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DESCRIPCION
Método de ensayo de espectrometria de masas para la deteccién y cuantificacion de metabolitos de funcién renal

Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

La presente solicitud reivindica el beneficio de la solicitud provisional de patente n.° 62/435.967, presentada el 18 de
diciembre de 2016, la solicitud provisional de patente U.S. n.° 62/526.043, presentada el 28 de junio de 2017 y la
solicitud provisional de patente U.S. n.° 62/558.014, presentada el 13 de septiembre de 2017.

Antecedentes

Takahashi N, et al, "Tandem mass spectroscopy measurements of creatinine in mouse plasma and urine for
determining glomerular filtration rate”, Kidney Int., 2007, vol. 71, n.° 3, paginas 266 a 271 describe un método para
medir la creatinina mediante cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en tandem (CL-EM/EM)
utilizando [2H3]-creatinina deuterada como patrén interno.

El documento n.° WO 2014/186311 A1 describe biomarcadores de la funcién renal y métodos para utilizar dichos
biomarcadores para evaluar la funcién renal, monitorizar la funcién renal, diagnosticar la lesién renal aguda y
diagnosticar la enfermedad renal crdnica. Se proporcionan, ademas, entidades de molécula pequefia como
biomarcadores de enfermedad renal cronica.

El documento n.° WO 2016/025429 A1 se refiere al campo de la nefrologia. Mas especificamente, describe métodos
y composiciones Utiles para estimar con mayor precision la tasa de filtracién glomerular (TFG).

Soloni A. et al. "Prediction of declining renal function and albuminuria in patients with Type 2 diabetes by
metabolomics”, J. Clin. Endocrinol. Metab., 20186, vol. 101, n.° 2, paginas 696 a 704 describe metabolémica de cribado
en muestras de suero y orina mediante cromatografia de gases/espectroscopia de masas (EM) y cromatografia liquida
de rendimiento ultraelevado/EM/EM.

Vincent Guay: "Material Safety Data Sheet", CDN Isotopes Flyer, 1 de enero de 2014, paginas 1 a 2 (recuperado de
internet: URL:https://cymitquimica.com/products/3U-D7000/17093-74-2/n-acetyl-d3-I-threonine-23-d2/ [obtenido el
2020-05-29]) es una ficha de datos de seguridad de los materiales para la N-acetil-DL-treonina.

Se proporciona la informacién siguiente para describir los antecedentes de la invencién, a fin de ayudar a la
comprensién de la invencién y no se admite que constituya o describa técnica anterior a la invencion.

Existe una importante necesidad clinica insatisfecha de una prueba sensible, precisa y conveniente para evaluar la
funcién excretora de los rifiones (tasa de filtracién glomerular, TFG). La medicién més precisa de la funcién renal es
la tasa de filtracién glomerular medida (TFGm), que requiere el uso de marcadores de filtracién (p. ej., inulina,
yotalamato, iohexol). Debido a su complejidad, esta medicién es cara, dificil de realizar en la practica clinica rutinaria
y generalmente solo se utiliza en estudios de investigacién o para potenciales donantes de rifién. Otras evaluaciones
actuales de la funcién renal (p. ej,, BUN, mediciones de albumina en orina; estimaciones de la tasa de filtracién
glomerular (TFGe) basadas en los niveles de creatinina sérica o cistatina C) no son lo suficientemente sensibles y/o
precisas para detectar un compromiso de la funcién renal en estadios tempranos de dafio o enfermedad renal, ni para
mantener un seguimiento de la progresion de la enfermedad, especialmente en las primeras etapas de la enfermedad
renal crénica (ERC), cuando los individuos son asintomaticos. En consecuencia, se han desarrollado medidas
alternativas de la funcién renal basadas en los niveles medidos de combinaciones de uno a diecisiete biomarcadores
metabdlicos seleccionados del grupo que comprende pseudouridina, N-acetiltreonina, fenilacetilglutamina, triptéfano,
N,N,N-trimetil-L-alanil-L-prolina (TMAP, por sus siglas en inglés), creatinina, meso-eritritol, arabitol, mio-inositol, N-
acetilserina, N-acetilalanina, 3-metilhistidina, trans-4-hidroxiprolina, quinurenina, urea, C-glucosiltriptéfano (también
denominado 2-manopiranosil-triptéfano, 2-(a-D-manopiranosil)-L-triptéfano, mano-L-triptéfano o 2-MT) y 3-
indoxilsulfato. Las combinaciones de estos analitos se utilizan en ecuaciones complejas para derivar una estimacion
de la TFG (TFGe) que es mas precisa que las estimaciones de TFGe basadas en los niveles de creatinina sérica y/o
cistatina C. La ventaja de este enfoque radica en su facilidad de uso en la practica clinica rutinaria para una evaluacién
més precisa de la funcién renal. La mayor precisiéon en la evaluaciéon de la funcién renal permite intervenciones
terapéuticas adecuadas y el seguimiento de la funcién renal, lo que facilita mejores resultados en el tratamiento.

Se describen en la presente memoria métodos para la deteccién y cuantificacién de hasta diecisiete analitos en una
muestra biolégica. Entre los diecisiete analitos se pueden incluir un panel que comprende uno o mas analitos
seleccionados de pseudouridina, N-acetiltreonina, fenilacetilglutamina, triptéfano, TMAP, creatinina, meso-eritritol,
arabitol, mio-inositol, N-acetilserina, N-acetilalanina, 3-metilhistidina, trans-4-hidroxiprolina, quinurenina, urea, C-
glucosiltriptéfano y 3-indoxilsulfato. De manera ventajosa, los ensayos de metabolitos requieren un tamafio de muestra
pequefio, no requieren derivatizacién y pueden llevarse a cabo mediante métodos de analisis por espectrometria de
masas.
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Descripcién resumida

La invencién se define mediante las reivindicaciones adjuntas. El método de la invencién comprende la deteccién y
determinacién de la cantidad de un panel de analitos que comprende cinco analitos seleccionados del grupo que
comprende pseudouridina, N-acetiltreonina, fenilacetilglutamina, triptéfano y creatinina en una muestra mediante
espectrometria de masas. El método comprende someter la muestra a una fuente de ionizacién bajo condiciones
adecuadas para fragmentar un ion padre y producir uno o mas iones hijo detectables mediante espectrometria de
masas de cada uno de los analitos. Los analitos no se derivatizan antes de la ionizaciéon. Se proporcionan, ademas,
métodos para extraer los analitos a partir de muestras biolégicas y para separarlos cromatograficamente antes de su
deteccién mediante espectrometria de masas.

En una realizacién, la espectrometria de masas es espectrometria de masas en tandem.

En una realizacién en la que uno o mas analitos comprenden N-acetiltreonina, el ion o iones de la N-acetiltreonina
pueden comprender uno o més iones seleccionados del grupo que consiste en iones con una proporcién de masa a
carga (m/z) de aproximadamente 162,0+0,5,74,1£0,5, 144,0+0,5, 126,1+0,5, 119,9+05, 116,1x0,5 102,0+0,5,
97,9+0,5, 84,0+0,5, 70,0+0,5, 57,0£0,5, 56,0£0,5, 43,0+£0,5, 28,1+0,5, 159,9+0,5, 73,9+0,5, 118,1£0,5, 115,8%0,5,
97,9+0,5, 71,9+0,5, 70,9+0,5, 70,1+0,5, 56,1+0,5, 54,0£0,5, 42,0+0,5, 40,9£0,5, 26,0+0,5 y 159,9+0,5.

En una realizacién en la que analito o analitos comprenden fenilacetilglutamina, el ion o iones de la fenilacetilglutamina
pueden comprender uno 0 més iones seleccionados del grupo que consiste en iones con una proporcién de masa a
carga (m/z) de aproximadamente 265,0+0,5, 91,0+0,5 248,1+0,5 219,1+0,5, 147,1£0,5, 136,0£0,5, 130,0+0,5,
129,1£0,5, 101,1x0,5, 84,0+0,5, 83,0+0,5, 65,0+0,5, 56,0+0,5, 50,9+0,5, 44,0+0,5, 40,9+0,5, 39,1£0,5, 28,0£0,5,
262,9+0,5y 42,0£0,5.

En una realizacién en la que el analito o analitos comprenden creatinina, el ion o iones de la creatinina pueden
comprender uno o mas iones seleccionados del grupo que consiste en iones con una proporcién de masa a carga
(m/z) de aproximadamente 113,9+£0,5, 43,0£0,5, 86,0£0,5, 72,0£0,5, 44,1£0,5, 42,0£0,5 28,1£0,5, 111,9+0,5 y
67,9£0,5.

