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DESCRIPCION
Método y kit para la determinacién de cobre libre en suero
Campo técnico

La presente invencién se refiere a un nuevo método para la determinacion de cobre “libre”, la parte de cobre en
suero no unido estructuralmente a ceruloplasmina, recientemente llamado también cobre “labil” en suero. En
particular a un método con un alto grado de sensibilidad y precision para la determinacién de cobre libre en muestras
de suero de pacientes con enfermedad de Alzheimer.

Antecedentes de la invencion

La determinacién de cobre en suero es de principal importancia en un gran nimero de enfermedades como por
ejemplo en la enfermedad de Alzheimer (EA). La enfermedad de Alzheimer es un trastorno neuroldgico
caracterizado por pérdida de memoria y demencia progresiva. La ultima forma de aparicidon de la enfermedad es
esporadica y tiene una etiologia de enfermedad compleja, con la familiaridad y la edad como los factores de riesgo
mas ampliamente aceptados. La causa de la enfermedad parece muy relacionada con la agregacion dentro del
cerebro del péptido beta-amiloide (AB) y las proteinas tau en ovillos neurofibrilares. Ademas, se ha probado que el
alelo épsilon 4 del gen de la apolipoproteina E (APOE) incrementa el riesgo de enfermedad de Alzheimer y
disminuye la edad de aparicidn, aunque representa solamente un porcentaje de heredabilidad de la enfermedad de
Alzheimer, conduciendo a varios factores de riesgo genético a identificar. La “cascada amiloide”, la cual se ha
reivindicado como la hipétesis de Alzheimer mas popular, hoy en dia ha tomado muchas formas ya que surgen
nuevos detalles sobre la enfermedad. De hecho, se ha postulado que las diversas rutas patégenas contribuyen a la
aparicion y la progresion de la enfermedad de Alzheimer. Por ejemplo, aparte de los oligdmeros AB y los agregados
tau toéxicos, se han sefialado el dafio oxidativo, la inflamacién aberrante o el metabolismo de energia dafiado entre
las rutas patdgenas implicadas en la cascada de la enfermedad a las que es necesario dirigirse. Hay abundante
evidencia de que el estrés oxidativo, principalmente por reacciones redox de metal, pueden causar dafo al cerebro
con enfermedad de Alzheimer. Especificamente, se ha propuesto que la hipermetalizacion del péptido AR puede ser
la base de los ciclos redox de estrés oxidativo y la produccién de H,O,, formacion de oligémero AB y precipitacion.
Un desarreglo de la homeostasis de metal que conduce a un pool labil de cobre puede suministrar la reserva de
cobre del cerebro que puede entrar en los ciclos de estrés oxidativo de AR, generando efectos pleiotropicos sobre la
cascada de la enfermedad de Alzheimer. Esta idea ahora esta respaldada por varias lineas de evidencia que
muestran que el cobre esta ligeramente pero significativamente incrementado en la enfermedad de Alzheimer, que
un incremento alto especifico y relativo en el pool en suero de cobre no unido a ceruloplasmina (también llamado
cobre “libre”), esta asociado con algunas sefiales tipicas y marcadores del fluido cerebroespinal de la enfermedad de
Alzheimer y es ya evidente en sujetos que se quejan de deterioros cognitivos muy leves. Aunque la disfuncion del
cobre no se puede asumir como el Unico determinante de la enfermedad, se puede reivindicar su papel causativo,
ademas de asociado, como factor de riesgo importante para la enfermedad de Alzheimer, puesto que parece
respaldado por evidencias sdlidas, clinicas, epidemioldgicas, experimentales de metaanalisis y genéticas.

La ceruloplasmina es la principal proteina portadora de cobre en la sangre, es la principal proteina ferroxidasa en
suero, y une estructuralmente 6 atomos de cobre, para formar una holoforma activa de la proteina, la cual puede
representar el 85 a 95 % del cobre circulante, siendo el resto cobre libre. De hecho, en estudios anteriores los
inventores usaron para estimular el cobre libre partiendo de medidas de cobre y ceruloplasmina, con el calculo como
sigue: la concentracion de cobre en suero se comprobé dos veces midiéndolas o bien con la técnica de
espectroscopia de absorcidon atémica utilizando un espectrofotémetro de absorcion atémica A Aanalyst 300 de
Perkin Elmer equipado con un horno de grafito con plataforma HGA 800, o segun el método colorimétrico de Abe y
col. Clin. Chem. 1989 (Randox Laboratories, Crumlin, GB); la ceruloplasmina se analiz6 por el ensayo de
inmunoturbidimetria (Horiba ABX, Montpellier, Francia) segun Wolf PI. Crit. Rev. Clin. Lab Sci. 1982, para cada par
de cobre y ceruloplasmina en suero se ha informatizado la cantidad de cobre unido a ceruloplasmina (CB) y la
cantidad de cobre no unido a ceruloplasmina (cobre “libre”) siguiendo los procedimientos estandar descritos en
Walsh y col. Ann. Clin. Biochem. 2003. Este calculo expresa el cobre “libre” en umol/l y se basa en la evidencia de
que la ceruloplasmina contiene 0,3 % de cobre.

