
Discovery*Study*Results*
 
•  Proteins) found) to) dis-nguish) full1term) controls) and) PTB) cases) by)

univariate)analysis)came)from)both)cura-on)and)discovery)contribu-ons)
to)the)MRM)assay.)

)

)
)
)
•  Univariate)analysis)of)the)MRM1MS)discovery)studies)iden-fied)analytes)

amongst) mul-ple) pathways) and) func-onal) categories) of) relevance) to)
PTB1,318,)with)immune)response)highly)represented)(DAVID).)

)
)
•  Ingenuity)Pathway)Analysis) illustrates)the)density)of)significant)analytes)

in)select)func-onal)categories)of)relevance)to)PTB.)

)
)
)
•  LASSO)classifica-on)results.)
)
)
)
)

•  Results) are) reported) as) the) mean) area) under) the) receiver) opera-ng)
characteris-c) (AUC)) curve) for) 1000) bootstraps) using) a) LASSO) classifier)
composed)of)the)top)univariate)analytes.)
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Abstract*
*
Introduc7on:* The) e-ology) of) preterm) birth) (PTB)) includes) factors) such) as)
infec-on,)placental)hemorrhage)and)stress.)Exis-ng)tests)have)poor)performance)
and) are) limited) in) u-lity,) especially) in) nulliparous) pa-ents.) Thus,) there) is) a)
compelling)need)to)iden-fy)biomarkers)of)PTB)to)enable)interven-ons)for)pa-ents)
at)risk.)
))
Methods:* The) Proteomic) Assessment) of) Preterm) Risk) clinical) trial) (11) sites))
enrolled) 5500) pa-ents) representa-ve) of) the)US) popula-on.)We) employed) a) 21
phase) discovery) strategy) (Fig) 1).) First,) candidate) protein) biomarkers) were)
assembled)by)both)hypothesis)dependent)database)query)and)a)first1pass)shotgun)
proteomics) discovery) effort.) Second,) a) single)MRM1MS) assay)was) developed) to)
quan-fy)over)200)candidate)biomarkers)in)serum)samples)from)approximately)90)
PTB) cases) and) 180) controls.) Univariate) p1values) and) AUROC) values) were)
calculated.)Mul-variate)classifier)performance)using)panels)of)significant)analytes)
was)assessed)by)a)bootstrap)method)with)LASSO)and)Random)Forest)models.)
))
))Figure)1)))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))Table)1 )*
)
)
)
)
)
)
)
))
))
))
))
))
*
*
Results:*Univariate)analysis)of)the)MRM1MS)discovery)studies)iden-fied)analytes)
amongst)mul-ple)func-onal)pathways)of)relevance)to)PTB,)with)immune)response)
highly) represented) (Table) 1,) DAVID) Sokware).) Mul-variate) classifiers)
demonstrated)a)highly)sta-s-cally)significant)separa-on)of)cases)and)controls) in)
these)training)models.)
))
Conclusions:* Our) strategy) for) iden-fica-on) of) biomarkers) enabled) greater)
predic-ve) power) than) obtained) from) clinical) characteris-cs) alone) and) revealed)
func-onal)pathways)important)to)the)e-ology)of)PTB.)Once)classifiers)have)been)
finalized,)their)performance)will)be)assessed)in)follow1up)valida-on)studies.)

 
 
 

 

Proteomic*Assessment*of*Preterm*Birth*
(PAPR)*Clinical*Trial*

*
•  Purpose:))The)purpose)of)this)study)is)to)to)collect)and)store)blood)

samples)that)will)be)u-lized)to)develop)a)mul-marker)test)to)predict)
preterm)delivery.)

)
•  Condi-on:))Preterm)Birth)
)
•  Primary)Outcome)Measures:))Spontaneous)Preterm)Birth)
)
•  Inclusion)Criteria:)
)
))))))1Subject)is)18)years)or)older.)
))))))1Subject)has)a)singleton)pregnancy.)
))))))1Subject)is)able)to)provide)consent.)
)
•  Exclusion)Criteria:)
)
)))))1Subject)is)pregnant)with)more)than)one)fetus.)
)))))1There)is)a)known)or)suspected)fetal)anomaly.)
 
 

ClinicalTrials.gov*Iden7fier:**NCT01371019 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

MRMPMS*Assay*Development*
 

Process)workflow)
)
)

 
 
•  The) workflow) described) above) was) developed) to) evaluate) PAPR)

serum)samples)in)a)96)well)format.)

•  Each) step) in) the) process) was) op-mized) to) reduce) variability) and)
improve)throughput.)

•  Serum) samples) were) immunoaffinity1depleted) of) the) 14) highest)
abundance) proteins) (MARS114),) digested)with) trypsin) and) subjected)
to)LC1MS/MS)quan-fica-on)by)MRM.)

)
•  Peak)areas)were)determined)using)Agilent’s)Mass)Hunter™)sokware.)
)
•  Data) was) corrected) for) run1order) and) batch) effects) and) used) for)

significance)tes-ng)and)univariate)and)mul-variate)classifica-on.)

 
 

Process)Performance)
)

•  Mars114)Deple-on)Chromatogram.)

)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)

•  Graph)showing)reproducibility)of)MARS114)deple-on.)

)

)
)
)
•  Graph)showing)that)transi-ons)to)the)same)pep-de)and)

pep-des)to)the)same)protein)were)highly)correlated,)indica-ve)
of)a)robust)assay.)

)
)
)
•  Variability)for)the)MARS114)deple-on)and)LC1MS/MS)steps)

were)very)low.))

