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DESCRIPCION
Procedimiento de ayuda al diagnostico de un trastorno

Campo de la invencién

La invencién se refiere a deteccion selectiva multiplexada de enfermedad. En particular, la invenciéon se refiere a
detecciodn selectiva multiplexada de enfermedades hereditarias usando espectrometria de masas.

Antecedentes de la invencion

La espectrometria de masas (EM) es una potente técnica analitica cualitativa y cuantitativa que se ha introducido en
muchos laboratorios clinicos y de investigacion durante los ultimos 5 afios. El coste de los analizadores de EM ha
disminuido a un limite que es asequible para una mayoria de los laboratorios. En el laboratorio clinico se usan
espectrometros de masas para medir una amplia gama de analitos clinicamente relevantes. Cuando se aplica a
muestras bioldgicas, la potencia de la EM reside en su selectividad hacia la identificacion y cuantificacion de
compuestos. La EM en tandem (EMEM) es una técnica de EM que ofrece excelentes capacidades analiticas.

La deteccién selectiva como cribado de neonatos para la enfermedad metabdlica hereditaria, el hipotiroidismo
congénito, las hemoglobinopatias, la fibrosis quistica y una serie de otras afecciones definidas por requisitos locales
es ahora obligatoria en muchos paises.

La introduccién de EMEM para la deteccion selectiva de metabolitos ha revolucionado tanto el proceso de analisis
como el nimero de afecciones que, potencialmente, pueden someterse a deteccion selectiva. Tipicamente, este
sistema implica butilacion. Sin embargo, la deteccién selectiva utilizando analisis directo de los metabolitos es
posible.

Los inventores han demostrado previamente la viabilidad de la deteccion y confirmacion de hemoglobinopatias
clinicamente significativas por EMEM en un formato analitico adecuado para la deteccion selectiva de recién nacidos
prenatal.

La deteccion selectiva de metabolitos permite la deteccion de una amplia gama de metabolitos que son diagndsticos
para determinadas enfermedades hereditarias. En algunos centros de EE.UU. y Europa se han incluido hasta 30
afecciones. Sin embargo, para muchas afecciones, los metabolitos medidos facilmente ofrecen poca sensibilidad y
especificidad, por ejemplo, la metionina para la homocistinuria, lo que es un problema.

En el Reino Unido, la deteccion selectiva se ha restringido a la medicion de fenilalanina para el diagndstico de la
fenilcetonuria (FCU) y de octanoilcarnitina para el diagnostico de la deficiencia de la acilCoA deshidrogenasa de
cadena media (DADCM). Este es un enfoque rentable. Sin embargo, existe el deseo de aumentar el perfil de
deteccidn selectiva, lo que podria excluir afecciones que deben someterse a deteccién selectiva, por limitaciones
técnicas, al tiempo que incluyen afecciones con marcadores que tienen una sensibilidad y especificidad bajas. Este
enfoque de la técnica anterior provoca numerosos problemas logisticos y clinicos.

La deficiencia de biotinidasa es un ejemplo de una afeccion ue, en la actualidad, no se somete a deteccion selectiva
para el uso de un metabolito. La deficiencia de biotinidasa se produce en aproximadamente 1 de cada 110.000
nacidos vivos, en funcién de las variaciones étnicas en la poblaciéon sometida a deteccion selectiva. La deficiencia de
biotinidasa no diagnosticada puede causar la muerte, ataques resistentes anticonvulsivos, sordera bilateral,
degeneracion optica, problemas de la marcha, y una serie de otras afecciones clinicas inespecificas. Si se
diagnostica en el periodo neonatal y se instaura el tratamiento con dosis farmacoldgicas de biotina de por vida, el
fenotipo clinico se suprime totalmente y el crecimiento y el desarrollo son normales. Si se diagnostica tarde en la
vida, algunas manifestaciones clinicas pueden controlarse (por ejemplo, crisis), pero otras (por ejemplo, la sordera)
permanecen. En consecuencia, a pesar de su relativamente baja incidencia en la poblacion, es un candidato a
deteccion selectiva rentable. En muchos centros fuera del Reino Unido, la deteccion selectiva se realice para el uso
de un ensayo separado, la medicion de la actividad enzimatica directamente, utilizando un ensayo colorimétrico
basado en la medicion de acido para-aminobenzoico liberado a partir de acido biotinil-para-aminobenzoico (PABA
biotina). El ensayo requiere una muestra aparte especifica (mancha de sangre), es muy laborioso, requiere mucho
tiempo y es relativamente insensible. No se han descrito metabolitos en sangre utiles para el diagndstico de la
deficiencia de biotinidasa. Por lo tanto, la detecciéon selectiva de biotinidasa de acuerdo con la técnica anterior
implica numerosos inconvenientes y problemas.

La tirosinemia de tipo 1 es un ejemplo de una afeccion con un marcador propuesto que tiene una baja sensibilidad y
especificidad. La tirosinemia de tipo 1 (deficiencia de fumarlacetoacetasa) se produce en aproximadamente 1 de
cada 300.000 nacidos vivos, en funcién de las variaciones étnicas en la poblacion sometida a deteccién selectiva. La
tirosinemia de tipo 1 no diagnosticada puede dar como resultado insuficiencia hepatica fulminante, coagulopatia, y
muerte o raquitismo, crisis de tipo porfiria, complicaciones neuroldgicas y tumores hepaticos. El trasplante hepatico
es a menudo el Unico tratamiento. Si se diagnostica en el periodo neonatal y se instaura el tratamiento NTBC de por
vida, el fenotipo clinico se suprime totalmente y el crecimiento y el desarrollo son normales. En consecuencia, a
pesar de su rareza, se considera un candidato de deteccién selectiva rentable. En muchos casos, la tirosina en la
sangre se incrementa, pero esto no es diagnostico y los incrementos inespecificos de la tirosina en sangre son
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frecuentes en el periodo neonatal, por lo que es problematico cuanto se intenta usar el nivel de tirosina en sangre
como indicador unico de la enfermedad. La succinilacetona se considera que es el metabolito de diagndstico, pero
su medicidn no se integra facilmente en los sistemas de deteccion selectiva de metabolitos de la técnica anterior, lo
que es un problema. La succinilacetona se reconocié primero porque su inhibicion de la enzima porfobilinégeno
sintasa (PBG sintasa une dos moléculas de acido 5-aminolevulinico mediante deshidratacion), cuya inhibiciéon
contribuye a las crisis de tipo porfiria. En muchos centros se usa la actividad de la porfobilindgeno sintasa para la
deteccion selectiva de la tirosinemia de tipo 1 o proporcionar una prueba de reserva para las indicaciones iniciales
de un aumento de la tirosina. . El ensayo se basa en proporcionar acido 5-aminolevulinico como sustrato y medir el
porfobilinégeno producido. El ensayo requiere una mancha de sangre aparte, es muy laborioso, requiere mucho
tiempo y es relativamente insensible. La falta de comprension del proceso enzimatico también plantea problemas en
la técnica anterior relacionados con la tirosinemia.

El documento W0O2006/025863 divulga un procedimiento para detectar simultaneamente la actividad enzimatica
metabdlica y los niveles de metabolitos utilizando espectrometria de masas.

Nakanishi y col., (J. Mass Spec., 30, 1663 - 1 670, 1995) divulga el diagndstico de hemoglobinopatias de modo que
se preparan productos de digestion con tripsina y se analizan mediante espectrometria de masas.

Las actividades enzimaticas se miden generalmente en condiciones estandarizadas y optimizadas. Esta
normalizacion / optimizacion requiere tampones y condiciones de pH especificos. En consecuencia, los ensayos y
las condiciones individuales son casi siempre diferentes, a menudo sorprendentemente diferentes. Por lo tanto, cada
ensayo es casi Unico. Las condiciones de ensayo para una primera enzima de interés rara vez son adecuadas para
una segunda enzima o mas enzimas de interés, y de hecho, incluso pueden inhibir o inactivarla. Estos son
problemas graves cuando se desea llevar a cabo multiples analisis enzimaticos.

Ademas, se sabe que los tampones pueden suprimir significativamente la ionizacion por electropulverizacion de
compuestos importantes. Este es un problema en la técnica. Los intentos de la técnica anterior para resolver este
problema emplean tipicamente cromatografia para eliminar el tampon de la sefial compuesta. Esto es una etapa que
requiere tiempo y laboriosa que necesita equipo y conocimientos especializados para llevarla a cabo.

La presente invencién busca superar los problemas asociados con la técnica anterior.

Sumario de la invencién

Los enfoques actuales de la deteccidon selectiva de enfermedades hereditarias no son adaptables a la
multiplexacion. En la técnica anterior, las enfermedades individuales se someten a deteccién selectiva usando
conjuntos individuales de condiciones optimizadas para las pruebas especificas que se hagan. Ademas, muchas de
estas pruebas requieren manchas de sangre independientes. Esto no solo es laborioso y costoso, sino que también
es una seria limitacion en términos de la cantidad de sangre requerida. Este es un problema particularmente agudo
en el area de deteccion selectiva neonatal, en la que normalmente se extraen Unicamente pequefios volimenes de
sangre.

Los presentes inventores han desarrollado procedimientos que permiten la deteccion selectiva simultanea de
multiples afecciones. En otras palabras, los presentes inventores han desarrollado técnicas que permiten la
multiplexacién de los procedimientos de deteccion selectiva de manera que se puedan analizar multiples afecciones
usando soélo una Unica muestra, tal como una mancha de sangre.

Con el fin de lograr este avance, los presentes inventores han ido en contra de la forma de pensar en la técnica con
respecto a la optimizacion y la diluciéon / deteccion de las diversas entidades quimicas de diagndstico que se van a
analizar. Especificamente, los presentes inventores han desarrollado enfoques que abandonan los sistemas
tamponadores convencionales y tienen como resultado condiciones cataliticas deliberadamente suboptimas y / o
concentraciones subdptimas de las diversas entidades quimicas que se estan analizando. Sin embargo, en parte
como resultado de este enfoque, y en parte debido a la combinacidon con potentes técnicas de deteccion de
espectrometria de masas, se muestra sorprendentemente que una alta especificidad y un perfil de cribado amplio se
pueden combinar ventajosamente. Ademas de estas ventajas, es un beneficio adicional de la invenciéon que la
cantidad de muestra requerida también se reduce dramaticamente. Por ejemplo, tipicamente un panel de pruebas
mayor de lo que se lleva a cabo actualmente en una matriz estandar de seis manchas de sangre de neonato se
puede multiplexar ventajosamente para extraer un superconjunto de los resultados de las pruebas convencionales a
partir de una muestra de sangre que representa menos de 1/6 de la cantidad recogida para las pruebas
convencionales de la técnica anterior.

La invencion se basa en estos hallazgos sorprendentes.

Por lo tanto, en un aspecto, la invencién proporciona un procedimiento para ayudar al diagnéstico de un trastorno en
un sujeto, comprendiendo dicho procedimiento proporcionar una muestra de dicho sujeto, en la que la muestra
comprende sangre; analizar al menos dos caracteristicas de dicha muestra mediante analisis EM, en la que dichas
caracteristicas son indicadoras de un trastorno; dichas caracteristicas seleccionadas de: (i) la composicion de
aminoacidos de un polipéptido comprendido por dicha muestra; (i) un metabolito comprendido por dicha muestra; y
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(iii) una actividad enzimatica comprendida por dicha muestra, en el que las al menos dos caracteristicas comprenden
(i) la composicion de aminoacidos de un polipéptido comprendido por dicha muestra y al menos otra caracteristica
seleccionada de (ii) y (iii), en la que cada una de dichas al menos dos caracteristicas se determina a partir de un
analisis multiplexado en la misma muestra Unica, y en la que el ensayo de la composicion de aminoacidos de un
polipéptido comprendido por dicha muestra comprende (a) la adicidon de una endopeptidasa de dicha muestra, en la
que si se ensaya una actividad enzimatica comprendida dentro de la muestra, se afiade la peptidasa a la muestra
después de que la actividad enzimatica comprendida dentro de la muestra ha tenido la oportunidad de actuar sobre
un sustrato afadido, (b) analizar la polipéptidos en dicha muestra después del tratamiento con la peptidasa, (c)
inferir a partir de (b) informacién sobre la composicion de aminoacidos de dicho polipéptido.

“Multiplex”/'multiplexar” tiene su significado habitual en la técnica, es decir llevar a cabo varias funciones al mismo
tiempo de manera independiente, pero relacionada. En otras palabras, la multiplexacion en el contexto de la
presente invencion significa el analisis de multiples indicadores de enfermedades independientes en una solo
lectura. En este contexto, la forma 'relacionada’ 'se refiere adecuadamente a la recogida de multiples datos, por
ejemplo datos de multiples posibles trastornos diferentes que, por supuesto, por lo general, son independientes unos
de otros, en una etapa de exploracién o de analisis habitual.

Mas adecuadamente la etapa habitual se refiere a la extraccién de los datos de una muestra habitual o Unica.
Adecuadamente, la etapa habitual se refiere a la extraccion de los datos para multiples posibles enfermedades
posibles de una sola sesion de un colector de datos, tal como una sola sesién de un analisis EM. La etapa habitual
se refiere a la realizacion de multiples analisis en un solo una muestra Unica, es decir sin divisidon o subpreparacién
de diferentes partes de una muestra global mas grande, sino mas bien mediante la practica de la invencién en una
sola muestra fisica real, realizandose cada andlisis en, por ejemplo, la misma mancha o muestra o de sangre
rehidratada.

Por lo tanto, dicho analisis multiplexado comprende el analisis multiplexado de la misma muestra. Esto se explica
con mas detalle a continuacion

Adecuadamente, la muestra comprende una mancha de sangre seca, por ejemplo una mancha de sangre seca de
aproximadamente 3,2 mm de diametro. Adecuadamente, la mancha de sangre seca es una mancha de sangre
aplicada a un papel de filtro convencional y se deja secar al aire como es practica habitual y bien conocida en la
recoleccion de muestras de manchas de sangre de recién nacidos

Adecuadamente, la muestra se tampona Unicamente con los componentes naturales de los mismos.
Adecuadamente, la adicion de tampon a la muestra se omite especificamente. Es una ventaja de la invencion que se
eviten las etapas de tamponamiento exdgenas. Ventajosamente, seguin la presente invencion, la rehidrataciéon con
disolvente es suficiente sin la participacion de sistemas de tamponamiento exégenos

Adecuadamente, dicho polipéptido de interés es uno o mas de hemoglobina, albumina, transferrina, alfa-1-
antitripsina, ceruloplasmina, alfa-fetoproteina o mioglobina.

Adecuadamente, la etapa de analizar un metabolito comprendido por dicha muestra comprende determinar
presencia o ausencia de, o analizar la concentracién de, fenilalanina, tirosina, leucina, valina, citrulina, ornitina, acido
argininosuccinico, creatina, creatinina, acido guanidinoacético, 3-metoxitirosina, carnitina libre, una serie de especies
de acilcarnitina, incluyendo octanoilcarnitina, una serie de conjugados de glicina, incluyendo hexanoilglicina,
especies de acidos, incluyendo acido orético, esteroides, incluyendo 17-hidroxiprogesterona, 7-dehidrocolesterol, o
colesterol.

Adecuadamente, la etapa de ensayar una actividad catalitica comprendida por dicha muestra comprende
(a) la adicién de un sustrato susceptible a la accion de dicha actividad catalitica a dicha muestra;

(b) analizar la muestra para determinar la presencia o ausencia de dicho sustrato y / o la presencia o
ausencia de un producto de la accién de dicha actividad catalitica que acttia sobre dicho sustrato.

Adecuadamente, mas de un sustrato sensible a la accion de dicha actividad catalitica puede afiadirse y analizarse.
Esto tiene la ventaja de aumentar la especificidad del analisis.

Adecuadamente dicho sustrato o sustratos es soluble en agua. Esto tiene las ventajas de simplificar el ensayo y
evitar el uso de disolvente(s) organico(s).

Adecuadamente, cada dicho sustrato se afiade so6lo en agua. Esto tiene las ventajas de omitir el uso agentes de
tamponamiento y / o disolventes organicos.

Adecuadamente dicha
EM es espectrometria de masas por electropulverizacion-espectrometria (EMEM).

Adecuadamente, se analiza cada una de las tres caracteristicas (i), (ii) y (iii).
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Descripcion detallada de la invenciéon

En la técnica anterior, las actividades enzimaticas se miden generalmente en condiciones estandarizadas y / u
optimizadas. Estas requieren tampones y condiciones de pH especificos. Incluso si se intentara multiplexar dichos
analisis, seria imposible usar diferentes sistemas de tamponamiento de pH, ya que en la practica cada ensayo es
casi Unico. Ademas, se reconoce que los tampones pueden suprimir significativamente la ionizaciéon por
electropulverizaciéon de compuestos importantes. En consecuencia, la cromatografia se utiliza a menudo para
eliminar el tampoén de la sefial compuesta. La idea de los inventores ha permitido superar estos problemas de la
técnica anterior de acuerdo con la presente invencion. Los inventores se dieron cuenta de que al tratar con la
deteccion selectiva de enfermedades metabdlicas hereditarias no siempre es necesario determinar las actividades
enzimaticas reales, sino mas bien la determinacién de si la actividad enzimatica esta presente o ausente
proporcionaria, de hecho, informacién suficiente. Esto contrasta con las ideas de la técnica anterior que se han
basado en las actividades enzimaticas optimizadas destinadas a una tasa de conversion de sustrato maximizada. En
algunos casos puede ser necesario discriminar semicuantitativamente entre las actividades altas y bajas. Esto se
logra facilmente de nuevo de acuerdo con la presente invencion, por ejemplo, utilizando patrones marcados con
isdtopos estables o proporciones sustrato: producto u otra calibracion como se explica en el presente documento. La
ensefianza clave es que para aplicaciones de deteccion selectiva, tales como la detecciéon selectiva en recién
nacidos, las condiciones enzimaticas no tienen por qué ser dptimas. Incluso en condiciones subdptimas, los
inventores pueden obtener informacion de diagnostico fiable y lecturas como se demuestra en el presente
documento.

Es un beneficio de la presente invencidon que una solo mancha de sangre de 3,2 mm se puede utilizar
ventajosamente para medir las actividades de biotinidasa y porfobilindgeno sintasa, incorporando el diagndstico de
hemoglobinopatia clinica (basado en péptidos tripticos) y el diagnostico de metabolitos para FCU y MCADD
simultaneamente mediante EMEM en un ciclo de 1-2 minutos. Por tanto, una realizacion preferida, la invencion se
refiere a una combinacién diagnéstica de este tipo.

Modos de analisis

La invencion se refiere a analisis multiplexado, por ejemplo en una sola mancha de sangre, de metabolitos y / o
actividades enzimaticas clinicamente diagndsticos en combinacion con una composicion de aminoacidos de un
polipéptido mediante espectrometria de masas, lo mas adecuadamente espectrometria de masas por
electropulverizacién-espectrometria de masas (EMEM).

Aplicaciones

El sistema encuentra aplicacion en la evaluacion de sujetos para detector posibles enfermedades o trastornos,
particularmente trastornos hereditarios. La invencién encuentra una aplicacién particular en la deteccién selectiva de
neonatos para enfermedad hereditaria. Es una ventaja de la invencion que la deteccion selectiva se lleva a cabo con
lecturas fiables en un momento en el que los sintomas clinicos pueden no haberse presentado.

Ensayos

Es una caracteristica de la invencion que se llevan a cabo mudltiples tipos de ensayos en una sola muestra de
partida. Estos ensayos se llevan a cabo como parte de un Unico analisis. Esto significa que los ensayos se llevan a
cabo en paralelo, de forma secuencial, o simultdneamente. Es una caracteristica de los aspectos preferidos de la
invencion que los ensayos se llevan a cabo en una sola operacion. Esto puede significar que se llevan cabo etapas
preliminares de preparacion de la muestra secuencialmente, por ejemplo, la rehidratacion de una mancha de sangre
seguida de la adicion de sustrato, seguida de la adiciéon de peptidasa. Sin embargo, el principio subyacente de
realizar multiples ensayos al mismo tiempo es que un unico analisis puede llevarse a cabo para recoger la
informacion de exploracion(es) de la misma muestra individual. El mero hecho de que la muestra se rehidrata en una
sola etapa y después se afiaden a la muestra varios elementos esenciales de los ensayos particulares que se estan
realizado en etapas secuenciales separadas no es suficiente para los ensayos que se van a considerar que son
separados o diferentes. Es un punto clave que los diversos ensayos se llevan a cabo a partir de la misma muestra,
por lo tanto reduciendo ventajosamente el nimero de muestras (y / o el volumen de material requerido de la
muestra), y simplificando la realizacion de multiples ensayos diferentes para los cuales los datos se recogen de
forma ventajosa en una sola operacion de acuerdo con la presente invencion.