Ademas, recientemente los inventores han establecido un procedimiento automatizado para medir la actividad
oxidasa de la ceruloplasmina que utiliza un dihidrocloruro de o-diansidina como sustrato, segun los métodos
anteriores. De hecho, es bien conocido que los valores de ceruloplasmina obtenidos inmunolégicamente, como los
mostrados en nuestros estudios anteriores, dan como resultado valores mayores que los obtenidos
enzimaticamente, es decir, haciendo un seguimiento de la actividad oxidasa de la proteina. Esto es debido a que la
apoforma de la ceruloplasmina es biolégicamente inactiva. Como consecuencia se subestiman los valores de cobre
libre derivados por el método y el calculo informados anteriormente.

Sin embargo, se ha considerado en el estado de la técnica la cuantificacion de la ceruloplasmina por el método
enzimatico basado en soluciones de ceruloplasmina patron, debido a su coste, la pureza variable de la
ceruloplasmina comercialmente disponible y la recomendacion general de informar las enzimas en suero en
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Unidades Internacionales (Ul). Previamente los inventores han tratado de cuantificar la cantidad de ceruloplasmina
partiendo de la actividad oxidasa de la proteina con un patron comercial (Ceruloplasmina en Suero Humano, Sigma-
Aldrich), pero la inspeccion espectroscépica de lo ultimo reveld un declive en el pico proteico de absorbancia en los
ensayos de dia a dia, disminuyendo la confianza en el uso de la deteccién enzimatica para cuantificar la cantidad
proteica, necesaria para estimar el valor de cobre libre.

Hyo Sung Jung y col. (J. Am. Chem. Soc. 2009) describi6 la sintesis y el uso de diferentes sondas de cumarina para
la determinacién de cobre libre en sistemas biologicos.

Zhaojaun Zhou y col (Analytica chimica Acta Elsevier vol. 702 2011) describe la determinacién de cobre libre en
muestras de suero por medio de un colorante de cumarina.

Sara Thorslund y col. (Biomedical microdevices, 2006) describe el microsistema para la filtracion de sangre completa
sobre chip optimizada por la deteccién de esteroide.

El alcance de la presente invencion es proporcionar nuevos métodos y kits para medir directamente el cobre libre en
suero evitando la subestimacion o sobreestimacion del cobre libre que se da en los métodos de la técnica anterior.

Compendio de la invencion

La invencion se refiere a un método in vitro para la determinacién de cobre libre en suero. Como también se muestra
en los ejemplos, los inventores encontraron que al usar varios métodos para separar el suero de la sangre completa
se da una pérdida de cobre libre entre 10 % y 20 %. Ademds, los inventores encontraron que al usar diferentes
sondas fluorescentes aptas para unir cobre, se da interaccidon no especifica entre las sondas y el suero.

La invencién descrita en el presente documento se basa en la seleccion de varios parametros para separar el suero
de la sangre completa usando una membrana filtro y la seleccién de una clase especifica de sonda fluorescente de
apagado para detectar cobre libre. El uso de sonda fluorescente de cumarina bajo las condiciones fijadas por la
presente solicitud permite la determinacion de cobre libre en muestras de sangre con un alto grado de precision y
sensibilidad evitando la pérdida de cobre libre durante la separacién del suero de la sangre completa.

Por lo tanto, el objetivo de la presente invencion es un método in vitro para determinar la concentracion de cobre
libre en una muestra de sangre segun la reivindicacion 1.

Un objetivo adicional de la invenciéon es un método in vitro para determinar la concentracion de cobre libre para la
confirmacion de un diagnéstico clinico de la enfermedad de Alzheimer en un paciente que se sospecha que tiene
enfermedad de Alzheimer que comprende las misma etapas a) y b) y una etapa adicional c¢) de comparacién del
valor determinado en la etapa b) con un valor umbral (corte), en el que una concentracién mayor de cobre libre
confirma el diagnéstico clinico de enfermedad de Alzheimer.

Un objetivo adicional de la invencion es un método in vitro para determinar la concentracion de cobre libre para la
prognosis de la enfermedad de Alzheimer en un paciente en el que las etapas a) y b) del método se repiten sobre
muestras de sangre de dicho paciente recogidas en momentos posteriores y evaluando la progresion en el tiempo
de la concentracion del cobre libre en las muestras de suero de dicho paciente.

Un objetivo adicional de la invencion es un método in vitro para determinar la concentracion de cobre libre para la
prediccion de la conversion desde deterioro cognitivo leve (MCI) a enfermedad de Alzheimer en un paciente que
padece de deterioro cognitivo leve que comprende las mismas etapas a) y b) y una etapa adicional c) de
comparacioén del valor determinado en la etapa b) con un valor umbral (corte), en el que una mayor concentracion de
cobre libre indica la conversion desde deterioro cognitivo leve a enfermedad de Alzheimer.

Descripcion de las figuras

Figura 1. Curva de calibraciéon de la sonda fluorescente de cumarina 7-(Dietilamino)-2-oxo-N-((piridin-2-il)metil)-
2H-cromeno-3-carboxamida en presencia de Cu** (10 M) en HEPES:DMSO 9:1 (Aex=430 nm, Aem 490 nm).
Figura 2. Curva de calibracién de la sonda fluorescente de cumarina 7-(Dietilamino)-2-oxo-N-((piridin-2-il)metil)-
2H-cromeno-3-carboxamida en presencia de Cu™* (10'5 M) con HEPES:DMSO 95:5 (Aex=430 nm, Aem 495 nm).
Figura 3. Curva de la caracteristica operativa del receptor (ROC). Se han analizado 702 muestras segun una
realizacién de la presente invencion. La curva muestra que usando la presente invencion se puede obtener un
diagndstico de la enfermedad de Alzheimer con alta especificidad (80 %) y sensibilidad discreta (60 %).

