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DESCRIPCION

Procedimiento para detectar enfermedades que se basan en defectos de la proteina CFTR, reguladora de la conduc-
tancia a través de la membrana de la fibrosis quistica

La invencion se refiere a procedimientos y a medios no genéticos de deteccion de enfermedades que se basan en
defectos de la CFTR, en particular de la enfermedad fibrosis quistica (en inglés, “cystic fibrosis” o CF) y reivindica la
prioridad de los documentos de solicitudes de patentes alemanas 10208293.6 y 10216160.7 que se incorporan en
esta memoria como referencia.

Diferentes enfermedades que se basan en defectos de la CFTR, como por ejemplo la fibrosis quistica, la ausencia
congénita del conducto deferente y algunas formas de pancreatitis, son bien conocidas. La fibrosis quistica, también
conocida como mucoviscidosis, representa una de las enfermedades mas frecuentes de origen genético. La enfer-
medad se manifiesta con una frecuencia que varia regionalmente, de aproximadamente 1:2500 recién nacidos.

La fibrosis quistica se hereda de forma autosémica recesiva y se debe a un defecto en el brazo largo del cromosoma
7. Esta afectado el gen que codifica la proteina CFTR (reguladora de la conductancia a través de la membrana de la
fibrosis quistica), una proteina de transporte a través de la membrana. El principal sintoma de esta enfermedad
grave es un funcionamiento incorrecto general de los epitelios, de todas las glandulas exocrinas, de los pulmones y
del tracto digestivo. La enfermedad se manifiesta por un aumento de la viscosidad de las secreciones de las glandu-
las mucosas en el pulmén y en el pancreas. En el curso progresivo de la enfermedad tienen lugar importantes cam-
bios anatomicos, que tienen como consecuencia graves complicaciones en la region de las vias respiratorias, como
por ejemplo infecciones crénicas con enfisema pulmonar y trastornos graves de la digestion (malabsorcién), con
pérdidas de liquido y de electrolitos. El tratamiento de la fibrosis quistica se lleva a cabo mediante sustitucion enzi-
matica, tratamiento especifico con antibiéticos y fisioterapia (masajes de percusion). La enfermedad no es curable.
Los pacientes con fibrosis quistica padecen una limitacion sustancial de su calidad de vida y, por lo general, llegan a
una edad de aproximadamente 40 afios, a pesar de la buena asistencia sanitaria actual.

La aparicién de la enfermedad todavia no esta determinada claramente. El gen afectado codifica un canal de cloruro
localizado principalmente en la membrana de las células epiteliales. Se describe una variedad de mutaciones dife-
rentes, que conducen a un aumento de la viscosidad de la mucosidad y a un cambio de la composicion de las secre-
ciones (Pschyrembel, Klinisches Worterbuch, 2582 edicion). La mutacién mas frecuente es la delecion de fenilalanina
en la posicion 508 (AF508). Ademas de la forma homocigota de la fibrosis quistica, la enfermedad también se puede
desarrollar en portadores de genes heterocigotos con diferentes grados de gravedad y también se puede desarrollar
a una edad avanzada. Aproximadamente el 4% de la poblacién blanca de Europa y de los EE.UU. es portadora de
una mutacion de CFTR heterocigota.

Por la bibliografia es conocido que en pacientes con FQ con la mutacién homocigota AF508, la proteina CFTR no
llega a la membrana plasmatica de las células o se ancla de manera insuficiente en la membrana. Una proteina
CFTR tal, es por ello incapaz de funcionar.

