidades, el marcador
es un radiomarcador, un cromdéforo, un flurdforo, un punto

cuadntico, una enzima, perdxido de rabano picante (HRP, por
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sus siglas en inglés), una fosfatasa alcalina (AP, por sus
siglas en inglés), biotina o una combinacidén de estos. En
varias modalidades, el reactivo se encuentra en una fase
s6lida (por ejemplo, placa, placa de multiples pocillos).
En varias modalidades, el ensayo comprende ademas un
sustrato para que reaccione con el marcador en casos donde
el marcador requiera un sustrato para producir la sefial;

por ejemplo HRP puede reaccionar con el sustrato TMB.

En varias modalidades, el ensayo es un ensayo para
determinar el nivel de anticuerpos anti-vinculina vy el
nivel de anticuerpos anti-CDT. E1l ensayo puede comprender:
un primer reactivo y un segundo reactivo para que
reaccionen con la muestra bioldgica si la muestra bioldgica
comprende el anticuerpo anti-vinculina y/o el anticuerpo
anti-CDT (si no se encuentran presentes 1los anticuerpos
anti-vinculina, entonces el primer reactivo no reaccionara
en la muestra bioldgica, pero aun asi el primer reactivo se
encuentra presente en el ensayo; o0 sSi no se encuentran
presentes los anticuerpos anti-CDT, entonces el segundo
reactivo no reaccionard en la muestra bioldgica, pero aun
asi el segundo reactivo se encuentra presente en el
ensayo), un tercer reactivo y un cuarto reactivo (por

ejemplo, anticuerpos secundarios) para dgue reaccionen con
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el anticuerpo anti-vinculina, el anticuerpo anti-CDT, o un
tercer reactivo para que reaccione con el primer reactivo,
y cuarto reactivo para que reaccione con el segundo
reactivo, y un sustrato. En varias modalidades, el primer
reactivo es wvinculina o un fragmento de este. En varias
modalidades, el segundo reactivo es CDT o un fragmento de
este. En varias modalidades, el tercer reactivo y/o el
cuarto reactivo comprenden un marcador para producir una
sefial que indigque la ©presencia del anticuerpo anti-
vinculina. En varias modalidades, el marcador es un
radiomarcador, un crombdforo, un flurdforo, un punto
cuantico, una enzima, perdéxido de rabano picante (HRP, por
sus siglas en inglés), una fosfatasa alcalina (AP, por sus
siglas en inglés), biotina o una combinacidén de estos. En
varias modalidades, el marcador es una enzima que
reaccionard con el sustrato. En varias modalidades, el
primer reactivo se encuentra en una fase sdélida (por
ejemplo, placa, placa de multiples pocillos). En varias

modalidades, el sustrato es un sustrato cromogénico (por

ejemplo, 3,3’",5,5" -Tetrametilbencidina (TMB) , 3,3"-
Diaminobencidina (DAB) , acido 2,2'-azino-bis (3-
etilbenzotiazolina-6-sulfdénico) (ABTS) . En varias

modalidades, el sustrato es un sustrato gquimioluminiscente

(por ejemplo, ECL).
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En varias modalidades, el ensayo comprende un primer
reactivo para que reaccione con el anticuerpo anti-
vinculina y un segundo reactivo para que reaccione con el
anticuerpo anti-CDT. En varias modalidades, el ©primer
reactivo y/o el segundo reactivo comprenden un marcador
para producir una sefial que 1indique la presencia del
anticuerpo anti-vinculina. En varias modalidades, el
marcador es un radiomarcador, un croméforo, un flurdforo,
un punto cuédntico, una enzima, perdxido de rédbano picante
(HRP, por sus siglas en inglés), una fosfatasa alcalina
(AP, por sus siglas en inglés), biotina o una combinacidn
de estos. En varias modalidades, el reactivo se encuentra
en una fase sdélida (por ejemplo, placa, placa de multiples
pocillos). En varias modalidades, el ensayo comprende
ademds un sustrato para que reaccione con el marcador en
casos donde el marcador requiera un sustrato para producir
la seflal; por ejemplo HRP puede reaccionar con el sustrato

TMB.

En varias modalidades, la deteccién del nivel de anticuerpo
anti-vinculina o el nivel de anticuerpo anti-CDT se realiza
en una muestra bioldégica obtenida del sujeto. En otra

modalidad, la deteccidén del nivel de anticuerpo anti-
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vinculina o el nivel de anticuerpo anti-CDT se realiza en
una muestra de sangre, suero O heces obtenida del sujeto.
El experto en la técnica entendera rapidamente los métodos
y sistemas que pueden utilizarse para detectar el nivel de
anticuerpo anti-vinculina o el nivel de anticuerpo anti-
CDT. Estos métodos y sistemas incluyen de modo no taxativo
ELISA, inmunohistoquimica, citometria de flujo, hibridaciédn
con fluorescencia 1in situ (FISH), radioinmuncensayos y

purificacién por afinidad.

En varias modalidades, se utiliza vinculina, la SEQ ID NO:
7 o un fragmento de estas (tal como se describid
anteriormente) se utiliza como un reactivo (por ejemplo,
recolector, trampa) para unir los anticuerpos anti-

vinculina (si se encuentran presentes).

En determinadas modalidades, la deteccién del nivel de un
anticuerpo que se une especificamente a la vinculina, SEQ
ID NO: 7 o un fragmento de esta puede realizarse mediante
el contacto de la vinculina, SEQ ID NO: 7 o un fragmento de
esta a la muestra bioldgica obtenida del sujeto para aislar
el anticuerpo que se une especificamente a la vinculina,

SEQ ID NO: 7 o un fragmento de esta.
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En varias modalidades, el fragmento de vinculina o SEQ 1ID
NO: 7 puede ser de los fragmentos que se describen en la
presente. A modo de ejemplo, una matriz de afinidad que
comprende vinculina, SEQ ID NO: 7 o un fragmento de esta
puede unirse a un soporte sé6lido; puede ponerse en contacto
la muestra bioldgica con la matriz de afinidad para
producir un complejo de matriz de afinidad/anticuerpo (si
el anticuerpo se encuentra presente);el complejo de matriz
de afinidad/anticuerpo puede separarse de resto de la
muestra bioldgica; y el anticuerpo puede liberarse de 1la
matriz de afinidad. En otro ejemplo, un marcador (por
ejemplo, marcador fluorescente) puede colocarse en la
vinculina, SEQ ID NO: 7 o un fragmento de esta; la
vinculina marcada, SEQ ID NO: 7 o un fragmento de esta
puede ponerse en contacto con una muestra biolégica para
permitir que el anticuerpo (si se encuentra presente) se
una especificamente a la vinculina marcada, SEQ ID NO: 7 o
un fragmento de esta. En varias modalidades, la vinculina
marcada, SEQ ID NO: 7 o un fragmento de esta puede

separarse y analizarse en busca de su unidén al anticuerpo.

En varias modalidades, CDT, CdtA, CdtB, CdtC, SEQ ID NO: 1,
2, 4, 5 o un fragmento de estas, tal como se describe en la

presente, se utiliza como un reactivo (por ejemplo,
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recolector, trampa) para unir los anticuerpos anti-CDT (si

se encuentran presentes).

En determinadas modalidades, la deteccién del nivel de un
anticuerpo que se une especificamente a CDT, CdtA, CdtB,
cdtC, SEQ ID NO: 1, 2, 4, 5 o un fragmento de estas, tal
como se describe en la presente, o un fragmento de estos;
se puede realizar al poner en contacto CDT, CdtA, CdtB,
cdtC, SEQ ID NO: 1, 2, 4, 5 o un fragmento de estas, tal
como se describid en la presente, con la muestra bioldgica
obtenida del sujeto para aislar el anticuerpo que se une
especificamente a CDT, CdtA, CdtB, CdtC, SEQ ID NO: 1, 2,
4, 5 o un fragmento de estas tal como se describe en la

presente.

En varias modalidades, los fragmentos de CDT, CdtA, CdtB,
cdtC, SEQ ID NO: 1, 2, 4, 5 son aquellos que se describen
en la presente. A modo de ejemplo, una matriz de afinidad
que comprende CDT, CdtA, CdtB, CdtC, SEQ ID NO: 1, 2, 4, 5
o un fragmento de estas, tal como se describe en la
presente, puede unirse a un soporte sélido; puede ponerse
en contacto la muestra bioldgica con la matriz de afinidad
para producir un complejo de matriz de afinidad-anticuerpo

(si el anticuerpo se encuentra presente);el complejo de
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matriz de afinidad-anticuerpo puede separarse de resto de
la muestra bioldgica; y el anticuerpo puede liberarse de la
matriz de afinidad. En otro ejemplo, un marcador (por
ejemplo, marcador fluorescente) puede colocarse en CDT,
CdtA, CdtB, CdtC, SEQ ID NO: 1, 2, 4, 5 o un fragmento de
estas, tal como se describe en la presente, o un fragmento
de estos; las CDT, CdtA, CdtB, CdtC marcadas, SEQ ID NO: 1,
2, 4, 5 o un fragmento de estas, tal como se describe en la
presente, pueden ponerse en contacto con una muestra
bioldbgica para permitir que el anticuerpo (si se encuentra
presente) se una especificamente a las CDT, CdtA, CdtB,
CdtC, marcadas, SEQ ID NO: 1, 2, 4, 5 o un fragmento de
estas tal como se describe en la presente. En varias
modalidades, las CDT, CdtA, CdtB, CdtC marcadas, SEQ ID NO:
1, 2, 4, 5 o un fragmento de estas, tal como se describe en
la presente, puede separarse y analizarse en busca de su

unidén al anticuerpo.

En wvarias modalidades, el ensayo comprende agregar
vinculina o un fragmento de esta, tal como se describe en
la presente, y CdtB o un fragmento de esta, tal como se
describe en la presente, a una muestra bioldgica de un
paciente que necesita una determinacidén con respecto a IBS,

donde los anticuerpos anti-vinculina y anti-CdtB (si se
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encuentran presentes en la muestra bioldgica) se unen
especificamente a la vinculina o fragmento de esta y a la
CdtB o fragmento de esta en la muestra bioldgica; medir los
niveles de anticuerpos anti-vinculina y anticuerpos anti-
CdtB en la muestra bioldgica; e identificar si el sujeto
tiene IBS si los niveles de unidén de los anticuerpos de
anti-vinculina es mayor que los niveles de unidén de 1los

anticuerpos anti-CdtB.

Seleccidén de la terapia

Métodos

Varias modalidades de la presente invencidédn proporcionan un
método para seleccionar una terapia para el 1IBS, dgue
comprende: proporcionar una muestra bioldégica de un sujeto
que necesita un diagndéstico con respecto al IBS; analizar
la muestra Dbioldbgica para determinar un nivel de
anticuerpos anti-vinculina y un nivel de anticuerpos anti-
CDT; determinar la diferencia entre el nivel de anticuerpos
anti-vinculina % el nivel de anticuerpos anti-CDT;
determinar la presencia del IBS cuando el nivel de
anticuerpos de anti-vinculina es mayor que el nivel de

anticuerpos anti-CDT; y seleccionar una terapia para el IBS
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cuando se determina la presencia del IBS.

Varias modalidades de la presente invencidn proporcionan un
método para seleccionar una terapia para el IBS:
proporcionar una muestra bioldégica de un sujeto que
necesita un diagndéstico para distinguir entre IBS e IBD;
analizar la muestra bioldgica para determinar un nivel de
anticuerpos anti-vinculina y un nivel de anticuerpos anti-
CDT; determinar la diferencia entre el nivel de anticuerpos
anti-vinculina y el nivel de anticuerpos anti-CDT;
determinar la presencia del IBS cuando el nivel de
anticuerpos de anti-vinculina es mayor que el nivel de
anticuerpos anti-CDT; y seleccionar una terapia para el IBS

cuando se determina la presencia del IBS.