La Figura 4 muestra un dispositivo filtro para su uso en una realizacién de la presente invencion.

Figura 5. Modelo para predecir la probabilidad de empeoramiento del Mini Examen de Estado mental en
pacientes afectados por la enfermedad de Alzheimer segun los niveles de cobre libre en suero. El circulo
representa el valor de cobre libre en suero de los pacientes. La linea representa el modelo de la probabilidad
prevista de empeoramiento de Mini Examen de Estado Mental E. Los niveles de cobre libre en pacientes con la
enfermedad de Alzheimer se expresan en puntuacion z, es decir, en términos de desviaciones estandar de su
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valor medio. Aquellos pacientes del panel de estudio actual que tenian una puntuacién z mayor de -0,138,
correspondiente a un valor de cobre libre de 2,1 ymol/l, tenian una probabilidad incrementada de empeorar que
aquellos pacientes que tenian valores de cobre “libre” por debajo de tales niveles.

Figura 6. El cobre libre distingue sujetos con deterioro cognitivo leve de controles sanos y pacientes con
Alzheimer. Cuando también se consideraba el grupo de enfermedad de Alzheimer, el cobre y el cobre libre
mostraban un gradiente claro de pacientes sanos a con enfermedad de Alzheimer pasando por sujetos con
deterioro cognitivo leve. Este gradiente era més evidente para cobre libre (eta-cuadrado=14,5 %) que para cobre
total (eta-cuadrado=4,9 %), debido al incremento brusco de cobre libre en el grupo con enfermedad de Alzheimer
(Squitti y col Journal Alz. Disease 2011).

Figura 7. El cobre libre también puede predecir el porcentaje de sujetos que se quejan de deterioro cognitivo leve
que desarrollaran diagnoéstico completo de demencia por enfermedad de Alzheimer. Los sujetos con deterioro
cognitivo leve con cobre libre >1,6 uM tienen un porcentaje mayor de conversion a enfermedad de Alzheimer, es
decir, 17 % por afo, con respecto a aquellos sujetos con deterioro cognitivo leve con un cobre libre <1,6 uM, es
decir, 10 % por afio. El analisis estadistico de Kaplan-Meier confirma que los sujetos con deterioro cognitivo leve
con cobre libre >1,6 uM tienen una tasa mayor de conversion a enfermedad de Alzheimer que aquellos con cobre
libre 1,6 pM, siendo su porcentaje de conversion en enfermedad de Alzheimer entre 24 a 35 % dentro de los
primeros dos afios, en comparacion con 25 a 30 % de aquellos sujetos con deterioro cognitivo leve con un cobre
libre £1,6 yM que se convierten en 3 afios y medio. Digno de atencion, limitando el analisis a los cinco afios de
seguimiento, el porcentaje de conversion a enfermedad de Alzheimer en los sujetos con deterioro cognitivo leve
con un cobre libre £1,6 yM es menos del 50 %, mientras que en la cohorte de deterioro cognitivo leve con cobre
libre >1,6 uM la mitad de los pacientes se convierten en 4 a 6 afos.

Descripcion detallada de la invencion

Como se indicd previamente, la presente invencion se refiere a un método in vitro para la determinacion de la
concentracion del cobre libre en una muestra de sangre. En la presente descripcion el término “cobre libre” significa
cobre en la circulacién general que no esta unido estructuralmente a ceruloplasmina. Recientemente también se
llama cobre “labil”, refiriéndose a sus propiedades de estar unido de forma labil a albumina, péptidos pequenios,
aminoacidos y otros micronutrientes y de ser faciimente intercambiable entre otras. El cobre libre es un cobre de
pequefio peso molecular que facilmente puede alcanzar tejidos entre los cuales el cerebro, cruzando la barrera
cerebral sanguinea también es uno de los siete marcadores utilizados para plantear el diagnéstico clinico de la
enfermedad de Wilson, la enfermedad paradigmatica para toxicosis o acumulacion de cobre.

Para separar el suero de la sangre completa, el método comprende una primera etapa de (a) separacion del suero
de la sangre completa filtrando la muestra de sangre usando un filiro de membrana que tiene un tamafo de poro
entre 0,1 a 0,5 um, preferiblemente entre 0,1 a 0,2 uym, mas preferiblemente entre 0,1 a 0,15 um. El filtro de
membrana es un filtro de membrana de policarbonato.

La velocidad de filtracion esta entre 200 y 500 pl por minuto, por ejemplo 250, 300, 350, 400, 450 pl/min.

Segun una realizacién de la presente invencion el filtro de membrana es un dispositivo filtro. Los ejemplos de
dispositivos filtro adecuados para su uso en el método de la presente invencion (fig. 4) comprenden una parte
inferior 2 que incluye uno o mas microcanales, una cubierta 3, en los que dicho filiro de membrana 4 esta
incorporado dentro de dicha cubierta y sobre dichos microcanales. El filiro de membrana se incorpora en la cubierta
antes de que se unan las dos capas juntas.