Por la bibliografia es conocido ademas, que la CFTR tiene una influencia sustancial sobre la regulacion del volumen
celular. En las células, en las que la funcidon de la CFTR no esta alterada, esta interviene en un mecanismo autocri-
no, que esta dirigido por la liberacion de ATP y la transmision de la sefial mediante ATP (adenosin trifosfato), a tra-
vés de un canal de iones separado. Un medio hipoténico produce un flujo de agua hacia adentro de la célula. La
inflamacion celular resultante, activa la CFTR, que a su vez libera un transporte de ATP desde la célula hacia afuera.
El ATP extracelular activa los receptores purinérgicos, que impulsan en la célula a la fosfolipasa C (PLC) para la
formacion de inositol trifosfato (IPs). El inositol trifosfato aumenta la concentracion intracelular de iones calcio (Ca?*).
Una concentracion intracelular elevada de iones calcio activa los canales de potasio y cloruro, dependientes de cal-
cio, asi como los canales para osmolitos, como por ejemplo taurina. Acto seguido, los iones de potasio y cloruro
salen de la célula. Debido a esta pérdida neta de sales, el agua fluye detras de forma osmotica. Como consecuen-
cia, la célula se contrae (Braunstein, G. B. y col. The Journal of Biological Chemistry, vol. 276, n° 9, edicion del 2 de
marzo, pags. 6621 a 6630, 2001). Este proceso se denomina disminucién regulada del volumen, del inglés: “regula-
tory volumen decrease” (RVD). Se ha mostrado que los glébulos rojos humanos después de una deformaciéon meca-
nica, liberan ATP de forma dependiente de CFTR. (Sprague RS, Ellsworth ML, Stephenson AH, Kleinhenz ME, Loni-
gro AJ, "Deformation-induced ATP release from red blood cell requires cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator activity”. American Journal of Physiology, 275:H1726-H1732, 1988). Se ha mostrado que en los medios
hipotdnicos, los globulos rojos de algunas especies regulan su volumen en funcién del ATP, sin embargo, los glébu-
los rojos humanos no. (Light DS, Capes TL, Gronau RT, Adler MR. “Extracellular ATP stimulates volumen decrease
in Necturus red blood cell’. American Journal of Physiology, septiembre, 277 (3 pt 1):C480-91. 1999).

Métodos de diagndstico de la fibrosis quistica:

1) Hasta ahora, el diagnéstico de la fibrosis quistica se ha llevado a cabo, entre otros métodos, a través de una
prueba de sudor en la que se determina la reabsorcién de cloruro dependiente de CFTR de las células epiteliales de
los conductos sudoriparos, mediante la medicion de la concentracion de cloruro en el sudor (documento de patente
n® WOO00/13713 titulo: “Macroscopic sweat test for cystic fibrosis). En pacientes con FQ, se encuentra un aumento
de la concentracion de cloruro. La prueba del sudor ofrece con frecuencia resultados poco claros. Ademas, es muy
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larga y laboriosa y por lo tanto costosa.

2) Otros métodos son la medicién de la tripsina inmunorreactiva que llega a la sangre por la insuficiencia pancreatica
de los pacientes con FQ (documento de Patente n°: AU 6445186. Titulo: “Detection of immunreactive trypsin and
cystic fibrosis using monoclonal antibody” y

3) la deteccién de un aumento del contenido en albumina en el meconio (materia fecal infantil) de bebés (documento
de Patente de EE.UU. n°: 3.902.847, titulo: “Diagnostic device and method for the diagnosis of mucoviscidosis (cystic
fibrosis)”).

4) Ademas, el diagndstico de la FQ se puede realizar mediante el analisis de la secrecion de las glandulas salivales
y por

5) la medicion exacta, pero compleja, y por lo tanto poco aplicada hasta el momento, del potencial transepitelial en la
mucosa nasal.

6) Una posibilidad adicional para el diagnéstico de la fibrosis quistica es el reconocimiento de la mutacion mediante
el analisis directo del gen (documento de Patente n® WO94/15216. Titulo: “Detection of cystic fibrosis or a gene mu-
tation”). La investigacion genética solo permite ciertamente unas conclusiones muy limitadas en relacién con altera-
ciones funcionales. Hasta la fecha se conocen cientos de mutaciones diferentes de la CFTR, que conducen a un
cuadro clinico mas o menos definido. Sin embargo, en los andlisis genéticos, solo se examinan aproximadamente 15
mutaciones diferentes, que causan solo un 80% de todas las enfermedades de FQ.

7) Se propuso un ensayo de FQ, en el que se tenia que medir el ATP liberado por eritrocitos mediante deformacion
mecanica, con un ensayo de luciferin-luciferasa. Este se basa en la observacion de una relacién entre CFTR y la
secrecion de ATP. (Verloo, P. y col., Pediatric Pulmonology, supl. 20:72 (2000)).

8) Otros métodos se basan en las diferencias entre FQ y no FQ, en la cinética de algunas enzimas, como por ejem-
plo, la deshidrogenasa de NADH de las mitocondrias (documento de Patente: PCT/US80/00370, titulo: “Cystic fibro-
sis detection method”), que se puede medir por ejemplo en el material homogeneizado de linfocitos.

9) La enzima hidrolasa de los pacientes con FQ muestra una cinética de inactivacion mas rapida que la hidrolasa de
las personas sanas sometidas a ensayo, bajo determinadas condiciones de ensayo (documento de Patente de
EE.UU. n°® 4.469.788, titulo: “In vitro diagnosis of cystic fibrosis”).