Por lo tanto, adecuadamente, cuando la invencion se lleva a cabo en una 'muestra Unica "o en la" misma muestra’,
esto significa que la muestra que se analiza en ultima instancia para al menos dos caracteristicas no esta dividida o
separada para los etapas preparatorias preliminares (por ejemplo, adicion de sustrato, adicién de peptidasa) que
conduce al analisis de dichas dos o mas caracteristicas, sino mas bien las etapas preparatorias (si las hay) se llevan
a cabo en la misma muestra Unica (por ejemplo. el mismo material Unico o alicuota), en el que la misma muestra
Unica se usa después para producir las lecturas requeridas. Por supuesto, esto no excluye la division inicial del
material en dos partes para proporcionar una muestra de referencia o muestra de calibracién, pero es un elemento
clave de la invencién que las etapas o procedimientos analiticos se llevan a cabo en la misma muestra como se ha
explicado anteriormente.
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Adecuadamente, se considerara que los ensayos se realizan al mismo tiempo, si se llevan a cabo todos en una sola
muestra. En este sentido, puede ser deseable realizar una segunda o mas inyeccion de EM con el fin de analizar
una clase diferente de compuestos, por ejemplo, ionizacidn negativa para acidos organicos, tales como acido
orético, azucares y / o fosfatos de azucar, incluyendo galactosa -1-fosfato, y / o esteroides, tales como 17-
hidroxiprogesterona. Sin embargo, cabe sefialar que, incluso en multiples formas de realizacién de inyeccion de EM
tales como realizaciones de dos inyecciones, el analisis todavia se lleva a cabo con la misma muestra final unica.
Adecuadamente, se usan una o dos inyecciones, mas adecuadamente se usa una unica inyeccién. Mas
adecuadamente, se considerara llevar a cabo los ensayos al mismo tiempo si las lecturas se recogen de un Unico
analisis. En una realizacion preferida, las lecturas se recogen de un solo analisis, en el que el analisis es
adecuadamente una sola sesién de recopilacion de datos por espectrometria de masas.

De acuerdo con la presente invenciéon, hay numerosas clases diferentes de analisis que se combinan
ventajosamente en una sola operacion. Estos incluyen deteccion selectiva de metabolitos, selectiva de la actividad
enzimatica y. deteccion selectiva de la presencia o ausencia de polipéptidos o variantes concretos de las mismas
(por ejemplo, EMEM ftriptica).

Metabolitos

La deteccion selectiva de metabolitos se refiere a la determinacion de la presencia o ausencia de un compuesto
quimico particular en una muestra. La razén de esto se conoce como deteccidn selectiva de metabolitos es que ese
compuesto esta tipicamente presente o ausente de la muestra como una caracteristica de esa muestra. En otras
palabras, el compuesto que se esta analizando se produce (0 no se produce) como una caracteristica del
metabolismo normal del sujeto individual que se esta analizando. Por lo tanto, el andlisis de la presencia o ausencia
de un metabolito particular tipicamente no implica la adicién de un compuesto sustrato particular, o de ninguna
actividad enzimatica afin a la muestra. Por supuesto, dependiendo del formato particular del ensayo del metabolito
que se esta analizando, puede ser que la presencia de un metabolito sea indicativa de una determinada afeccién, o
puede ser que la ausencia de un metabolito sea indicativa de una determinada afeccién. La deteccion selectiva de
metabolitos para detectar la presencia o ausencia de un compuesto particular tiene la ventaja de que ofrece
tipicamente una lectura muy clara cuando el compuesto se detecta o no se detecta. Sin embargo, en otras
realizaciones puede ser deseable la deteccion selectiva del nivel de un metabolito particular. Claramente, dichas
realizaciones pueden requerir calibracion mas detallada de la instrumentacién o pueden requerir el uso de patrones
internos en la muestra, (o incluso muestras de referencia externas o muestras enriquecidas con concentraciones
conocidas de la sustancia afiadida), a fin de evaluar con precision el nivel o la concentracion del metabolito particular
que se esta analizando. Claramente, tales realizaciones tienen la ventaja de proporcionar informacion adicional
ademas de la presencia o ausencia del metabolito, a saber, proporcionar informacién sobre el nivel de, o la
concentracion de, dicho metabolito en la muestra.

Los metabolitos que pueden analizarse en la presente invencion incluyen (en el formato observacion — indicacion):
Concentracién elevada de fenilalanina - fenilcetonuria
Concentracion elevada de tirosina — tirosinemia de tipo 1, 2, 3
Concentracion elevada de leucina y valina - enfermedad de la orina de jarabe de arce
Concentracion elevada de citrulina - deficiencia de acido argininosuccinico sintasa
Concentracion elevada de ornitina — atrofia girada, hiperornitinemia
Concentracion elevada de acido argininosuccinico - deficiencia de argininosuccinasa
Concentracion baja de creatina y creatinina - AGAT, GAMT, o deficiencias del transportador de la creatina
Concentracion elevada de acido guanidinosuccinico - deficiencia de GAMT
Concentracion baja de acido guanidinosuccinico - deficiencia de AGAT

Concentracion elevada del aminoacido aromatico 3-metoxitirosina — deficiencia de descarboxilasa vy
deficiencia de la sintesis de piridoxal fosfato

Concentracion elevada de carnitina libre — deficiencia de carnitina-palmitoil transferasa 1
Concentracion elevada de carnitina libre — deficiencia de carnitina-palmitoil transferasa 2

Concentracion elevada de octanoilcarnitina — deficiencia de la acilCoA deshidrogenasa de cadena media
(DACCM)

Concentracion elevada de una serie de especies de acilcarnitina para una serie de trastornos de la oxidacion
de las grasas y de acidos organicos
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Concentracion elevada de hexanoilglicina — deficiencia de la acilCoA deshidrogenasa de cadena media
(DACCM)

Concentracion elevada de acido oroético - deficiencia de ornitina transcarbamilasa
Concentracion elevada de 17-hidroxiprogesterona - hiperplasia suprarrenal congénita
Concentracion elevada de androstenediona - hiperplasia suprarrenal congénita
Concentracion elevada de cortisol - la hiperplasia suprarrenal congénita
Concentracion elevada de 7-dehidrocolesterol - sindrome de Smith-Lemli-Opitz
Concentracion elevada de colesterol - hipercolesterolemia familiar.
Otras asociaciones conocidas por la persona experta en la técnica pueden aplicarse igualmente en la invencion.

Los términos "alta" y "baja" deben interpretarse en el contexto de su uso en el presente documento. Por ejemplo,
"concentracion elevada de fenilalanina” significa elevada por comparacién con un sujeto normal, es decir, por
comparacion con un sujeto que no sufre fenilcetonuria. Del mismo modo, las concentraciones "bajas" de sustancias
significan igualmente bajas en comparacién con el nivel(s) en individuos que son normales con respecto a la
afeccion que se esta estudiando o sometiendo a deteccion selectiva. Los mismos principios se aplican a las
actividades enzimaticas y a otras entidades descritas en este documento en términos relativos, es decir, que se
entiende que las cantidades estan en relacion con la(s) muestra(s) de referencia no afectadas. Para al menos estas
razones, los términos relativos "elevada" y "baja" son a la vez claros y adecuados para que el lector experto entienda
la invencion y su funcionamiento.

Mas adecuadamente, los metabolitos son como se exponen en la seccién de ejemplos.

Cabe destacar que el acido ordtico se divulga como un metabolito de interés para la deteccion de la deficiencia de
ornitina transcarbamilasa (OTC). El acido orético entero no se ha utilizado anteriormente, ni se ha sugerido, para
este proposito. El acido orético en orina, en algunas situaciones previas, se ha investigado como un metabolito
diagndstico. Sin embargo, la presente invencion ensefia el Nuevo uso de niveles de acido ordtico en sangre como un
indicador de diagnéstico de la deficiencia de OTC.

Actividad catalitica

La deteccioén selectiva de una actividad enzimatica se refiere a la situacion en la que una muestra se somete a
deteccion selectiva para detectar una actividad catalitica particular. Adecuadamente, esto se lleva a cabo mediante
el suministro a la muestra de un sustrato sobre el que la actividad catalitica puede actuar. Con el fin de evaluar la
actividad que puede o no puede estar presente, la lectura es tipicamente la presencia o ausencia del producto
esperado en el que el sustrato se convertiria en presencia de la actividad catalitica, tal como la actividad enzimatica
que se esta analizando. La actividad catalitica es tipicamente una actividad enzimatica. Dichas actividades pueden
incluir (en formato enzima - sustrato; indicacion):

Biotinidasa - sustrato biotinil PABA o biocitina o variaciones de is6topos estables; ausencia (actividad baja)
indica deficiencia de biotinidasa

Deficiencia de porfobilindgeno sintasa — sustrato acido delta-aminolevulinico; ausencia (baja actividad) indica
la presencia de succinilacetona (deficiencia fumarilacetoacetasa) o deficiencia de porfobilindgeno sintasa

Galactosidasa A - sustrato 4-metilumbeliferil-alfa-D-galacto-pirandsido; la ausencia (actividad) indica la
enfermedad de Fabry

GlutarilCoA deshidrogenasa — sustrato glutarilCoA; la ausencia (baja actividad) indica aciduria glutarica de
tipo 1

Tiopurina metiltransferasa - sustrato 6-mercaptopurina o variaciones de isétopos estables; la ausencia (baja
actividad) indica sensibilidad a azatioprina

creatina quinasa — sustrato creatina fosfato; la presencia (alta actividad) indica distrofia muscular de
Duchenne / Becker

Mas adecuadamente dichas actividades se seleccionan de entre las establecidas en la seccién de ejemplos.

Andlisis polipeptidico

Un tipo adicional de analisis que se lleva a cabo convenientemente en una muestra de acuerdo con la presente
divulgacion es el analisis polipeptidico. Esto puede ser para la simple presencia o ausencia de un polipéptido
particular. Alternativamente, esto puede ser para caracterizar o para detectar la presencia o ausencia de una
variante particular de un polipéptido definido. Esto puede llevarse a cabo mediante cualquier modo adecuado
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conocido por los expertos en la técnica.

En la presente invencion, el analisis polipeptidico se refiere al analisis de la composicion estructural (es decir, la
composicion de aminoacidos) del polipéptido. Esto tipicamente no es la conformacion o la estructura tridimensional
del polipéptido, aunque si se desea, el operador experto puede elegir esta caracteristica para analizar si se desea.
La composicién estructural se refiere a la composicion de aminoacidos del polipéptido. Claramente, puede no ser
practico determinar la composiciéon de aminoacidos completa del polipéptido. Adecuadamente se exploran las partes
caracterizadoras clave de la composicién de aminoacidos. Mas adecuadamente, esto se lleva a cabo mediante
digestion con peptidasa (fragmentacion) del polipéptido y el andlisis de masas de los péptidos resultantes
(fragmentos). Esto proporciona informacion tal como las masas de fragmentos particulares que pueden en si mismos
revelar informacién acerca de la composicion del polipéptido, 0 mas generalmente, las masas de los fragmentos
revelan informacién sobre el nimero y la separacion de las secuencias de reconocimiento de la peptidasa dentro del
polipéptido madre, de modo que se proporciona informacién tanto directa (sitio de reconocimiento) como indirecta
(separacion) acerca de la composicion de aminoacidos (es decir. la secuencia de aminoacidos) del polipéptido.

La peptidasa (endopeptidasa) es, preferiblemente, cualquier entidad catalitica tal como una enzima o fragmento de
la misma que puede romper un enlace peptidico. Actualmente se definen seis grupos de proteasa: serina, treonina,
cisteina, acido aspartico, metano y acido glutamico. Preferiblemente, dicha endopeptidasa es una sola
endopeptidasa.

La peptidasa puede ser cualquier endopeptidasa adecuada conocida en la técnica, tales como ftripsina,
endopeptidasa V8, quimotripsina, Asp-N y Lys-C. Adecuadamente, dicha endopeptidasa tiene una secuencia de
reconocimiento de XXK o XXR. Adecuadamente, el analisis se lleva a cabo mediante digestion triptica y analisis de
los productos de escision resultantes. Esta técnica, llevada a cabo en aislamiento, es bien conocida en la materia.
Por ejemplo, en relaciéon con la evaluacion de las hemoglobinopatias clinicamente significativas, tales técnicas se
han descrito a fondo en Daniel et al (2005 Br.J.Haematol. Vol. 130 pp 635-43). Ademas de analizar la hemoglobina
como el polipéptido de interés para el diagndstico de hemoglobinopatias, la mioglobina (para el diagnostico de la
distrofia muscular de Duchenne / Becker), albumina (para el diagndstico de deficiencias de unién de la hormona
tiroidea), transferrina (para el diagndstico de los trastornos de la glicosilacion), alfa-1-antitripsina (para el diagndstico
de la deficiencia de alfa-1-antitripsina), alfa-fetoproteina (para el diagnoéstico de la insuficiencia hepatica fulminante),
ceruloplasmina (para el diagnédstico de la enfermedad de Wilson), o cualquier otro polipéptido de interés pueden
analizarse mediante este procedimiento.

Lectura

En principio, la lectura podria recogerse por cualquier medio conocido en la técnica que sea adecuado para detectar
la presencia de entidades quimicas individuales dentro de la muestra que se esta analizando, por ejemplo mediante
la determinacion de masas de las mismas. Adecuadamente, el andlisis podria llevarse a cabo mediante un aparato
que tiene dos selectores de masas diferentes, con un etapa de colisién en medio. Mas adecuadamente, la lectura se
recoge mediante espectrometria de masas (EM). Se podria usar cualquier analizador de EM que es capaz de
analizar iones. Por ejemplo, se podria usar MALDLTOF / trampa lineal o cualquier otro tipo de analizador de EM. Lo
mas adecuadamente, el analisis se realice mediante espectrometria de masas por electropulverizacion-
espectrometria de masas (EMEM).

Deficiencia de biotinidasa

Una gran preocupacion y el efecto clinico de la deficiencia de biotinidasa es la sordera bilateral. El Departamento de
Salud del Reino Unido pone una gran cantidad de recursos en la deteccion selectiva de defectos de audicién. Por lo
tanto, aunque la deficiencia de biotinidasa es un defecto hereditario poco habitual, el hecho de que un fenotipo clave
del trastorno es la sordera bilateral, que tiene que hacer frente a un alto coste durante toda la vida, significa que el
argumento economico para su deteccidon selectiva en recién nacidos es muy fuerte. En la técnica anterior, la
deteccion selectiva de deficiencia de biotinidasa se lleva a cabo utilizando un ensayo colorimétrico. por ejemplo,
Nueva Zelanda, EE.UU. y otros territorios emplean un cribado colorimétrico. Esta técnica de la técnica anterior es un
ensayo pobre en el sentido de que el color producido es débil, ya que el ensayo colorimétrico de la técnica anterior
es insensible. Esto tiene como resultado una falta de seguridad, incluso cuando la prueba se realiza de acuerdo con
las directrices actuales. Ademas, es técnicamente muy dificil realizar esta prueba en manchas de sangre. Debido a
las limitaciones del enfoque de la técnica anterior, el objetivo principal en esta area ha sido la optimizacion de los
ensayos. Por el contrario, de acuerdo con la presente invencion, los inventores divulgan que, de hecho, se puede
producir un ensayo satisfactorio sin optimizacion.. El enfoque de los inventores implica la monitorizacion de biocitina
y su producto, en lugar de centrarse en cualquier ensayo enzimatico colorimétrico. De nuevo, es una caracteristica
clave del ensayo simplificado de los inventores que no se utiliza ningin tamponamiento. En primer lugar, esto tiene
la ventaja de evitar la inhibicién de otros posibles ensayos enzimaticos que se multiplexan en la misma muestra. En
segundo lugar, los problemas de supresion de iones se reducen o evitan de forma ventajosa mediante el suministro
de sustrato en agua en lugar de tampon. El tamponamiento puede reducir la sensibilidad, mediante la evitacion de
su uso, los inventores aumentan de forma ventajosa la sensibilidad. Por otra parte, si se usa tampén como en las
técnicas de la técnica anterior, puede ser necesaria una cromatografia laboriosa y que requise tiempo con el fin de
eliminarlo. El enfoque de los inventores elimina ventajosamente este etapa.
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Sustratos

La biocitina es el sustrato natural para la enzima biotinidasa. La biocitina consiste en biotina ligada a lisina. Los
presentes inventores observaron que la biocitina comercialmente disponible tiende a contener cantidades
significativas de biotina. Asi, de acuerdo con la presente invencion, el sustrato biocitina se limpia ventajosamente
biocitina de la biotina. En otras palabras, el sustrato biocitina se purifica para eliminar la biotina contaminante. Esta
es una etapa de purificaciéon sencilla que se puede lograr por cualquier medio adecuado conocido en la técnica.
Adecuadamente, la biotina se elimina mediante cromatografia.La ventaja de utilizar biocitina purificada es que uno
de los productos de escision (biotina) se elimina de esta manera. La contaminacion de la biotina puede conducir a un
falso positivo, ya que la biotina es un producto de la escisién de biotinidasa. Por lo tanto, si se detecta contaminacion
de la biotina en el ensayo, se podria dar la impresién errénea de que la actividad de biotinidasa se ha detectado. Al
seguir el enfoque ensefiado en el presente documento, es decir, mediante la eliminacién de la biotina contaminante
residual de la biocitina disponible comercialmente suministrada, se produce un sustrato "limpio" con la ventaja de
una mayor especificidad, eliminando los falsos positivos del analisis. Por lo tanto, en un aspecto la invencion se
refiere a 'biocitina limpia', es decir, a biocitina que esta sustancialmente libre de biotina. Adecuadamente, la
invencion se refiere a biocitina que esta esencialmente libre de biotina. Lo mas adecuadamente, la invencion se
refiere a biocitina que esta completamente libre de biotina.

Biotinil-PABA es un buen sustrato para la enzima biotinidasa. Los presentes inventores observaron que la biotinil-
PABA comercialmente disponible tiende a presentar retos en la solubilizacion. Los tratamientos agresivos para
potenciar la solubilizaciéon (incluso a 3 mM), tale como sonicacién, calentamiento, agitacion con voértex o similar,
pueden fomentar la hidroélisis espontanea, lo que conduce a PABA libre y biotina libre en solucion. Estas entidades,
particularmente la biotina libre, pueden confundir a los ensayos. Por tanto, de acuerdo con la presente invencion, el
sustrato biotinil-PABA se limpia ventajosamente biocitina de la biotina. En otras palabras, el sustrato biotinil-PABA se
purifica para eliminar la biotina contaminante (y/o PABA libre). Esta es una etapa de purificacion sencilla que se
puede lograr por cualquier medio adecuado conocido en la técnica. Adecuadamente, la biotina(y/o PABA) se elimina
mediante cromatografia. Adecuadamente, esta purificacion se realiza después de la solubilizacién de biotinil-PABA.

La ventaja de utilizar biotinil-PABA purificado es que al menos uno de los productos de escisidon (por ejemplo,
biotina) se elimina de esta manera. La contaminacién de producto, tal como biotina, puede conducir a un falso
positivo. Por lo tanto, si se detecta contaminacién de la biotina en el ensayo, se podria dar la impresion errénea de
que la actividad se ha detectado. Al seguir el enfoque ensefiado en el presente documento, es decir, mediante la
eliminacion de la biotina/PABA contaminante residual de la biotinil/PABA disponible comercialmente suministrada, se
produce un sustrato "limpio" con la ventaja de una mayor especificidad, eliminando los falsos positivos del analisis.
Por lo tanto, en un aspecto la invencion se refiere a “biotinil-PABA limpio”, es decir, a biotinil-PABA que esta
sustancialmente libre de biotina y/o PABA. Adecuadamente, la invencion se refiere a biotinil-PABA que esta
esencialmente libre de biotina. Lo mas adecuadamente, la invencion se refiere a biotinil-PABA que esta
completamente libre de biotina. Adecuadamente, el biotinil-PABA 'limpiado’ PURIFICADO se proporciona en
solucidn, que tiene la ventaja de eliminar posible hidrdlisis adicional al intentar resolubilizar el material limpiado.

Un enfoque alternativo para el problema de la contaminacion de biotina es utilizar biocitina con lisina marcada. El
marcador puede ser, por ejemplo, un marcador isotdpico estable. Por lo tanto, en la muestra resultante, el analisis se
lleva a cabo buscando sélo la lisina marcada que se libera por la acciéon de la biotinidasa. De esta manera,
esencialmente ignorando el producto de biotina de la catalisis, cualquier biotina contaminante presente en el sustrato
biocitina se ignora eficazmente o se excluye del analisis.

La biocitina es soluble en agua. Biot PABA es solo escasamente soluble en agua.

Es un punto clave con el que los inventores no estan normalmente preocupados con la cuantificacién, pero se
centran en si hay algo alli o no, es decir cualitativa, y esto permite que la reduccién de los niveles de sustrato
afadido que reduce al minimo los costes, asi como la limpieza de la lectura y permitir proporciones (por ejemplo,
proporciones sustrato: producto) a usar para una mayor precision. Las proporciones sustrato:producto por supuesto,
también se pueden usar para la cuantificacion de, por ejemplo, la actividad enzimatica si s desea.

Biocitina, biotinil/PABA y acido delta-amino-levulinico (el término acido delta-amino-levulinico” se usa de manera
intercambiable con el término "acido 5 -aminolevulinico' en este documento; adecuadamente, se entiende que las
referencias a' acido delta-aminolevulinico” se refieren a “acido 5-aminolevulinico ') todos se han puesto a prueba
ampliamente a diferentes concentraciones y combinaciones en los sistemas multiplexados de la invencion para el
ensayo de biotinidasa y / o PBG sintasa. Cada uno de estos sustratos es eficaz en el intervalo de 20 yM a 1 mM, y
puede ser eficaz a concentraciones aun mas altas. Las concentraciones de menos de 20 uM es probable que sean
menos Utiles y pueden dar lugar a problemas de sensibilidad enzimatica tanto cinética como analitica. La
concentracion 6ptima para cada sustrato en el presente documento es 50 pm.