Segun una realizacion de la presente invencion el dispositivo filtro es un dispositivo moldeado en poli
(dimetilsiloxano) (PDMS).

Segun otra realizacion de la presente invencion el dispositivo filtro es un dispositivo microfluidico descrito en
Thorslund S. y col, Biomed Microdevices (2006) incorporado en el presente documento como referencia.

Antes de realizar la separacién de la etapa a) la muestra de sangre se puede someter a una o mas etapas
opcionales conocidas en la técnica para obtener una muestra mas adecuada para separar el suero de la sangre
completa.

El método comprende una segunda etapa de (b) determinacién del cobre libre en la muestra de suero obtenida en la
etapa (a) usando una sonda fluorescente de cumarina. La sonda fluorescente de cumarina son sondas fluorescentes
de quelacion para las cuales se podria registrar un declive en la emisién de fluorescencia cuando se une a [Cu™]. La
sonda fluorescente de cumarina se puede seleccionar, por ejemplo, de los compuestos que tienen la siguiente
férmula estructural general:
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en la que

R es N[(CH2)nCHs], con nde 0 a 5;
RZes H, F, CI, Br, NO,, OCH3, ciclohexilo;

Segun una reahzamon de la presente invencién dlcha sonda fluorescente de cumarina se selecciona del grupo
anterior en el que R'es N[(CH2)nCHs]> con n=1y R? es H, F, Cl, Br, NO,, OCHS3, ciclohexilo o bien en posicion orto-,
para- o meta-.

Segun otra reallzaC|on de la presente invencion dlcha sonda fluorescente de cumarina se selecciona del grupo
anterior en el que R'es N[(CH2)nCHs]> con n=2y R%es H, F, Cl, Br, NO,, OCH3, ciclohexilo o bien en posicién orto-,
para- o meta-.

Segun otra reallzaC|on de la presente invencién dlcha sonda fluorescente de cumarina se selecciona del grupo
anterior en el que R'es N[(CH2)nCHs]> con n=3 y R? es H, F, Cl, Br, NO,, OCH3, ciclohexilo o bien en posicion orto-,
para- o meta-.

Segun otra reallzaC|on de la presente invencion dlcha sonda fluorescente de cumarina se selecciona del grupo
anterior en el que R'es N[(CH2)nCHs]> con n=4 y R%es H, F, Cl, Br, NO,, OCH3, ciclohexilo o bien en posicién orto-,
para- o meta-.

Segun otra reallzaC|on de la presente invencién dlcha sonda fluorescente de cumarina se selecciona del grupo
anterior en el que R'es N[(CH2)nCHs], con n=5y R? es H, F, Cl, Br, NO,, OCH3, ciclohexilo o bien en posicion orto-,
para- o meta-.

Segun otra realizacion de la presente invencion dicha sonda fluorescente de cumarina es 7-(Dietilamino)-2-oxo-N-
((piridin-2-il)metil)-2H-cromeno-3-carboxamida que tiene la siguiente férmula estructural:

0

~ ﬁf\ikﬁ
M S~ o g ) "~
_/

La sonda fluorescente de cumarina se puede usar, por ejemplo, en disolventes organicos como EtOH, MeOH,
DMSO mezclados con soluciones tampén como PBS o Hepes. En una realizacion la sonda fluorescente de cumarina
se usa en una solucién de HEPES:DMSO.

Las sondas fluorescentes de cumarina se usaran preferiblemente en un intervalo de concentracion entre 0,1 y 10
UM, por ejemplo, 1, 2,5, 5,0, 9 uM. Los inventores encontraron que en este intervalo hay una correlacion directa
entre la concentracion de cobre libre en la muestra y la emision de fluorescencia, la longitud de onda de excitacion
(Mex) €8, por ejemplo, de 430 nm y la longitud de onda de adsorcion (Aem) de 490 nm.

Para determinar la concentracion del cobre libre en el suero la etapa b) puede comprender una etapa adicional de
preparacién de una curva de calibracién que une el descenso de fluorescencia con la concentracion de cobre libre.
Para preparar la curva se pueden usar una o mas alicuotas con una concentracidon conocida de cobre libre.
Preferiblemente esta curva estarg en el intervalo entre 0,1 y 10 uM (véase fig. 1).

Como se informd previamente en los pacientes afectados por la enfermedad de Alzheimer, el cobre en suero no
unido a ceruloplasmina (cobre “libre”) parece elevado y el incremento, aunque ligero pero normalmente suficiente
para distinguir pacientes con enfermedad de Alzheimer de sujetos de edad sanos (también en las fases tempranas
de la enfermedad).
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Por tanto, es un objetivo de la presente invencién un método in vitro para la confirmacion de un diagndstico clinico
de la enfermedad de Alzheimer en un paciente que se sospecha que tiene la enfermedad de Alzheimer que
comprende las mismas etapas a) y b) y una etapa adicional ¢) de comparacion del valor determinado en la etapa b)
con un valor umbral (corte), en el que una mayor concentraciéon de cobre libre confirma el diagnéstico clinico de la
enfermedad de Alzheimer.