Los procedimientos de deteccion conocidos son, p. €j., costosos y tienen el inconveniente de que ofrecen poca fiabi-
lidad y, por lo tanto, no permiten una deteccion fiable de la fibrosis quistica en recién nacidos. El analisis genético es
posible en nifios recién nacidos, pero en caso de una mutacién heterocigota no ofrece ninguna informacion sobre el
alcance funcional del defecto de la CFTR. La prueba del sudor esta ligada a fluctuaciones considerables. La medi-
cion de la tripsina inmunorreactiva y la medicién de la albumina en el meconio no son muy fiables.

Gracias a un diagnéstico de la fibrosis quistica fiable, realizado tan pronto como sea posible, lo més eficaz en recién
nacidos, un tratamiento especifico desde el primer dia de vida, podria mejorar la situacién sanitaria de los pacientes,
y aumentar claramente de este modo la esperanza de vida, ya que en este caso los cambios anatomicos graves,
causados por la enfermedad, se desarrollarian con menos intensidad.

Puesto que los procedimientos convencionales no permiten un diagnéstico precoz seguro de la fibrosis quistica, las
enfermedades de la FQ se pueden reconocer con seguridad sélo en una fecha posterior. En la practica clinica, los
bebés se tratan especialmente con antibiéticos, en caso de sospecha justificada, lo que provoca gastos y puede
conducir a trastornos de la salud. En caso de mutaciones heterocigotas de FQ, es posible que la enfermedad se
manifieste por primera vez con distintos grados de gravedad en la juventud o incluso mas tarde, en la edad adulta,
por lo que un tratamiento temprano con éxito no es posible. Ademas, hay cuadros clinicos, como por ejemplo deter-
minadas enfermedades pancreaticas, que estan asociados con mutaciones del gen CFTR.

Es un objeto de la invencion poner a disposicion un método adecuado para detectar de manera fiable y lo antes
posible, las enfermedades que se basan en defectos de la CFTR, especialmente la fibrosis quisticas.

Este objeto se logra mediante un procedimiento de deteccion de acuerdo con la reivindicacion 1. La identificacion
tiene lugar mediante la desestabilizacion de la regulacion del volumen dependiente de CFTR, en células sanguineas
y la discriminacion siguiente entre células con CFTR defectuosa o CFTR intacta. Esto es posible mediante la presen-
tacion de la lisis celular de las células con CFTR intacta.

Una célula no defectuosa es capaz de controlar y dirigir su volumen celular mediante mecanismos de interconexion,
a través de la entrada y salida de iones y de agua, en condiciones fisiologicas. En las células sanguineas no defec-
tuosas, después de la aplicacion de un medio de cloruro potasico 155 mM, el cloruro entra en la célula, entre otros, a
través de la CFTR funcional. La invencion se basa en la idea de inhibir la disminucion regulada del volumen (RVD),
influyendo, por ejemplo, mediante bloqueo de los canales dependientes de CFTR que transportan ATP, expresados
en la membrana celular. Los iones de potasio y de cloruro que fluyen hacia dentro, se acumulan en la célula funcio-
nal sin defectos, que, debido a la entrada de agua acompafiante, conduce a la lisis de las células sanguineas, mien-
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tras que una lisis de las células sanguineas defectuosas que carecen del transporte hacia el interior de los iones, no
se produce. Esto es especialmente el caso de las células sanguineas con FQ, que debido al defecto de CFTR no
tienen una entrada de los iones cloruro a través de la CFTR y cuya RVD es independiente de la CFTR. Por lo tanto,
no se acumula ningun tipo de presion positiva en las células, las células sanguineas con canales idnicos defectuo-
sos, especialmente las células sanguineas de pacientes con FQ, no sufren lisis.

Por el estado de la técnica se sabe ya que un fenotipo FQ suave se correlaciona con la funcionalidad de los canales
de CFTR y esta correlacidon se puede demostrar por una secrecion de CI'. (Bronsveld Inez y col.: “Chloride conduc-
tance and genetic background modulate the cystic fibrosis phenotype of AF508 homozygous twins and siblings”,
Journal of Clinical Investigation, vol. 108, n°® 11, diciembre de 2001, 1705-1715). También es conocido que la dismi-
nucion regulada del volumen defectuosa, acompafiada de una CFTR defectuosa, contribuye a la patogénesis de la
fibrosis quistica (Reddy M. M. y col. “Effect on Anion Transport Blockers on CFTR in the Human Sweat Duci”, Journal
of Membrane Biology, 189, 2002, 15-25). Hasta la fecha no se habia reconocido que esta relacién también existe en
las células sanguineas y la determinacion de la presencia de células sanguineas con un cambio de volumen diferen-
te, se puede utilizar para la determinacion de enfermedades basadas en defectos de la CFTR.