El estudio de las muestras biocldgicas se puede realizar tal

como se describe en la presente.

En varias modalidades, se determina que el sujeto tiene IBS
si el nivel de anticuerpos anti-vinculina es 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75,
go, 85, 90, 95, 100, 125, 150, 175, 200, 250, 300, 350,
400, 450, 500, 600, 700, 800, 900 o 1000 % mayor o mas que

el nivel de anticuerpos anti-CDT. En varias modalidades, el
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grado del nivel de anticuerpos anti-vinculina que es mayor
que el nivel de anticuerpos anti-CDT proporciona un valor
predictivo positivo con respecto a la presencia de IBS. En
la presente se puede describir el porcentaje en relacidn
con el wvalor predictivo positivo. En algunas modalidades,
el porcentaje en relacidén con el valor predictivo positivo
se puede calcular mediante el examen de pacientes con IBS
adicionales con respecto a controles o de pacientes con IBS
adicionales con respecto a ©pacientes con IBD ©para
determinar sus niveles de anticuerpos anti-vinculina vy

anti-CDT

En determinadas modalidades, la densidad oéptica (0OD) se
utiliza para medir el nivel de anticuerpos anti-vinculina vy
anticuerpos anti-CDT. Por lo tanto, cuando la diferencia
entre la OD de los anticuerpos anti-vinculina (ODy) y la OD
de los anticuerpos anti-CDT (ODg¢pr) es mayor que 0, se
determina que el sujeto tiene IBS. En varias modalidades,
cuando ODy - OD¢pr es mayor que 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5 o
0,6 se determina que el sujeto tiene IBS. En determinadas
modalidades, cuando ODy - ODcpr es mayor que 0,2, se
determina que el sujeto tiene IBS. En varias modalidades,
el grado de ODy - ODgpr proporciona un valor predictivo

positivo con respecto a la presencia de IBS. En la presente
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se puede describir el valor de ODy - ODcpr en relacidén con
el valor predictivo positivo. En algunas modalidades, el
valor de ODy - ODcpr en relacidn con el valor predictivo
positivo se puede calcular mediante el examen de pacientes
con IBS adicionales con respecto a controles o de pacientes
con IBS adicionales con respecto a pacientes con IBD para
determinar sus niveles de anti-vinculina vy anticuerpos

anti-CDT

La seleccidén de un tratamiento tal como se utiliza en la
presente, 1incluye, de modo no taxativo, la seleccién,
eleccidén, prescripcidén, consejo, recomendacidédn, instruccidn

O asesoramiento al sujeto con respecto al tratamiento.

En varias modalidades, el método comprende ademés

administrar la terapia para tratar el IBS.

En varias modalidades, la terapia seleccionada o
administrada es una terapia tal como se describe en la
presente. En varias modalidades, la terapia seleccionada o
administrada es una terapia disponible en el momento de la
presente invencidén. En varias modalidades, la terapia
disponible comprende ademas administrar el transcurso de

una terapia con antibidéticos para tratar el IBS. En varias
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modalidades, la terapia es una terapia ©para el 1IBS
disponible en la técnica previa. En varias modalidades, la
terapia disponible es una terapia experimental para el IBS,
por ejemplo, una terapia sometida a la aprovacién de la FDA

para el tratamiento del IBS.

En varias modalidades, el estudio de la muestra bioldgica
para determinar un nivel de anticuerpos anti-vinculina y un
nivel de anticuerpos anti-CDT se puede realizar tal como se

describe en la presente.

En varias modalidades, el sujeto puede ser un sujeto que
presenta uno o mas sintomas del IBS; ©por ejemplo,
constipacidn, diarrea, distensioén abdominal, dolor

abdominal.

En varias modalidades, el IBS puede ser C-IBS, D-IBS, A-
IBS (también conocido por M-IBS). En varias modalidades, el
IBS es IBS grave. En varias modalidades, el IBS es C-IBS

grave, D-IBS grave o A-IBS grave.

En wvarias modalidades, los anticuerpos anti-CDT son

anticuerpos are anti-CdtB.
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Los ejemplos de antibidéticos incluyen, de modo no taxativo,

aminoglicdsides (por ejemplo, amikacina, gentamicina,
kanamicina, neomicina, netilmicina, estreptomicina,
tobramicina, paromomcina), ansamicinas (por ejemplo,
geldanamicina, herbimicina), carbacefem (por ejemplo,
loracarbef), carbapenemas (por ejemplo, ertapenemn,
doripenem, imipenemn, cilastatina, meropenemn) ,
cefalosporinas (por ejemplo, primera generacidn:

cefadroxil, cefazolina, cefalotin o cefalotina, cefalexina;

segunda generacidn: cefaclor, cefamandol, cefoxitina,
cefprozil, cefuroxima; tercera generaciodn: cefixima,
cefdinir, cefditoreno, cefoperazona, cefotaxima,
cefpodoxima, ceftazidima, ceftibuteno, ceftizoxima,
ceftriaxona; cuarta generacidn: cefepima; guinta
generaciodn: ceftobiprole), glycopeptides (por ejemplo,
teicoplanina, vancomicina), macrdélidos (por ejemplo,

azitromicina, claritromicina, diritromicina, eritromicina,
roxitromicina, troleandomicina, telitromicina,

espectinomicina), monobactamas (por ejemplo, aztreonam),

penicilinas (por ejemplo, amoxicilina, ampicilina,
azlocilina, carbenicilina, cloxacilina, dicloxacilina,
flucloxacilina, mezlocilina, meticilina, nafcilina,
oxacilina, penicilina, piperacilina, ticarcilina),

polipéptidos antibidéticos (por ejemplo, bacitracina,
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colistina, polimmixina b), quinolonas (por ejemplo,
ciprofloxacina, enoxacina, gatifloxacina, levofloxacina,
lomefloxacina, moxifloxacina, norfloxacina, ofloxacina,
trovafloxacina), rifamicinas (por ejemplo, rifampicina o
rifampina, rifabutina, rifapentina, rifaximina),
sulfonamidas (por ejemplo, mafenida, prontosil,
sulfacetamida, sulfametizol, sulfanilamida, sulfasalazina,
sulfisoxazol, trimetoprim, trimetoprim-sulfametoxazol (co-
trimoxazol, “tmp-smx”), 'y tetraciclinas (por ejemplo,
demeclociclina, doxyciclina, minociclina, oxytetraciclina,
tetraciclina) asi como arsfenamina, cloramfenicol,
clindamicina, lincomicina, etambutol, fosfomicina, &cido
fusidico, furazolidona, isoniazid, linezolid, metronidazol,
mupirocina, nitrofurantoina, platensimicina, pirazinamida,
combinacién de quinupristina/dalfopristina, y tinidazol, o
una combinacién de estos. En varias modalidades, 1los
antibiéticos son una combinacidén de rifaximina y neomicina.
En varias modalidades, los antibidéticos son una combinacidn
de rifaximina y doxiciclina. En varias modalidades, 1los
antibidéticos son una combinacién de rifaximina y

metronidazol.

En varias modalidades, los antibidéticos son antibidéticos no

absorbibles. Los ejemplos de antibidéticos no absorbibles
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incluyen, de modo no taxativo, rifaximina, neomicina,
Bacitracina, vancomicina, teicoplanina, ramoplanina vy

paramomicina.

Los ejemplos de terapias para IBS adicionales incluyen
suplementos de fibras (por ejemplo, METAMUCIL, CITRUCEL),
laxantes osmdéticos (por ejemplo, leche de magnesia,
polietilenglicol), medicamentos antidiarreicos (por

ejemplo, loperamida (IMODIUM), aglutinantes del &cido

biliar (e.qg., cholestyramine (PREVALITE), colestipol
(COLESTID) o} colesevelam (WELCHOL) , medicamentos
anticolinérgicos % antispasmdédicos (por ejemplo,

hiosciamina (LEVSIN) vy diciclomina (BENTYL), medicamentos
antidepresivos (por ejemplo, antidepresivo triciclico (por
ejemplo, imipramina (TOFRANIL) o nortriptilina (PAMELOR)) o
un inhibidor selectivo de 1la recaptacidédn de serotonina
(SSRI) (por ejemplo, fluoxetina (PROZAC, SARAFEM) o)
paroxetina (PAXIL)), Alosetrona (LOTRONEX) vy Lubiprostona
(AMITIZA). Las terapias recientes para el tratamiento de
IBS con constipacién incluyen secretagogos tales como
lubiprostona (un activador del canal de cloruro (AMITIZA))
y linaclotida (un agonista de la guanilato ciclasa C

(LINZESS)) .



10

15

20

67

Dilucidén de las muestras bioldgicas y antigenos

En varias modalidades, cuando se determina la presencia o
un nivel de anticuerpos anti-vinculina, se utiliza la
proteina vinculina o un fragmento de esta, tal como se
describe en la presente, como el antigeno a alrededor de
1,2 ug/ml de concentracidén. En otras modalidades, la
concentracién puede ser de alrededor de 0,1, 0,2, 0,3, 0,4,
0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1,0, 1,1, 1,3, 1,4, 1,5, 1,6, 1,7,

1,8, 1,9 o 2,0 ug/ml de concentraciédn.

En varias modalidades, se utiliza una dilucidén de alrededor
de 1:16 de 1la muestra Dbioldgica (por ejemplo, plasma,
suero) en la determinacién de la presencia o el nivel de
anticuerpos anti-vinculina. En otras modalidades, se
utiliza una dilucién de alrededor de 1:8, 1:9, 1:10; 1:11,
1:12, 1:13, 1:14, 1:15, 1:16, 1:17; 1:18, 1:19, 1:20, 1:22,
1:24, 1:26, 1:28, 1:30, 1:32, 1:34, 1:36, 1:38, 1:40, 1:42,
1:44, 1:46 o 1:48 de la muestra bioldégica (por ejemplo,
plasma, suero) en la determinacidédn de la presencia o el
nivel de anticuerpos anti-vinculina. En otras modalidades,
se utiliza una dilucidén de alrededor de 1:8 a 1:48 de 1la
muestra bioldégica (por ejemplo, plasma, suero) en la

determinacién de la presencia o el nivel de anticuerpos
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anti-vinculina.

En varias modalidades, se utiliza una dilucidén de alrededor
de 1:32 de 1la muestra bioldgica (por ejemplo, plasma,
suero) en la determinacidén de la presencia o el nivel de
anticuerpos anti-vinculina. En otras modalidades, se
utiliza una dilucidén de alrededor de 1:8, 1:10, 1:12; 1:16,
1:20, 1:24, 1:30, 1:36, 1:48 o 1:64 de la muestra bioldgica
(por ejemplo, plasma, suero) en la determinacidén de la
presencia o el nivel de anticuerpos anti-vinculina. En
otras modalidades, se utiliza una dilucidén de alrededor de
1:8 a 1:64 de la muestra bioldgica (por ejemplo, plasma,
suero) en la determinacién de la presencia o el nivel de
anticuerpos anti-vinculina. En otras modalidades, se
utiliza una dilucidén de alrededor de 1:5 a 1:10, 1:10-1:25,
1:25-1:50, 1:50-1:100, 1:100-1:200, 1:200-1-3:00, 1:300-
1:400, 1:400-1:500, 1:500-1:600 o 1:600-1:100 de la muestra
bioldégica (por ejemplo, plasma, suero) en la determinacidn

de la presencia o el nivel de anticuerpos anti-vinculina.