El valor umbral (corte) del cobre libre se puede determinar, por ejemplo, por medio de curvas ROC (Caracteristica
operativa del Receptor) obtenidas procesando las concentraciones de un conjunto de muestras (estadisticamente
significativas) de individuos sanos e individuos con enfermedad de Alzheimer. A través de dicho procesamiento se
obtuvieron, por ejemplo, ciertos valores umbrales entre 0,5 y 50 uM, por ejemplo, 1, 5, 8, 10, 15, 20, 30, 35, 40, 45.

Preferiblemente dicho método de diagndstico se usara como un ensayo de confirmacion para un diagndstico clinico
de la enfermedad de Alzheimer en un paciente que se sospecha que tiene enfermedad de Alzheimer con una
“disfuncion de fenotipo de cobre”, la cual es mostrada por aproximadamente el 60 % de los pacientes con
enfermedad de Alzheimer con la forma esporadica de la enfermedad.

Como se muestra en Squitti y col., Neurology (2009) para hacer un seguimiento de la prognosis de la enfermedad de
Alzheimer en un paciente asi como para predecir la conversidon de deterioro cognitivo leve (deterioro cognitivo leve)
a enfermedad de Alzheimer es importante determinar la concentracion de cobre libre en el suero de dicho paciente.
Especificamente, el cobre libre predice el cambio anual en el Mini Examen de Estado Mental (MMSE), ajustado para
el Mini Examen de Estado Mental de referencia por medio de un modelo de regresion lineal: aumenté el 2,4 % de la
probabilidad prevista del empeoramiento del Mini Examen de Estado Mental solamente por sexo, edad y educacion,
a una probabilidad prevista de empeoramiento de Mini Examen de Estado Mental del 23 %: (OR=1,23: 95 %
Cl=1,03-1,47; p=0,22), cuando el cambio anual en el Mini Examen de Estado Mental se dividié en <3 o >=3 puntos;
en este caso el cobre libre era el unico indicador de una disminucidon mas grave (Figura 5).

La afeccién clinica de deterioro cognitivo leve se caracteriza por deterioros de memoria, verificable por medidas
objetivas, sin conceder aun la definicion de demencia. La importancia de un diagndstico preciso radica en el hecho
de que, a pesar de la levedad de la afeccién, el deterioro cognitivo leve normalmente se considera como un
precursor de la enfermedad de Alzheimer. Esto es debido a la alta tasa estadistica de progresion desde deterioro
cognitivo leve a enfermedad de Alzheimer.

Normalmente la tasa de conversion anual de una condicién sana a enfermedad de Alzheimer oscila de 0,17 % a
3,86 %. La tasa de conversidon de deterioro cognitivo leve a enfermedad de Alzheimer es notablemente superior,
oscilando de 6 % a 40 % dependiendo de las series clinicas. En algunos casos, el deterioro cognitivo leve puede ser
una afeccién benigna, sin progresion en demencia. El cobre libre discrimina los sujetos con deterioro cognitivo leve
de los individuos control sanos, como se revela comparando los medios de los dos grupos (Figura 6). El cobre libre
también puede predecir el porcentaje de los sujetos que se quejan de deterioro cognitivo leve que desarrollaran
diagnostico completo de demencia por enfermedad de Alzheimer. Los sujetos con deterioro cognitivo leve con cobre
libre >1,6 uM tienen un porcentaje mayor de conversion a enfermedad de Alzheimer, es decir, 17 % por afio, con
respecto a aquellos sujetos con deterioro cognitivo leve con un cobre libre <1,6 uM, es decir ,10 % por afio. El
analisis estadistico de Kaplan-Meier confirma que los sujetos con deterioro cognitivo leve con cobre libre >1,6 uM
tienen una tasa mayor de conversion a enfermedad de Alzheimer que aquellos con cobre libre <1,6 UM, siendo su
porcentaje de conversion en enfermedad de Alzheimer entre 24 a 35 % dentro de los primeros dos afios, en
comparacion con el 25 a 30 % de aquellos sujetos con deterioro cognitivo leve con un cobre libre <1,6 pM se
convierten en 3 afnos y medio. Digno de atencién, limitando el analisis a los cinco afos de seguimiento, el porcentaje
de conversion a enfermedad de Alzheimer en los sujetos con deterioro cognitivo leve con un cobre libre <1,6 uM es
menos del 50 %, mientras que en la cohorte de deterioro cognitivo leve con cobre libre >1,6 uM el 50 % de los
pacientes se convierten en 4 a 6 afos (Figura 7).

Por lo tanto es un objetivo adicional de la presente invencion un método in vitro para determinar la concentracion de
cobre libre para la prediccion de la conversidon desde deterioro cognitivo leve (MCI) a enfermedad de Alzheimer en
un paciente que padece de deterioro cognitivo leve que comprende las etapas a) y b) anteriormente descritas y una
etapa adicional c) de comparacion del valor determinado en la etapa b) con un valor umbral (corte), en el que una
concentracion mayor de cobre libre indica la conversidon desde deterioro cognitivo leve a enfermedad de Alzheimer.
Este valor umbral esta, por ejemplo, entre 0,5y 3 uM, preferiblemente 1,6 pM.

Las etapas a) y b) de dicho método de prediccidon se pueden realizar segun cualquier de las realizaciones de las
etapas a) y b) descritas anteriormente.