En pacientes con fibrosis quistica con una mutaciéon homocigota AF508, la CFTR no est4 en la membrana celular.
En caso de mutaciones heterocigotas y otras mutaciones diferentes de AF508, pequefias cantidades de CFTR fun-
cional, pueden estar en la membrana, que transportan cloruro y estan involucradas en la regulacion del volumen. La
cantidad de moléculas de CFTR funcionales presentes en la membrana celular es inversamente proporcional a la
gravedad de la enfermedad. Los analisis de sangre de personas sanas, de pacientes con fibrosis quistica y de
muestras de sangre tomadas de forma postnatal del cordén umbilical de recién nacidos (sangre del cordon umbilical)
confirman la viabilidad y el valor informativo del procedimiento del ensayo, en el que Gd** se utiliza para el bloqueo
de la regulacién del volumen. La evaluacién estadistica de los resultados previos de una investigacion con 22 pa-
cientes con FQ y 87 voluntarios sanos y 59 recién nacidos (sangre del cordon umbilical), muestra un aumento in-
equivoco del grado de hemdlisis después de la adicion de Gd* en los voluntarios sanos y en la sangre del corddn
umbilical. En los pacientes con FQ, solo se registra un ligero aumento del grado de hemdlisis después de la aplica-
cion de Gd**. Entre los 87 voluntarios sanos, 75 se identificaron como no FQ, es decir, verdaderos negativos (86%),
y 12 se identificaron como FQ, es decir, falsos positivos (14%). De los 22 pacientes con FQ, 18 se identificaron como
FQ, es decir, verdaderos positivos (82%), y 4 se identificaron como no FQ, es decir, falsos negativos (18%). 57 de
los 59 recién nacidos se identificaron como no FQ, es decir, verdaderos negativos (97%), y dos fueron identificados
como FQ, es decir, falsos positivos (3%) (Fig. 1).

Ejemplo de un procedimiento de deteccion para células sanguineas, de acuerdo con la reivindicacion 3:

El objetivo se logra mediante un procedimiento de deteccion, segun la reivindicacion 3, que es especialmente ade-
cuado para el diagndstico de enfermedades basadas en CFTR y permite el diagndstico de células sanguineas defec-
tuosas, mediante la identificacion de células sanguineas no defectuosas para la lisis celular, a través de la activacion
(apertura) de determinados canales ionicos de las células sanguineas no defectuosas.

La invencién de acuerdo con la reivindicacion 3, se basa en la idea de evocar una lisis de las células sanguineas no
defectuosas a través de la activacion de ciertos canales idnicos dependientes de CFTR en las células sanguineas no
defectuosas, a través de la entrada de aniones dentro de las células no defectuosas, por ejemplo, yoduro (I°), bromu-
ro (Br’), cloruro (CI'), fluoruro (F), gluconato (anién de acido glucénico), rodanato (SCN) y taurina. En las células
sanguineas defectuosas, estos canales ionicos dependientes de CFTR no existen o no son activables. Por lo tanto,
el flujo de entrada de aniones, como por ejemplo: yoduro, bromuro, cloruro, fluoruro, gluconato, rodanato y taurina
dentro de la célula defectuosa, no se produce. Por ello, no se puede acumular una presién elevada en la célula, las
células sanguineas defectuosas para CFTR, especialmente las células sanguineas de pacientes con FQ, no estan
sujetas a lisis.

Ya que este canal idnico dependiente de CFTR en las células sanguineas no defectuosas, permite el paso de anio-
nes, tales como por ejemplo: yoduro, bromuro, cloruro, fluoruro, gluconato y rodanato, asi como taurina, la diferen-
ciacion entre células sanguineas defectuosas y no defectuosas también puede llevarse a cabo en soluciones 155
mM que contienen como anién yoduro, bromuro, cloruro, fluoruro, gluconato, rodanato o taurina.

Las células sanguineas con canales ionicos defectuosos, especialmente las células sanguineas de pacientes con
FQ, no estan sujetas a lisis.