En una realizacién en la que uno o mas analitos comprenden triptéfano, el ion o iones del triptéfano pueden
comprender uno o mas iones seleccionados del grupo que consiste en iones con una proporcién de masa a carga
(m/z) de aproximadamente 205,0+0,5, 146,0+0,5, 191-193£0,5, 173-174%0,5, 163-164+0,5, 144,8-151,2+0,5, 117,1-
122,1£0,5, 102,9-110,1+0,5, 89,9-96,0+0,5, 74,1-81,1+0,5, 60,9-68,9+0,5, 50,1-54,1+0,5, 38,0-43,1£0,5, 28,0-29,0
*0,5, 202,9+£0,5, 115,9£0,5, 185,9+0,5, 158,9+0,5, 141,9+0,5, 130,0£0,5, 74,1£0,5, 72,2+0,5, 59,0£0,5 y 44,9+0,5.

En una realizacién en la que uno o més analitos comprenden pseudouridina, el ion o iones de la pseudouridina pueden
comprender uno o mas iones seleccionados del grupo que consiste en iones con una proporcién de masa a carga
(m/z) de aproximadamente 244,9+0,5, 191,0+0,5, 209,0+0,5, 179,0+0,5, 167,0x0,5, 163,0£0,5, 154,8%0,5, 151,00,5,
148,0£0,5, 139,0+0,5, 125,0£0,5, 120,00,5, 111,8+0,5, 109,8%0,5, 107,8+0,5, 96,0+0,5, 92,0+0,5, 84,0+0,5, 82,0+0,5,
80,0£0,5, 68,0+0,5, 65,2+0,5, 55,0£0,5, 54,0£0,5, 43,0£0,5, 41,0£0,5, 39,0+0,5, 242,9+0,5, 153,0£0,5, 182,8%0,5,
151,920,5, 139,9+0,5, 138,9+0,5, 124,0+0,5, 110,8x0,5, 109,9+0,5, 96,0+£0,5, 82,0£0,5, 55,0+£0,5, 42,0x0,5y 41,0+0,5.

En una realizacién en la que analito o analitos comprenden mesoeritritol, el ion o iones del mesoeritritol pueden
comprender uno o mas iones seleccionados del grupo que consiste en iones con una proporcién de masa a carga
(m/z) de aproximadamente 120,9+0,5, 88,9+0,5, 120,0£0,5, 119,0+0,5, 105,9+0,5, 103,0£0,5, 100,9+0,5, 93,9+0,5,
92,8+0,5, 79,9+0,5, 77,0£0,5, 70,9+0,5, 67,9+0,5, 65,8x0,5, 65,0+0,5, 58,9+0,5, 52,0+0,5, 43,2+0,5 y 40,00,5.

En una realizacién en la que uno o mas analitos comprenden arabitol, el ion o iones del arabitol pueden comprender
uno o mas iones seleccionados del grupo que consiste en iones con una proporcién de masa a carga (m/z) de
aproximadamente 150,9£0,5, 88,9£0,5, 149,10,5, 136,0£0,5, 133,0+0,5, 131,1£0,5, 119,0+0,5, 112,810,5, 108,2+0,5,
103,1£0,5, 100,9+0,5, 96,8+0,5, 91,8+0,5, 84,9+0,5, 83,0+0,5, 81,9+0,5, 78,8+0,5, 77,0x0,5, 73,0£0,5, 70,9£0,5,
68,90,5, 66,9£0,5, 59,0x0,5, 57,0+0,5, 55,0£0,5, 45,00,5, 42,9+0,5 y 41,2+0,5.

En una realizacién en la que uno o mas analitos comprenden mioinositol, el ion o iones del mioinositol pueden
comprender uno o mas iones seleccionados del grupo que consiste en iones con una proporcién de masa a carga
(m/z) de aproximadamente 178,9+0,5, 87,0£0,5, 177,2+0,5, 161,0£0,5, 159,0+0,5, 146,810,5, 141,0£0,5, 134,9x0,5,
128,8+0,5, 125,0+0,5, 122,7£0,5, 117,0+0,5, 112,8+0,5, 110,9£0,5, 100,9+0,5, 98,9+0,5, 97,0+0,5, 95,00,5, 90,8+0,5,
89,0£0,5, 85,0£0,5, 82,9+0,5, 81,0+£0,5, 78,8+0,5, ,74,8+0,5 73,1x0,5 70,9+£0,5 68,9+0,5 59,0£0,5 56,905,
55,0£0,5, 45,1+0,5, 43,0£0,5 y 41,00,5.

En una realizacidon en la que analito o analitos comprenden N-acetilserina, el ion o iones de la N-acetilserina pueden
comprender uno o mas iones seleccionados del grupo que consiste en iones con una proporcién de masa a carga
(m/z) de aproximadamente 145,9+0,5, 74,0£0,5, 119,0£0,5, 116,0£0,5, 104,9+0,5, 103,9+0,5, 103,0+0,5, 97,9+0,5,
84,0+0,5, 81,0+0,5, 72,0£0,5, 70,00,5, 64,9+0,5, 60,8x0,5, 57,0+0,5, 42,0£0,5 y 40,90,5.
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En una realizacién en la que el analito o analitos comprenden N-acetilalanina, el ion o iones de la N-acetilalanina
pueden comprender uno 0 més iones seleccionados del grupo que consiste en iones con una proporcién de masa a
carga (m/z) de aproximadamente 131,9+0,5, 89,9+0,5, 114,1+0,5, 86,1+0,5 y 44,0+0,5.

En una realizacién en la que analito o analitos comprenden 3-metilhistidina, el ion o iones de la 3-metilhistidina pueden
comprender uno o mas iones seleccionados del grupo que consiste en iones con una proporcién de masa a carga
(m/z) de aproximadamente 170,0£0,5, 94,9+0,5, 109,1£0,5, 97,0£0,5, 96,0£0,5, 92,9+0,5, 83,0+0,5, 81,00,5,
80,1%0,5, 70,2+0,5, 67,9+0,5, 67,0+0,5, 55,0£0,5, 54,0+0,5, 42,0+0,5 y 41,0£0,5.

En una realizaciéon en la que el analito o analitos comprenden trans-4-hidroxiprolina, el ion o iones de la trans-4-
hidroxiprolina pueden comprender uno o0 mas iones seleccionados del grupo que consiste en iones con una proporcion
de masa a carga (m/z) de aproximadamente 131,9+0,5, 68,0+0,5, 114,2+0,5, 86,0+0,5, 58,0+0,5 y 41,0+0,5.

En una realizacién en la que analito o analitos comprenden quinurenina, el ion o iones de la quinurenina pueden
comprender uno o mas iones seleccionados del grupo que consiste en iones con una proporcién de masa a carga
(m/z) de aproximadamente 209,0£0,5, 94,0£0,5, 192,1+0,5, 191,2+0,5, 174,0£0,5, 164,1£0,5, 163,1+0,5, 150,010,5,
146,1x0,5, 136,0x0,5, 119,9+0,5, 118,1£0,5, 98,9+0,5, 88,0+0,5y 73,9+0,5.

En una realizacién en la que el analito o analitos comprenden urea, el ion o iones de la urea pueden comprender uno
0 mas iones seleccionados del grupo que consiste en iones con una proporcidn de masa a carga (m/z) de
aproximadamente 60,9£0,5, 29,2+0,5, 44,0£0,5, 43,0%0,5, 42,1+0,5, 28,0£0,5 y 27,1+0,5.

En una realizacién en la que el analito o analitos comprenden 3-indoxilsulfato, el ion o iones del 3-indoxilsulfato pueden
comprender uno o mas iones seleccionados del grupo que consiste en iones con una proporcién de masa a carga
(m/z) de aproximadamente 211,8+0,5, 79,9+0,5, 132,0+0,5, 104,0+0,5, 80,9+0,5y 77,0+0,5.

En una realizacién en la que uno o mas analitos comprenden TMAP, el ion o iones del TMAP pueden comprender uno
0 mas iones seleccionados del grupo que consiste en iones con una proporcidn de masa a carga (m/z) de
aproximadamente 229,1£0,5, 170,1£0,5, 142,2+0,5, 126,0+0,5, 124,0+0,5, 116,0£0,5, 114,0x0,5, 98,0£0,5, 96,0+0,5,
70,0£0,5, 68,0+0,5, 60,0+0,5, 59,1+0,5, 58,1+0,5, 54,9+0,5, 227,0£0,5, 181,0+0,5, 159,0+0,5, 133,2+0,5, 114,8%0,5,
112,9£0,5, 105,8+0,5, 89,1+0,5, 71,0£0,5, 69,0+0,5 y 45,1+0,5.