El momento de la incubacion para la accién de las enzimas se ha analizado ampliamente. Las incubaciones son
eficaces desde solo unos pocos minutos a 2,5 horas. Adecuadamente, las incubaciones son durante 30-120
minutos. El tiempo de incubacién éptimo se considera de aproximadamente 1 hora. Adecuadamente, el tiempo de
incubacion es, o es de aproximadamente, 60 minutos. El tiempo de incubacién se considera que es tiempo desde la
adicion del sustrato a la interrupcion de la muestra (por ejemplo, adicion de tampdn de detencién o tampén /
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disolvente de recorrido) o lectura de la muestra. Mas adecuadamente, el tiempo de incubaciéon se toma que es el
tiempo desde la adicion del sustrato a la adicion de la proteasa ya que tipicamente la proteasa degradara las
enzimas. En algunas realizaciones, puede ser posible afiadir sustratos y proteasas al mismo tiempo, aunque cabe
esperar una menor digestion del sustrato para requerir ajustes compensatorios adicionales, por ejemplo una mayor
concentracion de sustrato.

Por supuesto, la persona experta en la técnica puede optimizar las concentraciones de sustrato y / o los tiempos de
incubacion en funcion de sus necesidades. Por ejemplo, las concentraciones de sustrato mas altas pueden permitir
tiempos de incubacién mas cortos y viceversa.

La guia sobre las temperaturas de incubacion se da en el presente documento, en particular en la seccion de
ejemplos. Se puede usar la temperatura ambiente (por ejemplo, de 18-25 grados Celsius) como punto de partida y la
optimizacion puede llevarse a cabo por el experto en la materia segun sea necesario.

Normalizacién

Es una ventaja de la presente invencion que no se requiere la normalizaciéon de las condiciones para el analisis
catalitico. Ademas, no es necesario suministrar un exceso de sustrato. Eliminando la necesidad de un exceso de
sustrato, es una ventaja de la presente invencién que una concentracion de sustrato se puede escoger libremente
para dar buenos resultados sobre la escala de tiempo de la prueba. Ademas, omitiendo la necesidad de
proporcionar un exceso de sustrato, se permite el analisis semicuantitativo. Por ejemplo, mediante el suministro de
una concentracion conocida de sustrato y mediante el analisis de la cantidad de sustrato y producto después de una
etapa de incubacion, se puede obtener una proporcién sustrato: producto dando una buena estimacion de la
cantidad de actividad en una muestra particular. Esto elimina ventajosamente la necesidad de un sustrato o producto
estable marcado isotopicamente para la cuantificacion en esta realizacion.

Tirosinemia de tipo 1

En la técnica anterior, la tirosinemia de tipo 1 se ha detectado a través de un aumento de los niveles de tirosina en la
sangre. Sin embargo, este es un efecto secundario o incluso terciario. El defecto enzimatico en la tirosinemia tipo 1
no esta, de hecho, directamente adyacente a la tirosina. De hecho, muchos recién nacidos tienen niveles
aumentados de tirosina en la sangre, especialmente entre los bebés prematuros. Esto complica el analisis de la
técnica anterior. Por ejemplo, si el operador establece un corte alto para el nivel de tirosina, muchos resultados
positivos pueden pasarse por alto. Por el contrario, si el operador establece puntos de corte demasiado bajos para el
nivel de tirosina, pueden aparecer también demasiados negativos, despreciando de este modo los recursos en las
pruebas de seguimiento o repeticién de pruebas. Un enfoque alternativo ha consistido en medir los niveles de
succinilacetona. Sin embargo, esto requiere acido y otros tratamientos quimicos y es una medida técnicamente
exigente. El defecto enzimatica real en la tirosinemia de tipo 1 es la deficiencia de fumarilacetoacetasa, que conduce
a una acumulacion de succinilacetona. La succinilacetona inhibe la actividad de la porfobilinégeno sintasa (PBS). El
ensayo PBS se ha utilizado como sustituto para la concentracion de succinilacetona. El analisis de la enzima
subyacente porfobilinégeno sintasa puede estar lleno de dificultades en la técnica anterior. En primer lugar, el
sustrato puede inhibir la enzima si se utiliza a las concentraciones necesarias para el ensayo. Alternativamente, si el
ensayo esta configurado para tratar de medir el propio porfobilinégeno, puede ser problematico, ya que el
porfobilindgeno se metaboliza normalmente muy rapidamente. Estos dos factores conducen a la dificultad adicional
de que los ensayos largos de acuerdo con la técnica anterior parecen consistentemente dar resultados reducidos.
Los presentes inventores proponen el enfoque de proporcionar acido 5-aminolevulinico como sustrato y medir el
porfobilinégeno producido. Ademas, en un tratamiento paralelo, el ensayo se puede replicar en presencia de
succinilacetona. La succinilacetona inhibe la porfobilinégeno sintasa. Por lo tanto, mediante la comparacién de los
resultados con y sin succinilacetona, es posible demostrar claramente la capacidad para detectar la tirosinemia tipo
1 analizando directamente la actividad porfobilindgeno sintasa.

Por lo tanto, en la técnica anterior, la PBS se ha medido en un ensayo "optimizado" usando acido 5-aminolevulinico
como sustrato y midiendo el porfobilinégeno producido colorimétricamente. En la técnica anterior, se ha demostrado
que la actividad enzimatica esta reducida en proporcién a la cantidad de succinilacetona afadida. Mas importante
aun, a las concentraciones de succinilacetona observadas en los pacientes con tirosinemia de tipo 1 sin tratar, se
anulo (practicamente) la actividad PBS. Sin embargo, el ensayo colorimétrico es insensible y, en la técnica anterior,
se han usado tiempos de incubacion largos (16-24 h) como un medio l6gico para aumentar la cantidad de
porfobilinégeno producido. Los presentes inventores han reconocido que la actividad de PBS puede reducirse
significativamente cuando se incuba en presencia de concentraciones altas de su sustrato acido 5-aminolevulinico.
Esto reduce la cantidad esperada de porfobilindgeno sintetizada. Ademas, la tasa de produccién de porfobilinégeno
puede comenzar a ser superada por la tasa de eliminaciéon de porfobilindgeno mediante la enzima porfobilindgeno
desaminasa. Por lo tanto, un tiempo de incubacién corto representa una ventaja significativa de acuerdo con la
presente invencion. Ademas, la deteccion mediante EMEM de porfobilindgeno es significativamente mas sensible
que en el ensayo colorimétrico.

Como cuestion operativa simple, el analisis de EM implica tipicamente un blanco, en el que el blanco se puede usar
convenientemente en como la muestra de referencia o control. Por otra parte, cuando se haga referencia en este
documento a "practicamente sin sefal", hay que tener en cuenta que una simple referencia a la muestra en blanco o
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control aclarara si la sefial esta o no presente.

Es una ventaja de la invencion que la especificidad y la sensibilidad son cada vez mucho mas altas que para los
ensayos colorimétricos de la técnica anterior. De hecho, los resultados son tipicamente tan claros que se aproximan
a una lectura binaria. Claramente, en el contexto de diagndstico de alto rendimiento, esto es un beneficio
significativo de la presente invencion. Adecuadamente, los diferentes analisis descritos en este documento se llevan
a cabo en la misma muestra. Por "misma muestra" se enfatiza que esto se refiere a la realizacion de los diferentes
tratamientos y analisis sobre la misma muestra fisica Unica. Esto no se refiere, por ejemplo, a una muestra que se
divide en un nimero de diferentes tratamientos y cada uno de los diferentes tratamientos se combina después. Por
"misma muestra" se entiende que se utiliza una muestra fisica, tal como una mancha de sangre o muestra de
sangre, y cada uno de los diferentes analisis se lleva a cabo en esa misma muestra Unica. Esto no se ha ensefiado
en la técnica anterior. De hecho, la técnica anterior ensefa lejos de esto porque la técnica anterior hace hincapié en
la importancia de optimizar las condiciones para cada analisis individual que se esta llevando a cabo. Las practicas
de deteccidn selectiva actuales de todo el mundo emplean una mancha diferente para cada prueba que se esté
realizando. Se ensefia constantemente que una mancha por enzima debe analizarse en la técnica anterior. Por lo
tanto, es una notable diferencia de la presente invencion que el enfoque de los inventores implica el analisis de
varias enzimas en una misma mancha Unica. Este es un punto importante, ya que no se habia detectado hasta la
presente invencion que la informacion util para diversas enzimas puede, de hecho, extraerse de los sistemas
suboptimos (o incluso completamente no optimizados) o sistemas sin tamponamiento que se ensefian en este
documento. . Esta es una forma de realizacion clave de la multiplexacién global de la presente invencion.

Un punto similar surge en conexién con las diluciones utilizadas. Una dilucion tipica de la muestra para el analisis
tipico de las hemoglobinopatias es de 6 - 8 veces mayor que para el analisis de metabolitos. Por otra parte, en la
técnica anterior, los metabolitos normalmente se extraen de la mancha de sangre utilizando metanol o mezclas de
metanol:agua para fijar (dejar sin extraer la proteina desnaturalizada y las sales), reduciendo de este modo la
supresion de iones en la fuente de electropulverizacion. De acuerdo con la presente invencion, el Unico disolvente
usado es agua. Sin embargo, es una ventaja de la presente invencion que, efectivamente, se puede detectar de
forma fiable y reproducible metabolitos de diagndstico, incluso en las muestras que se han diluido de 6 - 8 veces
para el analisis de hemoglobinopatias. Esto es sorprendente en si mismo, teniendo en cuenta las concentraciones
significativamente mas bajas de los metabolitos en las muestras diluidas. Por otra parte, esto es sorprendente en
otro nivel en el que sistemas de extraccién con metanol o con mezcla de metanol:agua que se consideran parte del
procedimiento estandar para el analisis de metabolitos sorprendentemente pueden omitirse segun la presente
invencion. Adecuadamente, no se usan disolventes organicos en las etapas preparativas de los procedimientos de la
invencion. Claramente, si se requieren el tampén de recorrido para EMEM o aditivos similares para la lectura,
deberian afiadirse como es practica habitual antes de la lectura. Sin embargo, adecuadamente, las etapas de
disolventes organicos se omiten de preparacion de la muestra. Adecuadamente se omiten de los procedimientos las
etapas de extraccion de metabolitos convencionales.

Muestra

Una muestra puede ser cualquier material adecuado derivado del sujeto que se va a analizar. Adecuadamente, la
muestra comprende sangre. En algunas realizaciones, dicha sangre puede ser sangre del cordén umbilical, que
puede tener la ventaja de que conducir a un diagndstico mas temprano. Mas adecuadamente, la muestra es sangre
capilar. Adecuadamente, la muestra es sangre capilar de un pinchazo en el talén. Lo mas adecuadamente, la
muestra comprende sangre capilar de un pinchazo en el talén tomada de un neonato de O dias hasta 10 dias de
edad. Adecuadamente, la sangre se toma el dia 1 hasta el dia 8 después del parto, de adecuadamente el dia 3
hasta el dia 8 después del parto, adecuadamente el dia 5 al dia 8 después del parto.

Las manchas estandar en una tarjeta para manchas de sangre mediante la cual se recogen estas muestras de
puncion del talon son tipicamente relativamente grandes (por ejemplo, mas de 6 mm de diametro). En la actualidad,
se recogen aproximadamente cuatro manchas de una sola sesion de obtencion de muestras por puncion. Sin
embargo, es una ventaja de la presente invencion que se necesita significativamente menos material de muestra.
Especificamente, una muestra de sangre para su uso en la presente invencion puede ser ventajosamente de 6 mm o
de menos de 6 mm de diametro, y adecuadamente puede ser un mero punto de 3,2 mm, lo mas adecuadamente
sélo un punto de 3,2 mm. Para la comparacién, se pueden obtener aproximadamente seis manchas de 3,2 mm del
mismo material que se requiere para una sola mancha estandar de la técnica anterior (“mancha grande”).

Cabe sefalar que los servicios sanitarios de varios paises conservan estas muestras de manchas de sangre. Por
ejemplo, en Dinamarca las manchas se almacenan congeladas. En el Reino Unido, las manchas suelen conservarse
en su estado seco. El numero de manchas tomadas y almacenadas anualmente es significativo. Por ejemplo, en el
Reino Unido se toman aproximadamente 600.000 muestras al afio, aproximadamente 3.000.000 al afio en EE.UU. y
aproximadamente 4.000.000 al afio en toda Europa (excluido el Reino Unido). Por lo tanto, es una ventaja adicional
de la presente invencion que se tienen que obtener menos manchas y, consecuentemente, tendran que
almacenarse menos manchas. Alternativamente, se puede obtener la misma cantidad de sangre que en las técnicas
de obtenciéon de muestras existentes, y una ventaja de la invencién es que hay mas sangre mas residual sobrante
para las nuevas pruebas de seguimiento en una etapa posterior.
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Es un problema adicional que poco después del nacimiento, los bebés pueden sufrir dificultades y / o pueden
presentar problemas de alimentacion. Estos factores pueden dar lugar a metabolitos que "desaparecen” o, de hecho,
que aparecen en momentos inesperados. Sin embargo, las actividades enzimaticas siempre estan ahi, a pesar de
los aparentes caprichos de aparicion o desaparicion de metabolitos en muestras de sujetos en dificultades. Por lo
tanto, es una ventaja de la presente invencion a la hora de analizar la actividad catalitica o la actividad enzimatica en
la muestra que las tensiones después del parto en el sujeto que se esta analizando se eliminan en gran medida del
analisis. De hecho, mediante la deteccion de la actividad enzimatica directamente en lugar del metabolito, la
sensibilidad puede incrementarse. Por otra parte, mediante el uso de sustrato marcado en el analisis de la actividad
enzimatica, cualquier efecto de fondo o producto preexistente en la muestra pueden eliminarse, mejorando la
especificidad del analisis.

Desde una perspectiva de la técnica anterior, es sorprendente que podria hacerse que la multiplexaciéon ensefiada
en el presente documento funcionara. La razén es que el digesto proteolitico de los polipéptidos en la muestra, tal
como el digesto triptico, liberara aminoacidos, incluyendo fenilalanina. Si la fenilalanina se utiliza como metabolito de
diagnéstico (por ejemplo, cuando su presencia se indica como indicativa de la fenilcetonuria), cabria esperar que
este tratamiento confunda esos resultados. Sin embargo, como se demuestra en el presente documento, de hecho
el analisis multiplexado funciona. De hecho, es posible utilizar manchas de sangre para normalizar este efecto y
tenerlo en cuenta, es decir, es posible observar mas fenilalanina de la se libera en realidad, por lo que, de hecho,
sorprendentemente no importa si el tratamiento con proteasa se multiplexa junto con la otros analisis. En otras
palabras, mediante el uso de un calibrador con la mancha de sangre de la concentracién conocida de fenilalanina, la
cantidad de fenilalanina liberada de una muestra mediante la actividad de tripsina se compensa por la liberacién
equivalente de los patrones de la muestra de sangre. Esto también es cierto para otros aminoacidos. En cualquier
caso, esto no es un problema para el analisis de acilcarnitina.

La edad de la muestra puede ser importante en algunas realizaciones. Esto significa el tiempo transcurrido desde
que se recogi6 la muestra, y no se refiere a la edad del sujeto del que se tomd la muestra. Por lo tanto, los
muestreadores pueden variar de unos dias a semanas, de meses o incluso afos, tal como dos afios. Normalmente,
cuanto mas antigua es la mancha, menos proteina se eluye. Asi, cuando se usan tratamientos con proteasa en el
analisis, la cantidad de aminoacidos libres de 'fondo' liberados (que da una lectura “basal” diferente a partir de la cual
se va a evaluar la presencia diagnostica de, por ejemplo Phe para FCU) tiende a ser menor en las muestras de
mayor edad, es decir muestras (que son de semanas o meses de antigiiedad). Por esta razén, se prefiere el uso de
muestras de control o de referencia de aproximadamente la misma edad cuando se comparan muestras. Esto
significa, preferentemente, muestras que tienen 2-3 meses de diferencia, adecuadamente de 2 meses de diferencia,
adecuadamente de 1 mes de diferencia, adecuadamente de 2 semanas de diferencia, lo mas adecuadamente de 1
semana de diferencia.

Para las muestras de mas edad, el uso de metanol como disolvente de recorrido puede ser ventajoso para optimizar
la ionizacion de las cantidades absolutas inferiores de material eluido.

Tratamiento con proteasa

Una etapa de digestion con proteasa se lleva a cabo como Ultima etapa antes de analizar la muestra (es decir, una
Ultima etapa antes de la lectura). Tipicamente, la muestra se rehidratara primero, después se le afiadira cualquier
sustrato (adecuadamente anadido en agua solo, de modo que se evita la adicion de cualquier sistema de
tamponamiento), después la muestra se incubara para permitir la catalisis de esos sustratos y sé6lo entonces se
realizara la adicion de la proteasa seguida de una incubacién apropiada para permitir la accion de la proteasa.
Claramente, es preferible afadir la proteasa después de que las enzimas en la muestra han tenido la oportunidad de
actuar sobre el sustrato afiadido exdégenamente (si existe). Si la proteasa se afiade de forma simultanea con los
sustratos, existe el riesgo de que las propias enzimas se degraden por la accion de la proteasa, con el consiguiente
riesgo de dar un resultado falso negativo para dichas actividades enzimaticas. Por tanto, las etapas de adicion de la
proteasa e incubacion con proteasa llevan a cabo adecuadamente las Ultimas o inmediatamente antes del analisis
de la muestra (de lectura).

Adecuadamente, las muestras no estan butiladas. Adecuadamente, no se realiza ninguna derivatizacion de la
muestra.

Adecuadamente, no se lleva a cabo la desnaturalizacion inespecifica de proteinas en la muestra.

Adecuadamente, las adiciones solo se hacen en agua. Adecuadamente, el agua es el Unico disolvente usado en la
preparacion de la muestra. Adecuadamente, no se usan disolventes organicos en la preparacion de muestras.

Claramente “tampon de recorrido” o “disolvente de recorrido” (que puede comprender disolvente organico tal como
acetonitrilo) afiadido en el punto de lectura no se considera parte de la preparacion de la muestra, es una ventaja de
la invencién que la preparacion de muestras no implica disolventes organicos, pero esto no debe interpretarse para
excluir la adicion de tampoén de recorrido final como parte de la lectura. La adicién final del disolvente de recorrido
(de forma adecuada después de la elucién / adicion de sustrato, la incubacion de actividad enzimatica, la adicion de
la proteasa, y la incubacion con la proteasa) se lleva a cabo adecuadamente. Tiene la ventaja de estimular una
ionizacion eficiente de los péptidos, sustratos enzimaticos / productos, y los metabolitos convencionales. Ademas,
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puede ser ventajoso en la solubilizacion de algunos metabolitos, por ejemplo, acilcarnitinas de cadena larga. Por lo
tanto, adecuadamente, la adicion final del disolvente de recorrido (que puede comprender disolvente organico) es
una parte del proceso actual en el punto de lectura.

El tampdn de recorrido puede comprender cualquier composicién adecuada conocida en la técnica. Adecuadamente,
el tampdn de recorrido comprende acetonitrilo tal como se establece en el presente documento, en particular en la
seccion de ejemplos. Adecuadamente, se utiliza cualquier tampén de recorrido adecuado para EMEM. En algunas
realizaciones, las reacciones enzimaticas (ya sean diagndsticas por si mismas o si se usa proteasa tal como tripsina
para producir polipéptidos de diagndstico) se detuvieron mediante la adicién de tampdn de recorrido. En algunas
realizaciones, este tampon de recorrido de detencién puede comprender metanol, o puede consistir en metanol. Esto
ofrece la ventaja de una mejor ionizacién. Por supuesto, en un sentido practico, el uso de metanol como tampon de
recorrido de detencion /disolvente no excluye el uso del disolvente de recorrido convencional, tal como disolvente a
base de acetonitriio. Desde una perspectiva, dicho disolvente convencional puede seguir usandose, ya que
normalmente un pequefio volumen de muestra se carga esta realmente cargado en la maquina de EMEM para la
lectura, en el que el volumen puede comprender 2 ul de la muestra detenida (es decir, la muestra que comprende
tampon de recorrido (disolvente de recorrido de parada), pero, por supuesto, esta muestra tipicamente se introduce
en un sistema de carga capilar (o “conducto” y, por tanto, es probable que esté bordeado a cada lado por tampdn de
recorrido basado en acetonitrilo convencional. Por lo tanto, desde un punto de vista practico, se entendera que el
uso de metanol como tampon de recorrido de detencidon no excluye al acetonitrilo ni a otros tampones
convencionales a partir de la etapa de lectura, pero se alcanzan ciertas ventajas mediante el uso de dicho metanol
como disolvente de recorrido (disolvente de recorrido de detenciéon). Por lo tanto, adecuadamente, los
procedimientos de la invencion comprenden la etapa de detener la reaccidon con un disolvente de recorrido
convencional de acetonitrilo-H,O-acido férmico, tal como 1 ml del mismo, mas adecuadamente los procedimientos
de la invencién comprenden la etapa de detener la reaccidon con metanol, tal como 1 ml del mismo.

Adecuadamente, no se afaden a la muestra tampones exdégenos. Adecuadamente se omiten las etapas de
tamponamiento de los procedimientos de la invencion.