La evaluacion estadistica de los hallazgos del estudio en 48 pacientes con FQ y 148 voluntarios sanos, asi como 82
recién nacidos (sangre del cordéon umbilical), muestra un aumento inequivoco del grado de hemdlisis después de la
adicion de sDIDS, (acido 4-amino-4'-isotiocianato-estilben-2,2'-disulfénico, de aqui en adelante denominado sDIDS),
en los voluntarios sanos y en la sangre del cordén umbilical. En los pacientes con FQ, sélo se puede registrar un
ligero aumento del grado de hemdlisis después de la aplicacion de sDIDS. De los 148 voluntarios sanos, 119 se
identificaron como no FQ, es decir, verdaderos negativos (80,4%), y 29 fueron identificados como FQ, es decir, fal-
sos positivos (19,6%). De los 48 pacientes con FQ, los 48 fueron identificados como FQ, es decir, verdaderos positi-
vos (100%). De los 82 recién nacidos, 80 fueron identificados como no FQ, es decir, verdaderos negativos (97,5%), y
2 fueron identificados como FQ, es decir, falsos positivos (2,5%), (Fig. 2).
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La activaciéon de un canal i6nico determinado dependiente de CFTR, que permite el paso de aniones tales como, por
ejemplo: yoduro, bromuro, cloruro, fluoruro, gluconato, rodanato y taurina, es posible con una sustancia que se origi-
na a partir de DIDS (sal sddica de acido 4,4'-diisotiocianato-estilben-2,2'-disulfénico) mediante un tratamiento espe-
cial. DIDS se disuelve en DMSO (0,1 M) y se almacena durante 4 semanas a 4°C en el refrigerador. A través de este
almacenamiento de DIDS, se produce un producto de la hidrdlisis de DIDS a través del agua residual que contiene
DMSO. Andlisis de esta solucion con métodos de espectrometria de masas, muestran que, ademas de DIDS, tam-
bién estan presentes el acido 4,4'-diamino-estilben-2,2'-disulfénico (DADS) y el acido 4-amino-4'-isotiocianato-
estilben-2,2'-disulfénico en la solucion (Fig. 3).

Mediante una hidrdlisis parcial de DIDS, se forma el acido 4-amino-4'-isotiocianato-estilben-2,2'-disulfonico, H.S y
CO: (Fig. 4):

Sal de Na® de acido 4,4'-diisotiocianato-estilben-2,2'-disulfénico (DIDS) + 2H,0 => sal de Na* de &cido 4-amino-4'-
isotiocianato-estilben-2,2'-disulfénico + H,S + COo.

Del mismo modo, un almacenamiento de &acido 4-acetamido-4'-isotiocianato-estilben-2,2'-disulfénico (SITS) en
DMSO hidratado a 4°C, durante semanas, produce productos de hidrdlisis, de modo que en una solucién tal, ade-
mas de SITS también se puede encontrar DADS y acido 4-amino-4'-isotiocianato-estilben-2,2'-disulfénico. Mediante
una hidrdlisis parcial de SITS, se forma acido 4-amino-4'-isotiocianato-estilben-2,2'-disulfénico y acido acético (Fig.
5):

Acido 4-acetamido-4'-isotiocianato-estilben-2,2'-disulfénico (SITS) + H,O => 4cido 4-amino-4"-isotiocianato-estilben-
2,2'-disulfonico + acido acético.

El acido 4-amino-4'-isotiocianato-estilben-2,2'-disulfénico se denomina en la presente invencion sDIDS.

También el producto de la hidrdlisis parcial de la sal sddica de acido 4,4'-diisotiocianato-dihidroestilben-2,2'-
disulfénico, (H2DIDS), se comporta como sDIDS. Se diferencia de sDIDS sélo por un enlace sencillo de los atomos
de carbono entre los anillos de fenilo, en contraste con un doble enlace en sDIDS.

Sal de Na* de acido 4,4'-diisotiocianato-dihidroestilben-2,2'-disulfénico (H2DIDS) + 2H,0
Sal de Na* de acido 4-amino-4*-isotiocianato-dihidroestilben-2,2'-disulfénico + HyS + CO-
La estructura de la férmula se muestra en la Fig. 7.

Ya en 1987 describieron Horobin, Payne y Jakobsen (Horobin RW, Payne JN, Jakobsen P, “Histochemical implica-
tions of the biological properties of SITS and some related compounds”. Journal of Microscopy, abril de 1987,
146(1):87-96), que SITS y DIDS se transforman en una solucién acuosa mediante hidrolisis del grupo acetamido, por
ejemplo un grupo isotiocianato, en acido 4-amino-4'-isotiocianato-estilben-2,2'-disulfénico. Esto ocurre a temperatura
ambiente en una semana. Después de tres semanas, se ha formado el DADS a través de la hidrdlisis del grupo
isotiocianato restante. Con el almacenamiento de DIDS o SITS en DMSO durante varios dias a temperatura ambien-
te, se forman polimeros mediante la reaccién de los grupos isocianato con grupos amino (Fig. 6). En la bibliografia,
se describe la formacion de polimeros de DIDS (Schultz BD, Singh AK, Devor DC. Bridges RJ. “Pharmacology of
CFTR chloride channel activity”. Physiol Rev. Enero de 1999, 79 (1 supl): pags. 109-44. Revision).