En varias modalidades, cuando se determina la presencia o
un nivel de anticuerpos anti-CdtB, se utiliza la proteina
CdtB o un fragmento de esta, tal como se describe en la

presente, como el antigeno a alrededor de 1,2 ug/ml de
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concentracién. En otras modalidades, la concentracidédn puede

ser de alrededor de 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,06, 0,7, 0,8,

ug/ml de concentracidn.

En varias modalidades, se utiliza una dilucidén de alrededor
de 1:16 de 1la muestra bioldgica (por ejemplo, plasma,
suero) en la determinacién de la presencia o el nivel de
anticuerpos anti-CDT. En otras modalidades, se utiliza una
dilucién de alrededor de 1:8, 1:9, 1:10; 1:11, 1:12, 1:13,
1:14, 1:15, 1:16, 1:17; 1:18, 1:19, 1:20, 1:22, 1:24, 1:26,
1:28, 1:30, 1:32, 1:34, 1:36, 1:38, 1:40, 1:42, 1:44, 1:4¢6
0 1:48 de la muestra bioldgica (por ejemplo, plasma, suero)
en la determinacidén de la presencia o el nivel de
anticuerpos anti-CdtB. En otras modalidades, se utiliza una
dilucién de alrededor de 1:8 a 1:48 de la muestra bioldgica
(por ejemplo, plasma, suero) en la determinacidén de la

presencia o el nivel de anticuerpos anti-CdtB.

En varias modalidades, se utiliza una dilucidén de 1:512 de
la muestra bioldgica (por ejemplo, plasma, suero) en la
determinacién de la presencia o el nivel de anticuerpos
anti-CdtB. En otras modalidades, se utiliza una dilucidén de

alrededor de 1:128, 1:256, 1:768 o 1:1024 de la muestra



10

15

20

70

biolégica (por ejemplo, plasma, suero) en la determinacién
de la presencia o el nivel de anticuerpos anti-CdtB. En
otras modalidades, se utiliza una dilucidén de alrededor de
1:100, 1:150, 1:200, 1:250, 1:300, 1:350, 1:400, 1:500,
1:550; 1:600, 1:650, 1:700, 1:750, 1:800, 1:850, 1:900,
1:950 o 1:1000 de la muestra bioldgica (por ejemplo,
plasma, suero) en la determinacidédn de la presencia o el
nivel de anticuerpos anti-CdtB. En otras modalidades, se
utiliza una dilucidén de alrededor de 1:100 - 1:1000 de la
muestra bioldgica (por ejemplo, plasma, suero) en la
determinacién de la presencia o el nivel de anticuerpos
anti-CdtB. En otras modalidades, se utiliza una dilucidén de
alrededor de 1:5 a 1:10, 1:10-1:25, 1:25-1:50, 1:50-1:100,
1:100-1:200, 1:200-1-3:00, 1:300-1:400, 1:400-1:500, 1:500-
1:600 o 1:600-1:100 de la muestra bioldgica (por ejemplo,
plasma, suero) en la determinacién de la presencia o el

nivel de anticuerpos anti-CdtB.

En varias modalidades, si la dilucién de la muestra
bioldégica es diferente para la determinacidén del nivel de
anticuerpos anti-vinculina y el nivel de anticuerpos anti-
CdtB, y se utiliza la OD, entonces habrd un ajuste en la

diferencia en OD.
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Tratamientos

Varias modalidades proporcionan métodos para el tratamiento

del IBS.

En varias modalidades, el método puede comprender medir
para determinar la presencia de anticuerpos anti-vinculina
que es mayor que la presencia de anticuerpos anti-CDT en
una muestra bioldgica obtenida de un sujeto; y administrar

al sujeto una terapia para el IBS.

En varias modalidades el método puede comprender
proporcionar una muestra bioldédgica de un sujeto que
necesita un diagndéstico con respecto al IBS; analizar la
muestra bioldégica para determinar un nivel de anticuerpos
anti-vinculina vy un nivel de anticuerpos anti-CDT;
determinar la diferencia entre el nivel de anticuerpos
anti-vinculina vy el nivel de anticuerpos anti-CDT;
determinar la presencia del IBS cuando el nivel de
anticuerpos de anti-vinculina es mayor que el nivel de
anticuerpos anti-CDT; y administrar una terapia para el IBS

cuando se determina la presencia del IBS.

En varias modalidades el método puede comprender
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proporcionar una muestra bioldégica de un sujeto que
necesita un diagndéstico para distinguir entre el IBS y la
IBD; analizar la muestra bioldgica para determinar un nivel
de anticuerpos anti-vinculina y un nivel de anticuerpos
anti-CDT; determinar la diferencia entre el nivel de
anticuerpos anti-vinculina y el nivel de anticuerpos anti-
CDT; determinar la presencia del IBS cuando el nivel de
anticuerpos de anti-vinculina es mayor gque el nivel de
anticuerpos anti-CDT; y administrar una terapia para el IBS

cuando se determina la presencia del IBS.

El estudio de las muestras bioldgicas se puede realizar tal

como se describe en la presente.

En varias modalidades, se determina que el sujeto tiene IBS
si el nivel de anticuerpos anti-vinculina es 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75,
go, 85, 90, 95, 100, 125, 150, 175, 200, 250, 300, 350,
400, 450, 500, 600, 700, 800, 900 o 1000 % mayor o mas que
el nivel de anticuerpos anti-CDT. En varias modalidades, el
grado del nivel de anticuerpos anti-vinculina que es mayor
que el nivel de anticuerpos anti-CDT proporciona un valor
predictivo positivo con respecto a la presencia de IBS. En

la presente se puede describir el porcentaje en relacidn
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con el wvalor predictivo positivo. En algunas modalidades,
el porcentaje en relacidén con el valor predictivo positivo
se puede calcular mediante el examen de pacientes con IBS
adicionales con respecto a controles o de pacientes con IBS
adicionales con respecto a pacientes con IBD para
determinar sus niveles de anticuerpos anti-vinculina vy

anti-CDT

En determinadas modalidades, la densidad oéptica (OD) se
utiliza para medir el nivel de anticuerpos anti-vinculina y
anticuerpos anti-CDT. Por lo tanto, cuando la diferencia
entre la OD de los anticuerpos anti-vinculina (ODy) y la OD
de los anticuerpos anti-CDT (ODg¢pr) es mayor que 0, se
determina que el sujeto tiene IBS. En varias modalidades,
cuando ODy - OD¢pr es mayor que 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5 o
0,6 se determina que el sujeto tiene IBS. En determinadas
modalidades, cuando ODy - ODcpr es mayor que 0,2, se
determina que el sujeto tiene IBS. En varias modalidades,
el grado de ODy - ODcpr proporciona un valor predictivo
positivo con respecto a la presencia de IBS. En la presente
se puede describir el valor de ODy — ODcpr en relacidn con el
valor predictivo positivo. En algunas modalidades, el valor
de ODy - ODcpr en relacidn con el valor predictivo positivo

se puede calcular mediante el examen de pacientes con IBS
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adicionales con respecto a controles o de pacientes con IBS
adicionales con respecto a ©pacientes con IBD ©para
determinar sus niveles de anti-vinculina vy anticuerpos

anti-CDT

En varias modalidades, la terapia administrada es una
terapia tal como se describe en la presente. En varias
modalidades, la terapia administrada es una terapia
disponible en el momento de la presente 1invencién. En
varias modalidades, la terapia disponible comprende ademés
administrar el transcurso de una terapia con antibidéticos
para tratar el IBS. En varias modalidades, la terapia es

una terapia disponible en la técnica previa.

En varias modalidades, el estudio de la muestra bioldgica
para determinar un nivel de anticuerpos anti-vinculina y un
nivel de anticuerpos anti-CDT se puede realizar tal como se
describe en los métodos y sistemas de la presente

invencién.

En varias modalidades, el sujeto puede ser un sujeto que
presenta uno o més sintomas del IBS; ©por ejemplo,
constipacidn, diarrea, distensiodén abdominal, dolor

abdominal.
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En varias modalidades, el IBS puede ser C-IBS, D-IBS, A-IBS
(también conocido por M-IBS). En varias modalidades, el IBS
es IBS grave. En varias modalidades, el IBS es C-IBS grave,

D-IBS grave o A-IBS grave.

En wvarias modalidades, los anticuerpos anti-CDT son

anticuerpos are anti-CdtB.

En varias modalidades, el método puede comprender
proporcionar un agente neutralizante o inhibidor del
anticuerpo anti-vinculina % administrar el agente
neutralizante o inhibidor del anticuerpo anti-vinculina a
un sujeto que lo necesita para neutralizar o inhibir el

anticuerpo anti-vinculina.

En varias modalidades, el agente neutralizante o inhibidor
del anticuerpo anti-vinculina es un polipéptido capaz de
unirse al anticuerpo anti-vinculina y neutralizar o inhibir

su funcidn.

En varias modalidades, el agente neutralizante o inhibidor
del anticuerpo anti-vinculina es un polipéptido capaz de

unirse a un sitio de unidén al antigeno del anticuerpo anti-
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vinculina. Si bien no se pretende gque se limiten a una
teoria en particular, los inventores creen que estos
polipéptidos pueden servir como sefiuelos para el anticuerpo
anti-vinculina. En varias modalidades, los polipéptidos son
pentapéptidos CDT tal como se describidé en Lucchese vy
Delfino (Developing an anti-Campylobacter jejuni vaccine.
Immunopharmacology and Immunotoxicology, 2012; Early
Online: 1-6), que se incorpora a la presente en su
totalidad mediante esta referencia como se se estableciera

por completo.

En varias modalidades, el agente neutralizante o inhibidor
del anticuerpo anti-vinculina es una molécula pequefia capaz
de wunirse al anticuerpo anti-vinculina vy neutralizar o

inhibir su funcidn.

En varias modalidades, el agente neutralizante o inhibidor
del anticuerpo anti-vinculina es una pequefila molécula capaz
de unirse a un sitio de unién al antigeno del anticuerpo

anti-vinculina.

En varias modalidades, el método puede comprender
proporcionar un agente para cambiar la vinculina de un

estado inactivo a un estado activo y administrar el agente
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a un sujeto que lo necesite para tratar el IBS.

En varias modalidades, el agente para cambiar la vinculina
de un estado i1nactivo a un estado activo es una molécula

pequefia capaz de activar la vinculina.

En varias modalidades, el método puede comprender
proporcionar un agonista de vinculina y administrar el
agonista de wvinculina a un sujeto que lo necesita para
tratar el IBS. En determinadas modalidades, el agonista de
vinculina puede ser un péptido activador de wvinculina (VAP)
tal como se describidé en Nelson et 4l., Vinculin Activators
Target Integrins from Within the Cell to Increase Melanoma
Sensitivity to Chemotherapy, Mol Cancer Res Junio 2011 9,
712 (published online April 1, 2011), gue se incorpora a la
presente en su totalidad mediante referencia como si se
estableciera por completo. En varias modalidades, los VAP
pueden ser los residuos 500-633 de la proteina invasina

IpaA de Shigella.