Un objetivo adicional de la presente invencion es un método in vitro para la prognosis de la enfermedad de
Alzheimer en un paciente en el que las etapas a) y b) del método segun cualquiera de las reivindicaciones de las
etapas a) y b) descritas anteriormente se llevan a cabo sobre mas muestras de dicho paciente recogidas en
diferentes momentos y la cuantificacion de los datos obtenidos de cada muestra se comparan unos con otros
construyendo asi una progresion en el tiempo de la concentracién del cobre libre en las muestras de suero de dicho
paciente.
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También se describe un kit para la deteccidén de cobre libre en suero que comprende uno o mas dispositivos filtro
con un filtro de membrana que tiene un tamafio de poro entre 0,1 a 0,5 um, preferiblemente entre 0,1 a 0,2 ym, mas
preferiblemente entre 0,1 a 0,15 ym y una o mas sondas fluorescentes de cumarina.

El dispositivo filtro del kit puede ser cualquiera de los dispositivos filtro descritos en la presente descripcién como,
por ejemplo, un dispositivo filtro con una parte inferior 2 que incluye uno o mas microcanales, una cubierta 3, en el
que el filtro de membrana 4 esta incorporado dentro de dicha cubierta y sobre dichos microcanales. En el kit se
pueden usar cualquiera de los filtros de membrana en combinacion con cualquiera de las sondas fluorescentes de
cumarina descritas en la presente descripcion.

También se describe el kit que comprende ademas una o mas alicuotas de controles que tienen una titulacion
conocida de cobre libre, estos controles se pueden usar para preparar una curva de calibrado.

Ejemplos

1. Sintesis de sonda fluorescente de cumarina

La sintesis de la sonda fluorescente de cumarina se llevd a cabo como se informa en Hyo Sung Jung y col. (J. Am.
Chem. Soc. 2009), incorporado en el presente documento como referencia, usando el siguiente esquema:

|o
H
A
\ + CHy(COOC,Hz), —_—
N OH
COOCH,
m :
—\ —_——
N o o

COOH

AN W | AN
-~ T
_/

Reactivos: A: Piperidina, Acido acético; B: NaOH/H,0O; EtOH, HCI; C: 2-(aminometil)-piperidina, DCC/DMAP.

2. Evaluacién de propiedades espectroscépicas de sonda fluorescente de cumarina

Los espectros de absorcién y emisién de sonda se registraron con el espectrofluorimetro LS55 de PerkinElmer
usando varios disolventes. Los disolventes organicos evaluados son EtOH, MeOH, DMSO en PBS, H,O o tampones
Hepes a pH 7,2. Considerando tanto el comportamiento de la sonda en una realizacién acuosa como la evaluacion
de los datos de los espectros, los mejores resultados se obtuvieron con una mezcla de Hepes:DMSO (95:5).
Partiendo de estos datos, se llevaron a cabo varios ensayos para establecer la concentracién apropiada de la sonda
que podria ser util para la union de [Cu++] en la muestra bioldgica. La curva de calibracion de la sonda fluorescente
en presencia de Cu++ (10'4 M) en HEPES:DMSO 9:1 (Aex=430 nm, Aem 490 nm) se muestra en la figura 1. Se ha
demostrado la concentracion util para la sonda en la solucién ensayada.
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3. Optimizacion de las propiedades espectroscépicas y bioldgicas

Se pens6 mejorar el método usando una placa de 96 pocillos. Esto permite tener tiempos de trabajo cortos y un
método lo mas practico para las diferentes operaciones. Con este fin usamos Victor lll, PerkinElmer, para comprobar
las condiciones experimentales de la sonda. Las longitudes de onda de excitacién y de absorcién son obviamente
similares a aquellas que previamente hemos determinado con el fluorimetro (Aex=380 nm, Aem=495 nm). La dosis
Optima es de 10° M. De hecho, la curva de calibracion con la sonda a la concentracion de 10 M, usando Victor lll,
dio una buena correlaciéon pero una sefial de fluorescencia demasiada alta y las diferencias no eran apreciables,
especialmente a dosis inferiores. Por lo tanto, las curvas de calibracién de sonda se construyeron con dosis
crecientes de CuCl, para evaluar el apagado de la sonda y para encontrar una ecuacién util para determinar la
concentracion de ion de cobre. Se usaron estas dosis de CuCl»: 0, 0,5, 1, 1,5, 2, 2,5, 3, 4, 5, 7, 10, 15, 20 uM. La
curva de calibracion para la sonda fluorescente en presencia de Cu** (10° M) con HEPES:DMSO 95:5 (Aex=430 nm,
Aem 495 nm) se muestra en la figura 2. Se encontré una correlacion muy buena en este limite de dosis: 0,1 yM a 10
uM.

4. Ejemplos comparativos que muestran diversos métodos para purificar cobre libre en muestra de suero:

Las muestras de sangre con concentraciones conocidas de cobre libre se trataron usando las siguientes etapas:

A. Ultracentrifuga, 1 h, 40.000 rpm

B. Tratamiento con acetonitrilo y ultracentrifuga

C. Etapa 1: tratamiento de la muestra con acetonitrilo (10 %); etapa 2: centrifuga, 30 min, 14.000 rpm; etapa 3:
dispositivos de filtracion de diferente tipologia:

- Vivaspin500 membrana de PES (polietersulfona) de 5.000 Dalton de corte.
- Vivaspin2 membrana de PES (polietersulfona) de 10.000 Dalton de corte.
- Vivaspin2 membrana de RC Hydrosart (celulosa regenerada) de 10.000 Dalton de corte.

Hemos obtenido estos resultados con estos filtros:
- Numero de muestra 1874 = 0,904 uM
- Numero de muestra 1876 = 6,55 pM
- Numero de muestra 2045 = 4,97 yM
Se han evidenciado varios aspectos usando estos filtros:
1. adhesion del filtro usado (pérdida de cobre estimada entre 10 % y 20 %, también para las muestras para las
cuales se ha hecho la dosis);
2. interaccion no especifica entre sonda y suero.
Estos problemas se han superado usando, por ejemplo, el dispositivo microfluidico descrito en Thorslund S. y col,
Biomed Microdevices (2006) 8:73-79 incorporado en el presente documento como referencia en el que se usa una

membrana de policarbonato.

5. Evaluar la sensibilidad y la especificidad del método usando la curva ROC

El estudio fue aprobado por el “IRB” y todos los participantes o tutores legales firmaron un consentimiento informado.
La Tabla 1 informé sobre las caracteristicas demograficas, clinicas y moleculares de la poblacidon de estudio usada
para establecer la curva de la caracteristica operativa del receptor (ROC). Las 702 muestras se han analizado segun
una realizacion de la presente invencion. La curva ROC muestra que usando la presente invencion se puede obtener
un diagndstico de enfermedad de Alzheimer con alta especificidad (80 %) y sensibilidad discreta (60 %). La muestra
del paciente con la enfermedad de Alzheimer consistia en individuos con un diagndstico de enfermedad de
Alzheimer probable, (NINCDS-criterios RDA de enfermedad de Alzheimer), quienes tenian una puntuaciéon de Mini
Examen de Estado Mental de 25 o menos, quienes eran admitidos al Departamento de Neurociencia,
Fatebenefratelli Hospital, Isola Tiberina, en Rome, concentrados entre enero de 2002 y junio de 2011.
Aproximadamente, el 85 % de los pacientes con la enfermedad de Alzheimer incluidos en esta investigacion habian
estado implicados en unos estudios previos. Los dos grupos estaban igualados por sexo, pero ligeramente se
distinguian por edad, estando los pacientes sobre la media. Los pacientes con enfermedad de Alzheimer se
sometieron a evaluacion neurolégica, realizacion de neuroimagen (Realizacion de imagen por resonancia magnética
o tomografia axial computerizada) y neurosicolégica extensiva asi como ensayos de laboratorio rutinarios. La
muestra control consistia en voluntarios de edad sin evidencia clinica de enfermedad neurolégica y psiquiatrica. Se
evalud la presencia de afecciones conocidas por afectar el metabolismo de cobre en tanto los pacientes como los
controles y se excluyeron las variables bioldgicas del estrés oxidativo (por ejemplo, diabetes mellitus, enfermedades
inflamatorias, historia reciente de insuficiencia cardiaca o respiratoria, fallo renal o de higado crénico, tumores
malignos y un historial reciente de abuso de alcohol). Todos los pacientes se sometieron a ensayos de trazas de
metal, variables biolégicas de estrés oxidativo y genotipificacion de APOE. La curva ROC (Figura 3) revel6é que el
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cobre libre tiene una buena fiabilidad como un ensayo de soporte para el diagnostico de la enfermedad de
Alzheimer. Este concepto se refuerza cuando la sensibilidad y la especificidad del cobre libre se compara con
aquellas de los dos ensayos de soporte mas usados en la rutina clinica para plantear el diagndstico de la
enfermedad de Alzheimer, es decir, atrofia de I6bulo temporal medio (MTA) y APOE (Tabla 2).

La separacion del suero a partir de la sangre completa de dichas muestras se llevé a cabo usando el dispositivo
microfluidico descrito en Thorslund S. y col, Biomed Microdevices (2006).

Estos datos sugieren que:

- este método es util para un ensayo de soporte para el diagnéstico de la enfermedad de Alzheimer, segun los
criterios RDA de la enfermedad de Alzheimer de NINCDS recientemente revisados por Dubois y col. Lancet
Neurology (2007).

- este método es mejor que otros métodos tales como APOE y MTA para definir el diagnostico de la
enfermedad de Alzheimer partiendo de la fase temprana de ambas patologias neurodegenerativas como se
informa en la Tabla 2.

Tabla 1: Caracteristicas demograficas, clinicas y moleculares de la poblacién de estudio.