•  Process)op-miza-on)included)sample)volumes,)buffer)
composi-ons,)digest)and)desal-ng)parameters,)instrument)
specific)parameters)and)LC1MS/MS)transi-on)QC)metrics.)

•  This)resulted)in)a)process))with)rela-vely)low)overall)analy-cal)
variability.)

)
)

)
)
•  Correc-ons)for)sample)run1order)and)batch)reduced)variability)

further.)

•  Advanced)MRM1MS)assay)specifica-ons:)
)

•  >900)transi-ons)
•  >450)pep-des)
•  >200)proteins)

)

)

Introduc7on*
)
•  PTB))is)mul-factorial)with)e-ologies)that)include:)infec-on,)

inflamma-on,)placental)hemorrhage,)uterine)disten-on)and)stress1.)
)
•  Exis-ng)tests)have)poor)performance)and)are)limited)in)u-lity,)

especially)in)nulliparous)pa-ents.))

•  There)is)a)compelling)need)to)iden-fy)biomarkers)of)PTB)to)enable)
interven-ons)for)pa-ents)at)risk.)

•  The)mul-1e-ologies)of)PTB)indicate)that)a)prerequisite)of))good)test)
performance)will)be)the)coverage)of)mul-ple)biological)pathways.)

•  We)used)both)hypothesis)dependent)and)independent)approaches)to)
iden-fy)candidate)analytes)of)broad)biological)relevance.)

•  We)report)the)development)of)an)MS1based)highly)mul-plexed)assay)
and)its)use)in)the)discovery)of)biomarkers)of)PTB.)
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Discovery*Strategy*

 
 
 
 
 
 

 
 

Methods  
 
•  The)Proteomic)Assessment)of)Preterm)Risk)clinical)trial)serum))

samples)were)used)for)assay)development)and)biomarker)discovery.)
)
•  We)employed)a)21phase)discovery)strategy.)))

•  First,)candidate)protein)biomarkers)were)assembled)by)both)
hypothesis)dependent)database)query)and)a)first1pass)shotgun)
proteomics)discovery)effort.))

•  Second,)a)single)MRM1MS)assay)was)developed)to)quan-fy)over)200)
candidate)biomarkers)in)serum)samples)from)approximately)90)PTB)
cases)and)180)controls.))

•  Univariate)p1values)and)area)under)the)receiver)opera-ng)
characteris-c)curve)values)were)calculated.)

•  Mul-variate)classifier)performance)using)panels)of)significant)analytes)
was)assessed)by)a)bootstrap)method)with)LASSO)and)Random)Forest)
models.)

 
 
 
 
 
 
 

 
 

Hypothesis*Independent*Discovery*
)

Process)workflow)

•  Serum)samples)were)depleted)of) the)14)highest)abundance)proteins)
using) the) Agilent) Human) 14) Mul-ple) Affinity) Removal) Column)
(MARS114),) digested)with) trypsin) and) subjected) to)MudPIT2) analysis)
using)an)LTQ1Orbitrap.)

MudPIT)

)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)

•  Rela-ve)quan-fica-on)of)tryp-c)pep-des)was)determined)by)spectral)
counts)using)X!)Tandem3.)

•  Univariate) analysis)was)used) to)elect)proteins) for) incorpora-on) into)
the)MRM1MS)assay.)

 
Results)

)
•  Heat)map)for)top)15)shotgun)hits)showing)different)levels)of)

expression)between)PTB)samples)and)full)term)controls.)
 
 
                          Full-term controls     Preterm 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
•  A)single)highly)mul-plexed)MRM1MS)assay)was)built)combining)all)

transi-ons,)from)both)discovery)efforts,)corresponding)to)over)240)
proteins.)

•  Measurability)and)early)discovery)studies)using)PAPR)samples)were)
used)to)iden-fy)the)most)robust)pep-des/transi-ons)to)each)protein.)

•  The)resul-ng)Advanced)Discovery)MRM1MS)assay)was)used)in)the)
studies)described)here.)

 

 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Hypothesis*Dependent*Cura7on*
*

Search)Strategy)

•  Key)word)searches)were)conducted)using)publicly)available)
databases.)

•  Keywords)included)relevant)clinical)terms)(e.g.)preterm)birth),)their)
synonyms)and)related)terms)and)other)condi-ons)in)maternal)fetal)
medicine)(e.g.)preeclampsia,)intrauterine)growth)restric-on,)etc.).)

•  Clinical)search)terms)were)combined)with)terms)such)as)“biomarker”,)
“proteomics”,)“genomics”,)“blood”,)“serum”,)“plasma”,)etc.)

•  Candidate)proteins)were)extracted)and)mapped)to)the)best)RefSeq)
and)UniProt)iden-fiers.))When)possible)relevant)splice)variants)were)
iden-fied.)

•  Candidate)proteotypic)tryp-c)pep-des)and)their)corresponding)
transi-ons)were)selected)using)proprietary)and)public)databases.)

 
 
 
 

 
 

Depleted)
Peak)

Regenera-on)
Peak)

Conclusions*
 
•  Our) 21phase) strategy) lead) to) the) iden-fica-on) of) biomarkers) across)

mul-ple)pathways)of)relevance)to)PTB.)

•  Good)performance)in)training)sets)using)mul-variate)models)constructed)
from)these)analytes)suggests)that)together)they)are)promising)candidates)
for)predic-on)of)PTB.)

•  Once)classifiers)have)been)finalized,)their)performance)will)be)assessed)in)
follow1up)valida-on)studies. 

Jay*Boniface*
jboniface@seraprognostics.com 
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Lasso 0.83 <0.01
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