En los experimentos para el desarrollo del ensayo, se mostré que la reaccion observada de los glébulos rojos no se
podia explicar por los mecanismos conocidos en la bibliografia. Las reacciones de las células sanguineas sélo son
explicables por la existencia de una proteina del canal, que ain no se conoce en la bibliografia. Por medio de la
tecnologia de fijacion de membrana (en inglés, “patch-clamp”), se pudo observar la capacidad de activacién reversi-
ble de una conductividad (proteina del canal) a través de sDIDS, en una linea celular de epitelio humano de las vias
respiratorias, (Calu-3) con la configuracion de célula completa (Fig. 8).

Con la configuracion de célula completa de la tecnologia de fijacion de membrana, se mide la corriente transmem-
branal de una célula, con un potencial predeterminado. El potencial endocelular se mantuvo durante 0,5 segundos
en cada caso, con valores entre -90 hasta +10 mV y se incrementé a intervalos de 10 mV (8.d). Las corrientes que
se producen en una célula con este intervalo de voltaje, se presentan en 8a-8c. En 8a, se muestra la corriente de
base de una célula sin tratar (testigo). Mediante el tratamiento con sDIDS, aumenta la conductividad de la membrana
celular de esta célula junto con la corriente (8b). Después de eliminar sDIDS del experimento (testigo posterior),
disminuye la conductividad de la membrana celular de esta célula, junto con la corriente (8c). En 8e, la corriente se
representa en funcién del potencial aplicado, por lo que la pendiente de la curva es una medida de la conductividad.

La nueva proteina del canal permite el paso a iones, tales como por ejemplo: yoduro, bromuro, cloruro, fluoruro,
gluconato, rodanato y taurina. Ademas, esta proteina del canal depende de CFTR, ya que en las células sanguineas
de pacientes con FQ, no se puede activar con sDIDS una conductividad de iones, tales como por ejemplo: yoduro,
bromuro, cloruro, fluoruro, gluconato, rodanato y taurina.

Esta conductividad se denomina en esta memoria "canal aniénico activable con sDIDS", abreviado SDAC, y de aqui
en adelante denominado SDAC.
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Los analisis anteriores de la sangre de personas sanas, de pacientes con fibrosis quistica y de muestras de sangre
del corddn umbilical de recién nacidos (sangre del corddn umbilical), confirmaron la viabilidad facil y el valor informa-
tivo del procedimiento del ensayo de acuerdo con la invencién.

El procedimiento de deteccidon de acuerdo con la invencién se puede utilizar preferentemente con células sangui-
neas. El uso de reticulocitos y eritrocitos jovenes es especialmente ventajoso.

Los reticulocitos son las células precursoras de los gldbulos rojos, los eritrocitos. Se producen en la médula 6sea y
se llaman reticulocitos desde el momento en que entran en la corriente circulatoria de la sangre. Poseen organulos
celulares y sistemas de transporte a través de la membrana. Después de aproximadamente tres dias, los reticuloci-
tos maduran y se convierten en eritrocitos jévenes por la pérdida de sus organulos celulares y de una parte de sus
sistemas de transporte a través de la membrana. Los eritrocitos permanecen en la circulacion sanguinea aproxima-
damente 100 dias y pierden de forma continuada durante ese tiempo, sus proteinas unidas a la membrana. Dado
que los eritrocitos no tienen nucleo celular, no es posible la nueva sintesis de proteinas. La porcién de reticulocitos
en la sangre es de 0,4 a 2% de las células sanguineas en adultos y hasta un 10% en recién nacidos.

El procedimiento segun la invencién que influye en la regulacion del volumen de las células sanguineas mediante el
bloqueo de proteinas transmembranales o mediante la activacion de canales i6nicos dependientes de CFTR, produ-
ce un fuerte aumento del volumen vy la lisis de células sanguineas no defectuosas, se puede aplicar a una multiplici-
dad de métodos de investigacion para la identificacion de otros defectos de canales, tales como por ejemplo, el sin-
drome de Bartter. El sindrome de Bartter es una enfermedad hereditaria, perjudicial para los rifiones, que puede
conducir a paralisis, hiperhidratacién y debilitamiento general del cuerpo.

En comparacion con los métodos convencionales utilizados hasta la fecha, el procedimiento de deteccion segun la
invencion, tiene la ventaja de que se puede utilizar de forma rapida, sencilla, con alto rendimiento de las muestras y
por lo tanto rentable. El material del analisis, en forma de pequefias cantidades de sangre del paciente, se obtiene
facilmente y se puede procesar con las instalaciones y los instrumentos comunes de un laboratorio hospitalario. Con
la sangre tomada del cordén umbilical posterior al parto, se puede realizar una deteccion en el recién nacido sin una
accion invasiva.