Adecuadamente, no se afiade a la muestra un tampoén exégeno.

Adecuadamente, no se realiza ninguna etapa de extraccion intermedia, sino mas bien adecuadamente, la muestra
se analiza directamente después de la preparacioén sin etapas intermedias.

Desnaturalizacion

En la técnica anterior para el analisis de proteinas se considera necesario desnaturalizar la(s) proteina(s) antes de la
digestion con proteasa. En la técnica anterior, por ejemplo en relaciéon con hemoglobinopatia, las muestras se
desnaturalizan formalmente con adiciones separadas de acetonitrilo y acido férmico y después se dejaron en
reposo. De acuerdo con los procedimientos de la técnica anterior, el acido férmico en las muestras se desnaturaliza
después utilizando carbonato de amonio para llevar el pH cerca del pH éptimo de la tripsina antes de anadir tripsina.
La eliminacién de estas etapas, en base a la idea de que las proteinas en manchas de sangre seca ya estan al
menos parcialmente desnaturalizadas, es una simplificacion masiva de los procedimientos de la invencion. Por lo
tanto, adecuadamente, los procedimientos de la invencion omiten especificamente las etapas de preparacion de
muestras basadas en disolvente organico o acido. Adecuadamente, los procedimientos de la invencién omiten
especificamente etapas de preparacion de la muestra basadas en la desnaturalizacién quimicas. Adecuadamente,
los procedimientos de la invencidon comprenden la preparacion de muestras sin etapa (s) intermedias de disolvente
organico / desnaturalizaciéon. En un aspecto amplio, la invencion se refiere a un procedimiento(s) de analisis de
proteinas tales como procedimientos diagndsticos de hemoglobinopatia que omiten dichas etapas incluso cuando
esos procedimientos no se multiplexan tal como se ensefia en el presente documento.

Cuantificacién - Patrones internas / Proporcién producto: sustrato

La cuantificaciéon puede realizarse utilizando sustratos marcados con is6topos estables. Adecuadamente, dicho
sustrato se marca con al menos un isotopo estable, adecuadamente al menos dos isétopos estables (s).
Adecuadamente, dicho(s) is6topo(s) se selecciona/n del grupo que consiste en deuterio, carbono 13, nitrégeno. 15, y
oxigeno 18. Adecuadamente dicho is6topo es el carbono 13. Cuando se usan dos is6topos, son adecuadamente el
carbono 13 y el nitrégeno 15. Adecuadamente, cuando el sustrato es un polipéptido, el isétopo estable se incorpora
en el extreme N con respecto al sitio de escision de la endopeptidasa de interés (si los hay), de manera el marcador
es retenido por el péptido después de la escision con endopeptidasa (si existe). Los patrones internos de is6topos
estables para la medicion de los metabolitos / péptidos (por ejemplo, péptido is6topos estables) usando
procedimientos estandar de dilucién de isétopos pueden afiadirse la adicién inicial de sustratos enzimaticos o con la
adicion de la proteasa. Los isétopos estables de productos enzimaticos se afiaden de manera adecuada después de
la incubacion de la enzima, lo que tiene la ventaja de que no inhiben la actividad enzimatica. Cuando se afiaden
sustratos marcados con isétopos estables para la especificidad, esta esta adecuadamente en la adicién inicial, es
decir de forma que la o las enzimas tienen la oportunidad de actuar en cualquiera de tales sustrato (s). Es una
ventaja de la invencion que la presencia o ausencia de actividades enzimaticas o la actividad enzimatica relativa,
tipicamente se analiza sin la necesidad de cuantificacion. Tipicamente, esto se puede medir usando el producto
producido o la relacién substrato: producto. Una ventaja clave de realizaciones que ofrecen ademas la cuantificacion
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es cuando se utilizan la concentracion(es) suboptima(s) de sustrato.
Alternativamente se puede llevar a cabo cuantificacion por derivaciéon de la relacién de sustrato / producto.

Otras aplicaciones

Los sistemas y procedimientos de la invencion permiten el diagndstico simultaneo de enfermedades metabdlicas
hereditarias y hemoglobinopatias, en un una mancha de sangre de solo 3,2 mm y sin transferencias de muestras,
sobre la base de metabolito sangre completa multiplexada, la actividad enzimatica y la medicion de péptidos tripticos
mediante EMEM.

La invencién encuentra aplicacion en la deteccién de mutaciones en una proteina / polipéptido, y / o en la medicion
cuantitativa de LAS proteinas / polipéptidos como péptidos liberados por proteasa tal como tripsina.

Ventajosamente, los inventores omiten cualquier adicion para la desnaturalizacion clasica de la hemoglobina (o
cualquier proteina) simplemente simplificando significativamente el procedimiento complete.

El sistema puede ampliarse faciimente para incluir metabolitos adicionales, actividades enzimaticas, o péptidos
tripticos y representa un enfoque analitico multiplexado general aplicable a una serie de diagnoésticos clinicos.

Un beneficio clave de la invencién es el uso de la mancha de sangre como el Unico requisito de amortiguacion para
medir una gama de actividades enzimaticas, tales como biotinidasa (pH éptimo 6,0) y porfobilinégeno sintasa (pH
optimo 6,4). Adecuadamente, los sustratos se afiaden en agua (es decir, adecuadamente el agua es el Unico
disolvente / vehiculo utilizado). Los productos enzimaticos se miden después para determinar la actividad. La
invencion se refiere a "el diagndstico en un” punto

Un efecto técnico clave de la utilizacion de los sustratos de enzimas en agua es que la muestra es ventajosamente
equivalente a la que hemos utilizado anteriormente para la digestion triptica y el diagnostico de hemoglobinopatia.

La inclusiéon de metabolitos en el mismo analisis de la muestra es sorprendentemente eficaz. La dilucién de la
muestra para el analisis de hemoglobinopatia es tipicamente 6-8 veces superior al habitual para el analisis de
metabolitos. Los metabolitos se extraen después por lo general de la sangre usando metanol o mezclas de metanol:
agua que minimizan la proteina y la elucion de sal para minimizar la supresiéon de iones en la fuente de
electropulverizacion. Ademas, los sustratos / productos y procesos enzimaticos pueden aumentar / disminuir los
metabolitos de interés. En particular, el analisis de la técnica anterior de metabolitos implica tipicamente butilacién,
que convenientemente esta omitida especificamente y adecuadamente de los procedimientos de la invencion.

Se puede usar mas de un sustrato para una enzima dada. Esto tiene la ventaja de aumentar la especificidad.
Se puede usar un sustrato marcado con isétopo estable. Esto tiene la ventaja de mejorar la especificidad.

Adecuadamente se preparan sustratos para que estén especificamente libree del producto enzimatico que se va a
medir. Esto tiene la ventaja de eliminar "falsos positivos" que se pueden producir si el producto contamina el
sustrato.

Adecuadamente se usan sustratos solubles en agua. Esto tiene la ventaja de mantener el agua en el Unico
disolvente / vehiculo y, de este modo, eliminar los disolventes organicos y / o las etapas de extraccion de
preparacion de la muestra (aunque, como se ha indicado anteriormente la adicion de 'disolvente de recorrido' en la
etapa de lectura todavia puede implicar disolvente(S) organico(s) tal como acetonitrilo). Es una ventaja de la
presente invencion que se elimina la cromatografia para la eliminaciéon de tampén o similar.

Por lo tanto, en una realizacion preferida, la muestra comprende una mancha de sangre, la preparacion de la
muestra no implica ninguna transferencia, y los metabolitos, las actividades enzimaticas, y las proteinas se miden
cada una en un solo analisis multiplexado.

Los inventores demostraron un sistema analitico multiplexado para la medicién simultanea de analitos (por ejemplo
octanoilcarnitina para MCADD), deteccion de proteinas (hemoglobina beta falciforme) y medicion de las actividades
enzimaticas, en una solo mancha de sangre de 3,2 mm (el tamafio de la mancha de sangre puede ser mayor o
meno y se puede usar sangre entera liquida o plasma, lo mas adecuadamente se utiliza sangre; adecuadamente el
tamafio de la mancha es de 3,2 mm nominales; lo mas adecuadamente el tamafio de la mancha es de 3,2 mm) tal
como el uso de la inyeccion de la muestra directa sin cromatografia y deteccion por espectrometria de masas por
electropulverizacién-espectrometria de masas (EMEM). El sistema se describi6é con referencia a la deteccion
selectiva en neonatos, pero podria aplicarse a una variedad de situaciones de diagnodstico y de seguimiento clinico,
por ejemplo, cancer, diabetes (de tipo 1 y de tipo 2), enfermedad renal, y enfermedad hepatica.

La invencioén se puede aplicar también a otros analitos, tales como dimetilarginina asimétrica (ADMA), acido orético,
y 3-O-metil-dihidroxifenilalanina (3 OMDOPA) para permitir ventajosamente la deteccion selectiva de otros trastornos
hereditarios y congénitos. La deteccion selectiva de enfermedades con estos metabolitos no se ha descrito
previamente. Estos analitos (metabolitos) se pueden incorporar en el sistema de deteccidon selectiva multiplex
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descrito actualmente. En particular, los inventores describen el rendimiento de los analisis usando elucién de la
mancha de sangre con 150 pl de metanol (que contiene toda la gama de is6topos estables para cuantificacion de
aminoacidos, acilcarnitina, creatinina, acido metilmaldnico, acido orético, ADMA, y dimetilarginina simétrica (SDMA))
durante 30 minutos, seguido de 2 inyecciones, cada una de 5 pl, del eluato, para cromatografia rapida,
electropulverizacion y los modos de iones positivos y negativos, y el analisis RM en un SCIEX API5000 (Applied
Biosystems, Warrington, Reino Unido). Cabe sefialar que se ha propuesto al SDMA como una medida de la tasa de
filtracion glomerular y los datos presentados en este documento demuestran que el SDMA se puede medir con
exactitud y precision suficientes en una mancha de sangre, lo que permite un diagndstico preciso de la insuficiencia
renal y la monitorizacion de la funcidn renal en un amplia gama de afecciones clinicas, e, g diabetes y enfermedades
cardiacas, asociadas con la disminucion de la funcion renal y el consiguiente aumento del riesgo cardiovascular.

Breve descripcion de las figuras

Las figuras 1 a 8 muestran las exploraciones.
La Figura 9 muestra un diagrama.

Las figuras 10, 11 y 12 muestran cromatogramas; las lineas naranjas son las lineas superiores, excepto en la
figura 12, panel inferior, en el que la linea azul es la linea superior.

La Figura 13 muestra un grafico.

La figura 14 muestra cromatogramas; en el panel superior de la linea azul es la linea superior.
La figura 15 muestra cromatogramas; en el panel superior de la linea azul es la linea superior.
La figura 16 muestra cromatogramas; en el panel superior de la linea azul es la linea superior.
Las figuras 17 y 18 muestran graficos de curvas estandar.

A continuacion, la invencion se describe mediante los ejemplos. Se pretende que estos ejemplos sean ilustrativos, y
no estan destinados a limitar las reivindicaciones adjuntas.

Ejemplos
Ejemplo 1:
Procedimiento general:

La mancha de sangre en placas de pocillos profundo - afiadir 100 pl de sustrato incluyendo is6topos estables para
fenilalanina, tirosina y octanoilcarnitina, e incubar a 37 °C durante 30 minutos.

Anadir 5 pl de tripsina (5 mg / ml) e incubar durante 30 minutos a 37 °C.
Afadir 1 ml de disolvente de recorrido que contiene PABA con is6topo estable.
Listo para inyectar. 1 minuto de tiempo EMEM

Procedimientos detallados:

Inyeccion de 2 yl. 75 pl/min. Fase movil acetonitrilo: agua 1:1 con acido férmico al 0,025 %. Adquisicones de EMEM
MRM de un total de 1 minuto para hemoglobinopatias clinicamente diagndsticas, acido 5-aminolevulinico,
porfobilinégeno, biocitina, biotina, lisina, d5-lisina, biotina, PABA, PABA, d4-PABA, fenilalanina, tirosina,
octanoilcarnitina, d5 -fenilalanina, d4 tirosina y d3-octanoilcarnitina.

Se realizaron los siguientes analisis:

1) Los inventores incubaron manchas de sangre total de 3,2 mm, las prepararon a partir de sangre entera
colocada sobre papel de filtro Schleicher & Schuell (utilizado para la deteccién selectiva neonatal), con acido
5-aminolevulinico, el sustrato natural de la porfobilinégeno sintasa, y se incubaron a 37 °C durante 30 miny |
h y se midio el porfobilinégeno por mediante EMEM.

2) Como 1, pero incluyendo 100 umol / | de succinilacetona, que demuestra la inhibicion del ensayo - no se
detectd (virtualmente) porfobilinégeno, y, por lo tanto, la capacidad para detectar tirosinemia de tipo 1.

3) Los inventores incubaron manchas de sangre total de 3,2 mm, las prepararon a partir de sangre entera
colocada sobre papel de filiro Schleicher & Schuell (utilizado para la deteccion selectiva neonatal), con
biocitina, el sustrato natural de la biotinidasa, y se incubaron a 37 °C durante 30 minutos y 1 hora y se midié
la biotina y la lisina por mediante EMEM.
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4) Como 3, pero utilizando glébulos rojos lavados con soluciéon salina con plasma de un paciente con
deficiencia de biotinidasa afadida, que demostré actividad reducida de biotinidasa. Este experimento y 3 se
complicaron por la presencia de cantidades significativas de biotina en el sustrato. Se destaca que la
discriminacion todavia era posible permitiendo la deteccion de la deficiencia de biotinidasa, pero el beneficio
de un sustrato libre de biotina o lisina marcada con is6topos estables (sefial activada y no esta presente en
condiciones estandar).

5) Los inventores incubaron manchas de sangre total de 3,2 mm, las prepararon a partir de sangre entera
colocada sobre papel de filtro Schleicher & Schuell (utilizado para la deteccion selectiva neonatal), con botina
PABA, un sustrato artificial de la biotinidasa, y se incubaron a 37 °C durante 30 minutos y 1 hora y se midio la
biotina y el PABA mediante EMEM.

6) Como 5, pero utilizando glébulos rojos lavados con solucidon salina con plasma de un paciente con
deficiencia de biotinidasa anadida, que demostré actividad reducida de biotinidasa. Este experimento y 5 se
complicaron por la presencia de cantidades significativas de biotina en el sustrato. Se destaca que la
discriminacién, en particular usando PABA, todavia era posible permitiendo la deteccion de la deficiencia
biotinidasa, pero con la ventaja de un / sustrato libre de PABA/ biotina .

7) Como 5y 6, pero con PABA is6topo estable afiadido para la cuantificacion de PABA liberado.

8) Como el anterior pero con acido 5-aminolevulinico y biocitina o acido 5-aminolevulinico y PABA biotina o
acido 5-aminolevulinico, biocitina y biotina PABA afadidos para demostrar la capacidad para medir ambas
enzimas simultaneamente y hacer el diagnéstico de cualquiera de biotinidasa y / o tirosinemia de tipo 1 en la
misma mancha de sangre.

9) Como el anterior pero afiadiendo tripsina e incubando durante otros 30 minutos a 37 °C para demostrar las
actividades enzimaticas normales, el patrén de la hemoglobina, la fenilalanina y octanoilcarnitina.

10) Como 9, pero la muestra de sujetos con enfermedad de células falciformes para demostrar las
actividades enzimaticas normales, el patron de fenilalanina, octanoilcarnitina y de hemoglobina de la
enfermedad de células falciformes.

11) Como en 9 pero con la muestra de un paciente con FCU para demostrar las actividades enzimaticas
normales, el patrén de la hemoglobina, octanoilcarnitina y el aumento de fenilalanina diagnéstico de FCU.

12) Como en 9 pero con la muestra de un paciente con MCADD para demostrar las actividades enzimaticas
normales, el patrén de la hemoglobina, fenilalanina y el aumento de octanoilcarnitina diagnostico de FCU.

Ejemplo 2: Analisis multiplexado

Este ejemplo presenta un analisis multiplexado que implica el tratamiento con proteasa, asi como el ensayo de los
aminoacidos libres en las muestras, que no ha sido posible en las técnicas basadas en la técnica anterior. Ademas,
los inventores han demostrado que cada uno de los andlisis y tratamientos pueden llevarse a cabo en multiplex de
acuerdo con la presente invencién y que cada una de las lecturas del analisis sigue siendo sdlida y fiable a pesar del
hecho de que solo se prepara una muestra para la deteccion de metabolitos, actividades enzimaticas, analisis de la
proteasa y que esta muestra se prepara sin tamponamiento exégeno y sin etapas de desnaturalizacion basadas en
disolventes y en un corto plazo de tiempo, que no ha sido posible en la técnica anterior.

Por lo tanto, el procedimiento usado en esta seccion, incluyendo el curso de tiempo optimizado, es:

mancha de sangre de 3,2 mm en placas de pocillos profundos, afiadir 100 pl de sustrato (50 uM, después de
la consideracion de las concentraciones, acido 5-aminolevulinico + biocitina o biotinil-PABA) e incubar a 37 °
C durante 60 minutos.

Anadir 100 pl de tripsina (0,5 mg / ml) e incubar durante 30 minutos a 37 °C.

Anadir 1 ml de disolvente de recorrido que incluye iso6topos estables para fenilalanina, tirosina y
octanoilcarnitina.

Listo para inyectar. 1 minuto de tiempo en EMEM.

Los inventores demostraron en las siguientes tablas el incremento de la sefial de fenilalanina en respuesta a la
incubacion con tripsina. (Tenga en cuenta que muchas de las filas estan en pares de muestras duplicadas para
ayudar a eliminar el error experimental). Obsérvese que los is6topos estables no se ven afectados. Esto es porque el
isétopo estable, por supuesto, no esta presente en la proteina en la muestra que esta siendo digerida con tripsina y
dando lugar al aumento de la sefial de fenilalanina después de la digestion.

Esto también demuestra el incremento de las sefales, fenilalanina y el patrén interno isétopo estable (aumento de la
ionizacion), en metanol. Los resultados se calcularon utilizando las normas apropiadas.
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A pesar de los problemas de envejecimiento de la muestra, la linealidad de la curva estandar, los valores de control,
y la facilidad en la identificacion del paciente co FCU indican la validez del sistema.

La fenilalanina elevada es indicativa de fenilcetonuria.

Las areas de los picos en G son mayores que en F, es decir, midiendo la Phe de la liberacion triptica asi como la
Phe realmente presente en la muestra. Los inventores demuestran que procede de liberacion triptica porque D5
(isotépica) son las mismas columnas O y P. Si hubiera habido un efecto de la sefial, el estandar isotopica habria
'subido’ (es decir, una mayor sefial) también.

Metanol como disolvente de detencion/recorrido da mejor ionizacién/mayor sensibilidad. Esto se demuestra
comparando la columna F con H y la columna O con Q. Esto es ventajoso pero opcional, puesto el disolvente de
recorrido/detencion convencional funcionan con gran eficacia.

Una demostracion clave de este ejemplo es que no importa para .el rendimiento de la invencion exactamente en qué
modo se analiza la Phe. Por ejemplo, la atencién esta dirigida a S/T/U/V, en particular a las filas 23/24. Claramente
con tripsina se observa mas Phe. Esto es debido a la liberacion de Phe por la tripsina como se ha explicado
anteriormente. Del mismo modo, con metanol se observa mas Phe, debido a una mejor ionizacién como se ha
explicado anteriormente. Desde un punto de vista de la técnica anterior, no cabria esperar que esto funcionara, ya
que seria de esperar que la Phe liberada por la tripsina generara un nivel de Phe de fondo tal que la sefial de Phe
presente en los pacientes de FCU se perderia. Sin embargo, sorprendentemente los inventores muestran que en un
analisis de multiplexado de acuerdo con la presente invencion, todavia se tiene una excelente discriminacion. Una
de las razones se debe a la comparacién con los controles adecuados. Mediante la incorporacién de tratamiento con
tripsina en el control, se pueden observar niveles elevados de Phe en los tratamientos de tripsina de controles sin
FCU. Sin embargo, incluso con la sefial producida por la tripsina, todavia hay una excelente discriminacién con los
niveles mas altos de un paciente con FCU. Un punto clave es que la liberacién relacionada con tripsina es menor en
las muestras de mayor edad debido a que eluye menos proteina, estando por lo tanto disponible para el ataque por
tripsina en muestras mas antiguas. Ademas, y mas importante, en las muestras de la misma edad, la elucién de
proteinas, y, por tanto, la sefial de Phe producida por tripsina, es comparable entre los controles y los pacientes de
FCU de modo que el "fondo" de la sefial de Phe liberada mediante la proteasa es comparable entre los dos, pero
crucialmente, y de forma inesperada con respecto a la técnica anterior, segun la presente invencion sigue existiendo
una diferencia detectable sdlida en la sefial en una muestra de FCU debido al diagndstico libre de Phe que hay en
muestra y no en el control. Por lo tanto, mientras que los procedimientos de la técnica anterior son confundidos por
un enfoque multiplex, los inventores mostraron que su procedimiento es sélido incluso en multiplex. El [fondo mas la
sefial] de una muestra de FCU se distingue claramente de la sefial [de fondo solamente] de un control adecuado, a
pesar del gran componente de fondo (generada por la Phe liberada por la proteasa). En otras palabras, se puede
permitir la “elevacion” 'de la sefial en los ensayos multiplexados de proteasa y la sefial de diagnodstico real todavia se
puede discriminar segun la presente invencion.