En una realizacién en la que el analito o analitos comprenden C-glucosiltriptéfano, el ion o iones del C-glucosiltriptéfano
pueden comprender uno 0 més iones seleccionados del grupo que consiste en iones con una proporcién de masa a
carga (m/z) de aproximadamente 365,2+0,5, 245,0+0,5, 130,0+0,5, 142,0+0,5, 156,0+0,5 y 116,0+0,5.

En una realizacién, el método incluye la determinacién de la cantidad de una pluralidad de analitos, tales como, por
ejemplo, la cantidad de dos o mas analitos seleccionados del grupo que consiste en triptéfano y 3-indoxilsulfato en
una muestra mediante espectrometria de masas utilizando una Unica inyeccién.

En una realizacién, el método incluye la determinacién de la cantidad de una pluralidad de analitos, tal como, por
ejemplo, la cantidad de dos 0 mas o tres analitos seleccionados del grupo que comprende triptéfano, 3-indoxilsulfato
y C-glucosiltriptéfano en una muestra mediante espectrometria de masas utilizando una Unica inyeccion.

En una realizacién, el método incluye la determinacién de la cantidad de una pluralidad de analitos, tal como, por
ejemplo, la cantidad de dos 0 mas, tres 0 mas, cuatro o mas, o cinco analitos seleccionados del grupo que comprende
pseudouridina, N-acetiltreonina, fenilacetilglutamina, triptéfano y creatinina en una muestra mediante espectrometria
de masas utilizando una Unica inyeccién. En otra realizacién, el método incluye la determinacién de la cantidad de N-
acetiltreonina, pseudouridina, fenilacetilglutamina y triptéfano.

En una realizacién de ejemplo, se determinan los niveles de dos o mas analitos, en donde los dos 0 més analitos
comprenden pseudouridina y N-acetiltreonina.

En una realizacién de ejemplo, se determinan los niveles de dos o mas analitos, en donde los dos 0 més analitos
comprenden pseudouridina y fenilacetilglutamina.

En una realizacién de ejemplo, se determinan los niveles de dos o mas analitos, en donde los dos 0 més analitos
comprenden pseudouridina y triptéfano.

En una realizacién de ejemplo, se determinan los niveles de dos o mas analitos, en donde los dos 0 més analitos
comprenden pseudouridina y creatinina.

En una realizacién de ejemplo, se determinan los niveles de dos o mas analitos, en donde los dos 0 més analitos
comprenden acetiltreonina y fenilacetilglutamina.



~
By

“ap

54

B0

2

[

ES 3004 083 T3

En una realizacién de ejemplo, se determinan
comprenden acetiltreonina y triptéfano.

os niveles de dos 0 mas analitos, en donde los dos 0 mas analitos

En una realizacién de ejemplo, se determinan
comprenden acetiltreonina y creatinina.

os niveles de dos 0 mas analitos, en donde los dos 0 mas analitos

En una realizacién de ejemplo, se determinan
comprenden fenilacetilglutamina y triptéfano.

os niveles de dos 0 mas analitos, en donde los dos 0 mas analitos

En una realizacién de ejemplo, se determinan
comprenden fenilacetilglutamina y creatinina.

os niveles de dos 0 mas analitos, en donde los dos 0 mas analitos

En una realizacién de ejemplo, se determinan
comprenden triptéfano y creatinina.

os niveles de dos 0 mas analitos, en donde los dos 0 mas analitos

En una realizacién de ejemplo, se determinan
comprenden TMAP y pseudouridina.

os niveles de dos 0 mas analitos, en donde los dos 0 mas analitos

En una realizacién de ejemplo, se determinan
comprenden TMAP y N-acetiltreonina.

os niveles de dos 0 mas analitos, en donde los dos 0 mas analitos

En una realizacién de ejemplo, se determinan
comprenden TMAP vy fenilacetilglutamina.

os niveles de dos 0 mas analitos, en donde los dos 0 mas analitos

En una realizacién de ejemplo, se determinan
comprenden TMAP vy triptéfano.

os niveles de dos 0 mas analitos, en donde los dos 0 mas analitos

En una realizacién de ejemplo, se determinan
comprenden TMAP y creatinina.

os niveles de dos 0 mas analitos, en donde los dos 0 mas analitos

En una realizacién de ejemplo, se determinan los niveles de dos o mas analitos, en donde los dos 0 més analitos
comprenden C-glucosiltriptéfano y pseudouridina.

En una realizacién de ejemplo, se determinan los niveles de dos o mas analitos, en donde los dos 0 més analitos
comprenden C-glucosiltriptéfano y N-acetiltreonina.

En una realizacién de ejemplo, se determinan los niveles de dos o mas analitos, en donde los dos 0 més analitos
comprenden C-glucosiltriptéfano y fenilacetilglutamina.

En una realizacién de ejemplo, se determinan los niveles de dos o mas analitos, en donde los dos 0 més analitos
comprenden C-glucosiltriptéfano y triptéfano.

En una realizacién de ejemplo, se determinan los niveles de dos o mas analitos, en donde los dos 0 més analitos
comprenden C-glucosiltriptéfano y creatinina.

En una realizacién de ejemplo, se determinan los niveles de dos o mas analitos, en donde los dos 0 més analitos
comprenden C-glucosiltriptéfano y TMAP.

En una realizacién, el método incluye la determinacién de la cantidad de una pluralidad de analitos, tal como, por
ejemplo, la cantidad de dos 0 mas, tres o0 mas, cuatro 0 mas, o cinco analitos seleccionados del grupo que consiste
en N-acetiltreonina, arabitol, fenilacetilglutamina, creatinina y pseudouridina en una muestra mediante espectrometria
de masas utilizando una Unica inyeccion.

En una realizacién, el método incluye la determinacién de la cantidad de una pluralidad de analitos, tal como, por
ejemplo, la cantidad de dos 0 mas, tres 0 més, cuatro o mas, cinco o mas o seis analitos seleccionados del grupo que
consiste en N-acetiltreonina, pseudouridina, meso-eritritol, arabitol, mio-inositol y N-acetilserina en una muestra
mediante espectrometria de masas utilizando una Unica inyeccién.

En una realizacién, el método incluye la determinacién de la cantidad de una pluralidad de analitos, tal como, por
ejemplo, la cantidad de dos 0 mas, tres 0 més, cuatro o mas, cinco o mas o seis analitos seleccionados del grupo que
consiste en N-acetiltreonina, pseudouridina, fenilacetilglutamina, triptéfano, TMAP y creatinina en una muestra
mediante espectrometria de masas utilizando una Unica inyeccién.

En una realizacién, el método incluye la determinacién de la cantidad de una pluralidad de analitos, tal como, por
ejemplo, la cantidad de dos 0 mas, tres 0 més, cuatro o mas, cinco o mas o seis analitos seleccionados del grupo que

5



2D

ES 3004 083 T3

consiste en N-acetiltreonina, mio-inositol, triptéfano, fenilacetilglutamina, creatinina y pseudouridina en una muestra
mediante espectrometria de masas utilizando una Unica inyeccién.

En una realizacién, el método incluye la determinacién de la cantidad de una pluralidad de analitos, tal como, por
ejemplo, la cantidad de dos o mas, tres 0 mas, cuatro 0 mas, cinco o0 més, seis 0 mas, siete 0 mas, ocho 0 mas o
nueve analitos seleccionados del grupo que consiste en N-acetiltreonina, fenilacetilglutamina, triptéfano, creatinina, N-
acetilalanina, 3-metilhistidina, trans-4-hidroxiprolina, quinurenina, urea y combinaciones de los mismos en una muestra
mediante espectrometria de masas utilizando una Unica inyeccién. Se muestran combinaciones de ejemplo de analitos
en la Tabla A, proporcionada como Apéndice A.

En una realizacién, el método incluye la determinacién de la cantidad de una pluralidad de analitos, tal como, por
ejemplo, la cantidad de dos 0 mas, tres 0 mas, cuatro 0 més, cinco 0 mas, seis 0 més, siete 0 mas, ocho o mas, nueve
0 més, o diez analitos seleccionados del grupo que consiste en N-acetiltreonina, meso-eritritol, arabitol, mio-inositol,
3-indoxilsulfato, triptéfano, fenilacetilglutamina, creatinina, pseudouridina y N-acetilserina y combinaciones de los
mismos en una muestra mediante espectrometria de masas utilizando una Unica inyeccion.