Realizacion preferida de acuerdo con el procedimiento 2:

De acuerdo con la invencién, en primer lugar se obtienen las células sanguineas a partir de la sangre completa por
centrifugacion. Las células sanguineas se lavan una vez con una solucién salina isoténica y después se suspenden
de nuevo en una solucién que consta de KCI 155 mM, tampén HEPES 10 mM (acido 4-(2-hidroxietil)piperazin-1-
etanosulfénico), (pH 7,4) y GdClz 100 mM. Esta solucién se incuba durante 60 minutos con agitacion a 37°C. y a
continuacién se determina la hemoglobina liberada en la solucidon. Los reticulocitos y los eritrocitos jovenes proce-
dentes de la sangre de voluntarios sanos se rompen y se libera la hemoglobina, se someten a hemdlisis bajo las
condiciones especificadas. La hemdlisis se determina mediante un examen visual y se cuantifica mediante la medi-
cion de la absorcion a una longitud de onda de 546 nm. Ademas, también se puede realizar un recuento de reticulo-
citos en un frotis. De este modo, es posible que cualquier médico practicante pueda realizar el ensayo, el cual posi-
blemente no tenga el equipamiento de un laboratorio de hospital.

Mediante el uso descrito de Gd*" como inhibidor de la liberacién de ATP, se proporciona una sustancia quimica
econdémica y de facil manipulacion. El ensayo puede proporcionar un resultado fiable al cabo de una hora. El tiempo
de trabajo y los gastos de material son especialmente bajos en este caso.

Gracias a las condiciones del ensayo escogidas en la realizacion preferida del procedimiento segun la invencion, los
iones cloruro fluyen dentro de la célula sanguinea. Las células sanguineas sanas reaccionan al respecto con una
cascada de sefales autocrinas, que se inicia por la liberacion de ATP dependiente de CFTR y conduce a la entrega
de osmolitos. La entrada y la salida estan en equilibrio. Esta liberaciéon de ATP dependiente de CFTR se puede in-
hibir mediante la adicién del producto quimico, cloruro de gadolinio (GdCls), que tiene como consecuencia una acu-
mulacion de iones cloruro en la célula. Por otra parte, también se pueden utilizar otros inhibidores de esta liberacion
de ATP, por ejemplo, iones de lantano (La**) en forma de cloruro de lantano (LaCls) y otros inhibidores de canales
de cationes, activables por deformacion (canal catiénico activable por extension, SAC). La entrada de agua asociada
con el flujo de entrada de iones conduce a la rotura de las células sanguineas sanas. La hemdlisis puede ser detec-
tada por fotometria.

Realizacion preferida de acuerdo con el procedimiento 3:

El procedimiento de acuerdo con el procedimiento 2 se realiza de forma analoga a la realizacién segun el procedi-
miento 1, s6lo que las células sanguineas se suspenden de nuevo en una solucién que consta de KCI 155 mM,
tampon HEPES 10 mM (pH 7,4) y sDIDS 100 uM. Esta solucién se incuba durante 60 minutos con agitaciéon a 37°C y
a continuacion se determina la hemoglobina liberada en la solucién.

A través de las condiciones seleccionadas de la realizacion preferida del procedimiento segun la invencién, los iones
cloruro entran en las células sanguineas no defectuosas a través del canal de aniones activado por sDIDS en la
célula sanguinea. Esto conduce a la acumulacién de iones cloruro en la célula sanguinea y la entrada de agua aso-
ciada con la entrada de iones, produce la rotura de la célula sanguinea sana. La hemolisis se puede detectar por
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fotometria. Este procedimiento también se puede realizar con soluciéon tamponada con HEPES 10 mM (pH 7,4), que
contiene yoduro, bromuro, fluoruro, gluconato o rodanato 155 mM como anion.

La aplicacién del ensayo de FQ también es posible en la sangre completa. De este modo el procedimiento del ensa-
yo consigue otras posibilidades de aplicacion, ya que se puede llevar a cabo de forma aun mas sencilla y rapida.

Una ventaja particular del ensayo descrito es por primera vez la posibilidad de poder distinguir funcionalmente una
proteina CFTR sana de una proteina CFTR enferma mutada, asi como detectar de manera fiable mutaciones hete-
rocigotas de CFTR, que conducen a cambios fisioldgicos. En comparacién con el andlisis genético, el procedimiento
de acuerdo con la invencién es una prueba funcional, mas econémica y que permite un rendimiento elevado de las
pruebas debido a su rapida viabilidad, que es particularmente importante para la deteccion.