Es una caracteristica ventajosa opcional de la invencién el uso de muestras de control de la misma edad cuando un
analisis de la proteasa es parte del ensayo multiplex, ya que esto tiene la ventaja de que el fondo coincide incluso
mejor y, por lo tanto, una discriminacién mejor/mas sélida.
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Analisis multiplex: Tyr

Los inventores demostraron que el incremento de la sefial de tirosina en respuesta a la incubacién con tripsina.
Obsérvese que los isotopos estables no se ven afectados.

Esto también demuestra el incremento de las sefales, tirosina y el patrén interno isétopo estable (aumento de la
ionizacion), en metanol.

A pesar de las cuestiones del envejecimiento de la muestra, la linealidad de la curva patron y los valores de control
confirman la validez del sistema.

Las siguientes tablas muestran los datos.
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Analisis multiplex: Oct Carn

Los inventores demostraron que el ligero incremento de la sefial de octanoilcarnitina en respuesta a la incubacion
con tripsina. Obsérvese que los iso6topos estables también se ven afectados. Sugiere una mejor ionizacion después
de la digestion de proteinas.

Esto también demuestra el incremento de las sefiales, octanoilcarnitina y el patrén interno isétopo estable (aumento
de la ionizacién), en metanol.

A pesar de los problemas de envejecimiento de la muestra, la linealidad de la curva estandar, los valores de control,
y la facilidad en la identificacion del paciente con MCADD indican la validez del sistema.

Concentracion Concentracion Concentracion Concentracion
calculada (umol/l) calculada (umol/l) calculada (umol/l) calculada (umol/l)
Sin disolvente de rec- Disolvente de rec. - Sin tripsina-metanol Tripsina-metanol
tripsina tripsina

Mancha en 0,140 <0 0,122 <0
blanco
Pat. 1 2,930 2,980 2,940 3,080
Pat. 2 0,461 0,389 0,446 0,250
Pat. 3 0,171 0,191 0,175 0,230
MCADD CDC 12,400 11,500 11,300 8,980
MCADD CDC 11,900 10,200 11,000 9,740

Con todo detalle los datos se presentan en la siguiente tabla:
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Analisis multiplexado: Leu

Los inventores demostraron que el incremento de la sefial de leucina en respuesta a la incubacion con tripsina. Esto
es menos prominente en la(s) mancha(s) viejas de paciente(s) de MSUD como se ha indicado anteriormente.
Obsérvese que los isdtopos estables no se ven afectados.

Esto también demuestra el incremento de las sefales, leucina y el patron interno isétopo estable (aumento de la
ionizacion), en metanol.

Sin embargo, la linealidad de la curva patrén y los valores de control indican la validez del sistema en muestras
contemporaneas. Datos mostrados en la siguiente tabla.
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Las concentraciones calculadas de 1100 y 735 umol / | para los pacientes de MSUD mostraron discriminacion soélida
en comparacion con las concentraciones calculadas mucho mas bajas para los pacientes no afectados;
independientemente de los tratamientos con proteasa y / o metanol se mantuvo esta discriminacion.

La invencién se puede aplicar incluso en el analisis de muestras antiguas (por ejemplo, de meses a 2 afios de edad
o incluso mas antiguas). Las exploraciones y/o proporciones, tales como la proporcién Leu-Phe, se pueden utilizar
para obtener excelentes resultados de diagndstico. Por ejemplo, los resultados calculados para leucina y valina son
menos fiables y esto parece estar relacionado con la edad de la mancha. En cuanto a las exploraciones, esta claro
que se debe hacer un diagnéstico. En este escenario, la proporcion leucina / fenilalanina y / o la proporcion valina /
fenilalanina se pueden usar para discriminar la muestra del paciente con MSUD. Adicionalmente la inspeccion de las
exploraciones muestra que las proporciones leucina / alanina y valina / alanina serian significativamente mejores.

Para ilustrar esto, consulte la Figura 1, exploracion de acilcarnitina (superior) y exploracion de pérdida neutra.
(inferior, pérdida del ion formiato).

Comparese la Fig 1 con la figura 2 para ver elevacion de Phe, por lo tanto se diagnostica FCU al paciente.
Comparese la figura 3 para ver la leucina / isoleucina elevada (132,3) en la muestra de MSUD. La proporcion Leu:
Phe (132,3: 166,4) es un indicador ain mas sélido de MSUD. La proporcién Leu: Ala (132,3: 90,1) es un indicador
aun todavia mas solido de MSUD, porque en MSUD, la Ala esta tipicamente baja como efecto secundario , por lo
que mediante el estudio de esta proporcion Leu: Ala como diagnéstico esta todavia mas pronunciada en MSUD.

La Figura 4 muestra que se detecta octanoilcarnitina (288,2) en un paciente de MCADD, y que esta deteccion y
diagndstico no se ven alterados por el analisis multiplexado de la invencion.

Estos experimentos se repiten, esta vez con proteasa como parte del proceso de multiplex. La Figura 5 muestra la
muestra de control para el proceso completo, incluyendo la proteasa (tripsina). Obsérvese que la sefal es
aproximadamente 10 veces mas alta que en la figura 1 debido a la liberacion de aminoacidos por la proteasa. 'Sin
embargo, a pesar de esta sefial de orden de magnitud mas alto, la invencién ventajosamente todavia proporciona
una excelente discriminacion. Comparese la Phe (166,3) en la figura 6 a la figura 5, esta claramente elevada en la
figura 6, lo que diagnostica FCU incluso a pesar de los niveles 10 veces mas altos en %eneral de sefal / fondo.
Ademas, la comparacion de 132,2 de la figura 7 con la figura 5 (aprox. 11,6 x10° vs 1,1 x10°) discrimina con facilidad
y firmeza y diagnostica al paciente con MSUD. Como anteriormente, si las proporciones tales como de Leu:Ala se
comparan, se consigue una discriminacion ain mas solida. Teniendo en cuenta la octanoilcarnitina, comparese el
288,4 de la Fig 8 a la Fig 5 para ver una discriminacion convincente y diagnosticar MCADD incluso en presencia de
la proteasa tripsina, como parte del multiplex.

Adecuadamente, en la practica, las manchas de muestras clinicas en una carrera se realizan todas en plazo de una
semana o similar uno de otro. Sin embargo, para ilustrar la fiabilidad de la invencién, las manchas de MSUD se
hicieron hace mas de 1 afio y se desprende de los tratamientos “sin tripsina” frente a “tripsina” que no se obtiene
ningun aumento significativo de la leucina o valina con tripsina en esta mancha.

Nota sobre acido 5-aminolevulinico / isoleucina / leucina

Obsérvese que cada una de estas especies (asi como la hidroxiprolina) hace una contribucion al pico de 132,3. Esta
es una razén por la cual las concentraciones de sustrato, tales como las concentraciones de acido 5-aminolevulinico
se minimizan ventajosamente. Por lo tanto, cuanto menos acido 5-aminolevulinico se usa en la muestra multiplex, su
presencia sera 'inflara” menos el pico de 132,3. Las técnicas anteriores suelen utilizar aproximadamente 20 veces
mas sustrato como se ensefia en este documento y, por lo tanto, no se observarian los efectos y no se podrian
observar en los procedimientos de la técnica anterior. Adecuadamente, se utiliza sustrato acido 5-aminolevulinico 50
uM.

Las exploraciones demuestran que es posible establecer el diagndstico de MSUD. Como se sefialo anteriormente, la
sefial también incluye alguna contribucion del acido 5-aminolevulinico, pero esto se minimiza ventajosamente
mediante el uso de la transicion de leucina de alta energia de colision como lectura. En cualquier caso, se
demuestra que el enfoque de la exploracién funcionara incluso en esta situacion de multiplexado.

En la mayoria de los laboratorios de deteccion selectiva de recién nacidos en todo el mundo se realice una
exploracion de pérdida neutra para los aminoacidos (la mayoria usan muestras butilada pero muestras sin
derivatizar y la pérdida neutra m / z 46, también son utilizables como se muestra en estos ejemplos) y una
exploracion de iones precursores del producto m / z 85 para acilcarnitinas (mismo comentario que en la butilacion
excepto que el ion del producto m / z 85 es el mismo para las butiladas y sin derivatizar).

Preferiblemente se usan MRM. Sin embargo, lo anterior ilustra como la invencion se puede aplicar en forma
multiplexada incluso con diversas lecturas alternativas que puede seleccionar el operador.

Analisis multiplexado: Val

Esto demuestra el aumento de la sefial de valina en respuesta a la incubaciéon con tripsina (no la mancha antigua de
un paciente de MSUD). Obsérvese que los isétopos estables no se ven afectados. Esto también demuestra el
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incremento de las sefales, valina y el patrén interno is6topo estable (aumento de la ionizacién), en metanol.

Las cuestiones relativas al envejecimiento de la muestra hacen que la identificacion del paciente con MSUD sea
dificil. Sin embargo, la linealidad de la curva patréon y los valores de control indican la validez del sistema en
muestras contemporaneas.
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Las exploraciones en las figuras 1-8 muestran como podrian usarse las proporciones para establecer el diagndstico
incluso en muestras muy antiguas como se ha explicado anteriormente bajo el encabezado "Leu". Adicionalmente,
se puede usar la proporcion Val-Phe (véase mas adelante).

Analisis multiplexado: Leu-Phe

Obsérvese que el uso de la proporcién de la sefial leucina / fenilalanina identifica facilmente al paciente de MSUD,

Nombre de Ila Area del pico del analito Area del pico del analito Proporcién
muestra (Recuentos) (Recuentos) Leu/Phe
Disolvente de rec. -tripsina Disolvente de rec. -tripsina
Mancha en blanco 54100 53300 1,02
Pat. 1 147000 559000 0,26
Pat. 2 154000 1460000 0,11
Pat. 3 161000 3070000 0,05
QcC1 164000 776000 0,21
QC2 175000 1540000 0,11
MSUD Pat. 196000 475000 0,41
MSUD QCL 141000 463000 0,30
MSUD QCH 228000 479000 0,48
Control 206000 584000 0,35
Control 220000 618000 0,36
Control +SA 219000 636000 0,34
Control +SA 192000 597000 0,32
Control lavado 125000 445000 0,28
Control lavado 128000 478000 0,27
MCADD CDC 243000 748000 0,32
MCADD CDC 243000 746000 0,33
PKU NEW 181000 1140000 0,16
PKU NEW 208000 1190000 0,17
MSUD 216000 329000 0,66
MSUD 223000 339000 0,66
AS 89000 301000 0,30
AC 103000 406000 0,25
AA 86900 315000 0,28

La proporcion de la concentracion puede variar ligeramente debido a problemas de precision con bajas
concentraciones de fenilalanina.

En teoria, en la practica, y a partir de las exploraciones y los datos 'presentados en este documento, la proporcion de
leucina / alanina discriminara mejor y por lo tanto se prefiere para MSUD.

Analisis multiplexado: Val-Phe

Obsérvese que el uso de la proporcién de la sefial valina / fenilalanina identifica facilmente al paciente de MSUD:

Nombre de Ila Area del pico del analito Area del pico del analito Proporcién
muestra (Recuentos) (Recuentos) Val/Phe
Disolvente de rec. -tripsina Disolvente de rec. -tripsina
Mancha en blanco 153000 53300 2,87
Pat. 1 1410000 559000 2,52
Pat. 2 1580000 1460000 1,08
Pat. 3 1190000 3070000 0,39
QcC1 1630000 776000 2,10
QcC2 1420000 1540000 0,92
Pat. de MSUD 1990000 475000 4,19
MSUD QCL 1310000 463000 2,83
MSUD QC H 2610000 479000 5,45
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Nombre de Ila Area del pico del analito Area del pico del analito Proporciéon
muestra (Recuentos) (Recuentos) Val/Phe
Disolvente de rec. -tripsina Disolvente de rec. -tripsina
Control 1990000 584000 3,41
Control 2230000 618000 3,61
Control +SA 2150000 636000 3,38
Control +SA 1910000 597000 3,20
Control lavado 1100000 445000 2,47
Control lavado 1170000 478000 2,45
MCADD CDC 2100000 748000 2,81
MCADD CDC 2150000 746000 2,88
PKUNEW 1550000 1140000 1,36
PKU NEW 1650000 1190000 1,39
MSUD 1770000 329000 5,38
MSUD 1830000 339000 5,40
AS 827000 301000 2,75
AC 794000 406000 1,96
AA 871000 315000 2,77

La proporcion de la concentracion puede variar debido a problemas de precisidon con bajas concentraciones de
fenilalanina.

En teoria, en la practica, y como se muestra a partir de las exploraciones, la proporciéon de valina / alanina
proporciona otro discriminante soélido.

Hay que tener en cuenta que, como se ha indicado anteriormente, en estos ejemplos particulares las muestras de
MSUD son mucho mas antiguas que las demas y, por tanto, presentan menos liberacion relacionada con la
proteasa. Como se ha demostrado con creces, los procedimientos de la invencidon siguen siendo herramientas
diagndsticas sdlidas con una excelente discriminacion incluso cuando se produce una iteracion elevada por la accion
de la proteasa. De hecho esto se demuestra mediante los conjuntos de datos presentados en los ejemplos
anteriores.

Ejemplo 3: biotinidasa con Biotina / PABA multiplexada
Manchas de sangre incubadas con biotinil PABA (aprox. 50 ymol /1) y acido 5 —aminolevulinico (50 umol/l)

Proceso analitico completo para la actividad enzimatica, péptidos diagndsticos de hemoglobinopatias tras la
digestion con tripsina, y los metabolitos.

Los inventores plantearon la pregunta: ;Medir la biotina o PABA discrimina entre el control y la deficiencia de
biorinidasa?

También abordaron las preguntas: ¢, ¢, Puede la proporcién producto / sustrato usarse para la diferenciacion?
¢,Cémo se compara la actividad de control de los adultos con la de una reciente muestra de recién nacido?

¢ Es la actividad medible en muestras antiguas y muestras recogidas en EDTA?

Nombre de la ID de la Tipo de Nombre del pico Area del pico del analito

muestra muestra muestra del analito (Recuentos)
Control Biot PABA Desconocido Biotina 75600
Control Biot PABA Desconocido Biotina 70900
Control +SA Biot PABA Desconocido Biotina 69300
Control +SA Biot PABA Desconocido Biotina 69200
Control lavado Biot PABA Desconocido Biotina 23400
Control lavado Biot PABA Desconocido Biotina 20300
Control Biot PABA Desconocido PABA 45100
Control Biot PABA Desconocido PABA 45100
Control +SA Biot PABA Desconocido PABA 47900
Control +SA Biot PABA Desconocido PABA 44700
Control lavado Biot PABA Desconocido PABA 1950
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Control lavado Biot PABA Desconocido PABA 1210

Conclusiones:

La senal de biotina en la muestra de control adulto es solo 3,5 veces la sefial en la muestra de deficiencia de
biotinidasa, véanse las filas 1,2 y 5,6 (resaltado en negrita y subrayadas).

La sefial de PABA en la muestra de control adulto es 30 veces la sefial en la muestra de deficiencia de biotinidasa,
véanse las filas 7,8 y 11,12 (resaltado en negrita y en cursiva).

La sefal de biotina mas baja, en la muestra de MCADD, no es significativamente diferente de la de la muestra de
deficiencia de biotinidasa. La sefial de PABA mas baja, en la muestra de MCADD, todavia es 5 veces la de la
muestra de deficiencia de biotinidasa. Por tanto, PABA es un analito preferido.

Obsérvese que hay una sefial de biotina altamente significativa en la mancha en blanco incubada con sustrato, lo
que implica una mala proporcion sefial: ruido. Obsérvese que hay una sefial virtualmente no medible de PABA en la
mancha en blanco incubada con sustrato, lo que implica una muy alta proporcién sefal: ruido. Por tanto, de nuevo,
PABA es un analito preferido.

La proporcion PABA PABA / biotinil /PABA proporciona una mayor discriminacion, 35. veces. La actividad de la
biotinidasa es medible en muestras antiguas y en las muestras de EDTA (aunque hay un grado de deterioro de la
muestra en las muestras antiguas).

Un sustrato preferido es biocitina, ya que es el sustrato natural y porque normalmente esta menos contaminado con
biotina que otros sustratos.

Ejemplo 4: PBG sintasa multiplexado

Manchas de sangre incubadas con agua, biocitina (50 pmol/l) y acido 5-aminolevulinico (50 pymol/l) y biotinllPABA
(50 ymol/l)) y acido 5-aminolevulinico (50 umol/l). Proceso analitico completo para la actividad enzimatica, péptidos
diagndsticos de hemoglobinopatias tras la digestion con tripsina, y los metabolitos.

Se usaron dos MRM para medir el porfobilinégeno.

Pregunta principal: ;La medicion de porfobilinogeno discrimina entre el control y la tirosinemia de tipo 1 (la
succinilacetona inhibe la actividad de la porfobilindgeno sintasa)?

Preguntas secundarias: ; Qué MRM de porfobilindgeno es mejor?

¢,¢,Puede la proporcién producto / sustrato usarse para la diferenciacion?

¢,Cémo se compara la actividad de control de los adultos con la de una reciente muestra de recién nacido?
¢ Es la actividad medible en muestras antiguas y muestras recogidas en EDTA?

¢ Hay alguna diferencia en la actividad de la PBG sintasa usando biocitina o biotinilPABA para medir la actividad de
biotinidasa al mismo tiempo?

Nombre de la ID dela Tipo de Nombre del pico del Area del pico del analito
muestra muestra muestra analito (Recuentos)
Control Biocitina Desconocido Porfobilinégeno 58800
Control Biocitina Desconocido Porfobilinégeno 62500
Control +SA Biocitina Desconocido Porfobilinégeno 3970
Control +SA Biocitina Desconocido Porfobilinégeno 3810
Control Biot PABA Desconocido Porfobilinégeno 61600
Control Biot PABA Desconocido Porfobilinégeno 56900
Control +SA Biot PABA Desconocido Porfobilinégeno 4680
Control +SA Biot PABA Desconocido Porfobilinégeno 4220
Control Biocitina Desconocido Porfobilinégeno 2 32900
Control Biocitina Desconocido Porfobilinégeno 2 36400
Control +SA Biocitina Desconocido Porfobilinégeno 2 1910
Control +SA Biocitina Desconocido Porfobilinégeno 2 2400
Control Biot PABA Desconocido Porfobilinégeno 2 36500
Control Blot PABA Desconocido Porfobilinégeno 2 33200
Control +SA Biot PABA Desconocido Porfobilinégeno 2 1540
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Control +SA Biot PABA Desconocido Porfobilinégeno 2 1940

Conclusiones:

La sefial de porfobilindgeno en la muestra de control de adulto es 15 veces la sefial en la muestra de tirosinemia de
tipo 1 (mas que la mancha de sangre en blanco), véase resaltado en negrita La sefial de porfobilindgeno mas baja
en cualquiera de las otras muestras sin EDTA sigue siendo 2 veces la sefial en la muestra de tirosinemia de de tipo
1.

Obsérvese que no hay practicamente ninguna sefial de porfobilinégeno medible en la mancha en blanco incubada
con sustrato, implica alguna actividad residual en la muestra de tirosinemia de tipo 1.

La MRM de 227,3 / 122,1 es mas sensible pero la proporcion sefial: ruido no es mejor que 227,3 / 94,0. Implica que
es posible pero 227,3 / 122,1 es preferible debido a la mayor sefial.

La proporcion producto / sustrato proporciona ligeramente mayor discriminacion, -15 -a 20 veces. La muestra de
recién nacido reciente es del paciente con FCU vy la actividad es de aproximadamente 60 - 70% de la actividad del
adulto pero todavia altamente discriminatoria.

La actividad de PBG sintasa es medible en muestras antiguas, (pero probablemente no en muestras de EDTA),
aunque es casi seguro que algun grado de deterioro de la muestra en las muestras antiguas.

No hay diferencia entre sustratos de la biotinidasa.
Ejemplo 5: Hbs multiplexada

Manchas de sangre incubadas con agua, biocitina (50 pmol/l) y acido 5-aminolevulinico (50 pmol/l) y biotinllPABA
(50 ymol/l)) y acido 5-aminolevulinico (50 umol/l). Proceso analitico completo para la actividad enzimatica, péptidos
diagndsticos de hemoglobinopatias tras la digestion con tripsina, y los metabolitos.

Pregunta principal: ;La multiplexacion, mediante la inclusion de los sustratos enzimaticos y de la incubacion, afecta
a la capacidad de detectar el péptido de la enfermedad falciforme?

Pregunta secundaria: ¢Hay alguna diferencia, en particular con respecto a la supresion de iones, entre los
sustratos?