En una realizacién, eltiempo de ejecucion puede ser de 7 minutos o menos. En otra realizacién, el tiempo de ejecucion
puede ser inferior a 4 minutos.

En algunas realizaciones, la muestra puede ser una muestra de plasma o de suero. El volumen de muestra puede ser
de entre 10 ply 200 pl. Por ejemplo, el volumen de muestra puede ser de 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50 pl, 60, 70, 80, 90,
100, 120, 140, 160, 180 o 200 pl, o cualquier otro volumen entre 10 y 200 pl.

Breve descripcién de los dibujos

Las FIGS. 1A-F muestran cromatogramas de ejemplo de fenilacetilglutamina, pseudouridina, triptéfano, N-
acetiltreonina y creatinina, en un Unico cromatograma con patrones internos (1A) y el cromatograma de cada analito
individualmente (1B-F), respectivamente, generados utilizando el método de cromatografia 1.

Las FIGS. 2A-H muestran cromatogramas de ejemplo de meso-eritritol, N-acetilserina, arabitol, N-acetiltreonina,
mio-inositol y pseudouridina, en un Unico cromatograma con patrones internos de suero (2A) o patrones de
calibracién en BSA (2B) y el cromatograma de cada analito individualmente (2C-H), respectivamente, generados
utilizando el método de cromatografia 2.

Las FIGS. 3A-K muestran cromatogramas de urea, creatinina, trans-4-hidroxiprolina, N-acetilalanina, N-
acetiltreonina, 3-metilhistidina, triptéfano, quinurenina y fenilacetilglutamina, en un Unico cromatograma de suero
(3A) o plasma (3B), y el cromatograma para cada analito individualmente (3C-K), respectivamente, generado
utilizando el método de cromatografia 3.

Las FIGS. 4A-H muestran cromatogramas de C-glucosiltriptéfano, triptéfano y 3-indoxilsulfato en un Unico
cromatograma obtenido a partir de suero (4A) o plasma (4E), y el cromatograma de cada analito individualmente
a partir de suero (4B-D) y plasma (4F-H), generados utilizando el método de cromatografia 4.

La FIG. 5 muestra un cromatograma de ejemplo de fenilacetilglutamina, creatinina, N-acetiltreonina, triptéfano,
pseudouridina y TMAP en un Unico cromatograma, generado utilizando el método de cromatografia 5. Se
incluyeron patrones internos para fenilacetilglutamina, creatinina, N-acetiltreonina, triptéfano y pseudouridina;
TMAP es endégeno.

La FIG. 6 muestra un cromatograma de ejemplo de N-acetiltreonina, meso-eritritol, arabitol, mio-inositol, 3-
indoxilsulfato, triptéfano, fenilacetilglutamina, creatinina, pseudouridina y N-acetilserina en un solo cromatograma,
incluidos los patrones internos, generado utilizando el método de cromatografia 6.

La FIG. 7 muestra un cromatograma de ejemplo de arabitol, fenilacetilglutamina, creatinina, pseudouridina y N-
acetiltreonina en un Gnico cromatograma, incluidos los patrones internos, generado utilizando el método de
cromatografia 7.

La FIG. 8 muestra un cromatograma de ejemplo de mio-inositol, triptéfano, fenilacetilglutamina, creatinina,
pseudouridina y N-acetiltreonina en un Unico cromatograma, incluidos los patrones internos, generado utilizando
el método de cromatografia 8.

La FIG. 9 muestra picos de iones padre e iones hija de ejemplo, generados a partir de la fragmentacién mediante
espectrometria de masas en tdndem de la N-acetiltreonina.

La FIG. 10 muestra picos de iones padre e iones hija de ejemplo, generados a partir de la fragmentacién mediante
espectrometria de masas en tdndem de la fenilacetilglutamina.

La FIG. 11 muestra picos de iones padre e iones hija de ejemplo, generados a partir de la fragmentaciéon mediante
espectrometria de masas en tdndem de la creatinina.

La FIG. 12 muestra picos de iones padre e iones hija de ejemplo, generados a partir de la fragmentaciéon mediante
espectrometria de masas en tdndem del triptéfano.

La FIG. 13 muestra picos de iones padre e iones hija de ejemplo, generados a partir de la fragmentaciéon mediante
espectrometria de masas en tAndem de la pseudouridina.

Las FIGS. 14A-B muestran picos de iones padre e iones hija de ejemplo, generados a partir de la fragmentacién
mediante espectrometria de masas en tdndem de TMAP en modo de ionizacién positiva (A) y en modo de
ionizacién negativa (B).
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Descripcién detallada

Se describen métodos para medir la cantidad de cinco analitos seleccionados del grupo de metabolitos que consisten
en: N-acetiltreonina, pseudouridina, fenilacetilglutamina, triptéfano y creatinina en una muestra. Se describen métodos
de espectrometria de masas para cuantificar multiples analitos en una muestra utilizando un método de inyeccién
Unica. Los métodos utilizan una etapa de cromatografia liquida, tal como UPLC, para llevar a cabo una separacion
(purificacion, enriquecimiento) de los analitos seleccionados, combinado con métodos de espectrometria de masas,
proporcionando de esta manera un sistema de ensayo de alto rendimiento para la cuantificacién de una pluralidad de
analitos en una muestra que es adaptable a la automatizacién.

Los métodos presentados en la presente memoria ofrecen ventajas respecto a los métodos actuales para medir estos
analitos. La capacidad de medir, en una Unica inyeccién, una pluralidad de analitos en diversas combinaciones reduce
el tiempo necesario para obtener los resultados del anélisis, y utiliza menos recursos en términos de consumibles de
laboratorio (p. €j., tubos, puntas de pipeta y reactivos), instrumentos de laboratorio y recursos humanos. Estas mejoras
generan ahorros al reducir los costes de los ensayos e incrementar la capacidad de los instrumentos y del laboratorio
para el anélisis de las muestras.

Antes de describir la presente invencién en mayor detalle, se definen los siguientes términos y expresiones.
Definiciones:

La expresién "extraccion en fase sélida" se refiere a un procedimiento de preparaciéon de muestras en el que los
componentes de una mezcla compleja (es decir, fase mévil) se separan de acuerdo con sus propiedades fisicas y
quimicas utilizando un material de empaquetamiento cromatografico de particulas sélidas (es decir, fase sélida o fase
estacionaria). El material de empaquetamiento de particulas sélidas puede estar contenido en un dispositivo tipo
cartucho (p. €j., una columna).

El término "separacion” se refiere al procedimiento de dividir una mezcla compleja en sus moléculas o metabolitos
componentes. Entre las técnicas de separacidn habituales y representativas de laboratorio se incluyen la electroforesis
y la cromatografia.

El término "cromatografia" se refiere a un método fisico de separaciéon en el que los componentes (es decir, los
constituyentes quimicos) que se van a separar se distribuyen entre dos fases, una de las cuales es estacionaria (fase
estacionaria) mientras que la otra (fase moévil) se mueve en una direccién definida. La fase mévil puede ser gaseosa
("cromatografia de gases" o "CG") o liquido ("cromatografia liquida" o "CL"). Los datos de salida cromatogréficos
pueden utilizarse en realizaciones del método descrito en la presente memoria.

La expresion "cromatografia liquida" o "CL" se refiere a un procedimiento de inhibicién selectiva de uno o més
componentes de una solucidn liquida a medida que el liquido se desplaza uniformemente a través de una columna de
una sustancia finamente dividida o a través de conductos capilares. La inhibicién resulta de la distribucién de los
componentes de la mezcla entre una o mas fases estacionarias y la fase o fases méviles a medida que la fase o fases
méviles se desplazan en relacidén con la fase o fases estacionarias. Entre los ejemplos de "cromatografia liquida" se
incluyen "cromatografia liquida de fase inversa" o "RPLC" (por sus siglas en inglés), "cromatografia liquida de alto
rendimiento" o "HPLC" (por sus siglas en inglés), "cromatografia liquida de rendimiento ultraelevado” o "UPLC" o
"UHPLC" (por sus siglas en inglés).