La secuencia de proteinas de IpaA de Shigella:

MHNVNNTQAP TFLYKATSPS STEYSELKSK ISDIHSSQTS LKTPASVSEK

ENFATSEFNQK CLDFLESSSG KEDVLRSIYS NSMNAYAKSE ILEFSNVLYS
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LVHONGLNFE

RONIEHRLAL

VSSLKLDDLV

ELLRKVLNDI

YHINNDNRTY

LNPQRALVQK

LTTSSQERSA

SASLSHRVAS

NSLSNLISLI

YVTETNADTI

NNNDITAENN NIYKAAKDVT TSLSKVLKNI NKD

En varias

NEKGLOKIVA

LAQQHTSGEA

DAQAKLAFDS

LEDIKDSHPI

DNRVEDNRVY

VTSVLPHSIS

NNSLSRGHRP

QINKEFNSNTD

GTKSGTQERE

DKNHATYEKA

modalidades, el

78

QYSELITIKDK LSQDSAFGPW
LSTGQKLLNT EVSSFIKNNI
LRNQRKNTID SKGFGIGKLS
QDGLPTPPED MPDGGPTPGA
DNSYHENPEN DAQSPTSQTN
DTVQTFANNS ALEKVENHTP
LNIQNSSTTP PLHPEGVTSS
SKVLQTDFLS RNGDTYLTRE
LOEKSKDITK STTEHRINNK
KEVSSALSKV  LSKIDDTSAE
(SEQ ID NO:

método puede

SAKNKKLHQL
LAELKLSNET
RDLNTVAVEP
NEKTSQPVIH
DLLSRNGNSL
DNSDGIGSDL
NDNSSDTTKS
TIFEASKKVT
LKVTDANIRN
LLTDDISDLK

8)

comprender

proporcionar un activador de vinculina y administrar el
activador de vinculina a un sujeto que lo necesita para

tratar el IBS. En determinadas modalidades, el activador de

vinculina puede ser talina, f-actina, a-catenina o}

combinaciones de estas.
En varias modalidades,

la presente invencidén proporciona

composiciones farmacéuticas que incluyen un excipiente
farmacéuticamente aceptable junto con una cantidad
terapéuticamente eficaz de los agentes descritos en 1la

presente. "Excipiente farmacéuticamente aceptable"
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significa un excipiente que es uUtil en la preparacidédn de
una composicidén farmacéutica que en general es segura, no
téxica y deseable, e incluye excipientes que son aceptables
tanto para uso veterinario como para uso farmacéutico
humano. Dichos excipientes pueden ser sdélidos, ligquidos,
semisdélidos o, en el caso de una composicidédn en aerosol,

gaseosos.

En varias modalidades, las composiciones farmacéuticas de
conformidad con la invencidén se pueden formular para su
administracién a través de cualquier via de administracién.
"Via de administracién" puede hacer referencia a cualquier
pasaje de administracidén conocido en la técnica que
incluye, de modo no taxativo, aerosol, via nasal, oral,
transmucosa, transdérmica o parenteral. La administracidn
“transdérmica” puede lograrse utilizando una crema o
ungiento tépico o por medio de un parche transdérmico.
Mediante la via de administracién, las composiciones
farmacéuticas a base de los compuestos de acuerdo con la
invencién pueden formularse para tratar la piel y membranas
mucosas y se encuentran en forma de unguientos, cremas,
leches, pomadas, polvos, almohadillas impregnadas,
soluciones, geles, sprays, lociones o suspensiones. También

puede encontrarse en forma de microesferas o nanoesferas o
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vesiculas de lipidos o vesiculas de polimeros o parches de
polimeros e hidrogeles que ©permiten una liberacién
controlada. Estas composiciones por via toépica pueden
encontrarse en forma anhidro o en forma acuosa, segun la
indicacién clinica. "Parenteral" hace referencia a una via
de administracidén que generalmente se encuentra asociada a
la inyeccidn, que incluye intraorbital, infusidn,

intraarterial, intracapsular, intracardiaca, intradérmica,

intramuscular, intraperitoneal, intrapulmonar,
intraespinal, intraesternal, intratecal, intrauterina,
intravenosa, subaracnoidea, subcapsular, subcuténea,
transmucosal o) transtraqueal. A través de la via

parenteral, las composiciones pueden encontrarse en forma
de soluciones o suspensiones para infusidén o para
inyeccidén, o como polvos liofilizados. A través de la via
enteral, las composiciones farmacéuticas pueden encontrarse
en forma de comprimidos, céapsulas de gel, comprimidos
recubiertos con azlUcar, Jjarabes, suspensiones, soluciones,
polvos, granulos, emulsiones, microesferas o nanoesferas o
vesiculas de lipidos o vesiculas de polimero que permiten
la liberacidén controlada. A través de la via parenteral,
las composiciones pueden encontrarse en forma de soluciones

O suspensiones para infusidén o para inyeccidn.
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Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la invenciédn
también pueden contener cualquier portador
farmacéuticamente aceptable. "Portador farmacéuticamente
aceptable”™, tal como se wutiliza en la presente, hace
referencia a un material, composicién o) vehiculo
farmacéuticamente aceptable que se encuentra implicado en
llevar o transportar un compuesto de interés de un tejido,
brgano o parte del cuerpo a otro tejido, dérgano o parte del
cuerpo. Por ejemplo, el portador puede ser un relleno
liquido o sélido, diluyente, excipiente, solvente o
material encapsulante, o© una combinacidén de estos. Cada
componente del portador debe ser "farmacéuticamente
aceptable”" en el sentido de que debe ser compatible con los
demds ingredientes de 1la formulacidédn. También debe ser
adecuado para su uso en contacto con todo tejido u dérgano
con el que pueda entrar en contacto, es decir que no debe
suponer un riesgo de toxicidad, irritacidn, respuesta
alérgica, inmunogenicidad o cualquier otra complicacidén que

supere en forma excesiva sus ventajas terapéuticas.

Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la invenciédn
también se pueden encapsular, comprimir o preparar en una
emulsién o Jjarabe para la administracién oral. Los

portadores sélidos o liquidos farmacéuticamente aceptables
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se pueden agregar para mejorar o estabilizar la composicidn
o para facilitar 1la preparacidén de la composicidn. Los
portadores liquidos incluyen Jjarabe, aceite de mani, aceite
de oliva, glicerina, solucidén salina, alcoholes y agua. Los
portadores sdélidos incluyen almidén, lactosa, sulfato de
calcio, dihidrato, terra alba, estearato de magnesio o
acido esteédrico, talco, pectina, acacia, agar o gelatina.
El portador también puede incluir un material de liberacién
sostenida tal <como gliceril monoestearato o gliceril

diestearato, solo o con una cera.

Las ©preparaciones farmacéuticas se elaboran siguiendo
técnicas convencionales de farmacia que implican molienda,
mezcla, granulacidén y compresidn, cuando sSea necesario,
para formas de comprimidos, o molienda, mezcla y relleno
para formas de céapsula de gelatina dura. Cuando se utiliza
un portador liquido, la preparacidén se encontrarad en la
forma de jarabe, elixir, emulsidén o una suspensidn acuosa o
no acuosa. Dicha formulacidén liquida se puede administrar
directamente por via oral o como relleno de una capsula de

gelatina blanda.

Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la invencidn

se pueden administrar en una cantidad terapéuticamente
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eficaz. La cantidad terapéuticamente eficaz exacta es
aquella cantidad de la composicidén que proveera 1los
resultados mas eficaces en términos de eficacia de
tratamiento en un sujeto dado. Esta cantidad wvariarad en
funcién de una variedad de factores que incluyen, de modo
no taxativo, las caracteristicas del compuesto terapéutico
(que incluyen actividad, farmacocinética, farmacodindmica y
biodisponibilidad), el estado fisioldégico del sujeto (que
incluye edad, sexo, tipo y etapa de la enfermedad, estado
fisico general, capacidad de respuesta a una dosis dada vy
tipo de medicacién), la naturaleza del portador o
portadores farmacéuticamente aceptables en la formulacidén y
la via de administracidén. Un experto en la técnica clinica
y farmacoldgica serd capaz de determinar una cantidad
terapéuticamente eficaz a través de experimentacidn
rutinaria, por ejemplo, mediante el control de la respuesta
de un sujeto a la administracién de un compuesto o el
consiguiente ajuste de la dosis. Por pautas adicionales,
véase Remington: The Science and Practice of Pharmacy
(Gennaro ed. 20.% edicidén, Williams & Wilkins PA, EUA)

(2000) .

EJEMPLOS
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Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar mejor
la invencidén reivindicada vy no se interpretaradn como
limitantes del alcance de la invencidén. En la medida en que
se mencionan los materiales especificos, es meramente con
fines ilustrativos y no se pretende limitar la invenciédn.
Un experto en la técnica puede desarrollar medios o
reactivos equivalentes sin poner en préactica la capacidad

inventiva y sin separarse del alcance de la invencidn.

Ejemplo 1 — Medicidn de los anticuerpos anti-vinculina y

anti-CDTB

ETAPA 1 - Inmovilizacidén del antigeno: Se recubre cada
placa de 96 pocillos durante la noche (>16 horas) a 4 °C en
una caja humedecida con 100 wpl/pocillo de antigeno
(vinculina o CdtB) a 1,2 pg/ml en BBS, el pH aproximado es
de 8,2. Se recubre un pocillo adicional, con cada muestra
solo con BBS para determinar los antecedentes no
especificos que se deben al suero que se sustraerda del

pocillo recubierto con antigeno.

ETAPA 2 - Lavado #1 - Los pocillos se lavaron 3 veces con

aproximadamente 250 pl/pocillo de PBS-T al 0,05 %
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ETAPA 3 - Bloqueo - Los pocillos se bloquean con 200

pl/pocillo de BSA al 3

o°

en PBS durante 1 hora a

temperatura ambiente en una caja humedecida.

ETAPA 4 - Preparacién y distribuciin del suero - los sueros
se diluyen hasta una dilucidén de 1:16 utilizando BSA al 3 %
en PBS. Se agregé 100 pl/pocillo de suero. Se 1incubd
durante 1 hora a temperatura ambiente en la caja

humedecida.

ETAPA 5 - Lavado #2 - Los pocillos se lavaron 3 veces con

aproximadamente 250 pl/pocillo de PBS-T al 0,05 %

ETAPA 6 - Creacidén y distribucién de solucidn secundaria -
se agregaron 100 pul/pocillo de un anticuerpo secundario
1:10.000 conjugado a HRP diluido en BSA al 3 % en PBS. Se
incubdé durante 1 hora a temperatura ambiente en la caja

humedecida.

ETAPA 7 - Lavado #3 - Los pocillos se lavaron 6 veces con

aproximadamente 250 pl/pocillo de PBS-T al 0,05 %

ETAPA 8 - Deteccidén - Se agregd 100 upl/pocillo de solucidn

de sustrato de TMB (Ultra TMB de 1 etapa - sustrato de
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ELISA, Pierce, 34028). La placa se leydé inmediatamente en
un lector de placas (BioTek Synergy HT) wutilizando un
protocolo de absorbancia a 370 nm; y se permitid que se
desarrollara durante 90 min (el ensayo se estancd a

alrededor de los 60 min.).

Ejemplo 2

Se tomaron muestras de sangre de los siguientes sujetos y
se analizaron para determinar los niveles de anticuerpos
anti-vinculina y anticuerpos anti-CDTB. Sujetos saludables:
26 sujetos consecutivos quienes después de llenar un
cuestionario no presentaban sintomas intestinales. Sujetos
con IBD: 30 sujetos (15 CD y 15 UC). Se demostrd IBD
mediante endoscopia sin terapia inmunomoduladora. Sujetos
con IBS: 162 sujetos (100 de Beth Israel y 62 de Cedars-
Sinai); criterio de Rome positivo. Los resultados se
muestran en las Tablas a continuacién. PPV = wvalor

predictivo positivo

Tabla 1. Diferencia entre ODy y ODcprs

En comparacién con | En comparacién con IBD
saludables
Umbral de | Sensibi | Especif | PPV Sensibi | Especif | PPV
ODvy—ODcpr lidad icidad lidad icidad
>0,6 20 100 100 20 93 94
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Los resultados se analizaron adicionalmente para el control
de la IBD cuando se utilizdé un supuesto de que 10 % de los
pacientes con IBD tiene IBS. Se mididé la tasa de anticuerpo
positivo en el IBS y se aplicd al 10 % de los pacientes con

la IBD (es decir, se los quitd del andlisis.