Nombre de la ID de la Muestra Nombre del Area del pico del  Intervalos de masa del Proporcién
muestra muestra Tipo pico del analito (recuentos) analito (uma) del area
analito

AS Agua Desconocido Falciforme 91800 461,9/472,4 uma 1,050

AS Agua Desconocido Falciforme 92600 461,9/472,4 uma 1,040

AS Biocitina Desconocido Falciforme 103000 461,9/472,4 uma 1,060

AS Biocitina Desconocido Falciforme 108000 461,9/472,4 uma 1,030

AS Biot Desconocido Falciforme 107000 461,9/472,4 uma 1,050
PABA

AS Biot Desconocido Falciforme 104000 461,9/472,4 uma 1,110
PABA

Conclusiones:

La sefal falciforme en la muestra de HbAS de adulo es aproximadamente 100 veces la sefial en otras muestras en
agua o bien sustrato, véase resaltado en negrita (AS = heterocigoto). No hay diferencia entre los sustratos de la
biotinidasa para los péptidos falciformes o de tipo salvaje. Por tanto, el analisis multiplexado es sorprendentemente
adecuado para el diagnostico de hemoglobinopatias también. Cuando los substratos estan presentes y se realizan
las incubaciones para las actividades enzimaticas que se van a analizar, no hay perjuicio para el diagnéstico de
hemoglobinopatia multiplexado simultaneo, es decir, ningun efecto sobre las sefiales o en la discriminacion.

Lo mismo se ha realizado para Hbc, HbDPunjab, HbOarab, HbE, deltaLepore y HbF y todos ellos funcionan bien y
no hay efectos de fondo . NB HbF MCADD era un bebé, por lo que esta es la razén se observo una gran cantidad de
HbF para esa muestra.)

Ejemplo 6: Biotinidasa con Biocitina / biotina multiplexado

Manchas de sangre incubadas con agua y biocitina (50 umol / I) y acido 5 —aminolevulinico (50 umol/l).
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Proceso analitico completo para la actividad enzimatica, péptidos diagndsticos de hemoglobinopatias tras la
digestion con tripsina, y los metabolitos.

Pregunta principal: ;Medir la biotina discrimina entre el control y la deficiencia de biorinidasa?

Preguntas secundarias: ¢ ¢Puede la proporcion producto / sustrato usarse para la diferenciacion? ;Como se
compara la actividad de control de los adultos con la de una reciente muestra de recién nacido?

¢ Es la actividad medible en muestras antiguas y muestras recogidas en EDTA?

Nombre de la IDdela Tipode Nombre del Area del pico del Intervalos de lamasa Proporcion
muestra muestra muestra pico del analito del analito (uma) del area
analito (Recuentos)
Control Biocitina Desconocido Biotina 86500 uma 244 .6/227,0 0,203
Control Biocitina Desconocido Biotina 105000 uma 244 .6/227,0 0,221
Control +SA Biocitina Desconocido Biotina 103000 uma 244 .6/227,0 0,265
Control +SA Biocitina Desconocido Biotina 102000 uma 244 .6/227,0 0,223
Control lavado Biocitina Desconocido Biotina 1950 uma 244 .6/227,0 0,003
Control Biocitina Desconocido Biotina 1800 uma 244 .6/227,0 0,003
lavadoControl

Conclusiones:

La sefal de vitrina en la muestra de control de adulto es 45 veces la sefial en la muestra de deficiencia de
biotinisasa (igual que la mancha de sangre en blanco), véase resaltado en negrita La sefial de biotina mas baja en
cualquiera de las otras muestras sin EDTA sigue siendo 8 veces la sefial en la muestra de deficiencia de biotinisasa.

Obsérvese que hay una sefial virtualmente no medible de biotina en la mancha en blanco incubada con sustrato, lo
que muestra una muy alta proporcién sefial: ruido.

Como era de esperar, la proporcion producto / sustrato ofrece mayores tiempos de discriminacion 73. La muestra de
recién nacido reciente es del paciente con FCU y la actividad no es significativamente menor (la actividad puede ser
menor en los bebés prematuros, pero todavia da una buena discriminacion).

La actividad de biotinidasa es medible en muestras antiguas y en las muestras de EDTA, aunque es casi seguro que
algun grado de deterioro de la muestra en las muestras antiguas. Lavado significa globulos rojos lavados (la
biotinidasa se encuentra en el plasma), para equivalencia de plasma de un paciente con deficiencia de biotinidasa se
afiade bock, por lo que esta libre de biotinidasa.

Ejemplo 7: PKU multiplexado

Manchas de sangre incubadas con agua, biocitina (50 pmol/l) y acido 5-aminolevulinico (50 pymol/l) y biotinllPABA
(50 ymol/l)) y acido 5-aminolevulinico (50 umol/l). Proceso analitico completo para la actividad enzimatica, péptidos
diagndsticos de hemoglobinopatias tras la digestion con tripsina, y los metabolitos.

Pregunta principal: s Se puede medir la fenilalanina suficientemente bien para detectar fenilcetonuria?
¢ Es el procedimiento verdaderamente cuantitativo?

¢Afecta la adicion de mezcla de sustrato de la enzima a la sefal de fenilalanina?

Obsérvense los resultados calculados a partir de patrones en la mezcla de biocitina

Los datos de FCU multiplex se muestran en la siguiente tabla:
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Conclusiones:

La muestra del paciente se identifica muy faciimente. Es un valor alto, pero la discriminacién (sefial, proporcion o
concentracion) es excelente.

El procedimiento parece ser altamente cuantitativo, la linealidad, la precisién y los resultados de CC son excelentes.
El fondo de de tripsina significa que la curva patrén no pasa por cero.

La concentracion de fenilalanina del paciente se mide como se ha indicado anteriormente.

Sin embargo, los patrones y QC se realizaron al mismo tiempo. El alto valor en el control y los niveles bajos
(medidos <0) en las muestras mas antiguas pueden indicar un problema de elucion leve.

En la practica, todas las muestras analizadas se habran tomado, preferentemente, en el plazo de 1 semana. No hay
efectos de los sustratos en las sefales.

Ejemplo 8: MCADD multiplexado

Manchas de sangre incubadas con agua, biocitina (50 pmol/l) y acido 5-aminolevulinico (50 pymol/l) y biotinllPABA
(50 ymol/l)) y acido 5-aminolevulinico (50 umol/l). Proceso analitico completo para la actividad enzimatica, péptidos
diagndsticos de hemoglobinopatias tras la digestion con tripsina, y los metabolitos.

Pregunta principal: ;Se puede medir la octanoilcarnitina suficientemente bien para detectar MCADD?
¢ Es el procedimiento verdaderamente cuantitativo?

¢ Afecta la adicion de la mezcla de sustrato de la enzima a la sefial de fenilalanina? Obsérvese los resultados
calculados a partir de los patrones en la mezcla de biocitina.

Dtos de MCADD multiplexado en la tabla a continuacion:
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Conclusiones:

La muestra del paciente esta en el limite de corte para la deteccién selectiva de 0,5 pmol / I. La sefial, la proporcion
o la concentraciéon se adaptan a esta concentracion.

Las muestras de EDTA tienen buen aspecto

El procedimiento parece ser altamente cuantitativo, la linealidad, la precision y los resultados de CC son excelentes.
La concentracion de octanoilcarnitina del paciente se mide como se ha indicado anteriormente.

No se detectd ningun efecto de la elucion

No hay efectos de los sustratos en las sefiales

Por tanto, los inventores han demostrado ampliamente la capacidad para llevar a cabo diversas series de pruebas
en multiplexacion. Si las pruebas son metabolitos, actividades enzimaticas o analisis de polipéptidos (a través de la
digestion con proteasas), ninguna de las condiciones o tratamientos afect6 adversamente a ninguna de las otras
lecturas tomadas en el punto de analisis de muestras. Asi, la invencién proporciona un potente procedimiento de
diagndstico multiplexado.

Ejemplo 9: Acido orético

El acido orético es un metabolito importante en la sintesis de pirimidinas. En consecuencia, en los trastornos
hereditarios de la sintesis de novo de pirimidina, especificamente la deficiencia de la UMP sintasa, las
concentraciones de acido orético en orina se incrementan. El acido orético se sintetiza a partir de fosfato de
carbamilo y acido aspartico y, en consecuencia, en los trastornos hereditarios del ciclo de la urea, es decir,
deficiencia de ornitina transcarbamilasa (OTC), deficiencia de acido argininosuccinico sintasa y deficiencia de acido
arginosuccinico liasa, el acido orético en orina se incrementa (véase la figura 9).

El diagndstico diferencial de la aciduria orética hereditaria y trastornos hereditarios del ciclo de la urea es
relativamente facil, basandose en informacion clinica y la excrecion masiva de acido orético en la deficiencia de la
UMP sintasa. El diagnostico diferencial de los defectos del ciclo de la urea se basa generalmente en aminoacidos en
plasma o en orina: la citrulina esta incrementada en la deficiencia de acido argininosuccinico sintasa y el acido
argininosuccinico se incrementa en la deficiencia de la acido argininosuccinico liasa. En la deficiencia de la ornitina
transcarbamilasa (OTC), la citrulina plasma normalmente disminuye, pero el diagndstico inicial se basa en el
aumento de la excrecion urinaria de acido orético en ausencia de un aumento diagndstico en los aminoacidos del
ciclo de la urea. El acido orético de sangre entera/ plasma rara vez se mide porque el acido orético se excreta
activamente por el rifdn y la concentracion en plasma es relativamente baja en comparacion con las
concentraciones observadas en la orina. Sin embargo, sin tratamiento, las concentraciones en sangre / plasma de
acido orodtico se incrementaran en todos los trastornos especificados anteriormente. Solo hay una publicacion
importante sobre el acido orético en plasma en un trastorno del ciclo de la urea (Sass et al (1999) Ped Neph 13,
912). Los autores midieron el acido ordtico en plasma en muestras de un paciente con deficiencia de
argininosuccinato sintasa usando cromatografia de gases-espectrometria de masas y concluyeron que el analisis en
plasma no ofrecia ventajas sobre el analisis de orina.

Los inventores divulgan el uso de la cuantificacion de acido orético en mancha de sangre usando EMEM por
electropulverizacion para deteccion selectiva de OTC en recién nacidos y pacientes agudos.

La siguiente informacién es un extracto del conjunto de datos de la OMIM Online Mendelian Inheritance in Man) con
respecto a esta afeccion:

La deficiencia de ornitina transcarbamilasa es un error innato ligado al cromosoma X del metabolismo del ciclo de la
urea que causa hiperamonemia. El trastorno se puede tratar con arginina en la dieta suplementaria y una dieta baja
en proteinas.

Los trastornos del ciclo de la urea se caracterizan por la triada de hiperamonemia, encefalopatia y alcalosis
respiratoria. Se han descrito cinco trastornos que implican diferentes defectos en la biosintesis de las enzimas del
ciclo de la urea: deficiencia de OTC, deficiencia de carbamilo fosfato sintetasa (237300), deficiencia de
argininosuccinato sintetasa o citrulinemia (215700); deficiencia de argininosuccinato liasa (207900) y deficiencia de
arginasa (207800).

Caracteristicas clinicas

Russell et al. (1962) describieron 2 primos con intoxicacion crénica con amoniaco y deterioro mental. Mediante
biopsia del higado, la actividad de la OTC hepatica se demostré que era muy baja. Se supuso que habia un defecto
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presente en la sintesis de urea a nivel de la conversion de ornitina a citrulina.

Levin et al. (1969) informaron de un bebé mujer afectada cuya madre tenia una aversion a las proteinas y niveles
elevados de amoniaco en plasma, mientras que el padre era normal. En otro lactante, un varén, Levin et al. (1969)
encontraron lo que consideraban una variante de la hiperamonemia habitual causada por deficiencia de OTC,
presumiblemente debido a un cambio enzimatico diferente. La actividad enzimatica fue el 25 % de lo normal, en
lugar de del 5 al 7% de lo normal como en otros casos, y otras propiedades de la enzima mostraron diferencias con
respecto a lo normal. El cuadro clinico fue mas leve que en los casos habituales. Holmes et al. (1987) también se
describe una variante leve de la deficiencia de OTC.

Campbell et al. (1971, 1973) informaron sobre hiperamonemia neonatal letal debido una deficiencia completa de
ornitina transcarbamilasa. Sugirieron que la mutacion en el gen que codifica la enzima puede conducir a la
deficiencia parcial en mujeres heterocigotas y a deficiencia completa en varones hemicigotos.

Thaler et al. (1974) describieron una "nueva variante tolerante de proteinas” de la deficiencia de OTC en un nifio con
la encefalopatia con degeneracion grasa visceral sugestiva de sindrome de Reye. Krieger et al. (1979) informaron
sobre un lactante varéon con deficiencia de OTC, que estuvo relativamente libre de sintomas durante 4 meses, pero
desarrollaron gradualmente espasticidad severa debido a la atrofia cerebral y murié a los 13 meses de edad. La
actividad de OTC en el higado era un 1,5 % de lo normal. Los autores observaron que el cuadro clinico de la
deficiencia de OTC durante las exacerbaciones agudas con la acumulacién de grasa microvesicular en el higado
puede sugerir el sindrome de Reye.

Bruton et al. (1970) describieron la transformacion de los astrocitos en células glia de tio Il del Alzheimer, una
caracteristica de cualquier forma de hiperamonemia. Kornfeld et al. (1985) notificaron hallazgos neuropatolégicos en
2 casos de deficiencia de OTC. Un nifio de 3 dias de edad mostro gliosis principalmente en el tronco cerebral, y una
nifia de 2 afos de edad mostré gliosis generalizada y ulegiria de la corteza cerebral, asi como la atrofia de la capa
granular interna del cerebelo.

Drogari y Leonard (1988) describieron 6 nifios afectados con aparicion relativamente tardia de los sintomas clinicos.
Uno de ellos era un nifio que durante la infancia fue considerado un nifio muy dificil, introvertido con temperamento
fuerte. A la edad de 12 afios, tuvo un episodio de confusion por el que fue ingresado en el hospital, pero no se
encontré ninguna causa. A la edad de 14 afios, fue ingresado en el hospital profundamente inconsciente después de
una comida rica en proteinas la noche antes de la admision. La excrecion de acido orético en orina se elevo, y su
madre resulté ser un portador. Después, fue tratado con una dieta baja en proteinas, suplementos de arginina, y
benzoato sédico. Sufri6 mas episodios de hiperamonemia, sin embargo, particularmente desencadenada por la
restriccion de energia. A la edad de 18 afios realice unos elogiables examenes y fue aceptado en la facultad de
medicina. Finkelstein et al. (1989, 1990) describieron 21 pacientes varones que presentaron, después de la edad de
28 dias, lo que los autores definen como deficiencia de OTC de inicio tardio. Los pacientes parecian normales al
nacer, pero la irritabilidad, los vomitos y el letargo, que a menudo eran episodicos, se desarrollaron mas tarde. La
edad ' de la presentacion varié de 2 meses a 44 afios.

La deficiencia parcial en el varén, una forma presumiblemente alélica la comunicaron Matsuda et al. (1971) y Oizumi
et al. (1984). (1971) y Oizumi et al. (1984). Oizumi et al. (1984) publicaron el caso de un nifio de 6 afios de edad, que
tenia coma intermitente con hiperamonemia precipitada por infecciones. La biopsia hepatica mostré actividad de
OTC el 16 % de lo normal. La madre mostré excrecion elevada de acido orético en la orina después una carga de
proteinas. La suplementacion de arginina en la dieta aboli6 los episodios de hiperamonemia en el nifio. Matsuda et
al. (1991) describieron las caracteristicas clinicas y de laboratorio de 32 pacientes japoneses con deficiencia de
OTC. Dividieron a sus pacientes en 3 grupos segun las manifestaciones clinicas y la edad de inicio: grupo 1 (0 a 28
dias), grupo 2 (de 29 dias a 5 afios), y grupo 3 (mas de 5 afios). La mortalidad y la incidencia de retraso mental mas
bajas se produjo entre los pacientes del grupo 2. Los pacientes en los grupos 1 y 3 tenian tasas de mortalidad y
actividades enzimaticas similares. Estos pacientes tenian los niveles mas altos de citrulina y estaban asintomaticos
antes de su primer episodio de hiperamonemia. Los autores destacaron que la incidencia de la deficiencia de OTC
de inicio tardio es mayor de lo que previamente se ha reconocido.

Anadiotis et al. (2001) informaron sobre un paciente varén de 15 afios de edad con deficiencia de OTC que
desarrollé pancreatitis mientras estaban tomando una dieta baja en proteinas, citrulina y fenilbutirato de sodio.

Lee y col. (2002) sefalaron que ha habido varios informes de dermatosis de tipo acrodermatitis enteropatica como
en asociacion con errores innatos del ciclo de la urea, en la citrulinemia asociada con la deficiencia de
argininosuccinato sintasa (Goldblum y col., 1986), y con la deficiencia de carbamoilfosfato sintetasa (Kline y col.,
1981). Lee y col. 2002) especularon que dado que la arginina representa una proporcion tan grande de la
composicion de aminoacidos de las queratinas epidérmicas, que la deficiencia de arginina asociada con defectos del
ciclo de la urea pueden contribuir a un compromiso de la function de barrera epidérmica y a las lesione cutaneas en
los lactantes afectados.

Lien et al. (2007) informaron sobre un hombre varén de 52 afios de edad, que murid repentinamente de
hiperamonemia después de una cirugia de rutina para la extirpacion de un pdlipo en la garganta. Ocho dias después
de la cirugia, desarrollé confusion, ataxia, yparanoia, que progresé a convulsiones, edema cerebral, coma y la

50




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 547307 T3

muerte en 3 dias. Los antecedents médicos eran normales. La hija asintomatica de 20 afios de edad del paciente
acudio a una evaluacion prenatal y se descubrié que sus hijos gemelos eran portadores de una mutacion en el gen
de la OTC. La madre era heterocigota para la mutacion, pero el analisis de ADN en muestras de autopsia de su
padre no tuvieron éxito. Ambos bebés varones estaban sanos con una dieta baja en proteinas. Lien et al. (2007)
hicieron hincapié en la aparicion tardia y presentacion inusual de la deficiencia de OTC en el hombre mayor.

Mujeres heterocigotas

Rowe et al. (1986) revisaron 13 mujeres heterocigotas sintomaticas. Presentaron sintomas ya en la primera semana
de vida o tan tarde como al sexto afio. Los sintomas antes del diagndstico fueron inespecificos: irritabilidad episédica
extrema (100 %), vomitos episodicos y letargo (100 %), evitacion de proteinas (92 %), ataxia (77 %), estadio Il de
coma (46 %), retraso del crecimiento (38 %), retraso del desarrollo (38 %) y convulsiones (23 %). inicio en el
momento del destete de la leche materna era frecuente. Incluido el probando, el 42 % de las mujeres en las 13
familias presento sintomas.

Gilchrist y Coleman (1987) informaron sobre 2 mujeres heterocigotas que tuvieron inicio tardio de los sintomas
severos. Encefalopatia y los déficit neuroldgicos focales comenzaron a la edad de 36 afios en una y a la edad de 38
afios en la otra. La segunda presento niveles altos de orotato en orina después de una comida de proteinas y habia
tenido una aversioén de por vida a comer carne, que por lo general precipita los dolores de cabeza.

Am et al. (1989) discutieron sobre los efectos fenotipicos de la heterocigosidad para mutaciones en el locus OTC.
Arn et al. (1990) notificaron que en mujeres por lo demas normales que son portadoras de un alelo mutante de OTC
presentan un mayor riesgo de coma hiperamodnico, especialmente durante el puerperio. Recomendaron que
cualquier mujer que se presente con un episodio de letargo progresivo y estupor, evidencia de disfuncion cortical
aguda, o estado de coma, especialmente durante el embarazo, se examinara para detectar la deficiencia de OTC
mediante anadlisis de pedigri, una busqueda de antecedentes de episodios anteriores, y la medicién de amonio
plasmatico y, si estan disponibles de inmediato. La identificacion temprana. de hiperamonemia proporciona una
oportunidad para corregir los niveles de amonio en plasma por la terapia intravenosa con benzoato de sodio,
fenilacetato de sodio, y clorhidrato de arginina.

Lee y col. (2002) informaron de un bebé de sexo femenino con lesiones en la piel que se asemejaban a
acrodermatitis enteropatica y que mas tarde se descubrié que tenia deficiencia de OTC. Las causas infecciosas y la
deficiencia de cinc se descartaron, y la resolucién de la erupcién se produjo después de instaurar suplementacion
con arginina y citrulina.

Herencia

Scout et al. (1972) presentaron 2 linajes que respaldaban la herencia recesiva ligada al cromosoma X de la
deficiencia de OTC. Short et al. (1973) 4 familias, todo consistente con la herencia ligada al cromosoma X. En el
higado de una mujer heterocigota para deficiencia de OTC, Ricciuti et al. (1976) demostraron 2 clases de células,
una deficiente y una normal en la actividad de la enzima. Los hallazgos de mosaicismo celular confirmaron que el
gen de la OTC esta ligado al cromosoma X. Por lo tanto, la evidencia de la herencia dominante ligada al cromosoma
X se basa en (1) la naturaleza severa del trastorno en los varones con ausencia casi completa de la enzima en la
mayoria de los casos; (2) una amplia variacién en la gravedad clinica y en el nivel de la enzima en las mujeres
heterocigotas; (3) la demostracion del fendmeno de Lyon en el higado de mujeres heterocigdticas; y (4) la
demostracion de estar ligado al cromosoma X en el raton (véase DeMars y col., 1976).

Mapeo

Burdakin y Norum (1981) observaron al menos 1 recombinante en 3 oportunidades para la relacién con la deficiencia
de OTC y de G6PD (305.900) en el cromosoma X. Los loci se encontraron mas tarde que estaban en extremos
opuestos del cromosoma X.