La expresién "tiempo de retencion” se refiere al tiempo transcurrido en un procedimiento de cromatografia desde la
introduccién de la muestra en el dispositivo de separacidn. El tiempo de retencién de un constituyente de una muestra
se refiere al tiempo transcurrido en un procedimiento de cromatografia entre el momento de inyeccién de la muestra
en el dispositivo de separacién y el momento en que el constituyente de la muestra eluye (p. €j., sale) de la parte del
dispositivo de separacién que contiene la fase estacionaria.

La expresidén "indice de retencién" de un componente de la muestra se refiere a un nimero, obtenido mediante
interpolacién (normalmente logaritmica), que relaciona el tiempo de retencidn o el factor de retencién del componente
de la muestra con los tiempos de retencién de los patrones eluidos antes y después del pico del componente de la
muestra, un mecanismo que utiliza las caracteristicas de separacién de patrones conocidos para eliminar el error
sistemético.

La expresion "indice de separacion" se refiere a una métrica asociada a los constituyentes quimicos separados
mediante una técnica de separacién. Para las técnicas de separacién cromatografica, el indice de separacién puede
ser el tiempo de retencién o el indice de retencién Para las técnicas de separacién no cromatogréaficas, el indice de
separacidn puede ser la distancia fisica recorrida por el constituyente quimico.

Tal como se utiliza en la presente memoria, las expresiones "informacion de separacién" y "datos de separacién” se

refieren a los datos que indican la presencia o ausencia de constituyentes quimicos con respecto al indice de
separacién. Por ejemplo, los datos de separacién pueden indicar la presencia de un constituyente quimico que
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presenta una masa especifica que eluye en un momento determinado. Los datos de separacidén pueden indicar que la
cantidad del constituyente quimico que eluye a lo largo del tiempo aumenta, alcanza un pico y después disminuye. Un
grafico que representa la presencia del constituyente quimico en funcién del indice de separacién (p. ej., el tiempo)
puede mostrar un pico grafico. De esta manera, dentro del contexto de los datos de separacién, las expresiones
"informacién de pico" y "datos de pico" son sinénimos de las expresiones "informacién de separacién” y "datos de
separacién".

La expresién "espectrometria de masas" (EM) se refiere a una técnica de medicién y analisis de moléculas que implica
ionizar o ionizar y fragmentar una molécula objetivo, para luego analizar los iones en funcién de sus relaciones de
masa/carga, generando un espectro de masas que sirve de "huella molecular'. La determinacién de la relacién de
masa/carga de un objeto puede llevarse a cabo mediante la determinacién de las longitudes de onda en las que el
objeto absorbe energia electromagnética. Existen varios métodos cominmente utilizados para determinar la relacién
de masa/carga de un ion; algunos miden la interaccién de la trayectoria del ion con ondas electromagnéticas: otros
miden el tiempo que un ion tarda en recorrer una distancia dada, o una combinacién de ambos. Los datos de estas
mediciones de masas de fragmentos pueden compararse con bases de datos a fin de identificar moléculas objetivo.

Las expresiones "operar en modo negativo", "operar en modo MRM negativo" u "operar en modo de ionizacién
negativa" se refieren a los métodos de espectrometria de masas en los que se generan y detectan iones negativos.
non

Las expresiones "operar en modo positivo”, "operar en modo MRM positivo" u "operar en modo de ionizacién positiva"
se refieren a los métodos de espectrometria de masas en los que se generan y detectan iones positivos.

La expresidn "analizador de masas" se refiere a un dispositivo en un espectrometro de masas que separa una mezcla
de iones segun sus relaciones de masa-carga ("m/z").

El término "m/z" se refiere a la cantidad adimensional que se forma al dividir el nUmero de masa de un ion por su
namero de carga. Durante mucho tiempo se ha denominado relacién "masa a carga".

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término "fuente" se refiere a un dispositivo en un espectrémetro de
masas que ioniza una muestra que se va a analizar. Entre los ejemplos de fuentes de iones se incluyen la ionizacién
por electropulverizacién (ESI, por sus siglas en inglés) la, ionizacién quimica a presién atmosférica (APCI, por sus
siglas en inglés), la ionizacién por electropulverizacién calentada (HESI, por sus siglas en inglés), la fotoionizacién a
presién atmosférica (APPI, por sus siglas en inglés), el detector de ionizacién por llama (FID, por sus siglas en inglés),
la ionizacidn por desorcién laser asistida por matriz (MALDI, por sus siglas en inglés), etc.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término "detector" se refiere a un dispositivo en un espectrometro de
masas que detecta iones.

El término "ion" se refiere a cualquier objeto que contenga una carga, que puede formarse, por ejemplo, mediante la
adicién de electrones al objeto o eliminandolos del mismo.

La expresion "espectro de masas" se refiere a un grafico de datos producido por un espectrometro de masas, que
generalmente contiene los valores m/z en el eje x y los valores de intensidad en el eje y.

El término "barrido” se refiere a un espectro de masas asociado a un indice de separacidn particular. Por ejemplo, los
sistemas que utilizan una técnica de separacién cromatografica pueden generar multiples barridos, cada uno en un
tiempo de retencién diferente.

La expresién "tiempo de ejecucién” se refiere al tiempo desde la inyeccién de la muestra hasta la generacion de los
datos del instrumento. El tiempo total de ejecucién incluye tanto la cromatografia como la espectrometria de masas
para la muestra.

La expresién "EM en tdndem" se refiere a una operacién en la que se realiza una primera etapa de la EM, denominada
"EM primaria", seguido de la realizacién de una o més etapas de EM a continuacién, denominadas genéricamente
"EM secundaria". En la EM primaria, un ion, que representa uno (y posiblemente més de uno) de los constituyentes
quimicos, se detecta y registra durante la creacién del espectro de masas primario. La sustancia representada por el
ion se somete a una EM secundaria, en la que la sustancia de interés experimenta una fragmentacién que provoca la
descomposicién de la sustancia en subcomponentes, los cuales son detectados y registrados como un espectro de
masas secundario. En una EM en tdndem verdadera, existe una relacién inequivoca entre el ion de interés en la EM
primaria y los picos resultantes creados durante la EM secundaria. El ion de interés en la EM primaria corresponde a
un ion "padre" o precursor, mientras que los iones creados durante la EM secundaria corresponden a subcomponentes
del ion padre y se denominan iones "hijo" o "de producto".

De esta manera, la EM en tdndem permite la creacién de estructuras de datos que representan la relacién padre-hijos
de los constituyentes quimicos en una mezcla compleja. Esta relacién puede representarse mediante una estructura
de tipo arbol que ilustra la relacién entre los iones padre e hijo, donde los iones hijo representan subcomponentes del
ion padre. La EM en tandem puede repetirse sobre los iones hijo para determinar los iones "nietos", por ejemplo. Por
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lo tanto, la EM en tdndem no esta limitada a dos niveles de fragmentacion, sino que se usa genéricamente para
referirse a la EM de muiltiples niveles, también conocida como "EMn". El término "EM/EM" es sin6nimo de "EM?'. Por
simplicidad, la expresién "ion hijo" se refiere a cualquier ion creado por una EM secundaria o de orden superior (es
decir, no la primaria).

El"nivel" de uno o méas biomarcadores significa la cantidad absoluta o relativa o concentracién del biomarcador medida
en la muestra.

El término "muestra” o "muestra biolégica" se refiere a material biolégico aislado de un sujeto. La muestra biolégica
puede contener cualquier material bioldgico adecuado para detectar los biomarcadores deseados y puede comprender
material celular y/o no celular del sujeto. La muestra puede aislarse a partir de cualquier liquido o tejido biolégico
adecuado, tal como, por ejemplo, sangre, plasma sanguineo (plasma), suero sanguineo (suero), orina, liquido
cefalorraquideo (LCR) o tejido.

El término "sujeto" se refiere a cualquier animal, aunque preferentemente es un mamifero, tal como, por ejemplo, un
ser humano, mono, ratén, conejo o rata.

El C-glucosiltriptéfano también se denomina 2-mannopiranosil-triptéfano, 2-(a-D-manopiranosil)-L-triptéfano, mano-L-
triptéfano y 2-MT. De acuerdo con lo anterior, estos términos se utilizan de manera intercambiable en la presente
memoria.

|. Preparacion de muestras y control de calidad (CC)

Los extractos de muestra que contienen analitos se preparan mediante aislamiento de los analitos de las
macromoléculas (p. ej., proteinas, acidos nucleicos y lipidos) que puedan estar presentes en la muestra. Algunos o
todos los analitos en una muestra pueden estar unidos a proteinas. Se pueden utilizar diversos métodos para
interrumpir la interaccién entre el analito o analitos y las proteinas antes del analisis mediante EM. Por ejemplo, los
analitos pueden extraerse de una muestra para producir un extracto liquido, mientras que las proteinas presentes se
precipitan y se eliminan. Las proteinas pueden hacerse precipitar utilizando, por ejemplo, una solucién de acetato de
etilo o metanol. Para precipitar las proteinas en la muestra, se afiade una solucidén de acetato de etilo 0 metanol a la
muestra, y después se centrifuga la muestra a fin de separar el sobrenadante liquido, que contiene los analitos
extraidos, de las proteinas precipitadas.

En otras realizaciones, los analitos pueden liberarse de las proteinas sin necesidad de precipitar estas Ultimas. Por
ejemplo, se puede afiadir una solucién de &cido férmico a la muestra para interrumpir la interaccién entre la proteina
y el analito. Alternativamente, se pueden afiadir sulfato aménico, una solucién de acido férmico en etanol o una
solucién de acido formico en metanol a la muestra para interrumpir las interacciones i6nicas entre la proteina y el
analito sin precipitar la proteina. En un ejemplo, se puede utilizar una solucién de acetonitrilo, metanol, agua y acido
férmico para extraer los analitos de la muestra.

En algunas realizaciones, el extracto puede someterse a diversos métodos, incluyendo cromatografia liquida,
electroforesis, filtracidén, centrifugacién y separacién por afinidad, tal como se describe en la presente memoria, con el
fin de purificar o enriquecer la cantidad del analito seleccionado respecto a otro u otros componentes en la muestra.

Para evaluar, por ejemplo, la precisién, exactitud, intervalo de calibracién o sensibilidad analitica de los métodos de
deteccion y cuantificacién de analitos, se pueden utilizar muestras de control de calidad (CC). La concentracién de un
analito o analitos determinados que se utilizard en una muestra de CC puede determinarse en funcién del limite inferior
de cuantificacién (LIDC) o el limite superior de cuantificacion (LSDC) del analito, tal como se detecta en una muestra.
En un ejemplo, el LIDC puede estar representado por la concentraciéon de un patrén (p. ej., el patrén A), y el LSDC
puede estar representado por la concentracién de un segundo patrén (p. ej., el patrén H). El valor de CC bajo puede
fijarse en una concentracién de aproximadamente 3 X LIDC, el valor de CC medio puede estar en una concentracién
de aproximadamente 25 % a 50 % del CC alto, y el valor de CC alto puede fijarse en una concentracién de
aproximadamente 80 % del LSDC. Los niveles de concentracién objetivo de CC pueden seleccionarse en funcidén de
una combinacién del intervalo de medicién analitico (IMA) y la frecuencia de los resultados de las muestras, tal como
se mide en un conjunto de muestras representativas.

Il. Cromatografia

Antes de la espectrometria de masas, el extracto del analito se somete a cromatografia liquida y, opcionalmente, a
uno o mas métodos adicionales de separacién, tales como electroforesis, filtracién, centrifugaciéon o separacién por
afinidad. La cromatografia liquida (CL) puede ser cromatografia liquida de rendimiento ultraelevado (UHPLC, por sus
siglas en inglés).

En algunas variantes, la UHPLC puede llevarse a cabo utilizando un sistema cromatografico de columna en fase
inversa, cromatografia de interacciéon hidrofilica (HILIC, por sus siglas en inglés) o un sistema cromatogréafico de
columna de fase mixta.
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El calentador de la columna (o gestor de columna) para LC puede ajustarse a una temperatura de entre
aproximadamente 25 °C y aproximadamente 80 °C. Por ejemplo, el calentador de la columna puede configurarse a
aproximadamente 30 °C, 40 °C, 50 °C, 60 °C, 70 °C, etc.

En un ejemplo, la UHPLC puede llevarse a cabo utilizando un sistema HILIC. En otro ejemplo, la UHPLC puede llevarse
a cabo utilizando un sistema cromatografico de columna en fase inversa. El sistema puede comprender dos 0 mas
fases méviles. Las fases moéviles pueden denominarse, por ejemplo, fase mévil A, fase mévil B, fase mévil A' y fase
movil B'.

En una realizaciéon de ejemplo que utiliza dos fases mdviles, A y B, la fase mévil A puede comprender formiato de
amonio, &cido férmico y agua, y la fase mévil B puede contener acetonitrilo. La concentracién de formiato de amonio
en la fase mévil A puede variar entre 0,1 mM y 100 mM, y la concentracién del 4cido férmico puede variar entre 0,001
% y 5 %. Ademés, la concentraciéon de acetonitrilo puede estar comprendida entre 0 % y 100 %. En un ejemplo, la
fase mévil A puede comprender formiato de amonio 20 mM + &cido férmico al 1 % en agua y la fase mévil B puede
comprender 100 % acetonitrilo. En otro ejemplo, la fase mévil A puede comprender formiato de amonio 50 mM + acido
férmico al 1 % en agua y la fase mévil B puede comprender 100 % acetonitrilo.

En un ejemplo, se puede utilizar la elucién por gradiente lineal para la cromatografia. Las condiciones iniciales para la
elucién por gradiente lineal pueden incluir la concentracién de una fase moévil (p. ej., la fase mévil A) y/o el caudal de
una fase movil a través de la columna (p. ej., la fase mévil A). Las condiciones iniciales pueden optimizarse para la
separacién y/o retencién de uno o mas analitos. Las condiciones del gradiente también pueden optimizarse para la
separacién y/o retenciéon de analitos y pueden variar segun el caudal seleccionado. Por ejemplo, con condiciones
iniciales de 12 % de fase mévil A y un caudal de 550 pl/min, la fase mévil A puede incrementarse a 22 % a los 1,9
minutos, a 30 % a los 2,5 minutos y después a 42 % a los 2,7 minutos. La fase mévil B puede revertir a 12 % a los 3,4
minutos, donde puede mantenerse durante 0,3 minutos para el equilibrado para la inyeccién de la muestra siguiente.
En otro ejemplo, las condiciones iniciales pueden ser 12 % de fase mévil A y un caudal de 500 pl/min. La fase mévil A
puede incrementarse a 22 % a los 1,9 minutos, a 30 % a los 2,5 minutos, a 35 % a los 3,1 minutos, a 38 % a los 3,7
minutos y a 45 % a los 5,0 minutos, donde puede mantenerse durante 0,5 minutos. La fase mévil A puede volver a 12
% a los 5,7 minutos, momento en que puede mantenerse durante 1,3 minutos para el equilibrado antes de la inyeccién
de la muestra siguiente. En otro ejemplo, las condiciones iniciales pueden ser 12 % de fase mévil Ay un caudal de
550 pl/min. La fase mévil A puede incrementarse a 22 % a los 1,9 minutos, a 30 % a los 2,5 minutos y a 42 % a los
2,7 minutos. Después, la fase mévil A puede volver a 12 % a los 3,4 minutos, momento en que puede mantenerse
durante 0,3 minutos para el equilibrado antes de la inyeccidén de la muestra siguiente.

En otro ejemplo, la fase mévil A puede comprender acetato aménico, hidréxido aménico y agua, y la fase moévil B
puede comprender acetonitrilo. La concentraciéon de acetato aménico puede variar entre aproximadamente 5 mM y
aproximadamente 200 mM. Por ejemplo, la concentracién de acetato aménico puede ser de entre aproximadamente
50 mM y aproximadamente 100 mM. La concentracién de hidroxido aménico puede variar entre aproximadamente
0,001 % y aproximadamente 1 %. Por ejemplo, la concentracién de hidroxido amoénico puede ser de entre
aproximadamente 0,1 % y aproximadamente 0,2 %. En un ejemplo adicional, la fase moévil A puede ser acetato
aménico 50 mM + hidrdéxido amoénico al 0,1 % en agua, y la fase mévil B puede ser 100 % acetonitrilo. Puede utilizarse
la elucién de gradiente lineal para la cromatografia y puede llevarse a cabo con una condicién inicial de 7 % de fase
mévil A 'y un caudal de 450 pl/min. La proporcién de fase mévil A a continuacién puede incrementarse a 20 % a los
1,5 minutos. La proporcién de fase mévil A puede incrementarse a 30 % a los 4,7 minutos, a 35 % a los 5,0 minutos,
y después de vuelta a 7 % a los 5,1 minutos, momento en que puede mantenerse durante 1,9 minutos para el
equilibrado antes de la inyeccion de la muestra siguiente. El tiempo total de ejecucién puede ser de 7 minutos o inferior.
En otro ejemplo, la fase mévil A puede ser acetato aménico 100 mM + hidréxido aménico al 0,2 % en agua, y la fase
mévil B puede ser 100 % acetonitrilo. Puede utilizarse la elucién de gradiente lineal para la cromatografia y puede
llevarse a cabo con una condicién inicial de 7 % de fase mévil A y un caudal de 500 pl/min. La fase mévil A puede
incrementarse a 20 % a los 1,5 minutos, a 30 % a los 4,7 minutos y a 35 % a los 5,0 minutos. Después, la fase movil
A puede volver a 7 % a los 5,1 minutos, momento en que puede mantenerse durante 1,9 minutos para el equilibrado
antes de la inyeccién de la muestra siguiente. En otro ejemplo, la elucién por gradiente lineal puede realizarse con una
condicidn inicial de 7 % de fase mévil A y un caudal de 800 pl/min. La fase moévil A puede incrementarse a 20 % a los
0,9 minutos, a 25 % a los 1,9 minutos y a 30 % a los 2,1 minutos. Después, la fase mévil A puede volvera 7 % a los
2,2 minutos, momento en que puede mantenerse durante 0,5 minutos para el equilibrado antes de la inyeccién de la
muestra siguiente. En todavia otro ejemplo, utilizando una condicidn inicial de 7 % de fase mévil A y un caudal de 800
MI/min para la elucidn por gradiente lineal, la fase mévil A puede incrementarse a 22 % a los 0,9 minutos, a 30 % a los
2,5 minutos y a 35 % a los 2,7 minutos. A continuacién, la fase mévil A puede volver a 7 % a los 2,8 minutos, donde
puede mantenerse durante 0,4 minutos para el equilibrado antes de la inyeccién de la muestra siguiente.

En todavia otras realizaciones, la fase mévil A puede contener acido férmico y agua, y la fase mévil B puede contener
acido férmico y acetonitrilo. En una realizacién de ejemplo, la fase mévil A puede contener entre aproximadamente
0,001 % y 1,0 % de acido férmico, y la fase moévil B puede contener acido formico y acetonitrilo en proporciones de
entre 0 % y 100 %. En un ejemplo, la concentracién de la fase mévil A puede ser de aproximadamente 0,1 % de acido
férmico en agua, y la concentracién de la fase mévil B puede ser de aproximadamente 0,1 % de acido férmico en
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acetonitrilo. Puede utilizarse la elucién de gradiente lineal para la cromatografia y puede llevarse a cabo con una
condicidn inicial de 2 % de fase mévil B y un caudal de 700 pl/min. La fase moévil B puede incrementarse a 90 % a los
2,5 minutos, mantenerse a 90 % durante 0,3 minutos y después puede reducirse a 2 % a los 2,9 minutos, a partir de
cuando puede mantenerse durante 0,4 minutos para el equilibrado antes de la inyeccién de la muestra siguiente. El
tiempo total de ejecucidn puede ser inferior a 4 minutos.

Ill. Espectrometria de masas y cuantificacién

Puede ionizarse uno o mas analitos mediante cualquier método conocido por el experto en la materia, incluyendo, por
ejemplo, la espectrometria de masas. La espectrometria de masas se lleva a cabo utilizando un espectrémetro de
masas que incluye una fuente de iones para ionizar la muestra fraccionada y crear moléculas cargadas para su
posterior andlisis. La ionizacién de la muestra puede llevarse a cabo, por ejemplo, mediante ionizacién mediante
electropulverizacion (ESI, por sus siglas en inglés). Entre otras fuentes de iones se pueden incluir, por ejemplo,
ionizacién quimica a presiébn atmosférica (APCI), ionizacibn mediante electropulverizacién calentada (HESI),
fotoionizacién a presidén atmosférica (APPI), detector de ionizacién por llama (FID) o desorcidn/ionizacién laser asistida
por matriz (MALDI). La selecciébn del método de ionizacibn puede determinarse en funcién de diversas
consideraciones. Entre los ejemplos de dichas consideraciones se incluyen el analito que se va a medir, el tipo de
muestra, el tipo de detector y la opcién de modo positivo o negativo.

El analito o analitos pueden ionizarse en modo positivo o negativo para crear uno 0 mas iones. Por ejemplo, los analitos
N-acetiltreonina, pseudouridina, fenilacetilglutamina, triptéfano, TMAP, creatinina, N-acetilalanina, 3-metilhistidina,
trans-4-hidroxiprolina, quinurenina y urea pueden ionizarse en modo positivo. En otro ejemplo, los analitos N-
acetiltreonina, TMAP, pseudouridina, meso-eritritol, arabitol, mio-inositol, N-acetilserina, triptéfano, C-glucosiltriptéfano
y 3-indoxilsulfato pueden ionizarse en modo negativo. En todavia otro ejemplo adicional, los analitos N-acetiltreonina,
meso-eritritol, arabitol, mio-inositol, 3-indoxilsulfato, triptéfano, fenilacetilglutamina, creatinina, pseudouridina y N-
acetilserina pueden ionizarse en modo negativo. En algunos ejemplos, los analitos pueden ionizarse en modo positivo
y negativo en una sola inyeccion.

Los ajustes del instrumento del espectrometro de masas pueden optimizarse segln el método dado y/o segln el
espectrémetro de masas particular utilizado. El instrumento puede utilizar diversos gases, por ejemplo, nitrégeno,
helio, argén o aire cero. La espectrometria de masas puede llevarse a cabo utilizando espectrémetros de masas AB
Sciex QTrap 5500. En un ejemplo, el espectrémetro de masas puede operarse en modo positivo de monitorizaciéon de
reacciones multiples (MRM). La configuracién de voltaje del pulverizador de iones puede variar entre aproximadamente
0,5 kV y 5,0 kV; en una realizacién, el voltaje puede configurarse en 4,0 kV. La temperatura de la fuente puede variar
entre aproximadamente 350 °C y 600 °C; en una realizacion, la temperatura de la fuente puede configurarse en 550
°C. El gas de cortina puede estar comprendido entre aproximadamente 10 y aproximadamente 55 psi; en una
realizacién, el gas de cortina se configura en 20 psi. Los caudales del gas nebulizador y del gas de desolvatacion
pueden variar entre aproximadamente 0 y aproximadamente 90 psi. En una realizacién, los caudales pueden
configurarse en 75. La configuracién del gas CAD puede variar de alta a baja; en una realizacion, el gas de disociacién
activada por colisién (DAC) se configura en un nivel intermedio. El potencial de desaglomeracién puede variar entre
menos de 15V y mas de 170 V. La energia de colision (EC) puede variar entre menos de 12 eV y mas de 100 eV. La
configuracién del potencial de entrada (PE) puede estar comprendida entre menos de aproximadamente 10 V y mas
de aproximadamente 10 V. La configuracién del potencial de salida de la celda de colisiéon (PSC) puede variar entre
menos de 8 Vy mas de 14 V.

En otro ejemplo, el instrumento puede operarse en modo negativo de MRM. La configuracién de voltaje del
pulverizador de iones puede estar comprendida entre aproximadamente -0,5 kV y -5,5 kV; en una realizacién, el voltaje
puede configurarse en -4,0 kV. En una realizacidn, el voltaje puede configurarse en -4,5 kV. La temperatura de la
fuente puede estar comprendida entre aproximadamente 350 °C y 600 °C; en una realizacién, la temperatura de la
fuente puede configurarse en 550 °C. El gas de cortina puede estar comprendido entre 10 y 30 o cualquier otro valor
apropiado; en una realizacién, el gas de cortina puede configurarse en 20. Los caudales del gas nebulizador y del gas
de desolvatacién pueden estar comprendidos entre 40 y 80, u otro valor apropiado. En una realizacién, los caudales
pueden configurarse en 70; en otra realizacién, los caudales pueden configurarse en 50. En otro ejemplo, el caudal
del gas nebulizador puede configurarse en 60 y el caudal del gas de desolvatacién pueden configurarse en 65. El gas
CAD puede estar comprendido entre bajo y alto. En un ejemplo, el gas CAD puede configurarse, por ejemplo, en un
nivel intermedio. En otro ejemplo, el gas CAD puede configurarse en un nivel alto.