En el contexto de la deteccidn en un recién nacido a través del procedimiento de acuerdo con la invencién, se pue-
den limitar por ejemplo los dafios emergentes y, por lo tanto, los gastos resultantes de la fibrosis quistica y se puede
realizar una evaluacion razonable de los riesgos para el paciente en cuestion. Mediante el diagnéstico precoz, se
pueden evitar alteraciones patolégicas de los pulmones y del tracto digestivo o al menos influir positivamente en su
desarrollo, ya que en el primer afio de vida, se observan frecuentemente complicaciones graves debidas a trastornos
intestinales que con frecuencia tienen un desenlace mortal. En edades avanzadas, la muerte se produce mas debido
a una insuficiencia pulmonar, incluyendo insuficiencia cardiaca, debido a la sobrecarga de la circulaciéon pulmonar.
Ademas, una terapia adecuada, comenzada a tiempo y el evitar la administracion de antibiéticos inadecuados, per-
miten una clara mejora de la calidad de vida y, por lo tanto, un aumento de la esperanza de vida de los pacientes
con FQ.

En las figuras se muestra:

Fig. 1: Evaluacion estadistica de los experimentos de acuerdo con la reivindicacion 2.
Fig. 2: Evaluacion estadistica de los experimentos de acuerdo con la reivindicacion 3.
Fig. 3: Espectro de masas de la solucién almacenada indebidamente de DIDS en DMSO (0,1 M).
Fig. 5: Hidrdlisis parcial de SITS

Fig.

2
3
Fig. 4: Hidrdlisis parcial de DIDS
5
6: Polimerizacion de DIDS y acido 4-amino-4-isotiocianato-estilben-2,2'-disulfonico
7

Fig. 7: Sal disodica de acido 4-amino-4'-isotiocianato-dihidroestilben-2,2'-disulfénico

Fig. 8: Relacion de tension y corriente de células Calu-3, medida con la técnica de fijacion de membrana con la con-
figuracién de célula completa.
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REIVINDICACIONES

1.- Procedimiento in vitro para el diagnéstico de defectos en CFTR en una muestra de células sanguineas que
comprende las siguientes etapas:

- desestabilizacion de la regulacion del volumen dependiente de CFTR y

- discriminacion entre células que presentan un defecto de la CFTR y células con CFTR intacta, por deteccion de la
regulacion del volumen de las células sanguineas con CFTR intacta mediante la representacion de la lisis celular.

2.- Procedimiento para el diagnéstico de defectos de CFTR de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado
por la activacion (apertura) o la inhibiciéon de un canal de la membrana dependiente de CFTR.

3.- Procedimiento segun una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por una hemolisis de las células
sanguineas con CFTR intacta y por una falta de hemolisis en las células sanguineas que presentan un defecto de la
CFTR.

4.- Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por un procedimiento
6ptico luminoso para la cuantificacién de la hemolisis.

5.- Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por un recuento de los reti-
culocitos en el frotis para el registro de la hemolisis.

6.- Procedimiento segun una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por el uso de un inhibidor de la
liberacion de ATP para inhibir la regulacién del volumen.

7.- Procedimiento segun una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por el uso de un inhibidor de los
canales catidnicos activables por extension (SAC).

8.- Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 7, caracterizado por el uso de Gd*" como inhibidor.

9.- Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizado por un agente de activacion (apertura)
del canal idnico dependiente de CFTR (SDAC).

10.- Procedimiento segun la reivindicacion 9, caracterizado por un derivado de estilbeno como agente de activa-
cion.

11.- Procedimiento segun la reivindicacién 10, caracterizado por acido 4-amino-4’-isotiocianato-estilben-2,2’-

disulfénico del mismo como agente de activacion.

12.- Uso de un derivado de estilbeno para activar el canal iénico dependiente de CFTR, SDAC, en células san-
guineas in vitro.

13.- Procedimiento segun una de las reivindicaciones anteriores 1 a 11, caracterizado por la determinacion del
grado de gravedad de la fibrosis quistica mediante comparaciones cuantitativas.

14.- Procedimiento segun una de las reivindicaciones anteriores 9-10, 13, caracterizado por el uso de acido 4-
amino-4’-isotiocianato-dihidroestilben-2,2’-disulfénico como agente de activacion.

15.- Equipo de reactivos para diagnéstico que contiene acido 4-amino-4’-isotiocianato-dihidroestilben-2,2’-
disulfénico.

16.- Compuesto quimico de férmula general
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Fig. 7
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Fig. 8
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