Diagnéstico

Rowe et al. (1986). sugirieron que los antecedentes familiares, la historia de la dieta, los sintomas no especificos
episadicos, la respuesta a la retirada de proteinas, y otras caracteristicas deben permitir un diagnéstico precoz. En 5
pacientes analizados, 1Q estaba por debajo de 70 en el momento del diagndstico.

La OTC se expresa en el higado y en la mucosa del intestino delgado.. Hamano et al. (1988) describieron la
identificacion de un portador de la deficiencia de OTC por medio de examen inmunocitoquimico de una muestra de
biopsia de la mucosa duodenal. Las células negativas para OTC se distribuyeron alrededor de 1 lado de algunas
vellosidades, mientras que las células positivas para OTC se encuentran en el otro lado. Las células epiteliales del
intestino surgen de la division de las células de las criptas y después mueven a lo largo de los lados de las
vellosidades. Se piensa que el epitelio de las criptas individuales esta compuesto por células de un solo tipo de
padres.

Aproximadamente el 15 % de las mujeres heterocigotas tienen comas hiperamonémicos que amenazan la vida. Los
portadores tanto sintomaticos como asintomaticos muestran un aumento de la excrecidon de acido ordtico,
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especialmente en pruebas de carga de proteina. Pelet et al. (1990) encontraron que la prueba no suele ser negativa
en portadores obligados, tal vez no mas a menudo que en el 8 % de los portadores.

Hauser et al. (1990) describieron una prueba que puede sustituirse por la carga de nitrégeno para la identificacion de
las mujeres heterocigotas. En la prueba de carga de nitrégeno, hay una acumulacion intramitocondrial de carbamoil
fosfato. El exceso de fosfato carbamoilo se difunde en el citosol donde funciona como un sustrato para mejorar la
biosintesis de pirimidina, lo que resulta en la acumulacién y la excrecion de acido orético. En el ensayo propuesto
por Hauser et al. (1990), una dosis oral unica de sustitutos de alopurinol para la carga de nitrégeno. La eficacia del
procedimiento depende del efecto inhibidor del ribonucledtido oxipurinol (un metabolito del alopurinol) en la orotidina
monofosfato descarboxilasa, lo que conduce a la acumulacién de monofosfato de orotidina y su precursor, acido
orético, y en ultima instancia a aciduria orética y orotidinuria.

Grompe et al. (1991) ofrecieron un algoritmo diagndstico para la deficiencia de OTC. . Aunque la precision de la
deteccion prenatal y de portadores de deficiencia de OTC se ha mejorado en gran medida mediante analisis de
ligacion desde la clonacion del gen, el diagnéstico basado en RFLP es limitado en este trastorno en el que muchos
de los casos representan nuevas mutaciones.

Yudkoff et al. (1996) desarrollaron una nueva técnica que supervisa la competencia metabdlica en las mujeres
heterocigotas para la deficiencia de OTC. Llegaron a la conclusion de que la prueba controla eficazmente el
metabolismo del nitrégeno vivo y puede obviar la necesidad de biopsia de higado para medir la actividad de la
enzima en la deficiencia de OTC. Los portadores de deficiencia de OTC asintomaticos forman la urea a un ritmo
normal, lo que indica que la ureagénesis puede ser competente a pesar de que la actividad enzimatica es inferior a
lo normal. Aunque los portadores de deficiencia de OTC ostensiblemente asintomaticos forman urea a un ritmo
normal, el metabolismo del nitrégeno sigue siendo anormal, como se refleja en el aumento de su produccién de 5-
(15)N-glutamina. La nueva prueba puede ser importante para el seguimiento de la eficacia de nuevos tratamientos
para la deficiencia de OTC, por ejemplo, el trasplante de higado y la terapia génica. El procedimiento utiliza la
espectrometria de masas para medir la conversion de 15)NH(4)ClI to (15)N-urea and 5-(15)N-glutamina después de
una carga oral de (15) NH (4) C1.

Bowling et al. (1999) informaron sobre una familia con 2 varones consecutivos con deficiencia de OTC causada por
una mutacion en el gen de OTC. Los analisis bioquimicos de la madre eran normales. La genotipificacion de la
madre se llevo a cabo en los leucocitos de sangre periférica y fibroblastos de la piel y no mostré ninguna mutacion,
lo que sugiere fuertemente mosaicismo gonadal. Los autores observaron que el mosaicismo gonadal debe tenerse
en cuenta cuando se asesora a parejas en las que la madre ha tenido un nifio previamente afectado con la
deficiencia de OTC, pero no parece ser un portador.

En resumen, los puntos clave que deben tenerse en cuenta a partir de la descripcién OMIM son:

Aunque la OTC es una enfermedad ligada al cromosoma X, puede afectar a mujeres portadoras con una gravedad
muy variable.

En el periodo neonatal puede haber mujeres y hombres con enfermedad muy grave que es casi universalmente
fatal.

Los hombres y las mujeres también pueden presentarse en cualquier etapa de la vida, de nifio a adulto, con diversos
grados de severidad, desde la conducta antisocial a la muerte, dependiendo de la actividad enzimatica residual y la
autoseleccion de las dietas bajas en proteinas.

Detecciodn selectiva neonatal no se ha considerado, porque no existe una prueba apropiada.

La invencion puede usarse ventajosamente para identificar al grupo de pacientes de inicio tardio que, con el
tratamiento dietético relativamente simple y la farmacologia "via alternativa", que va a crecer y desarrollarse
normalmente y tendra un régimen de emergencia prescrita a seguir durante cualquier episodio de descompensacion.
Esto es analogo a la deteccion selectiva de la deficiencia de acilCoA de cadena media (MCADD), un trastorno de la
oxidacion de grasas hereditario recientemente exigido para la deteccion selectiva en recién nacidos en el Reino
Unido. OTC y MCADD representan las principales causas de la "sindrome de Reye".

Los inventores no tienen conocimiento de ningun intento en la técnica para utilizar sangre entera / plasma o sangre
seca para la detecciéon de OTC en el periodo neonatal - esta es otra nueva aplicacion de la presente invenciéon. Por
supuesto el experto sera consciente de que esta prueba en particular no es especifica; se detectaran casos de
deficiencia de sintasa UMP y otros trastornos del ciclo de la urea (véase mas arriba), pero se pueden diferenciar
facilmente por motivos clinicos u otros biomarcadores que son bien conocidos en la técnica. Por lo tanto,
adecuadamente el procedimiento de la invencién puede comprender una etapa adicional que comprende la
diferenciacién por motivos clinicos o de biomarcadores para verificar la afeccion detectada.

En este ejemplo, se presentan los datos de OTC, lo que demuestra la capacidad de cuantificar con precision acido
orético en manchas de sangre seca usando un procedimiento cromatografico que requiere unos 5 minutos. Si se
desea reducir el tiempo de procedimiento, es posible optimizar el sistema mediante la reduccion de tamario de la
columna y / o el aumento de velocidad de flujo para lograr cromatografia apropiada dentro de un ciclo de 2 min. En
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consecuencia, al considerar los datos presentados, es evidente que el acido orético en la mancha de sangre seca
encuentra aplicacion en la deteccion de gotas de sangre del recién nacido para la deficiencia de OTC.

A continuacion, los inventores presentan soporte experimental basado en las siguientes preguntas:

¢, Se pueden detectar valores normales de acido orético sobre una mancha de sangre seca?

¢, Se puede detectar alteraciones en la sangre seca de acido oroético, dentro del intervalo fisioldgico esperado?
Experimento:

Un voluntario adulto proporciond una muestra de 5 ml de sangre heparinizada con litio que se almacend6 en -80 °C.
La muestra se descongeld posteriormente, se mezclo y se afadid material estandar acido orético como se indica a
continuacion:

90 ul de sangre entera + 10 pl de agua desionizada
(concentracion final, basal)

100 pl de sangre entera + 1 yl de 100 ymol/l de acido orético
(concentracion final, basal + 1 pmol/l)

100 pl de sangre entera + 1 yl de 500 ymol/l de acido orético
(concentracion final, basal + 5 pmol/l)

100 pl de sangre entera + 1 yl de 2,5 mmol/l de acido ordtico
(concentracion final, basal + 25 umol/l)

100 pl de sangre entera + 1 yl de 10 mmol/l de acido orético
(concentracion final, basal + 100 pmol/l)

50 pl de cada muestra se pipetearon sobre papel de filtro estandar Schleicher & Schuell y se dejo secar a
temperatura ambiente y el ensayo se realice. Se incluyeron una muestra de control DBS (ND de edad) y una
muestra de DBS de un paciente con acidemia metilmaldénica.

Se prepararon manchas de 3,2 mm de sangre (aproximadamente equivalente a 2,5 pl de la muestra). Se prepard un
disolvente de elucion metandlica (que contiene toda la gama de isétopos estables para cuantificacion de
aminoacidos, acilcarnitina, creatinina, acido metilmalénico, acido orético, ADMA, SDMA). 150 pl del disolvente de
elucién se afiadieron a cada DBS y se mezclaron durante 30 minutos a 37 °C antes de la centrifugacion. Los
sobrenadantes se transfirieron a una placa de polipropileno de 96 pocillos profundos y se aplicé una cubierta.
Después, se midieron el acido orético, acido metiimalénico (véanse los cromatogramas a continuacion), acido
metilcitrico (datos no mostrados) y acido 3-hidroxiglutarico (datos no mostrados) después de la cromatografia y la
espectrometria de masas por electropulverizacion-espectrometria de masas (EMEM) de iones negativos con dilucion
de isotopos estables en modo de vigilancia de multiples reacciones (MRM) en un SCIEX API5000 (Applied
Biosystems, Warrington, Reino Unido).

5 pl de sobrenadante se inyectaron automaticamente con un muestreador automatico HTS PAL (CTC Analytics AG,
Suiza) en una corriente de fase movil de 250 pl/min de acetonitrilo: agua (37,5:62,5 v / v). La cromatografia se
realizdé en una columna Chirobiotic T 100 x 2,1 mm con una columna de guarda de 2 cm x 4,0 mm (Advanced
Separation Technologies, Congleton, Reino Unido) y pares de iones de precursor / producto para el acido orético
(m/z 154,9/111,1 y 156,9/113,1) y el acido metiimaldnico, el acido metilcitrico y el acido 3-hidroxiglutarico
glutarilcarnitina se adquirieron en modo MRM de iones positivos. Los resultados se calcularon utilizando la version
1.4.3 de Analyst.

Resultados:

Véanse los cromatogramas para DBS ND control, DBS control + 25 pmol / | de acido orético y DBS MMA (figuras 10,
11y 12):

En cada caso, el panel superior es acido orético (azul) y el patréon interno de acido orético con isétopos estables
(rojo) y el panel inferior acido metilmalonico (azul) y el patron de acido metilmaldnico con isétopos estables (rojo).

La inspecciéon de los cromatogramas, ND control y DBS MMA, demuestra que hay una sefial de fondo de
interferencia para el acido orético. (aprox. 1 - 3 ymol/l) ue limita la sensibilidad de cualquier ensayo para DBS acido
orético. Sin embargo, a un nivel de 25 pymol / | de acido orético afiadido, la relacion sefial:ruido es aproximadamente
8:1. El valor de 25 ymol / | es significativo, ya que los inventores han medido el acido orético e plasma / sangre
entera en una muestra de un recién nacido con deficiencia de OTC (el hermano de un caso diagnosticado
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previamente) y la concentracion fue aproximadamente 25umol / |. De este modo se demuestra la deteccion selectiva
en recién nacidos para la deficiencia de OTC.

Teniendo en cuenta el acido metilmalénico. Los cromatogramas, DBS ND y DBS control + 25umol / | de acido
orético, revelan una sefial evidente de MMA; de hecho, este es el acido succinico y se cromatografia poco mas tarde
que MMA en este sistema. embargo, en el caso positive, el aumento de MMA es diagnostico. Esto demuestra la
capacidad de utilizar la cromatografia rapida y la EMEM en el modo de ion negativo para medir, de forma
simultanea, las concentraciones puntuales de sangre de diagnéstico de acido orético y MMA. El potencial de afadir
acidos organicos diagndstico adicionales, por ejemplo, 3-hidroxiglutarato, y mejorar la eficiencia de diagnoéstico del
sistema de ensayo es evidente.

Observese que la cromatografia dura 5 minutos en este ejemplo. Sin embargo, con una columna de 50 mm vy el
caudal de 400 ul / min, esto se puede reducir a <2 minutos.

La adicién de patron de acido ordético a la sangre entera dentro del intervalo de diagnéstico (1 -100 pmol / 1) es facil
de medir con exactitud y precision. Esto se demuestra con la curva patrén en la figura 13 (curva patron de DBS
acido orético (1-100 pmol /1)). EI R 2 valor es una medida bruta de la precisién analitica en el intervalo analitico y es
0,9997. Esta es una excelente correlacion usando muestras de sangre seca.

Datos primarios de acido orético:
Nombre del pico: orético 15N13C
Uso como patrén interno
Masas Q1 / Q3: 156,93/113,05 uma
Nombre del pico: orético
Patrén interno: orético 15N13C

Masas Q1 / Q3: 154,93/111,05 uma

Ajuste Ponderacion
lineal

Interseccion 0,0333

Pendiente 0,0152

Coeficiente de 0,9997

correlacion

Area de uso
Nombre de ID de la Tipo de Nombre del Concentracion Concentracion calculada
la muestra muestra muestra pico del del analito (umolll)

analito

ND antiguo Desconocido orético N/A 2,4
orético 1 uM Estandar orético 1 0,9
orético 5 uM Estandar orético 5 5,3
orético 25 uM Estandar orético 25 25,9
orético 100 Estandar orético 100 98,9
uM
MMA Desconocido orético N/A <0

Resumen del ejemplo 9:

La deteccion de los valores normales de acido orético en una mancha de sangre seca usando el sistema
cromatografico actual es problematico, debido a interferencias.

Los inventores pudieron detectar y medir con precision las alteraciones en el acido orético en la mancha de sangre
seca en el intervalo diagndstico esperado.

Otros acidos organicos diagndsticos, por ejemplo acido metilmalénico, se pueden medir de forma simultanea, es
decir, este marcador es capaz de multiplexacién de acuerdo con la invencion.

La medicion de acido oroético urinario incrementado se reconoce como esencial para el diagnoéstico de la deficiencia
de OTC. Los inventores han demostrado la capacidad para medir DBS acido orético sobre el intervalo de
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concentracion requerido, mediante EMEM de iones negativos en un formato adecuado para la deteccion selectiva en
neonatos y aplicaciones multiplex.

Ejemplo 10: 3-O-metil-dihidroxifenilalanina

La aminoacido aromatico descarboxilasa (AADC) es una enzima de la via metabdlica implicada en la sintesis de
neurotransmisores, particularmente de dopamina y serotonina, a partir de fenilalanina y tirosina. La deficiencia de
AADC hereditaria tiene como resultado niveles reducidos de dopamina y serotonina en el LCR y aumento de los
metabolitos sustrato, L-dihidroxi-fenilalanina (L-DOPA) y 5-hidroxitriptéfano (5-HT). 30OMDOPA se produce mediante
la 3-O-metilacion de la L-DOPA y también se incrementa.

El diagnostico de la AADC se ha concentrado, principalmente, en la reduccion de neurotransmisores en el LCR pero,
en algunos casos, la reduccion de acido homovanilico urinaria y el incremento de L-DOPA, 5-HT y 30MDOPA en
orina han probado ser utiles. Se ha publicado muy poco sobre las concentraciones en plasma de los
neurotransmisores o L-DOPA, 5-HT, y 3 OMDOPA. Clinicamente, la AADC es una afeccion significativa (véase mas
adelante) pero un tratamiento relativamente simple puede ser eficaz.

El fosfato de piridoxal es un cofactor esencial para la actividad de AADC. En consecuencia, los problemas en el
suministro y sintesis de fosfato de piridoxal pueden presentarse con sintomas similares a los de la deficiencia de
AADC. Se han reconocido dos nuevos trastornos hereditarios hace relativamente poco tiempo. primero es un
problema de la sintesis de fosfato de piridoxal, especificamente, una mutacién en el gen que codifica la enzima
piridox(am)ina 5'-fosfato oxidasa (PNPO). Esta condicién, asociada con ataques graves y muerte prematura, se trata
de una forma muy sencilla y eficaz mediante la administracion de fosfato de piridoxal. Es, por tanto, un candidato
ideal para la deteccion selectiva en neonatos. La segunda afeccion hereditaria es la deficiencia de a-aminoadipico
semialdehido deshidrogenasa (AASD). En esta afeccion, debido a la deficiencia de la enzima, se acumula a
aminoadipico semialdehido y forma piperidina-6-carboxilato que reacciona, de forma irreversible, con el fosfato de
piridoxal para formar un producto de condensacion de Knoevenagel. Esto conduce a la deficiencia de fosfato de
piridoxal y a posteriores ataques severos. Esta afeccion, asociada con ataques graves, se trata de una forma muy
sencilla y eficaz mediante la administracion de fosfato de piridoxina. Es, por tanto, un candidato ideal para la
detecciodn selectiva en neonatos. Un cuadro clinico similar se reconoce por la deficiencia de piridoxina nutricional.

Se espera que las 3 afecciones descritas anteriormente para dar lugar a la acumulacion de 30MDOPA en plasma /
sangre entera. La posibilidad de deteccion selectiva en recién nacidos utilizando 30OMDOPA se divulga en el
presente documento por primera vez.

Los inventores divulgan el uso de manchas de sangre seca de cuantificacion de 3-O-metil-dihidroxifenilalanina
cuantificacion utilizando EMEM electropulverizacion para deteccion selectiva en recién nacidos y pacientes agudos
par alas deficiencies hereditarias AADC, PNPO y deficiencias AASD y la deficiencia de piridoxina sistémica.

La siguiente informacién es un extracto del conjunto de datos de la OMIM Online Mendelian Inheritance in Man) con
respecto a esta afeccion:

la deficiencia de AADC es un error innato del metabolismo de los neurotransmisores que conduce a la deficiencia
combinada de serotonina y catecolaminas (Abeling y col., 2000).

Caracteristicas clinicas

Hyland y Clayton (1990) y Hyland et al. (1992) informaron sobre gemelos monocigéticos varones nacidos de padres
primos hermanos que presentaron a la edad de 2 meses hipotonia grave y movimientos paroxisticos que consisten
en llanto seguido de la extensiéon de los brazos y las piernas, crisis oculdgiras y cianosis. También mostraron
movimientos coreoatetoides ocasionales de las extremidades. Mas tarde, se observaron defectos en la regulacion de
temperatura e hipotension postural. Los analisis de laboratorio mostraron una gran disminucion de la concentracion
de acido homovanilico (HVA) y acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA) en el LCR, asi como disminucion de
catecolaminas en plasma y de serotonina en sangre entera. Se observé una elevacion significativa en la excrecion
urinaria de L-DOPA, 5-hidroxitriptéfano (5HTP), y 3- metoxitirosina, todos los cuales preceden a la etapa de AADC
en la via bioquimica. Los resultados demostraron que la sintesis de serotonina y de dopamina estaban afectadas en
los sistemas nerviosos central y periférico, en consonancia con una deficiencia de AADC. La actividad de la enzima
AADC se redujo drasticamente en el plasma y en tejido hepatico (1 % de control). El tratamiento con un inhibidor de
la monoamino oxidasa, un agonista de la dopamina y piridoxina se tradujo en una mejora notable en el tono y el
movimiento. Los padres eran asintomaticos, pero tenian perfiles bioquimicos compatibles con ser heterocigotos para
la deficiencia de AADC.

Maller et al. (1997) notificaron un paciente de origen irani nacido de padres consanguineos que presentd en la
infancia hipotonia, episodios paroxisticos de llanto inconsolable 'ruede hacia atras” de los ojos, extension de las
extremidades” e inestabilidad de la temperatura. A la edad de 5 afios, tenia un retraso severo del desarrollo,
profunda hipotonia y aumento del tono muscular en las extremidades con reflejos tendinosos enérgicos y respuestas
plantares extensoras. Los movimientos espontaneos eran coreoatetdsicos y presentaba hipersudoracion. Los
analisis de LCR, sangre y orina, asi como la baja actividad de la enzima AADC, eran consistentes con la deficiencia
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de AADC. Korenke et al. (1997) 'informaron de un paciente aleman con AADC nacido de padres no relacionados.
Los hallazgos del fenotipo clinico y de laboratorio fueron similares a los casos notificados previamente. Korenke et
al. (1997) y Maller et al. (1997) destacaron las similitudes clinicas entre la deficiencia de AADC y la deficiencia de
dihidropteridina de reductasa (261 630

Abeling et al. (1998) informaron sobre una nifia holandesa con deficiencia de AADC que tenia un fenotipo clinico
mas leve, aunque todavia exhibia retraso psicomotor y los episodios hipertdnicos caracteristicos con crisis
oculdgiras. EI LCR mostré disminucion de 5-HIAA and HVA y la orina mostré disminucion de 5-HIAA, acido
vaniliimandélico (VMA) y norepinefrina, L-DOPA elevada, sino que también eleva la dopamina y HVA, que deberia
haber disminuido en la base al defecto enzimatica. La actividad de AADC en plasma fue indetectable. Abeling et al.
(1998) sugirieron que la deficiencia de AADC estaba confinada en el compartimiento cerebral. Al examinar varios
pacientes de AADC, incluyendo el paciente notificado por Abeling et al._(1998), Abeling et al. (2000) encontraron
que todos los pacientes tenian hiperdopaminuria, que aumenté después de la administracién de L-DOPA. EI HVA
también se incrementd. Los autores observaron que la dopamina se produce en el rifién a través de una forma renal
de AADC que esta presente en los tubulos renales proximales y que participa en la manipulacién renal de sodio. En
pacientes con deficiencia de AADC, estas células renales reciben cantidades aumentadas del sustrato acumulado L-
DOPA, que se convierte rapidamente en dopamina y HVA.