Pacientes con enfermedad de Controles (n=303) Significancia
Alzheimer (n=399)
Edad, afios 74,9481 66,5+10,5 p<0,001
Sexo (femenino), % 67,7 68,3 p=0,889
Puntuacién de MMSE 19,5+4,5 28,6+1,3 p<0,001
Vehiculos APOE e4, % 36,7 11,6 p<0,001
Educacion, afios 8,915,0 9,5+4,5 p=0,634
Cobre, umol/l 14,98+3,14 13,05+2,98 p<0,001
Ceruloplasmina, mg/dl 26,88+5,09 26,90+5,20 p=0,959
Cobre libre, umol/l 2,24+2 25 0,28+2,32 p<0,001
Tabla 2. Sensibilidad y especificidad de APOE de atrofia temporal media (MTA), cobre libre.
Sensibilidad - Enfermedad de Alzheimer Especificidad - Enfermedad de
frente a controles (95 % Cl) Alzheimer frente a controles (95 % CI)
MTA 37 % (27-47) 92 % (86-98)
APOE 37 % (27-47) 91 % (85-97)
Cobre libre 51 % (41-61) 88 % (81-95)

El cobre libre tiene una mayor fiabilidad que MTA y APOE para discriminar los pacientes con enfermedad de
Alzheimer de los controles, los cuales son el ensayo de soporte de realizacién de neuroimagen (MTA) y genético
(APOE) mas usados y marcadores no invasivos usados para plantear el diagnéstico de la enfermedad de Alzheimer.
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REIVINDICACIONES

1. Un método in vitro para la determinacion de la concentraciéon de cobre libre en una muestra de sangre que
comprende las siguientes etapas:

a) separar el suero de la sangre completa de dicha muestra con un filtro de membrana que tiene un tamafo de
poro entre 0,1 a 0,5 ym usando una velocidad de filtraciéon entre 200 y 500 microlitros por minuto, en el que dicho
filtro de membrana es un filiro de membrana de policarbonato;

b) determinar la concentraciéon de cobre libre en la muestra de suero obtenida en la etapa a) usando una sonda
fluorescente de cumarina.

2. El método segun la reivindicacion 1 en el que dicho filtro de membrana tiene un tamario de poro entre 0,1 a 0,2
pum.

3. El método segun la reivindicacién 1 o 2 en el que dicha sonda fluorescente de cumarina se usa en un intervalo de
concentracion entre 0,1 a 10 pM.

4. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 en el que dicha sonda fluorescente de cumarina se
usa en una solucién de HEPES:DMSO.

5. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 en el que dicha etapa b) comprende una etapa
adicional de preparacion de una curva de calibracion.

6. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 en el que en dicha etapa b) se usa una longitud de
onda de excitacion (Aex) de 430 nm y una longitud de onda de adsorcion (Aem) de 490 nm.

7. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 en el que dicha etapa de separacion se lleva a cabo
usando un dispositivo filtro que comprende dicho filtro de membrana.

8. El método segun la reivindicacion 7 en el que dicho dispositivo filtro es un dispositivo moldeado con
poli(dimetilsiloxano) (PDMS).

9. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 8 en el que dicho dispositivo filtro (1) comprende
ademas:

- una parte inferior (2) que incluye uno o mas microcanales;
- una cubierta (3), en el que dicho filtro de membrana (4) esta incorporado en dicha cubierta y sobre dichos
microcanales.

10. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 en el que dicha sonda fluorescente de cumarina se
selecciona de compuestos que tienen la siguiente formula estructural general:

X A L ~ P
T ‘\l ~ N - 't_l
1
| | |
o A M.,
p‘ AN T 0 g ~

en la que

R' es N[(CH2)nCHs]> con nes de 0 a 5;
R% es H, F, CI, Br, NO,, OCH3, ciclohexilo.

11. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 en el que dicha sonda fluorescente de cumarina se
selecciona de los compuestos que tienen la siguiente formula estructural:

= 3 o
- ‘\‘C\ // :‘-'-q-‘._ e \“// ™ -~ i
) ‘ - - |—|| N /}
AN T Ry S~
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12. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 para la confirmacién de un diagndstico clinico de
la enfermedad de Alzheimer en un paciente que se sospecha que tiene enfermedad de Alzheimer que comprende
una etapa adicional ¢) de comparacion del valor determinado en la etapa b) con un valor umbral (corte), en el que
una concentraciéon mayor del cobre libre confirma el diagnéstico clinico de la enfermedad de Alzheimer.

13. El método segun la reivindicacion 12 en el que dicho valor umbral esté entre 0,5 y 50 uM.

14. El método segun la reivindicacion 12 o 13 en el que dicho paciente tiene una disfuncién de fenotipo de cobre.

15. El método segun la reivindicacion 12 para la prognosis de la enfermedad de Alzheimer en un paciente en el que
las etapas a) y b) del método se repiten sobre las muestras de sangre de dicho paciente recogidas en momentos
posteriores y evaluando la progresion en el tiempo de la concentracion de cobre libre en las muestras de suero de
dicho paciente.

16. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 para la prediccion de la conversion desde
deterioro cognitivo leve (MCI) a enfermedad de Alzheimer en un paciente que padece de deterioro cognitivo leve que
comprende una etapa adicional c) de comparacion del valor determinado en la etapa b) con un valor umbral (corte),
en el que una concentracion mayor de cobre libre indica la conversién desde deterioro cognitivo leve a enfermedad
de Alzheimer.

17. El método segun la reivindicacion 16 en el que dicho valor umbral se determina usando una curva de la
caracteristica operativa del receptor (ROC).

18. El método segun la reivindicacion 16 en el que dicho valor umbral esta entre 0,5y 3 pM.

19. El método segun la reivindicacion 18 en el que dicho valor umbral es de 1.6 pM.

11
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