Tabla 2A y 2B. Control para el IBS en pacientes con IBD

Tabla 2A.

vinculina En comparacién con IBD

Umbral de | Sensibilidad | Especificidad | PPV

OD

>1,0 30 85 92

>0 . 8 590 70 92
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Tabla 2B.

En comparacién con IBD

Umbral de | Sensibilidad | Especificidad | PPV
ODy—0ODcpr

>0,6 20 96 97

>0, 2 41 93 97

>0,1 48 89 96

>0 48 89 96

Varias modalidades de la invencién se describen

anteriormente en la Descripcidén Detallada. Mientras estas
descripciones describen directamente las modalidades
anteriores, se entendera que los expertos en la técnica
pueden concebir modificaciones vy/o variaciones a las
modalidades que se muestran y describen en la presente.

Cualesquiera modificaciones o) variaciones que estén
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comprendidas en el &ambito de esta descripcidén pretenden
estar incluidas alli también. Salvo que se observe 1o
contrario, los inventores pretenden que a las palabras vy
frases en la memoria descriptiva y reivindicaciones se les
adjudique los significados comunes y habituales para 1los

expertos en la técnica de la/s técnica/s aplicable/s.

La descripcidén anterior de varias modalidades de 1la
invencidén conocida para el solicitante que ahora presenta
la solicitud fue presentada y se pretende para los fines de
la ilustracién y descripcidén. La presente descripcidn no
pretende ser exhaustiva ni limitar la invencidén a la forma
precisa descrita y muchas modificaciones y variaciones son
posibles en wvistas de las enseflanzas anteriores. Las
modalidades descritas sirven para explicar los principios
de la invencién y su aplicacidn préactica y para permitirle
a otros expertos en la técnica usar la invencidn en varias
modalidades y con varias modificaciones adecuadas para el
uso particular contemplado. Por lo tanto, se pretende que
la invencién no esté limitada a las modalidades

particulares descritas para realizar la invencidn.

Mientras se han mostrado y descrito modalidades

particulares de la presente invencidén, serad obvio para los
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expertos en la técnica que, en funcidén de las ensefianzas de
la presente, se pueden realizar cambios y modificaciones
sin separase de esta invencidn y sus aspectos mas amplios,
y, por lo tanto, las reivindicaciones adjuntas comprenderan
en su alcance todos dichos <cambios y modificaciones
conforme al espiritu y alcance verdaderos de esta
invencién. Los expertos en la técnica entenderdn gque en
general los términos usados en la presente pretenden
generalmente ser términos "abiertos" (por ejemplo, el
término "incluye" se interpretard como "incluye de modo no
taxativo", el término "tiene" se interpretard como "tiene

al menos", etc.).
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REIVINDICACIONES

SE REIVINDICA LO SIGUIENTE:

1. Un método para diagnosticar el IBS, y opcionalmente
seleccionar un tratamiento para el IBS u opcionalmente
administrar una terapia para el IBS, que comprende
proporcionar una muestra bioldégica de un sujeto que
necesita un diagndéstico con respecto al IBS;

analizar la muestra bioldgica para determinar un nivel de
anticuerpos anti-vinculina y un nivel de anticuerpos anti-
CDT;

determinar la diferencia entre el nivel de anticuerpos
anti-vinculina y el nivel de anticuerpos anti-CDT; vy
determinar la presencia del IBS cuando el nivel de
anticuerpos anti-vinculina es mayor que el nivel de

anticuerpos anti-CDT.

2. Un método para distinguir entre el IBS y la IBD, vy
opcionalmente seleccionar un tratamiento para el IBS u
opcionalmente administrar una terapia para el IBS, que
comprende

proporcionar una muestra bioldgica de un sujeto que

necesita un diagndéstico para distinguir entre el IBS y la
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IBD;

analizar la muestra bioldgica para determinar un nivel de
anticuerpos anti-vinculina y un nivel de anticuerpos anti-
CDT; vy

determinar la presencia del IBS cuando el nivel de
anticuerpos anti-vinculina es mayor que el nivel de
anticuerpos anti-CDT, o determinar la diferencia entre el
nivel de anticuerpos anti-vinculina vy el nivel de

anticuerpos anti-CDT.

3. El método de cualgquiera de las reivindicaciones 1-2,
donde el estudio de la muestra bioldgica comprende:

poner en contacto la wvinculina o un fragmento de esta con
la muestra bioldgica;

poner en contacto la CdtB o un fragmento de esta con la
muestra bioldgica, donde los anticuerpos anti-vinculina y/o
anti-CdtB se unen especificamente a la wvinculina o el
fragmento de esta y/o la CdtB o el fragmento de esta en la
muestra bioldgica; y

medir los niveles de anticuerpos anti-vinculina vy 1los

anticuerpos anti-CdtB en la muestra bioldgica.

4., El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-2,

donde se determina que el sujeto tiene IBS si el nivel de
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o)

anticuerpos anti-vinculina es 25 % mayor o mads que el nivel

de anticuerpos anti-CDT.

5. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-2,
donde se utiliza la densidad éptica (OD, por sus siglas en
inglés) para medir el nivel de anticuerpos anti-vinculina y
anticuerpos anti-CDT, y cuando la diferencia de la OD de
los anticuerpos anti-vinculina (ODy) y la OD of anticuerpos
anti-CDT (ODcpr) es mayor que 0, se determina que el sujeto

tiene IBS.

6. El método de la reivindicacidén 5, donde cuando ODy -
ODcpr es mayor que 0,2, se determina que el sujeto tiene

IBS.

7. El método de cualgquiera de las reivindicaciones 1-2,
donde el anticuerpo anti-vinculina es un anticuerpo que se

une especificamente a la vinculina.

8. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-2,
donde el anticuerpo anti-vinculina es un anticuerpo que se
une especificamente a un péptido con 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 o 22 residuos que

tiene al menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de
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homologia con 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 1o,
17, 18, 19, 20, 21 o 22 residuos contiguos de vinculina o

la SEQ ID NO:7.

9. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-2,
donde el anticuerpo anti-vinculina se une especificamente a
un polipéptido que comprende 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 o 22 residuos qgque tiene al
menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 $ de homologia con
5 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,

21 o 22 residuos contiguos de vinculina o la SEQ ID NO:7.

10. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-2,
donde el anticuerpo anti-CDT se une especificamente a 1la

subunidad CdtB de CDT.

11. El método de la reivindicacidén 10, donde la secuencila
de aminodcidos de CdtB es la toxina distensora citoletal B

de Campylobacter jejuni (SEQ ID NO: 5).

12. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-2,
donde el anticuerpo anti-CDT se une especificamente a una

secuencia de aminodcidos al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %,
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96 %, 97 %, 98 % o 99 % idéntica a la SEQ ID NO: 5.
13. El método de la reivindicacién 10, donde la secuencia

de aminodcidos de CdtB es la toxina distensora citoletal B

de Campylobacter coli (SEQ ID NO: 1).

14. El método de cualgquiera de las reivindicaciones 1-2,
donde el anticuerpo anti-CDT se une especificamente a una
secuencia de aminodcidos al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %,

96 %, 97 %, 98 % o 99 % idéntica a la SEQ ID NO: 1.

15. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-2,
donde el anticuerpo anti-CDT se une especificamente a un
polipéptido que comprende 5, o6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 o 22 residuos qgque tiene al
menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100
% de homologia con 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,

16, 17, 18, 19, 20, 21 o 22 residuos de la CdtB.

16. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-2,

que comprende ademds seleccionar un tratamiento de IBS para

el sujeto si se determina que el sujeto tiene IBS.

17. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-2,
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que comprende ademds administrar una terapia pata el IBS al

sujeto si se determina que el sujeto tiene IBS.

18. ©Un sistema para diagnosticar el IBS, gque comprende:
una muestra bioldégica aislada de un sujeto que necesita un
diagnéstico con respecto al IBS; vy

uno o mas ensayos para detectar un nivel de anticuerpos
anti-vinculina y un nivel de anticuerpos anti-CDT para

diagnosticar el IBS.

19. Un sistema para distinguir entre el IBS y la IBD, que
comprende:

una muestra bioldgica aislada de un sujeto que necesita un
diagnéstico para distinguir entre el IBS y la IBD; y

uno o mas ensayos para detectar un nivel de anticuerpos
anti-vinculina y un nivel de anticuerpos anti-CDT para

distinguir entre el IBS y la IBD.

20. E1 sistema de cualquiera de las reivindicaciones 18-
19, que comprende ademéds una magquina para determinar una
presencia de IBS cuando el nivel de anticuerpos anti-

vinculina es mayor que el nivel de anticuerpos anti-CDT.

21. El sistema de cualquiera de las reivindicaciones 18-
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20, que comprende ademds un elemento de salida o de
visualizacidn para visualizar si el paciente tiene el IBS,
y/o para visualizar si el nivel de anticuerpos anti-

vinculina es mayor que el nivel de anticuerpos anti-CDT.
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RESUMEN

La presente invencidn describe métodos, ensayos y sistemas
para diagnosticar, seleccionar y tratar el sindrome del
intestino irritable (IBS) en funcidn del nivel de
anticuerpos anti-vinculina y anti-CdtB en un sujeto. E1 IBS
se puede distinguir de la enfermedad inflamatoria
intestinal (IBD) utilizando los métodos, ensayos y Sistemas

que se describen en la presente.
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REIVINDICACIONES

SE REIVINDICA LO SIGUIENTE:

1. Un método para diagnosticar el IBS, y opcionalmente
seleccionar un tratamiento para el IBS u opcionalmente
administrar una terapia para el IBS, que comprende
proporcionar una muestra bioldégica de un sujeto que
necesita un diagndéstico con respecto al IBS;

analizar la muestra bioldgica para determinar un nivel de
anticuerpos anti-vinculina y un nivel de anticuerpos anti-
CDT;

determinar la diferencia entre el nivel de anticuerpos
anti-vinculina y el nivel de anticuerpos anti-CDT; vy
determinar la presencia del IBS cuando el nivel de
anticuerpos anti-vinculina es mayor que el nivel de

anticuerpos anti-CDT.

2. Un método para distinguir entre el IBS y la IBD, vy
opcionalmente seleccionar un tratamiento para el IBS u
opcionalmente administrar una terapia para el IBS, que
comprende

proporcionar una muestra bioldgica de un sujeto que

necesita un diagndéstico para distinguir entre el IBS y la
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IBD;

analizar la muestra bioldgica para determinar un nivel de
anticuerpos anti-vinculina y un nivel de anticuerpos anti-
CDT; vy

determinar la presencia del IBS cuando el nivel de
anticuerpos anti-vinculina es mayor que el nivel de
anticuerpos anti-CDT, o determinar la diferencia entre el
nivel de anticuerpos anti-vinculina vy el nivel de

anticuerpos anti-CDT.

3. El método de cualgquiera de las reivindicaciones 1-2,
donde el estudio de la muestra bioldgica comprende:

poner en contacto la wvinculina o un fragmento de esta con
la muestra bioldgica;

poner en contacto la CdtB o un fragmento de esta con la
muestra bioldgica, donde los anticuerpos anti-vinculina y/o
anti-CdtB se unen especificamente a la wvinculina o el
fragmento de esta y/o la CdtB o el fragmento de esta en la
muestra bioldgica; y

medir los niveles de anticuerpos anti-vinculina vy 1los

anticuerpos anti-CdtB en la muestra bioldgica.

4., El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-2,

donde se determina que el sujeto tiene IBS si el nivel de
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o)

anticuerpos anti-vinculina es 25 % mayor o mads que el nivel

de anticuerpos anti-CDT.

5. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-2,
donde se utiliza la densidad éptica (OD, por sus siglas en
inglés) para medir el nivel de anticuerpos anti-vinculina y
anticuerpos anti-CDT, y cuando la diferencia de la OD de
los anticuerpos anti-vinculina (ODy) y la OD of anticuerpos
anti-CDT (ODcpr) es mayor que 0, se determina que el sujeto

tiene IBS.

6. El método de la reivindicacidén 5, donde cuando ODy -
ODcpr es mayor que 0,2, se determina que el sujeto tiene

IBS.

7. El método de cualgquiera de las reivindicaciones 1-2,
donde el anticuerpo anti-vinculina es un anticuerpo que se

une especificamente a la vinculina.

8. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-2,
donde el anticuerpo anti-vinculina es un anticuerpo que se
une especificamente a un péptido con 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 o 22 residuos que

tiene al menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de
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homologia con 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 1o,
17, 18, 19, 20, 21 o 22 residuos contiguos de vinculina o

la SEQ ID NO:7.

9. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-2,
donde el anticuerpo anti-vinculina se une especificamente a
un polipéptido que comprende 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 o 22 residuos qgque tiene al
menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 $ de homologia con
5 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,

21 o 22 residuos contiguos de vinculina o la SEQ ID NO:7.

10. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-2,
donde el anticuerpo anti-CDT se une especificamente a 1la

subunidad CdtB de CDT.

11. El método de la reivindicacidén 10, donde la secuencila
de aminodcidos de CdtB es la toxina distensora citoletal B

de Campylobacter jejuni (SEQ ID NO: 5).

12. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-2,
donde el anticuerpo anti-CDT se une especificamente a una

secuencia de aminodcidos al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %,
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96 %, 97 %, 98 % o 99 % idéntica a la SEQ ID NO: 5.
13. El método de la reivindicacién 10, donde la secuencia

de aminodcidos de CdtB es la toxina distensora citoletal B

de Campylobacter coli (SEQ ID NO: 1).

14. El método de cualgquiera de las reivindicaciones 1-2,
donde el anticuerpo anti-CDT se une especificamente a una
secuencia de aminodcidos al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %,

96 %, 97 %, 98 % o 99 % idéntica a la SEQ ID NO: 1.

15. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-2,
donde el anticuerpo anti-CDT se une especificamente a un
polipéptido que comprende 5, o6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 o 22 residuos qgque tiene al
menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100
% de homologia con 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,

16, 17, 18, 19, 20, 21 o 22 residuos de la CdtB.

16. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-2,

que comprende ademds seleccionar un tratamiento de IBS para

el sujeto si se determina que el sujeto tiene IBS.

17. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-2,
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que comprende ademds administrar una terapia pata el IBS al

sujeto si se determina que el sujeto tiene IBS.

18. ©Un sistema para diagnosticar el IBS, gque comprende:
una muestra bioldégica aislada de un sujeto que necesita un
diagnéstico con respecto al IBS; vy

uno o mas ensayos para detectar un nivel de anticuerpos
anti-vinculina y un nivel de anticuerpos anti-CDT para

diagnosticar el IBS.

19. Un sistema para distinguir entre el IBS y la IBD, que
comprende:

una muestra bioldgica aislada de un sujeto que necesita un
diagnéstico para distinguir entre el IBS y la IBD; y

uno o mas ensayos para detectar un nivel de anticuerpos
anti-vinculina y un nivel de anticuerpos anti-CDT para

distinguir entre el IBS y la IBD.

20. E1 sistema de cualquiera de las reivindicaciones 18-
19, que comprende ademéds una magquina para determinar una
presencia de IBS cuando el nivel de anticuerpos anti-

vinculina es mayor que el nivel de anticuerpos anti-CDT.

21. El sistema de cualquiera de las reivindicaciones 18-
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20, que comprende ademds un elemento de salida o de
visualizacidn para visualizar si el paciente tiene el IBS,
y/o para visualizar si el nivel de anticuerpos anti-

vinculina es mayor que el nivel de anticuerpos anti-CDT.
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IV Lack of unity of invention

V  Reasoned statement under Rule 4%bis. 1(a)(i) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability;
citations and explanations supporting such statement

VI Certain documents cited
. VII Certain defects in the international application

. VIII Certain observations on the international application

2. FURTHER ACTION

If a demand for international preliminary examination is made. this opinion will be considered to be a written opinion of the
International Preliminary Examining Authority ( “IPEA™) except that this does not apply where the applicant chooses an Authority
other than this one to be the IPEA and the chosen IPEA has notified the International Bureau under Rule 66.1 bis(b) that written
opinions of this International Searching Authority will not be so considered.

If this opinion is, as provided above, considered to be a written opinion of the IPEA, the applicant is invited to submit to th IPEA

together, where appropriate, with amendments, before the exprration of 3 months from the date of mailing of Fom

PCT/ISA/220 or before the expiration of 22 months from the priority date, whichever expires later.
For further options, see Form PCT/ISA/220.
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Box No. I Basis of this opinion

1. With regard to the language, this opinion has been established on the basis of:
IZ the international application in the language in which it was filed.

D a translation of the international application into which is the language of a
translation furnished for the purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1(b)).

2. D This opinion has been established taking into account the rectification of an obvious mistake authorized by or notified
to this Authority under Rule 91 (Rule 43bis.1(a))

3. With regard 1o any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, this opinion has been
established on the basis of a sequence listing filed or furnished:

a. (means)

D on paper

7 . .
M in electronic form

b. (lime)
A in the international application as filed
D together with the international application in electronic form

PI( subsequently to this Authority for the purposes of search

4. m In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing has been filed or furnished, the required
statements that the information in the subsequent or additional copies is identical to that in the application as filed or
does not go beyond the application as filed, as appropriate, were furnished.

5. Additional comments:
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Box No.IIT  Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability

The questions whether the clamed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non obvious), or to be indistrially
applicable have not been examined in respect of

D the entire international application.

m claims Nos. 21

because:

D the said international application, or the said claims Nos. relate to the following
subject matter which does not require an international search (specify):

E the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos. 21
are so unclear that no meaningful opinion could be formed (specify):

because claim 21 is a dependent claim and is not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

D the claims, or said claims Nos. are so inadequately supported
by the description that no meaningful opinion could be formed (specify):

IZI no international search report has been established for said claims Nos. 21

D a meaningtul opinion could not be formed without the sequence listing; the applicant did not, within the prescribed time limi

furnish a sequence listing on paper complying with the standard provided for in Annex C of the Administrative
Instructions, and such listing was not available to the International Searching Authority in a form and mannacceptable
toit

D furnish a sequence listing in electronic form complying with the standard provided for in Annex C of the Administrativ
Instructions, and such listing was not available to the International Searching Authority in a form and mannacceptable
to it.

I:l pay the required late furnishing fee for the furnishing of a sequence listing in response to an invitation under
Rule 13¢er 1(a) or (b)

D See Supplemental Box for further details.
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Box No. V Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(i) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability;
citations and explanations supporting such statement

1. Statement
Novelty (N) Claims 1-20 YES
Claims NONE NO
Inventive step (IS) Claims NONE YES
Claims 1-20 NO
Industrial applicability (IA) Claims 1-20 YES
Claims NONE NO

2. Citations and explanations:
Claims 18-20 lack an inventive step under PCT Article 33(3) as being obvious over the article entitled "Antibodies to Cytolethal Distending
Toxin B and Auto-Antibodies to Human Vinculin Are Elevated in 1BS Subjects." by Morales et al. (hereinafter 'Morales').

Regarding claim 18, Morales teaches diagnosis of IBS comprising an isolated biological sample from a subject and an assay detecting a
level of anti-vinculin antibodies and a ievel of anti-CDT antibodies (abstract "In this study, we ... determine the titers of anti-CdtB and anti-
vinculin antibodies in the serum of subjects with IBS and inflammatory bowel disease (IBD). ... serum samples were obtained ... An
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was created by coating 96 well plates with either 0.4.g of recombinant vinculin or 0.4.9/mL
of purified CdtB per well. Serum from each subject was added to the wells and incubated for 90 minutes. The wells were washed and then
secondary antibodies were added to each well. The optical density (OD) measures were determined using a plate reader. .. Both anti-
CdtB and autoimmune anti-vinculin antibodies are detectable in IBS subjects and are seen to be elevated in IBS compared to controls and
IBD. The detection of anti-CdtB and anti-vinculin suggest new clues to the diagnosis and pathophysiology of IBS"). Morales does not
expressly recite that said diagnosing with said assays and plate reader is a system, however, an artisan of ordinary skill would find it
obvious that a plate reader is a system for collecting and recording values such as OD values from antigen coated plates such as the
ELISA assay plates of Morales. Morales does not expressly teach that subjects tested desire a diagnosis regarding IBS, however, an
artisan of ordinary skill would have readily appreciated that the system of Morales would be valuable for use as a diagnostic product for
said subjects desiring said diagnosis.

Regarding claim 19, Morales teaches a system for distinguishing between IBS and IBD, comprising:

an isolated biological sample from a subject (abstract "we ... determine the titers of anti-CdtB and anti-vinculin antibodies in the serum of
subjects with IBS and inflammatory bowel disease (IBD). ... serum samples were obtained."); and one or more assays to detect a level of
anti-vinculin antibodies and a level of anti-CDT antibodies to distinguish between IBS and IBD (abstract "An enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) was created by coating 96 well plates with either 0.4.g of recombinant vinculin or 0.4.g/mL of purified CdtB
per well. Serum from each subject was added to the wells and incubated for 90 minutes. The wells were washed and then secondary
antibodies were added to each well. The optical density (OD) measures were determined using a plate reader. ... Both anti-CdtB and
autoimmune anti-vinculin antibodies are detectable in IBS subjects and are seen to be elevated in IBS compared to controls and 18D.").
Morales does not expressly teach that subjects desired a diagnosis to distinguish between IBS and IBD, however, an artisan of ordinary
skill would have found it obvious that Morales' system (i. e., ELISA and plate reader) would be valuable for use as a diagnostic product in
distinguishing !BS from IBD in subjects desiring said diagnosis.

Regarding claim 20, Morales further teaches a machine for determining a presence of IBS when the level of anti-vinculin antibodies is
higher than the level of anti-CDT antibodies (abstract "The optical density (OD) measures were determined using a plate reader.”). A plate
reader is an automated machine for collecting and recording values such as OD values from assays such as ELISA assays. An artisan of
ordinary skill would have found it obvious that such a machine could be used to compare OD values between specified wells and record
relative levels as part of a pre-set program, and to record those samples wherein the level of anti-vinculin antibodies is higher than the
level of anti-CDT antibodies.

SEE FIRST SUPPLEMENTAL BOX TO CONTINUE
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Claims 1-7 and 10-17 lack an inventive step under PCT Article 33(3) as being obvious over US 2011/0305704 A1 to Pimentel et al
(hereinafter ‘Pimentel’) in view of Morales.