Swoboda et al. (2003) reviso el fenotipo clinico de 11 pacientes con deficiencia de AADC, incluyendo 4 pacientes
previamente notificados. Los sintomas en neonatos incluyeron falta de apetito, letargo, ptosis, hipotermia e
hipotensién. Todos los pacientes demostraron anomalias en los movimientos oculares intermitentes, hipotonia
troncal, hipertonia de las extremidades y movimientos voluntarios deteriorados. La mayoria también mostré labilidad
emocional e irritabilidad. Otras caracteristicas incluyen mioclonos, distonia, sudoracidon paroxistica y problemas
gastrointestinales, tales como la enfermedad de reflujo, estrefiimiento y diarrea. Los resultados clinicos funcionales
eran malos.

Caracteristicas bioguimicas

Verbeek et al. (2007) describieron ensayos para la actividad enzimatica AADC en plasma utilizando ambos de sus
sustratos, 5-hidroxitriptéfano (5-HTP) y 3,4-dihidroxifenilalanina (L-dopa). Ellos encontraron que la actividad
enzimatica AADC en el plasma control es, de media, un factor de 8 a 12 mas alto con L-dopa como sustrato que con
5-HTP. Ambos sustratos de AADC compiten por el mismo sitio activo de la enzima, lo que tiene como resultado
actividades enzimaticas residuales igualmente diminuidas en pacientes con deficiencia de AADC. En pacientes con
deficiencia de AADC, las actividades enzimaticas hacia ambos sustratos estan igualmente disminuidas, como lo
estan las concentraciones en el LCR de HVA, 5-HIAA, y MHPG, mientras que los heterocigotos tienen niveles de
actividad AADC intermedios. Estas enzimas y los ensayos se pueden realizar en la sangre.

Gestion clinica

Pons et al. (2004) sefialaron que la gestion clinica de la deficiencia de AADC implica generalmente vitamina B6,
agonistas de la dopamina e inhibidores de la MAO para potenciar la transmision monoaminérgica. En la evaluacion
de la respuesta al tratamiento entre un grupo de pacientes de AADC, los autores detectaron 2 grupos principales:
uno con 5 varones que respondieron al tratamiento e realizaron progresos en el desarrollo, y un segundo de 5
mujeres y 1 varén que respondieron mal al tratamiento y con frecuencia desarrollaron discinesias inducidas por
farmacos. Los hallazgos sugirieron una diferencia de sexo en el sistema monoaminérgico, siendo las mujeres mas
dependientes del sistema de la dopamina.

En resumen, los puntos clave que deben tenerse en cuenta a partir de la descripcién OMIM son:

La Unica mencion de 3 OMDOPA (nota, la 3-metoxitirosina es solo un nombre alternativo para 30MDOPA) se
refiere a la orina.

El diagnostico se encuentra todavia en sus primeras etapas y se basa principalmente en la medicion de la
reduccion de los neurotransmisores del LCR.

La posibilidad de deteccién selectiva en recién nacidos para cualquiera de los 3 trastornos, a pesar de que
todos cumplen los criterios internacionales para la detecciéon selectiva del recién nacido, ni siquiera se ha
considerado en la técnica anterior.

El objetivo de los inventores es identificar los casos de reduccion de la actividad de AADC, por cualquier razoén,
usando la deteccion selectiva multiplex de la invencién, en particular cuando se aplica a la deteccion selectiva del
recién nacido. Por lo tanto, el ensayo no es especifico de una afeccion, pero los posibles trastornos se pueden
diferenciar facilmente por motivos clinicos (respuesta a hacerlo con fosfato de piridoxina o piridoxal) u otros
biomarcadores, incluyendo la actividad de AADC. Por lo tanto, de manera adecuada el procedimiento de la invencion
puede comprender una etapa adicional de confirmacién del diagndstico mediante pruebas secundarias como se
describe o como se conoce en la técnica.

En este ejemplo, los datos se presentan demostrando la capacidad de cuantificar con precision 30OMDOPA en
manchas de sangre seca usando un procedimiento cromatografico que requiere aproximadamente 6 minutos.
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Mediante la reduccion del tamafio de la columna y / o el aumento del caudal, se puede alcanzar la cromatografia
apropiada en un ciclo de 2 minutos. Por consiguiente, al considerar los datos presentados se demostré claramente
que el acido 30OMD en la mancha de sangre seca se puede utilizar en aplicaciones tales como la deteccién selectiva
en manchas de sangre de recién nacido para deficiencies hereditarias de AADC, PNPO, y AASD vy la deficiencia de
piridoxina sistémica.

En la siguiente seccion experimental, se abordan las siguientes preguntas:

¢, Se pueden detectar valores normales de 30MDOPA sobre una mancha de sangre seca?

¢, Se puede detectar alteraciones en la sangre seca de 30MDOPA, dentro del intervalo fisioldgico esperado?
Experimento:

Un voluntario adulto proporcion6 una muestra de 5 ml de sangre heparinizada con litio que se almacend6 en -80 °C.
La muestra se descongeld posteriormente, se mezcld y se afadié material estandar 3S0OMDOPA como se indica a
continuacion:

90 ul de sangre entera + 10 pl de agua desionizada
(concentracion final, basal)

100 pl de sangre entera + 1 yl de 100 ymol/l de 3SOMDOPA
(concentracion final, basal + 1 pmol/l)

100 pl de sangre entera + 1 yl de 500 ymol/l de 3SOMDOPA
(concentracion final, basal + 5 pmol/l)

100 pl de sangre entera + 1 yl de 2,5 mmol/l de 3S0OMDOPA
(concentracion final, basal + 25 umol/l)

100 pl de sangre entera + 1 pyl de 10 mmol/l de 3OMDOPA
(concentracion final, basal + 100 umol/l)

50 pl de cada muestra se pipetearon sobre papel de filtro estandar Schleicher & Schuell y se dejo secar a
temperatura ambiente y el ensayo se realice. Se incluyeron una muestra de control de DBS (ND de edad), una
muestra de DBS de un paciente con deficiencia de AADC, una muestra de DBS de un paciente con deficiencia de
glutarilCoA deshidrogenasa y un DBS de un paciente con deficiencia de acilCoA deshidrogenasa de cadena larga.
Obsérvese que también se midieron ADMA y SDMA (véase el ejemplo 9).

Se prepararon manchas de 3,2 mm de sangre (aproximadamente equivalente a 2,5 pl de la muestra). Se prepard un
disolvente de elucion metandlica (que contiene toda la gama de isétopos estables para cuantificacion de
aminoacidos, acilcarnitina, creatinina, acido metilmalénico, acido orético, ADMA, SDMA). 150 pl del disolvente de
elucién se afiadieron a cada DBS y se mezclaron durante 30 minutos a 37 °C antes de la centrifugacion. Los
sobrenadantes se transfirieron a una placa de polipropileno de 96 pocillos profundos y se aplicé una cubierta.
30OMDOPA (se debe tener en cuenta que en el momento de este experimento en particular no se disponia de ningin
patron interno, pero ahora si), glutarilcarnitina, (véanse los cromatogramas de las figuras 14 a 16),
tetradecenoilcarnitina (véanse los cromatogramas de las figuras 14 a 16), ADMA y SDMA se midieron después tras
la cromatografia y espectrometria de masas por electropulverizacion-espectrometria de masas (EMEM) en modo de
monitorizacion de reaccion multiple (MRM) en un SCIEX API5000 (Applied Biosystems, Warrington, UK).

5 pl de sobrenadante se inyectaron automaticamente con un muestreador automatico HTS PAL (CTC Analytics AG,
Suiza) en una corriente de fase movil de 250 pl/min de acetonitrilo: agua (50:50 v / v) con &cido férmico al 0,025 %.
La cromatografia se realiz6 en una columna Chirobiotic T 100 x 2,1 mm con una columna de guarda de 2 cm x 4,0
mm (Advanced Separation Technologies, Congleton, Reino Unido) y pares de iones de precursor / producto para el
acido ordtico (m/z 212,2/166,2 para la cuantificacion y 212,2/149,2 para la confirmacion), glutarilcarnitina,
tetradecenoilcarnitine, ADMA y SDMA se adquirieron en modo MRM de iones positivos. Los resultados se calcularon
usando la version de Analyst 1.4.3.

Resultados:

Véanse los cromatogramas para el paciente DBS AADC, paciente con deficiencia de la DBS glutarilCoA
deshidrogenasa y el paciente con deficiencia de DBS VLCAD a continuacion:

En cada caso, el panel superior es el ion de cuantificacion iénica de 30MDOPA (aprox. 2,7min) y el ion de
confirmacion 30MDOPA (rojo), el panel central es glutarilcarnitina (aprox. 3,0 min) (azul) y el patrén interno
de glutarilcarnitina con is6topo estable (rojo) y el panel inferior es tetradecenoilcarnitina (aprox. 2,5 min) (azul)
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y tetradecanoilcarnitina con is6topo estable como patrén interno (rojo).

La inspeccion de los cromatogramas, paciente con deficiencia de DBS glutarilCoA deshidrogenasa y paciente con
deficiencia de DBS VLCAD, demuestra que, normalmente, no hay sefial detectable para 30OMDOPA. Sin embargo,
en el paciente con deficiencia de AADC hay sefales significativas y equivalentes para los iones de cuantificacion y
confirmacion de 3OMDOPA, a una concentracion de aproximadamente 10 pymol / | (véase el valor calculado en la
tabla siguiente). Por lo tanto, la deteccion selectiva, tal como la deteccion selectiva en neonatos de la deficiencia de
AADC, es posible de acuerdo con la presente invencion. La invencion también se puede aplicar a la deteccion
selectiva de cualquier trastorno que de lugar a una reduccion de la actividad de AADC.

Teniendo en cuenta la glutarilcarnitina, el cromatograma en el paciente con deficiencia de DBS glutarilCoA
deshidrogenasa, en comparacion con los otros 2 cromatogramas, demuestra una sefial de diagndstico para la
deficiencia de glutarilCoA deshidrogenasa. El cromatograma en el paciente con deficiencia de DBS VLCAD, en
comparacion con los otros 2 cromatogramas, demuestra una sefial de diagnostico para la deficiencia de VLCAD.
Esto demuestra la capacidad de utilizar la cromatografia rapida y la EMEM en el modo de ion positivo para medir, de
forma simultanea (es decir, en multiplex), las concentraciones puntuales de sangre de diagndstico de 30MDOPA,
glutarilcarnitina, y tetradecenoilcarnitina. La oportunidad de afadir compuestos de diagnostico adicionales, por
ejemplo, de ADMA, y mejorar la eficiencia de diagndstico del sistema de ensayo es evidente.

Observese que la cromatografia dura 6 minutos en este ejemplo. Sin embargo, con una columna de 50 mm y el
caudal de 400pul / min, esto se puede reducir a aproximadamente 2 minutos. La adicion del patron 30MDOPA a la
sangre entera dentro del intervalo diagndstico (1 -100 pmol / 1) se mide facilmente y con exactitud y precision, incluso
sin patrén interno con isétopo estable. Esto se demuestra por las curvas estandar en las figuras 17 y 18. El valor de
R 2 es una medida cruda de la precision analitica en el intervalo analitico y es 0,9991, usando el ion de cuantificacion
y 0,9987 usando el ion de confirmacion. Estas son excelentes correlaciones utilizando manchas de sangre seca.

Nombre del pico: 30MDOPA Q
No hay patron interno

Masas Q1 / Q3: 212,20/166,20 uma

Ajuste Ponderacion lineal
Interseccion -2,04 E+04
Pendiente 2,08 E+04
Coeficiente de 0,9991
correlacion

Area de uso

Nombre del pico: 30OMDOPA C
No hay patron interno

Masas Q1 / Q3: 212,20/149,20 uma

Ajuste Ponderacion lineal

Interseccion -1,42 E+03

Pendiente 1,68 E+04

Coeficiente de 0,9987

correlacion

Area de uso
Nombre de la ID de Ila Tipo de Nombre del Concentracion Concentracion calculada
muestra muestra muestra pico del del analito (umolll)

analito

ND antiguo Desconocido 30MDOPAQ N/A Sin pico
30MD 1 uM Estandar 30MDOPAQ 1 Sin pico
30MD 5 uM Estandar 30MDOPAQ 5 54
30MD 25 uM Estandar 30MDOPAQ 25 23,1
30MD 100 uM Estandar 30MDOPAQ 100 102,0
ADMA 1 uM Desconocido 30MDOPAQ N/A Sin pico
GA1 Desconocido 30MDOPA Q N/A Sin pico
AADC Desconocido 30MDOPA Q N/A 10,5
VLCADD Desconocido 30MDOPAQ N/A Sin pico
MCAD Desconocido 30MDOPAQ N/A Sin pico
ND old Desconocido 30MDOPAC N/A Sin pico
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Nombre de la ID de Ila Tipo de Nombre del Concentracion Concentracion calculada
muestra muestra muestra pico del del analito (umolll)
analito
30MD 1 uM Estandar 30MDOPAC 1 1,1
30MD 5 uM Estandar 30MDOPAC 5 4,9
30MD 25 uM Estandar 30OMDOPAC 25 22,6
30MD 100 pM Estandar 30MDOPA C 100 102,0
ADMA 1 uM Desconocido 30MDOPAC N/A Sin pico
GA 1 Desconocido 30MDOPAC N/A Sin pico
AADC Desconocido 30MDOPAC N/A 10,0
VLCADD Desconocido 30MDOPAC N/A Sin pico

Resumen del ejemplo 10:

La deteccion de los valores normales de acido 30OMDOPA en una mancha de sangre seca con el sistema actual es
problematica debido a que las concentraciones son demasiado bajas. Diferente instrumentacion puede abordar esta
cuestion.

Los inventores pueden detectar y medir con precision alteraciones en la mancha de sangre seca 30MDOPA dentro
del intervalo de diagndstico esperado (la muestra real del paciente es concluyente).

Otros compuestos de diagnéstico, por ejemplo glutarilcarnitina, tetradecenoilcarnitina y ADMA, pueden medirse
simultaneamente (es decir, en multiplex de acuerdo con la invencion).

La medicion del aumento de DBS 30MDOPA se divulga por primera vez para la deteccion selectiva en recién nacidos
de deficiencias en la actividad de AADC. Los inventores han demostrado que DSS 30MDOPA aumenta en un
paciente recién diagnosticado con deficiencia de AADC. Los inventores han demostrado la capacidad para medir
DBS 30MDOPA, sobre el intervalo de concentracion requerido, mediante EMEM de iones en un formato adecuado
para la deteccion selectiva multiplex, tal como deteccion selectiva en recién nacidos.

Diversas modificaciones y variaciones de los aspectos y realizaciones descritos en la presente invencion seran
evidentes para los expertos en la técnica. Aunque la presente invenciéon se ha descrito en relaciéon con realizaciones
preferidas especificas, debe entenderse que la invencién tal como se reivindica no debe limitarse indebidamente a
dichas realizaciones especificas.
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento para ayudar al diagndstico de un trastorno en un sujeto, comprendiendo dicho procedimiento:
analizar | menos dos caracteristicas de una muestra proporcionada de dicho sujeto mediante analisis EM

en el que la muestra es sangre y, en el que dichas caracteristicas son indicadores de un trastorno, dichas
caracteristicas seleccionadas de:

(i) la composicion de aminoacidos de un polipéptido comprendido por dicha muestra;
(i) un metabolito comprendido por dicha muestra; y
(iii) una actividad enzimatica comprendida por dicha muestra,

en el que las al menos dos caracteristicas comprenden

(i) la composicion de aminoacidos de un polipéptido comprendido por dicha muestra y al menos otra
caracteristica seleccionada de (ii) y (iii), en el que cada uno de dichas al menos dos caracteristicas se
determina a partir de un analisis multiplexado en la misma muestra Unica, y

en el que el analisis de la composicidon de aminoacidos de un polipéptido comprendido por dicha muestra
comprende

(a) anadir una endopeptidasa a dicha muestra, en el que si se analiza una actividad enzimatica
comprendida dentro de la muestra, se afade la peptidasa a la muestra después de que la actividad
enzimatica comprendida dentro de la muestra ha tenido la oportunidad de actuar sobre un sustrato
anadido,

(b) analizar los polipéptidos en dicha muestra después del tratamiento con peptidasa,
(c) inferir a partir de (b) informacion sobre la composicion de aminoacidos de dicho polipéptido.
2. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que muestra comprende una mancha de sangre seca.

3. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1 o la reivindicacion 2, en el que la muestra esta tamponada
solo por los componentes de origen natural de los mismos.

4. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicha endopeptidasa
es tripsina.

5. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicho polipéptido
comprendido por la muestra es uno o mas de la hemoglobina, o mioglobina.

6. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el analisis de un
metabolito comprendido por dicha muestra comprende analizar la presencia o ausencia de fenilalanina,
octanoilcarnitina, o acilcarnitina.

7. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el analisis de una
actividad enzimatica comprendida por dicha muestra comprende

(a) la adicion de un sustrato susceptible a la accion de dicha actividad enzimatica a dicha muestra; y

(b) analizar la muestra para determinar la presencia o ausencia de dicho sustrato y / o la presencia o
ausencia de un producto de la accién de dicha actividad enzimatica que actua sobre dicho sustrato.

8. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que mas de un sustrato
sensible a la accion de dicha actividad enzimatica se afiade y se analiza.

9. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicho sustrato o
sustratos es /son solubles en agua.

10. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 9, en el que cada dicho sustrato se afiade solo en agua.

11. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicha EM es espectrometria de masas con
electropulverizacién-espectrometria de masas (EMEM).

12. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que cada una de las tres
caracteristicas (i), (i) y (iii) se analizan.

13. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicha muestra es
una muestra in vitro.
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Aminoacidos

Amonio

|
Fosfato de carbamoilo

N {via ©TC)
Citrulina :
e Acido aspartico - i
: 1( via AS)
Acido argininosuccinico_ Ornitina

l(via AL)
. Arginina

COOH

- Acido orético -

l (via UMPS)

Otras pirimidinas

Fig. 9 .
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Fig. 10 DBS ND control -

o XIC de RM (2 pares) Exp 1, 154,9/11%,1 uma de la muestra 29 (diagnéstico de MSUD)
de metabolito negativo 2008-May-09.wiﬂ (Turbopulverizacion) Max. 33e4 cps.

Lob
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Fig. 11 'DBS éontrol +'25umolll Acido orético

o XIC de RM (2 pares)  : Exp 1, 154,9/111.1 uma de la muestra: 22 (orético 25uiM)
de metabolito negativo: 2008~Nhy-09.wiff (Turbopulverizacién) Max. 2,0e5 cps.
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Fig. 12 DBS MMA

o XIC de -MRM (2 pares): Exp 1, 154,9/111,1 uma de la muestra 35 (MMA)
de metabolito negativo 2008-May-09.wiff (Turbopulverizacion) Max. 2,6e4 cps.
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o XIC de-MRM (2 pares) Exp 2, 116,9!72,9 ume; de la muestra 35 (MMA)
de metabolito negativo 2008-May-03.wiff (Turbopulverizacion) Max. 3,2e6 cps.
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Flg 13 Curva patrén de acido orético DBS (1—100”“’]0"[)

o Sin titulo 4 (orético): Regresién "lineal” (“‘l /%" ponderacion):

y=00152x + 0,0333 (r = 0,9997)
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"Fig. 14 Paciente de DBS AADC
o XIC de+MRM (2 pares); %212.21662 uma de la muestra 32 {AADC) Max. 2,4e4 cps.
. de metabolito positivo 200 y-09.wiff (Turbopulverizacion)
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Fig. 16 . Paciente con deficiencia de DBS VLCAD
o XIC de +MRM (2 pares): 3,212.2/166.2 umadelamuestra 35 (VLCADD)

de metabolito positivo - 2008-May-09.wiff (Turbopulverizacion) Max.1,1e4 cps.
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Fig. 17 Curva patrén de DBS 30MDOPA
(1..1 OOPmOUI) cuantificacién iones

a Sin titulo 8 (30MDOPA Q): Regresién "lineal” ("] /X" ponderacién)
1y =2,08e+004 x + -2,04e+004 (r = 0.9991) '
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Figure 18- Curva patrén de DBS 20MDOPA
(1-100umol/l) confirmacion iones

o sintitulo 8 (30MDOPAC): Regresion “lineal” ("1 / X" ponderacion)
: y=1,68e+004 x + -1,428+003 (r = 0,9987) -

1,8¢6 ’

1 766 o

1,6¢6 L

1 596___ -

1/4e6 . P
1.3¢6 , .

1,106 . ) i
1,096‘ ’_,o"
. 9,095 . ,f"’
8,065 e
7,.‘095l ,"‘
6,065 P
5.0e5 e
4,0e5 B
3,0e5 )
2005 =~ .7
1,005{ _o°
0.0

5 10152025303540455055606570 7580859095100
Concentracion

74



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos



