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@Resumen:

Procedimiento para determinar el grado de
glicosilacion de la transferrina y equipo electroquimico
para llevar a cabo dicho procedimiento.

La presente invencion se refiere a un procedimiento
para determinar el grado de glicosilacion de la
transferrina (Tf) en una muestra aislada de un sujeto
gue comprende las etapas de: contactar la muestra
con un complejo de Os (VI) para formar un aducto Tf-
complejo Os (VI); purificar el aducto formado en la
etapa anterior y realizar una medida electroquimica
para obtener un indicador del grado de glicosilacion
de la Tf. La presente invencion también se refiere a
un kit para llevar a cabo el procedimiento y a un
equipo de medida para realizar la medida
electroquimica.

Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art. 41 LP 24/2015.
Dentro de los seis meses siguientes a la publicacion de la concesion en el Boletin Oficial de
la Propiedad Industrial cualquier persona podra oponerse a la concesion. La oposicion
debera dirigirse a la OEPM en escrito motivado y previo pago de la tasa correspondiente

(art. 43 LP 24/2015).
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DESCRIPCION

Procedimiento para determinar el grado de glicosilacién de la transferrina y

equipo electroquimico para llevar a cabo dicho procedimiento

La presente invencion se refiere a un procedimiento para determinar el grado de
glicosilacién de la transferrina (Tf) y su aplicacion en el diagndstico y seguimiento clinico
de enfermedades basadas en la alteracién de la glicosilacion de dicha glicoproteina. La
invencion también se refiere al equipo electroquimico para llevar a cabo dicho
procedimiento.

La presente invencion se podria encuadrar en el campo de la medicina, particularmente
para la deteccion de enfermedades, asi como en el sector de la quimica analitica vy,

especialmente, en dispositivos electroquimicos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Transferrina (Tf) es la glicoproteina mas abundante en el suero humano y una de las
mas importantes en el transporte de hierro. Tiene un peso molecular entre 70-95 KDa y
un punto isoeléctrico entre 5.2-5.6. La principal glicoforma de la transferrina presente en
el suero contiene dos N-glicanos con un total de cuatro acidos sialicos, y es conocida
como tetrasialo (pl 5.4), pero también existen otras glicoformas que varian en el nUumero
de grupos sialicos; disialo (pl 5.7), trisialo (pl 5.6), pentasialo (pl 5.2) o hexasialo (pl 5.0),
y que también estan presentes en el suero humano en una concentraciéon menor (F.
Bortolotti, D. Sorio, A. Bertaso, F. Tagliaro, J. Pharm. Biomed. Anal.,2018, 147:2-12).

Sin embargo, bajo ciertos estados patoldgicos o debido a defectos genéticos, la cantidad
de glicanos en la transferrina sérica es menor de lo habitual y se conoce como
transferrina deficiente en carbohidratos (CDT). La CDT es un biomarcador empleado en
la deteccion de los defectos congénitos de la glicosilacion (CDG), que es un tipo de
enfermedad rara (M Van. Scherpenzeel, E. Willems, DJ. Lefeber, Glycoconj. J.,2016,
33:2-1345-3582), en la pérdida de liquido cefalorraquideo (P. Rudolph, JE. Meyer, JA.
Werner, BM. Lippert, S. Maune. Clin. Chem, 2005, 51:1704-1710) o en el abuso crénico
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de alcohol (M. Stumpe, C. Miller, NS. Moton, G. Bell, DG. Watson, J Chromatogr. B.
Anal. Technol. Biomed. Life. Sci.,2006, 831:81-84).

Dentro de los defectos congénitos de la glicosilacion encontramos una gran familia de
trastornos autosémicos recesivos, en su mayoria multisistémicos. Aquellos debidos a
una modificacion en la N-glicosilacion son los mas comunes y se pueden clasificar en
dos tipos dependiendo de en qué etapa de la glicosilacion se produzca el defecto. Asi
se puede hablar de CDG-l, cuando se refiere a aquellos defectos producidos en el
ensamblaje de la cadena de oligosacaridos ligados a lipidos y su transferencia a la
proteina; o CDG-lI, referida a los defectos producidos en el proceso posterior de union
de glicanos a la proteina (Z. Albahri, E. Marklova. Clin. Chim. Acta ,2007, 385:6-20).

El método de cribado mas utilizado para el diagnostico de esta enfermedad es la
determinacion de las glicoformas de transferrina. Los pacientes con CDG muestran una
disminucion de la tetrasialo-Tf glicoforma y un aumento de especies con menos grupos
sialicos. Los perfiles anormales de transferrina permiten clasificar como CDG tipo | o
tipo 1, dependiendo de si las glicoformas asialo- y diasialo-Tf (CDG-I) se incrementan o
si también se incrementan las glicoformas monosialo- y trisialo-Tf (CDG-Il) (M. Van
Scherpenzeel, E. Willems, DJ. Lefeber. Glycoconj. J.,2016, 33:345-358).

Por otro lado, en los individuos que consumen una excesiva cantidad de alcohol durante
largos periodos de tiempo, la cantidad de transferrina con menor glicosilacion (asialo-Tf
y disialo-Tf) se ve incrementada (T. Arndt. Clinical Chemistry,2001, 47:13-27).

En el caso, de la pérdida de liquido cefalorraquideo se observa un aumento de la
asialotransferrina, la cual es producida por la actividad de la enzima neuraminidasa
presente en el cerebro. Esta enzima elimina el acido sidlico de la Tf resultando la
formacion de la asialo -Tf. Se toma muestra de las secreciones de la nariz u oidos del

paciente y se mide la presencia de la asialo-Tf.

Segun la Federacion Internacional de Quimica Clinica y de Laboratorio (International
Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Chemistry) (grupo de trabajo IFCC-

CDT-WG), el método analitico de referencia se basa en el uso de equipos de
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cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) con deteccién UV a 460 nm. De esta
manera, se consiguen separar las distintas glicoformas de la transferrina y se puede
obtener el porcentaje de CDT (cantidad de asialo- y disialotransferrina respecto el total

de glicoformas de transferrina).

Otros laboratorios usan una alternativa a esta técnica empleando electroforesis capilar
con deteccién UV. Esta técnica es similar a la anterior, con la separacion de las distintas
glicoformas y el calculo del porcentaje de CDT. De hecho, muchas companfias han
desarrollados equipos automaticos de alto rendimiento especificos para esta aplicacion
(“Capillarys”, Sebia, Francia; “Helena BiosciencesV8 Nexus”, Helena laboratorios, Reino
Unido).

También existen algunos kits comerciales basados en anticuerpos (por ejemplo, NLatex
CDT assay DadeBehring, IL, EEUU, distribuido por Siemens, Alemania) que permiten
medir el nivel de transferrina deficiente en carbohidratos, pero su uso es mas reducido

que los anteriores métodos analiticos.

A continuacion, se recogen las patentes encontradas para la determinacién de la

transferrina deficiente en carbohidratos:

- Dipstick for carbohydrate-free transferrin assay (US 6,716,641 B1)

- CDT assay (US 5,798,212)

- Capillary electrophoresis of transferrin glycoforms (US 5,993,626)

- Assay for glycosylation deficiency disorders (US 5,432,059)

- Quantification of carbohydrate deficient transferrin in high alcohol consumption
by HPLC (US 5,788,845)

- JP2007256216

- Diagnosis of human glycosylation disorders (US 7,273,711 B1)

- Analytical method for the identification of at least one glycoform of the transferrin
protein (EP 3117217)

Respecto a las técnicas de separacion (HPLC, electroforesis capilar...) en las que se
basan las patentes US 5,993,626, US 5,788,845y EP 3117217, estan bien establecidas,

4



10

15

20

25

30

ES 2893 261 B2

pero requieren de una instrumentacién cara. Ademas, estos equipos requieren ser
instalados en laboratorios centralizados y deben ser utilizados por personal cualificado.
Asimismo, los métodos basados en las mismas muestran algunas inexactitudes cuando
aparecen variantes genéticas en la transferrina, que pueden hacer variar los tiempos de
migracion de las diferentes glicoformas y generar incertidumbre en la asignacion de

picos.

Los kits basados en anticuerpos (patentes JP2007256216, US 6,716,641 B1 y US
5,798,212) son rapidos y satisfacen la necesidad de ser usados cerca del punto de
atencion al paciente (point-of-care, POC) pero su problema aparece en la cantidad de
biorreactivos que se deben usar en la técnica, asi como el incremento econémico que
esto supone. Ademas, estos reactivos tienen periodos muy cortos de caducidad, lo que

incrementa los costes de esta técnica.

Los criterios necesarios para construir un point-of-care adecuado que permita un
diagnostico rapido de las enfermedades mencionadas anteriormente son, entre otros,

ultraminiaturizacion instrumental que asegure la portabilidad, bajo consumo de muestra,
tiempos de analisis cortos, posibilidad para la medida in situ y facilidad de manejo por

usuarios no especializados (personal sanitario e incluso pacientes).

Por todo lo anteriormente expuesto, se propone la creacion (disefio y desarrollo) de un
dispositivo electroquimico para la evaluacién rapida y sencilla del nivel de glicosilacion
de la transferrina para el diagnéstico de los defectos congénitos de la glicosilacion

(CDG), el abuso crénico de alcohol y en la perdida de liquido cefalorraquideo.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion se basa en una metodologia analitica que permite determinar de
una manera muy sencilla y con bajo coste el grado de glicosilaciéon de la transferrina, el
cual es el biomarcador mas usado para el diagndéstico de CDG y para la identificaciéon
clinica de personas alcohdlicas. La determinacién se realiza en muestras de suero o

sangre, preferiblemente. Ademas, al basarse en un sistema analitico sencillo, portatil y
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desechable, esta metodologia puede ser utilizada de forma descentralizada fuera de los

laboratorios clinicos y ponerse al servicio del paciente/usuario.

Se entiende por “defectos congénitos de la glicosilacion” (CDG) un tipo de enfermedad
rara. Esta enfermedad presenta un conjunto de defectos genéticos que muestran el
mismo fenotipo; una alteracion de la glicosilacion de las proteinas. Esta enfermedad
rara, o conjunto de defectos genéticos, se agrupa bajo el término “defectos congénitos

de la glicosilacion”.

La metodologia se basa en el uso de un complejo de osmio (VI) (marcaje
electroquimico), el cual se unira de manera selectiva a los carbohidratos presente en la
muestra (fluido bioldgico), incluidos aquellos carbohidratos presentes estructuralmente
en la glicoproteina (en este caso, la transferrina (Tf)). Por lo tanto, la cantidad de osmio
que se unira a esta glicoproteina sera proporcional a la cantidad de carbohidratos
presentes en la misma. Una vez unida la Tf con el complejo Os (VI), este aducto es
purificado con ayuda de inmunoparticulas magnéticas o una inmunocolumna,

consiguiendo aislarlo del resto de componentes presentes en el fluido biolégico.

A continuacién, una vez aislado el aducto, se lleva a cabo la medida electroquimica del
grado de glicosilacion de la transferrina empleando electrodos serigrafiados y
voltamperometria adsortiva de redisolucién anddica mediante onda cuadrada (AdSWYV).
En el voltamperograma se obtienen dos sefales: una procedente de los carbohidratos
(senal electroquimica del complejo de osmio VI que se ha unido a dichos carbohidratos)
y otra debida a los aminoacidos (electroactivos) presentes en la Tf (sefal electroquimica
intrinseca de la Tf). La relacion entre ambas sefiales (sefal carbohidratos/sefal
proteina) es un indicador del grado de glicosilacién (indicador electroquimico de la
glicosilacién, IEG), el cual muestra una buena correlacién (r=0.990) con el %CDT
(medido mediante electroforesis capilar con deteccion ultravioleta CE-UV) (F. Bortolotti,
D. Sorio, A. Bertaso, F. Tagliaro, J. Pharm. Biomed. Anal., 2018, 147:2-12; B.C.
Giordano, M. Muza, A. Trout, J.P. Landers, J. Chromatogr. B, 2000, 742:79-89).

Todo el procedimiento es facil de ejecutar y puede ser integrado dentro de un kit

diagnéstico.
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Por tanto, un primer aspecto de la invencién se refiere a un procedimiento para
determinar el grado de glicosilacion de la transferrina (Tf) en una muestra aislada de un
sujeto que comprende las siguientes etapas:

a) contactar la muestra con un complejo de complejo Os (VI) para formar un aducto Tf-
complejo Os (VI) por union del complejo de Os(VI) a los carbohidratos presentes en
la Tf,

b) aislar el aducto formado en la etapa anterior mediante inmunoparticulas magnéticas
o0 inmunocolumna,

c) realizar una medida electroquimica del grado de glicosilacién del aducto aislado,
dicha medida se realiza mediante voltamperometria adsortiva de redisolucion
anodica mediante onda cuadrada, para obtener asi un voltamperograma en el que
aparece una sefal procedente de los carbohidratos presentes en la Tf y otra debida
a los aminoacidos presentes en la Tf, de manera que la relacion entre las
intensidades de ambas sefiales es un indicador del grado de glicosilacion de la
misma. Este valor se compara con uno de referencia para diagnosticar CDG, para

identificar personas alcohdlicas o para detectar la pérdida de liquido cefalorraquideo.

La voltamperometria adsortiva de redisolucién anddica mediante onda cuadrada es una
técnica electroquimica que consiste en la adsorcién del compuesto de interés (aducto
Tf-complejo Os (V1)) sobre la superficie del electrodo de trabajo y su posterior oxidacion
mediante un barrido de potencial. Este barrido de potencial es de tipo onda cuadrada
(perfil de potencial) y se monitoriza la intensidad de corriente generada en funcién del

potencial aplicado.

En el caso de que el aislamiento del aducto en la etapa b) se realice mediante
inmunoparticulas magnéticas, éstas se resuspenderan en una solucion tampon antes

de realizar la medida electroquimica de la etapa c).

En una realizacion preferida, la disolucion tampén utilizada para resuspender las
inmunoparticulas magnéticas que han aislado el aducto es tampdn Britton-Robinson
pH=3.
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En una realizacion preferida, el volumen de la disolucién tampoén utilizado para
resuspender las inmunoparticulas magnéticas que han aislado el aducto es de entre 5

y 20 uL, aun mas preferiblemente, de 10 L.

Si la etapa b) de aislamiento se realiza mediante una inmmunocolumna, el eluato

obtenido se utilizara directamente en la etapa c) de medida electroquimica.

La muestra aislada del sujeto es preferiblemente un fluido biolégico, mas

preferiblemente sangre, suero o plasma.

En una realizacién preferida, el volumen de muestra utilizado en la etapa a) esta entre
100 y 300 pL.

En una realizacion preferida, el complejo de Os(VI) es seleccionado de la que
comprende Os(VI1)O2(OH)2(2-(dimetilaminometil)piridina), Os(VI)O2(OH)2(2,2'-
bipiridina), Os(VI)O2(OH).piridina, mas preferiblemente, el complejo de Os (VI) es
Os(VI)O2(OH)2N,N,N’,N'-tetrametilenediamina.

En una realizacion preferida el complejo de Os que se pone en contacto con la muestra
en la etapa a) esta en una disolucién de tampdn fosfato, mas preferiblemente tampén
fosfato 50 mM, pH=7. La concentracién del complejo de osmio en la disoluciéon tampén

es preferiblemente 30,3 mM.

En una realizacion preferida, por cada 200 pL de muestra se afiaden entre 225y 675 ug

de complejo de osmio, mas preferiblemente 558 ug de complejo de osmio.

En una realizacién preferida, la muestra y el complejo de osmio se mantienen en la
etapa a) en agitacion a una temperatura de entre 20 y 40°C, mas preferiblemente a 37°C
durante un tiempo entre 1 y 20 h, mas preferiblemente durante 16 horas.

En una realizacion preferida, el aducto Tf-complejo Os (VI) es purificado mediante
inmunoparticulas magnéticas que contienen un anticuerpo selectivo frente a transferrina

que permite la extraccion selectiva del aducto de la muestra biolégica.
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En otra realizacién preferida, el aducto Tf-complejo Os (VI) es purificado mediante una

inmunocolumna.

Inmunoparticulas magnéticas son particulas con un diametro de 1-5 um que
comprenden un nucleo magnético y una superficie que se ha modificado con un
anticuerpo policlonal o monoclonal especifico frente a Tf. Estas inmunoparticulas se
pueden preparar facilmente mediante incubacion de particulas magnéticas
funcionalizadas con proteina G (accesibles comercialmente) con un anticuerpo frente a

Tf (también accesible comercialmente).

Una inmunocolumna es una columna cromatografica cuyo relleno contiene un
anticuerpo policlonal o monoclonal especifico frente a Tf. Existen multitud de
procedimientos para preparar dichas inmunocolumnas, uno de los mas sencillos es
hacer pasar un anticuerpo biotinilado (accesible comercialmente) por una columna
comercial con estreptavidina o avidina, de tal manera que el anticuerpo se queda

retenido en dicha columna.

Un segundo aspecto de la invencién se refiere a un equipo de medida para llevar a cabo
la etapa c) (medida electroquimica del grado de glicosilacion del aducto purificado) del

procedimiento descrito en el primer aspecto de la invencion.

El equipo de medida comprende los siguientes elementos:

e un electrodo serigrafiado de medida en gota (sistema electrédico) desechable,
configurado para depositar la muestra de aducto purificado, donde dicho electrodo
comprende un electrodo de trabajo, un electrodo auxiliar y un electrodo de
referencia, donde el electrodo del trabajo, el electrodo auxiliar y el electrodo de
referencia estan conjuntamente integrados en un soporte ceramico o plastico, y

e un dispositivo de medida portatil que comprende:

- un potenciostato,

- un dispositivo electronico que lleva un software asociado para transformar
la sefal electroquimica obtenida del potenciostato en una senal digital
numeérica (se denominara a esta sefial como “indicador electroquimico de la

glicosilacién”),
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- una pantalla digital para la visualizacion de datos,

- una ranura configurada para introducir el electrodo serigrafiado de manera
que éste, una vez introducido en la misma, quede en contacto con el
potenciostato,

- botones de encencido/apagado (On/Off) y botones para el controlar el

comienzo y final de la medida (Start/Stop).

La versatilidad intrinseca del equipo descrito permite modificar la configuracién del
soporte electrodico, siendo posible utilizar cualquier disefio que permita la medida en
gota, de tal manera que sea adaptable a cualquier dimensién y forma, proporcionando
asi disefnos adaptados a cada necesidad. Sus dimensiones son tales que el electrodo
seria desechable y de facil manejo permitiendo su acoplamiento al sistema de medida
(potenciostato). Ademas, los electrodos serigrafiados son fabricados en cadena y
podrian comercializarse con un bajo coste, lo que facilitaria su aplicacion como
herramienta de point-of-care y, por tanto, su uso in situ por el usuario no especializado,
acoplando este electrodo desechable al dispositivo principal mediante una ranura
(contacto eléctrico con el potenciostato miniaturizado). El potenciostato miniaturizado
presenta unas dimensiones tales que el dispositivo sea portatil y de facil manejo (de
tamano similar a los glucémetros comerciales), ademas tendra un software capaz de
interpretar la sefial analitica obtenida, todo ello integrado dentro de un dispositivo
aislante/protector. En la pantalla del dispositivo se mostrara el valor numérico del grado
de glicosilacion. Por otro lado, posee una interfaz sencilla para facilitar el uso por
personal no especializado, contando con botones para realizar las medidas (on/off y

start/stop).

En una realizacion preferida, tanto el electrodo de trabajo como el auxiliar son de

carbono y el electrodo de referencia es de plata o plata/cloruro de plata.

En una realizacion preferida, el electrodo de trabajo presenta un area de entre 0,3 y 1

cm?, mas preferiblemente 0,5 cm?.

El electrodo serigrafiado esta configurado preferiblemente para hacer la medida con un

volumen minimo de 50 pL de muestra.
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Otro aspecto de la invencion se refiere a un kit para llevar a cabo el procedimiento
descrito en el primer aspecto de la invencién, donde dicho kit comprende:
¢ unadisolucion del complejo de Os(VI) en tampdn fosfato (como se ha comentado
anteriormente, el complejo Os(VI) reacciona selectivamente con los grupos
hidroxilo de los carbohidratos y permite el marcaje electroquimico de la
transferrina) y
e inmunoparticulas magnéticas, que contienen un anticuerpo selectivo frente a

transferrina, o bien, una inmunocolumna.

En una realizacion preferida, el kit comprende también el equipo de medida descrito en

el segundo aspecto de la invencion.

En una realizacién preferida, la disolucion presenta una concentracion 30,3 mM del

complejo de osmio.

En otra realizacion preferida, el tampon que conforma la disolucidén del complejo de

osmio es un tampon fosfato 50 mM, pH=7.

Un udltimo aspecto de la invencién se refiere al uso del equipo de medida y/o del kit
definidos anteriormente para determinar el grado de glicosilacion de la transferrina (Tf)

en una muestra aislada de un sujeto.

En una realizacion preferida, la invencion se refiere al uso del equipo de medida y/o del
kit para el diagndstico de defectos congénitos de la glicosilacion (CDG) en una muestra

aislada de un individuo.

En otra realizacion preferida, la invencion se refiere al uso del equipo de medida y/o del
kit para la identificacion de personas con pérdida de liquido cefalorraquideo.
En otra realizacion preferida, la invencion se refiere al uso del equipo de medida y/o del

kit para la identificacion y seguimiento de la evolucién de personas alcohdlicas.

Tanto el equipo de medida como el kit se caracterizan por su sencillez y facil manejo por

lo que pueden ser usados por personal no cualificado en cualquier lugar y a cualquier

11



10

15

20

25

30

ES 2893 261 B2

hora, siendo de gran utilidad, por ejemplo, a los terapeutas y familiares en el control del

tratamiento de personas alcohdlicas.

La metodologia y el kit descritos en la presente invencion son directamente aplicables
en el sector clinico tanto para diagnosticar los defectos congénitos de la glicosilacion
(CDG) como para identificar y monitorizar a aquellas personas alcohdlicas o con
pérdidas de liquido cefalorraquideo. Respecto a la primera aplicacion, esta metodologia
podria ser implementada como una prueba de cribado neonatal para el diagnéstico
temprano de CDG lo cual permitiria un tratamiento inmediato de dicha enfermedad rara.
Respecto a la segunda, podria servir de apoyo durante los procesos de desintoxicacion
de las personas alcohdlicas aportando informacion inmediata sobre el grado de

seguimiento del tratamiento.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Para completar esta descripcién y con objeto de ayudar a una mejor comprensién de las
caracteristicas de la invencion, se acompana de un juego de dibujos en donde, con

caracter ilustrativo y no limitativo, se ha representado lo siguiente:

Fig. 1: muestra el esquema del procedimiento de la invencion. Asi, los carbohidratos
presentes en la muestra biolégica se marcan con un complejo de osmio; la transferrina
(ya unida al osmio) es aislada del resto de componentes mediante el empleo de un
anticuerpo unido a inmunoparticulas magnéticas vy, finalmente, 10 uL de muestra son
usados para llevar a cabo la medida del indicador electroquimico de glicosilacién (IEG)

sobre un electrodo serigrafiado.

Fig. 2: muestra un voltamperograma (potencial frente a intensidad) obtenido de acuerdo
al procedimiento de la presente invencion en el que aparecen dos picos relevantes: uno
procedente de los carbohidratos presentes en la Tf y otro debida a los aminoacidos de
la Tf. También se muestra como se calcula el grado de glicosilacion de la transferrina,
que es el cociente entre las intensidades de ambos picos (indicador electroquimico de

glicosilacion).
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Fig. 3: muestra el grado de correlacion entre el % CDT (parametro oficial para indicar el
grado de glicosilaciéon de la transferrina:F. Bortolotti, D. Sorio, A. Bertaso, F. Tagliaro, J.
Pharm. Biomed. Anal., 2018, 147:2-12; B.C. Giordano, M. Muza, A. Trout, J.P. Landers,
J. Chromatogr. B, 2000, 742:79-89) y el indicador electroquimico de glicosilacion que

se obtiene de acuerdo con el procedimiento de la presente invencion.

Fig. 4: muestra el disefio de un electrodo serigrafiado de medida en gota (2) (sistema
electrodico) desechable basado en tres electrodos: electrodo de trabajo (21) de carbono,
electrodo de referencia (22) de plata o plata/cloruro de plata y electrodo auxiliar (23) de

carbono.

Fig. 5: muestra una imagen del equipo de medida que esta formado por el dispositivo

de medida (1) y el electrodo serigrafiado de medida en gota desechable (2).

MODO DE REALIZACION

Ejemplo 1: Determinacion el grado de glicosilacion de la transferrina (Tf) en una

muestra aislada de un sujeto

Para realizar esta determinacion se partié de 200 ul de volumen de muestra del sujeto

(suero).

En primer lugar se prepar6 el complejo de Os (Os(VI)O2(OH)2N,N,N’,N'-
tetrametilenediamina) siguiendo la metodologia descrita en: Trefulka M, PaleCek E.
Voltammetry of Os(VI)-modified polysaccharides at carbon electrodes. electrodes.
Electroanalysis. 2009;21:1763—1766. En particular, se disolvié en un vial 18,4 mg de
osmato (VI) de potasio dihidrato (Sigma-Aldrich, Alemania) en 1,22 mL de agua
ultrapura. A continuacion, se afadieron 5.8 mg de N,N,N’,N'-tetrametilenediamina y 0,41
mL de una disolucion 0,2 M de tampodn fosfato pH=7,0. Finalmente, se anadieron 10 uL
de una disolucion 10 M de HCI. Se mantuvo en agitacién durante 1 hora y después se
filtr6 a través de un filtro de jeringa de nylon 0.22 um (Tecno-Air, Espafa). La

concentracion final de complejo de Os(VI) en dicha disolucién es 30,3 mM.
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Seguidamente, 200 uL del fluido biolégico se hicieron reaccionar con un exceso de
complejo de osmio (49,5 uL de la disoluciéon 30,3 mM Os(VI)O2(OH).N,N,N’,N'-
tetrametilenediamina), que se une selectivamente a los carbohidratos presentes en la
muestra (reaccion en agitacion a 37 °C durante 16 horas). Tras ello, el aducto Tf-Os(VI)
fue capturado y separado del resto de componentes con ayuda de inmunoparticulas

magnéticas.

Las inmunoparticulas magnéticas se prepararon previamente mediante la unién de un
anticuerpo policlonal comercial frente a Tf (Abcam, Reino Unido) a unas particulas
magnéticas comerciales funcionalizadas con proteina G (Thermo Fisher Scientific,
EEUU). Para ello, se mezclé 1 uL de la suspension de particulas magnéticas con 50 pL
del anticuerpo policlonal frente a Tf en una concentracion de 7,46 ug mL™" y se dejo en
incubacion a 25°C durante 45 minutos en agitacion. La particula magnética con el
anticuerpo unido se retuvo con un iman, se retird el sobrenadante y se procedi6é a un

doble lavado con tampdn PBS pH 7.4 para eliminar los compuestos no retenidos.

El aducto Tf-Os(VI) unido a las inmunoparticulas se resuspendié en 10 uL de tampdn
Britton-Robinson pH=3 a fin de hacer la medida electroquimica. La Figura 1 muestra en

esquema el procedimiento realizado.

Los 10 uL de suspension obtenida se afiadieron sobre electrodo de trabajo del sistema
electrodico (area 0,5 cm?) y se esperd 5 minutos para que el aducto Tf-Os(VI) unido a
las inmunoparticulas se adsorbiera sobre la superficie del mismo. Se lavé la superficie
del electrodo con agua ultrapura para eliminar aquellos compuestos que no estaban
fuertemente adsorbidos. A continuacién, se afiadieron 50 uL de tampoén Britton-
Robinson pH=3.0. Entonces se procedié a llevar a cabo la medida electroquimica
mediante AdSWV. Los parametros de la medida electroquimica mediante AdSWV
fueron los siguientes: potencial de inicio —=1.3 V, potencial final +1.2 V, paso de potencial

5 mV, amplitud 50 mV y frecuencia 100 Hz.

El proceso de medida comenzd con el acoplamiento de un electrodo serigrafiado
(desechable) sobre el dispositivo de medida. El software de éste es capaz de obtener la

relacion entre las sefales generadas (senal carbohidratos/sefial proteina), indicando el
14
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grado de glicosilacion de la transferrina (indicador electroquimico de glicosilacion). El

voltamperograma obtenido se muestra en la Figura 2.
En la pantalla digital aparece el valor del indicador electroquimico de glicosilacion. Este

valor se compararia con un valor umbral o de referencia a partir del cual se

diagnosticaria la enfermedad.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para determinar el grado de glicosilacion de la transferrina (Tf) en una
muestra aislada de un sujeto caracterizado por comprender las siguientes etapas:

a) contactar la muestra con un complejo de complejo Os (VI) para formar un aducto
Tf-complejo Os (VI) por union del complejo de Os(VI) a los carbohidratos
presentes en la Tf,

b) aislar el aducto formado en la etapa anterior mediante inmunoparticulas
magnéticas o inmunocolumna,

c) realizar una medida electroquimica del aducto aislado, dicha medida se realiza
mediante voltamperometria adsortiva de redisolucion anddica mediante onda
cuadrada, para obtener asi un voltamperograma en el que aparece una sefial
procedente de los carbohidratos presentes en la Tf y otra debida a los
aminoacidos presentes en la Tf, de manera que la relacién entre las intensidades

de ambas sefales es un indicador del grado de glicosilacién de la misma.

2. Procedimiento segun reivindicacion 1 donde la muestra aislada de un sujeto es una

muestra de sangre, suero o plasma.

3. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2 donde el complejo de
Os (VI) es Os(VI)O2(OH)2N,N,N’,N'-tetrametilenediamina.

4. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde el aducto Tf-
complejo Os (VI) es purificado en la etapa b) mediante la adicion de inmunoparticulas

magnéticas que contienen un anticuerpo selectivo frente a transferrina.

5. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 donde el aducto Tf-

complejo Os (VI) es purificado en la etapa b) mediante una inmunocolumna.

6. Equipo de medida para llevar a cabo la medida electroquimica del grado de
glicosilaciéon del aducto purificado (indicador electroquimico de glicosilacion) segun el
procedimiento descrito en cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado

por comprender:
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e un electrodo serigrafiado de medida en gota desechable, configurado para
depositar la muestra de aducto purificado, donde dicho electrodo comprende un
electrodo de trabajo, un electrodo auxiliar y un electrodo de referencia, donde el
electrodo del trabajo, el electrodo auxiliar y el electrodo de referencia estan
conjuntamente integrados en un soporte ceramico o plastico, y

e un dispositivo de medida portatil que comprende:

- un potenciostato,

- un dispositivo electrénico que lleva un software asociado para transformar la
sefial electroquimica obtenida del potenciostato en una sefial digital numérica,

- una pantalla digital para la visualizacion de datos,

- una ranura configurada para introducir el electrodo serigrafiado de manera que
éste, una vez introducido en la misma, quede en contacto con el potenciostato,

- botones de encendido/apagado y botones para el controlar el comienzo y final

de la medida.

7. Equipo de medida, segun reivindicacion 6, donde tanto el electrodo de trabajo como
el auxiliar son de carbono y el electrodo de referencia es de plata o plata/cloruro de

plata.

8. Equipo de medida, segun cualquiera de las reivindicaciones 6 o 7, donde el electrodo

de trabajo presenta un area de entre 0,3y 1 cm?.

9. Kit para llevar a cabo el procedimiento descrito en cualquiera de las reivindicaciones
1 a 5, caracterizado por comprender:

* una disolucion del complejo de Os(VI) en tampdn fosfato y

* inmunoparticulas magnéticas, que contienen un anticuerpo selectivo frente a

transferrina, o bien, una inmunocolumna.

10. Kit, segun la reivindicacién 9 que ademas comprende el equipo de medida descrito

en cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8.

11. Kit, segun la reivindicacién 10 donde la disolucion de Os (VI) presenta una

concentracion 30,3 mM del complejo de osmio.
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12. Kit, segun la reivindicacién 10 u 11, donde la disolucion de Os (VI) es tampén fosfato
50 mM, pH=7.

13. Uso del kit definido anteriormente para determinar el grado de glicosilacion de la

transferrina (Tf) en una muestra aislada de un sujeto.

14. Uso, segun reivindicacién 13, para el diagnostico de defectos congénitos de la

glicosilacion en una muestra aislada de un individuo.

15. Uso, segun reivindicacién 13, para la identificacién de personas con pérdida de

liquido cefalorraquideo.

16. Uso, segun reivindicacion 13, para la identificacion y seguimiento de la evolucion de

personas alcohdlicas.
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