Regarding claim 1, Pimentel teaches method of diagnosing IBS, and optionally selecting a treatment for IBS or optionally administering an
IBS therapy (para [0082] " a method for diagnosing IBS", para [0084) "the ... determinations may be used to direct the treatment for the
subject. ... a subject with the likely presence of IBS or a likelihood of having IBS may be treated with one or more therapies for IBS. ... For
example, antibiotics such as rifaximin and neomycin can be used to treat IBS"), comprising providing a biological sample from a subject
desiring a diagnosis regarding IBS (para [0008] "a method, comprising: obtaining a biologica! sample from a subject ... in need of a
diagnosis regarding irritable bowel syndrome (IBS)"); assaying the biological sample for a level of anti-CDT antibodies (para [0087) "tests
may be performed on the subject (e.g., on biological samples from the subject) to further correlate or confirm the results to diagnose
whether the subject has IBS ... for example, the presence or absence of anti-CDT"). Pimentel does not expressly teach assaying the
biological sample for a level of anti-vinculin antibodies, however, Morales teaches said assaying of both anti-CDT and anti-vinculin
antibodies (abstract "In this study, we ... determine the titers of anti-CdtB and anti-vinculin antibodies in the serum of subjects with IBS and
inflammatory bowel disease (IBD)."); determining the difference between the level of anti-vinculin antibodies and the level of anti-CDT
antibodies (abstract "An enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was created by coating 96 well plates with either 0.4.ug of
recombinant vinculin or 0.4.ug/mL of purified CdtB per well. ... The optical density (OD) measures were determined using a plate reader.
In plates coated with CdtB, the mean OD for IBS serum was 1.89 +/- .12. This was significantly greater than for subjects with IBD (1.35 +/-
.22) ... In plates coated with vinculin, the mean OD for IBS serum was 0.53 +/- .07. This was significantly greater than for subjects with IBD
(0.1+/- .09) (P ,0.05)."). Morales does not expressly teach determining the presence of IBS when the level of anti-vinculin antibodies is
higher than the level of anti-CDT antibodies, however, Morales teaches that anti-vinculin antibodies are substantially higher in IBS patient
sera than in IBD patient sera (0.53 OD vs 0.21 OD, or 2.52 fold higher in IBS vs. 1BD), whereas anti-CBD antibodies are only 1.40 fold
higher in IBS patient sera than in IBD patient sera (1.89 OD in IBS sera vs. 1.35 in 1BD). Morales further teaches that vinculin antibodies
appear to result from auto-antibodies following gastroenteritis (abstract "Recent data support that irritable bowel syndrome (IBS) can
develop after gastroenteritis. In an animal model of post-infectious IBS, ... antibodies to CdtB bind neurological elements in the gut wall
including interstitial cells of Cajal (ICC) and ganglia through a process of molecular mimicry/ autoimmunity. The protein on these nerves to
which this mimicry occurs was found to be vinculin ... Both anti-CdtB and autoimmune anti-vinculin antibodies are detectable in IBS
subjects and are seen to be elevated in IBS compared to controls and IBD. The detection of anti-CdtB and anti-vinculin suggest new clues
to the diagnosis and pathophysiology of IBS. This is the first study to link acute gastroenteritis to an autoimmune process in IBS."). It would
have been obvious to one of ordinary skill in the art to combine Morales' use of comparing levels of anti-vinculin antibodies and anti-CDT in
IBS vs. IBD with Pimentel's use of the presence of anti-CDT antibodies for distinguishing IBS and selecting a treatment for IBS, because
the use of a two predicitve biomarkers (anti-vinculin and anti-CDT serum antibodies) could improve the predictive power of Pimentel's
diagnostic method. Furthermore, as taught by Morales, autoimmune anti-vinculin antibodies the level of anti-vinculin antibodies is 2.52-fold
higher in IBS vs. IBD, which is greater than the 1.40-fold increase of anti-CdtB in IBS vs. IBD. Thus, based on Morales teaching, an
artisan of ordinary skill would have readily appreciated that the use of an elevated level of autoimmune anti-vinculin antibodies vs. anti-
CDT antibodies could be used for determining the presence of IBS.

Regarding claim 2, Pimentel teaches distinguishing IBS , and optionally selecting a treatment for IBS or optionally administering an IBS
therapy, comprising: providing a biological sample from a subject desiring a diagnosis (para [0084] "the ... determinations may be used to
direct the treatment for the subject. ... a subject with the likely presence of IBS or a likelihood of having |BS may be treated with one or
more therapies for IBS. ... For example, antibiotics such as rifaximin and neomycin can be used to treat IBS", para [0087] "tests may be
performed on the subject (e.g., on biological samples from the subject) to further correlate or confirm the results to diagnose whether the
subject has IBS ... for example, the presence or absence of anti-CDT" [antibodies)), comprising providing a biological sample from a
subject desiring a diagnosis regarding IBS (para [0008] "a method, comprising: obtaining a biological sample from a subject ... in need of a
diagnosis regarding irritable bowel syndrome (IBS)"). Pimentel does not expressly teach distinguishing between IBS and IBD by assaying
the biological sample for a level of anti-vinculin antibodies and a level of anti-CDT antibodies, however, Morales teaches such assaying
(abstract "In this study, we ... determine the titers of anti-CdtB and anti-vinculin antibodies in the serum of subjects with IBS and
inflammatory bowel disease (IBD)."). Morales further teaches determining the difference between the level of anti-vinculin antibodies and
the level of anti-CDT antibodies (abstract "An enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was created by coating 96 well plates with
either0.4.ug of recombinant vinculin or 0.4.ug/mL of purified CdtB per well. Serum from each subject was added to the wells and
incubated for 90 minutes. The wells were washed and then secondary antibodies were added to each well. The optical density (OD)
measures were determined using a plate reader. In plates coated with CdtB, the mean OD for IBS serum was 1.89 +/- .12. This was
significantly greater than for subjects with IBD (1.35 +/- .22) ... In plates coated with vinculin, the mean OD for IBS serum was 0.53 +/- .07.
This was significantly greater than for subjects with IBD (0.2 1+/- .08) (P ,0.05)."). It would have been obvious to one of ordinary skill in the
art to combine Morales' use of anti-vinculin antibodies and anti-CDT with Pimentel's use of anti-CDT antibodies alone for distinguishing
IBS and selecting a treatment for IBS, such as antibiotics taught by Pimentel, because the use of multiple biomarkers (both vimentin and
CDT serum antibodies) could improve the predictive power of Pimentel's diagnostic method.

SEE NEXT SUPPLEMENTAL BOX TO CONTINUE
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Regarding claims 3, Morales further teaches that assaying the biological sample comprises:

contacting vinculin or a fragment thereof to the biological sample; contacting CdtB or a fragment thereof to the biclogical sample, wherein
antivinculin and/or anti-CdtB antibodies specifically bind to the vinculin [recombinant protein] and/or the [purified) CdtB in the biological
sample (abstract "An enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was created by coating 96 well plates with either 0.4.ug of
recombinant vinculin or 0.4.ug/mL of purified CdtB per well. Serum from each subject was added to the wells and incubated for 50
minutes. The wells were washed and then secondary antibodies were added to each well. ... Both anti-CdtB and autoimmune anti-vinculin
antibodies are detectable in IBS subjects”); and measuring the levels [titers]of the anti-vinculin antibodies and the anti-CdtB antibodies in
the biological sample (abstract "In this study, we ... determine the titers of anti-CdtB and anti-vinculin antibodies in the serum of subjects
with IBS and inflammatory bowel disease (1BD).").

Regarding claims 4, Morales further teaches comparing anti-vinculin and anti-CdtB antibodies in subjects having IBS or IBD (abstract "An
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was created by coating 96 well plates with either 0.4.ug of recombinant vinculin or
0.4.ug/mL of purified CdtB per well. Serum from each subject was added to the wells ... The optical density (OD) measures were
determined using a plate reader. In plates coated with CdtB, the mean OD for IBS serum was 1.89 +/- .12. This was significantly greater
than for subjects with IBD (1.35 +/- -22) ... In plates coated with vinculin, the mean OD for IBS serum was 0.53 +/- .07. This was
significantly greater than for subjects with IBD (0.2 1+/- -09) (P ,0.05)."). Morales does not expressly teach that the subject is determined
to have IBS if the level of anti-vinculin antibodies is 25% or more higher than the level of anti-CDT antibodies, however, Morales teaches
that anti-vinculin antibodies are substantially higher in IBS patient sera than in IBD patient sera: 0.53 OD vs 0.21 OD, or, the level of anti-
vinculin antibodies in IBS are 252% of the level in IBD pateint sera, whereas the level of anti-CdtB antibodies in IBS patient sera are 140%
of the level in IBD patient sera (1.89 OD in IBS sera vs. 1.35 in IBD). Based on Morales teaching, an artisan of ordinary skill would have
found it obvious that IBS patient sera contains a greater increase in the level of anti vinculin antibodies (252% of IBD) that is 25% or more
than the increase in level of anti-CdtB antibodies (140% of IBD).

Regarding claims 5 and 6, Morales further teaches using optical density (OD) to measure the level of anti-vinculin antibadies and anti-
CDT antibodies (abstract "An enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was created by coating 96 well plates with either 0.4.ug of
recombinant vinculin or 0.4.ug/mL of purified CdtB per well. Serum from each subject was added to the wells ... optical density (OD)
measures were determined using a plate reader. In plates coated with CdtB, the mean OD for IBS serum was 1.89 +/- .12, This was
significantly greater than for subjects with IBD (1.35 +/- .22) ... In plates coated with vinculin, the mean OD for IBS serum was 0.53 +/- .07.
This was significantly greater than for subjects with IBD (0.21+/- .09) (P ,0.05)."). Morales further teaches that anti-vinculin antibodies are
autoimmune antibodies (abstract "Recent data support that irritable bowel syndrome (IBS) can develop after gastroenteritis. In an animal
model of post-infactious IBS, ... antibodies to CdtB bind neurological elements in the gut wall including interstitial cells of Cajal (ICC) and
ganglia through a process of molecular mimicry/ autoimmunity. The protein on these nerves to which this mimicry occurs was found to be
vinculin ... Both anti-CdtB and autoimmune anti-vinculin antibodies are detectable in IBS subjects and are seen to be elevated in IBS
compared to controls and IBD. The detection of anti-CdtB and anti-vinculin suggest new clues to the diagnosis and pathophysiology of
IBS. This is the first study to link acute gastroenteritis to an autoimmune process in IBS."). Morales does not expressly teach that when the
difference between the OD of anti-vinculin antibodies (ODv) and OD of anti-CDT antibodies (ODcDT) is greater than 0.2, the subject is
determined to have IBS, however, Morales teaches that anti-vinculin antibodies are substantially higher in IBS patient sera than in IBD
patient sera (0.53 OD vs 0.21 OD, or 2.52 fold higher in 1BS vs. IBD), whereas anti-CBD antibodies are only 1.40 fold higher in IBS patient
sera than in IBD patient sera (1.89 OD in IBS sera vs. 1.35 in IBD). The 2.52 fold rise in autoimmune anti-vinculin antibodies in IBS serum
compared to IBD serum in recombinant vinculin coated wells is markedly higher than the 1.40 fold rise of anti-CDT antibodies in IBS serum
compared to IBD serum in CdtB coated wells. An artisan of ordinary skill would have found it obvious that experimentation with parameters
of the assay could better reflect the 2.52-fold vs 1.4-fold increase of autoimmune anti-vinculin antibodies vs anti-CdtB antibodies in patient
sera, such as using purified vinculin known to react with patient antibodies or vincuin fragments rather than Morales' recombinant vinculin.
An artisan of ordinary skill would be motivated to experiment with an assay that would refiect the elevated increase of anti-vinculin
antibodies (2.52 fold) vs. anti-CDT antibodies (1.4 fold) in patient sera taught by Morales, because a simple assay done in a plate reader
with an OD readout that accurately predicts IBS vs. IBD would be a valuable, marketable diagnostic product.

Regarding claim 7, Morales further teaches that the the anti-vinculin antibody is an antibody that binds specifically to vinculin (abstract "An
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was created by coating 96 well plates with ... 0.4.ug of recombinant vinculin ... anti-vinculin
antibodies are detectable in IBS subjects”, an anti-vinculin antibody would bind specifically to recombinant vinculin.).

SEE NEXT SUPPLEMENTAL BOX TO CONTINUE
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Regarding claim 10, Morales further teaches that the the the anti-CDT antibody binds specifically to the CdtB subunit of CDT (abstract "In
this study, we ...determine the titers of anti-CdtB and anti-vinculin antibodies in the serum of subjects with 1BS").

Regarding claim 11, Pimentel further teaches that the CdtB aminc acid sequence is Campylobacter
jejuni cytolethal distending toxin B (SEQ ID NO: 5) (para [0052] "the purified antibody binds specifically to SEQ ID NO:5 (CdtB of C.
Jejuni)."). SEQ ID NO: 5 of Pimental has 100% to the claimed SEQ ID NO: 5,

Regarding claim 12, Pimentel further teaches that the CdtB amino acid sequence is Campylobacter

Jejuni cytolethal distending toxin B (SEQ ID NO: 5) (para [0052) "the purified antibody binds specifically to SEQ ID NO:5 (CdtB of C. jejuni).
...the purified antibody binds specifically to an amino acid sequence at least 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, or 99% identical to
SEQ ID NO: 57). SEQ ID NO: 5 of Pimental has 100% to the claimed SEQ ID NO: 5.

Regarding claim 13, Pimentel further teaches that the CdtB amino acid sequence is Campylobacter coli cytolethal distending toxin B (SEQ
ID NO: 1) (para [0051] "Another example of a CdtB amino acid sequence is Campylobacter coli cytolethal distending toxin B, which has
the amino acid sequence (SEQ ID NO: 1)"). SEQ ID NO: 1 of Pimental has 100% to the claimed SEQ ID NO: 1.

Regarding claim 14, Pimentel further teaches that the anti-CDT antibody binds specifically to

an amino acid sequence at least 80%, 85%, 0%, 95%, 96%, 97%, 98%, or 99%

identical to SEQ ID NO: 1 (para [0053] "In another embodiment, the purified antibody binds specifically to SEQ ID NO:1 (CdtB of C. coli). In|
various embodiments, the purified antibody binds specifically to an amino acid sequence at least 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%,
or 99% identical to SEQ ID NO: 1."). SEQ ID NO: 1 of Pimental has 100% to the claimed SEQ 1D NO: 1.

Regarding claim 15, Pimentel further teaches that the anti-CDT antibody binds specifically to

a polypeptide comprising 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, or 22 residues that has at least 80%, 85%, 90%,-95%,
96%, 97%, 98%, 99% or 100% homology with 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, or 22

contiguous residues of CdtB (para [0059] “the purified antibody binds specifically to a 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, or 22 residue peptide that has at least 80%, B5%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% or 100% homology with 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, or 22 contiguous residues of CdtB (e.g., 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, or
22 contiguous residues of SEQ ID NOs:1 or 5)."). SEQ ID NO: 5 of Pimental has 100% to the claimed SEQ ID NO: 5.

Regarding claim 16, Pimentel further teaches selecting an IBS treatment for the subject if the subject is determined to have IBS (para
[0082] "a method for diagnosing IBS", para [0084] "the ... determinations may be used to direct the treatment for the subject. ... a subject
with the likely presence of IBS or a likelihood of having IBS may be treated with one or more therapies for IBS ... One of ordinary skill in the
art will be able to select an available treatment for IBS").

Regarding claims 17, Pimentel further teaches administering an IBS therapy [e.g. using an IBS therapy to treat] to the subject if the
subject is determined to have IBS (para [0084] "the ... determinations may be used to direct the treatment for the subject. ... a subject with
the likely presence of IBS or a likelihood of having IBS may be treated with one or more therapies for IBS ... For example, antibiotics such
as rifaximin and neomycin can be used to treat IBS ... rifaximin can be used to treat diarrhea-predominant IBS, and a rifaximin/neomycin
combination can be used to treat constipation-predominant IBS.").

Claims 8 and 9 lack an inventive step under PCT Article 33(3) as being obvious over Pimentel in view of Morales, further in view of US
2004/0018528 A1 to Morimoto et al. (hereinafter 'Morimoto').

Regarding claims 8 and 9, Morales further teaches that the anti-vinculin antibody is an antibody that binds specifically to recombinant
vinculin (abstract "An enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was created by coating 96 well plates with ... 0.4ug of recombinant
vinculin ... anti-vinculin antibodies are detectable in IBS subjects ... autoimmune anti-vinculin antibodies are detectable in IBS subjects and
are seen fo be elevated in IBS compared to controls and IBD."). Morales does not expressly teach that siad antibodies bind to a 56,78,
9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, or 22 residue peptide that has at least 95%, 96%, 97%, 98%, 99% or 100% homology with
5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, or 22 contiguous residues of vinculin, or SEQ ID NO.:7, however, an artisan of
ordinary skill would have readily appreciated that serum antibodies that recognize proteins typically recognize peptides of at least 5
residues, and that recombinant vinculin would comprise at least 22 contiguous residues of vinculin, at or near 100% homology to the
claimed protein vinculin, which is known in the art, as taught, for example, by Morimoto, which discloses the 1066 amino acid human
vinculin (SEQ 1D NO: 181) having 100% match to the claimed SEQ ID NO: 7. It would have been obvious to an artisan of ordinary skill to
claim the vinculin protein taught by Morimoto for use in detecting Morales' anti-vinculin antibodies in diagnostic products used to identify
subject with IBS.

Claims 1-20 have industrial applicability-as defined by PCT Article33(4) because the subject matter can be made or used in industry.
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Traduccion oficial hecha por Jimena Escobar Uribe, traductora e intérprete
oficial segun resolucion No. 0369 de 1995 del Ministerio de Justicia, del
documento correspondiente a un documento de cesién otorgado a favor de
CEDARS-SINAI MEDICAL CENTER, con domicilio en Los Angeles, California,

Estados Unidos de América.

CESION

CONSIDERANDO QUE, nosotros, Mark Pimentel y Christopher Chang (de
ahora en adelante denominados como los CEDENTES) somos los inventores
conjuntos de una invencién titulada “DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO DE
SINDROME DEL INTESTINO IRRITABLE Y ENFERMEDAD DEL INTESTINO
IRRITABLE" , segun ha sido descrita y reivindicada en la memoria descriptiva
que hace parte de la Solicitud Provisional de los Estados Unidos con nimero

de serie 61/888.658 presentada el 9 de octubre de 2013; y

CONSIDERANDO QUE, CEDARS-SINAI MEDICAL CENTER (de ahora en
adelante denominada como el CESIONARIO), una corporacion benéfica sin
animo de lucro del estado de California con su sede de negocios en 8700
Beverly Boulevard, Los Angeles, California 90048, desea adquirir la totalidad de
nuestro derecho, titulo e interés, en y sobre la invencion y en y sobre cualquier
titulo de patente que pueda ser otorgado para la misma en los Estados Unidos

y en cualquiera y todos los paises extranjeros;

AHORA, POR LO TANTO, a cambio de una contraprestacion onerosa, el recibo

de la cual es reconocido por medio del presente, los CEDENTES por medio del



presente vendemos, cedemos y transferimos a dicho CESIONARIO la totalidad
del derecho, titulo e interés en y sobre dicha invencion, dicha solicitud y
cualquiera y todos los titulos de patente que puedan ser otorgados para dicha
invencion en los Estados Unidos de América y sus posesiones territoriales y en
cualquiera y todos los paises extranjeros, y en cualquiera y todas las divisiones,
reexpediciones y continuaciones de los mismos, incluyendo el derecho de
presentar solicitudes extranjeras directamente a nombre del CESIONARIO y de
reivindicar derechos de prioridad que se deriva de dicha solicitud de los
Estados Unidos a la cual tienen derecho dichas solicitudes extranjeras en
virtud de una convencidn, tratado internacionales o similar, dicha invencion,
solicitud y titulos de patente sobre dicha invencién a ser tenidos y disfrutados
por el CESIONARIO y sus sucesores y asignatarios para su uso y beneficio y el
de sus sucesores y asignatarios tan amplia y cabalmente como los mismos
hubieran sudo tenidos y disfrutados por los CEDENTES en caso de que esta
cesion, transferencia y venta no se hubiera realizado. Los CEDENTES por medio
del presente autorizan y le solicitan al Comisionado de Patentes y Marcas
expedir todos los titulos de patente sobre dicha invencion al C ESIONARIO.
Los CEDENTES se comprometen a ejecutar todos los instrumentos y
documentos requeridos para la realizacion y el tramite de solicitudes para los
Estados Unidos y titulos de patente extranjeros sobre dicha invencioén, para el
litigio relacionado con dichos titulos, o con el fin de proteger el titulo sobre

dicha invencion o titulos de patente para la misma.

Fecha: 10-9-13
Por: Firmado por firma ilegible

Mark Pimentel



Fecha: 10-9-13
Por: Firmado por firma ilegible

Christopher Chang

14664611.1

065472-000454PR0O0



ASSIGNMENT

WHEREAS, we, Mark Pimentel and Christopher Chang (hereinafter referred to as
ASSIGNORS), are the joint inventors of an invention entitled “DIAGNOSIS AND TREATMENT
OF IRRITABLE BOWEL SYNDROME AND INFLAMMATORY BOWEL DISEASE ”, as
described and claimed in the specification forming part of U.S. Provisional Application Serial No.
61/888,658 filed October 9, 2013; and

WHEREAS, CEDARS-SINAI MEDICAL CENTER (hereinafter referred to as
ASSIGNEE), a not for profit public benefit corporation of the State of California having a place of
business at 8700 Beverly Boulevard, Los Angeles, California 90048, is desirous of acquiring the
entire right, title and interest in and to the invention and in and to any letters patent that may be
granted therefor in the United States and in any and all foreign countries;

NOW, THEREFORE, in exchange for good and valuable consideration, the receipt of which
is hereby acknowledged, ASSIGNORS hereby sell, assign and transfer unto said ASSIGNEE, the
entire right, title and interest in and to said invention, said application and any and all letters patents
which may be granted for said invention in the United States of America and its territorial
possessions and in any and all foreign countries, and in any and all divisions, reissues and
continuations thereof, including the right to file foreign applications directly in the name of
ASSIGNEE and to claim priority rights deriving from said United States application to which said
foreign applications are entitled by virtue of international convention, treaty or otherwise, said
invention, application and all letters patents on said invention to be held and enjoyed by ASSIGNEE
and its successors and assigns for their use and benefit and of their successors and assigns as fully
and entirely as the same would have been held and enjoyed by ASSIGNORS had this assignment,
transfer and sale not been made. ASSIGNORS hereby authorize and request the Commissioner for
Patents and Trademarks to issue all letters patents on said invention to ASSIGNEE. ASSIGNORS
agree to execute all instruments and documents required for the making and prosecution of

applications for United States and foreign letters patents on said invention, for litigatio

said letters patents, or for the purpose of protecting title to said invention or lette rspaten refor
itly q -3 By
Date Mark Pim 2
/s[>
(o/9 [1 By
Date Christopher Chang
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RESUMEN

La presente invencidn describe métodos, ensayos y sistemas
para diagnosticar, seleccionar y tratar el sindrome del
intestino irritable (IBS) en funcidn del nivel de
anticuerpos anti-vinculina y anti-CdtB en un sujeto. E1 IBS
se puede distinguir de la enfermedad inflamatoria
intestinal (IBD) utilizando los métodos, ensayos y Sistemas

que se describen en la presente.
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