Después de que una muestra ha sido ionizada, los iones cargados positiva 0 hegativamente pueden analizarse para
determinar la relacién masa/carga. Entre los analizadores adecuados de ejemplo para determinar las relaciones de
masa/carga se incluyen analizadores de cuadrupolo, analizadores de trampa de iones y analizadores de tiempo de
vuelo. Los iones pueden detectarse utilizando, por ejemplo, un modo selectivo 0 un modo de barrido. Entre los modos
de barrido de ejemplo se incluyen la monitorizacién de reacciones multiples (MRM) y la monitorizacién de reacciones
seleccionadas (SRM, por sus siglas en inglés).

Entre los resultados del analisis se pueden incluir los datos producidos mediante EM en tdndem. En realizaciones de
ejemplo, la EM en tdndem puede ser una EM en tandem exacta. Por ejemplo, la espectrometria de masas en tandem
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exacta puede utilizar un analizador de tiempo de vuelo con cuadrupolo (Q-TOF, por sus siglas en inglés). De esta
manera, la EM en tandem permite la creacidén de estructuras de datos que representan la relacién padre-hijos de los
constituyentes quimicos en una mezcla compleja. Esta relacién puede representarse mediante una estructura de tipo
arbol que ilustra la relacién entre los iones padre e hijo, donde los iones hijo representan subcomponentes del ion
padre.

Por ejemplo, un espectro de masas primario puede contener cinco iones distintos, los cuales pueden representarse
como cinco picos graficos. Cada ion en el EM primario puede ser un ion padre. Cada ion padre puede someterse a un
EM secundario que produce un espectro de masas mostrando los iones hijo para ese ion padre en particular.

La relacién de iones padre/hijos puede extenderse para describir la relacién entre los componentes separados (p. €j.,
componentes que eluyen del estado de cromatografia) y los iones detectados en la EM primaria, asi como la relacién
entre la muestra que se va a analizar y los componentes separados.

El espectrometro de masas normalmente proporciona al usuario un barrido de iones (es decir, una abundancia relativa
de cada ion con una masa/carga particular en un intervalo dado). Los datos de espectrometria de masas pueden
relacionarse con la cantidad del analito en la muestra original mediante varios métodos. En un ejemplo, se utiliza un
patrén de calibracién para generar una curva patrén (curva de calibraciéon) de modo que la abundancia relativa de un
ion dado pueda convertirse en una cantidad absoluta del analito original. En otro ejemplo, el patrén de calibracion
puede ser un patrén externo y se puede generar una curva patrébn basada en los iones generados a partir de esos
patrones para calcular la cantidad de uno o mas analitos. En un ejemplo adicional, el patrén externo puede ser un
analito no marcado.

Los patrones internos pueden afiadirse a los patrones de calibracion y/o a las muestras de ensayo. Se puede utilizar
un patrén interno para compensar la pérdida de analitos que ocurre durante el procesamiento de la muestra, con el fin
de obtener un valor mas preciso del analito medido en la muestra. La relacién entre la superficie del pico del analito y
la superficie del pico del patrén interno en los niveles de los patrones de calibracién puede utilizarse para generar una
curva de calibracién y cuantificar las muestras. Como patrones internos puede utilizarse uno o mas analogos
isotépicamente marcados de los analitos, por ejemplo, N-acetil-ds-DL-treonina-d,, fenilacetilglutamina-ds, creatinina-
ds, L-riptofano-ds, pseudouridina-'3C, 15Ny, eritritol-13C4, D-arabinitol-'3Cs, mio-inositol-ds, acetilserina-ds, N-acetil-L-
alanina-ds, 3-metil-L-histidina-ds, trans-4-hidroxi-L-prolina-ds, quinurenina-ds, urea-">C,"®*N,, 2-(a-D-manopiranosil)-L-
triptéfano-dy, 3-indoxilsulfato-d4 y N,N,N-trimetil-L-alanil-L-prolina-'3Cs, pueden utilizarse como patrones internos.

Los datos de analisis pueden enviarse a un ordenador y procesarse con un programa informético. En un ejemplo, las
relaciones entre las superficies de pico de analito y patrdén interno se ajustan frente a las concentraciones de los
patrones de calibracién utilizando un método de regresion estadistica para la cuantificacién. En otro ejemplo, la
regresion estadistica es una regresién lineal ponderada de minimos cuadrados. La pendiente y la ordenada en el
origen calculados mediante la curva de calibraciéon pueden utilizarse para determinar las concentraciones problema
de los analitos en las muestras experimentales.

Tras obtener la concentracién de uno o més analitos del panel renal, se introducen los valores de concentracién en un
algoritmo multivariante para generar una puntuaciéon estimada de TFG (tasa de filtracién glomerular). Por ejemplo,
pueden determinarse las concentraciones de dos, tres, cuatro, cinco o seis analitos seleccionados entre N-
acetiltreonina, fenilacetilglutamina, triptéfano, TMAP, pseudouridina y creatinina. En un ejemplo, pueden utilizarse
parametros clinicos (p. ej., BUN, SCr, mediciones de albumina en orina), marcadores de funcién renal (p. ej., -2
microglobulina, B-TRACE, 2-manopiranosil-triptéfano (2-MPT)) y/o informacién del paciente (p. €j., edad, antecedentes
familiares de ERC y otros factores de riesgo) en combinacién con los valores de concentracién de analitos obtenidos
mediante los métodos descritos en la presente memoria.

V. Kit

Se describe un kit para someter a ensayo uno 0 més analitos del panel renal seleccionados del grupo que consiste en
N-acetiltreonina, fenilacetilglutamina, triptéfano, TMAP, pseudouridina, creatinina, meso-eritritol, arabitol, mio-inositol,
N-acetilserina, N-acetilalanina, 3-metilhistidina, trans-4-hidroxiprolina, quinurenina, urea, C-glucosiltriptéfano, 3-
indoxilsulfato y combinaciones de los mismos, en donde, si el analito o analitos sometidos a ensayo son solo un Unico
analito, dicho analito no es creatinina y se indica en la presente memoria. Por ejemplo, un kit puede incluir material de
embalaje y cantidades medidas de uno o mas patrones de analito o patrones internos en cantidades suficientes para
uno o mas ensayos. En realizaciones de ejemplo, los patrones internos pueden estar marcados isotépicamente, el kit
puede comprender soluciones de fase moévil previamente preparadas y/o el kit puede contener reactivos de fase movil
e instrucciones para preparar las soluciones de fase movil. Los kits pueden comprender, ademas, instrucciones
registradas en un medio tangible (p. ej., en papel, tal como un folleto de instrucciones, o en un medio electrdnico) para
el uso de los reactivos en la medicién del analito o analitos.

Ejemplos
|. Preparaciéon de las muestras
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A. Reactivos e instrumentos

El acido férmico de grado para espectrometria de masas (98 %) y el formiato de amonio (>98 %) fueron obtenidos de
Sigma-Aldrich; el metanol y el acetonitrilo de grado HPLC fueron obtenidos de JT Baker; y el acido clorhidrico, 6N
(certificado) fue obtenido de Fisher Scientific. Se utilizé un mezclador vértex de tubos multiples de VWR Scientific para
la mezcla. La centrifugacién de placas se llevé a cabo en una centrifuga Sorvall ST 40R de Thermo Scientific con un
rotor de cubo 3617. El plasma humano (heparina-litio) y el suero se obtuvieron de Bioreclamation. La albimina de
suero bovino (libre de &cidos grasos) se obtuvo de GenDepot. La fenilacetil L-glutamina, N-acetil-L-alanina, beta-
pseudouridina-"3C, "Ny, L-triptéfano-ds, D-arabitol-13Cs, eritritol-'*C4, 2-(a-D-manopiranosil)-L-triptéfano-ds, y sal
potasica de 3-indoxilsulfato-ds4 se obtuvieron de Toronto Research Chemicals; el cloruro de creatinina, L-triptéfano, N-
acetil-DL-serina, L-quinurenina, trans-4-hidroxiprolina, 3-metil-L-histidina, D-(+)-arabitol, meso-eritritol, mio-inositol, sal
potasica de 3-indoxilsulfato y urea se obtuvieron de Sigma-Aldrich; la beta-pseudouridina se obtuvo de MP
Biomedicals; la acetil-L-treonina se obtuvo de Santa Cruz Biotechnology, y la Na-(fenil-ds-acetil)-L-glutamina,
creatinina-ds,  N-acetil-ds-L-treonina-2,3-d>,  N-acetil-L-alanina-2,3,3,3-d4, N-acetil-L-serina-2,3,3-d;, trans-4-
hidroxiprolina-2,5,5-ds, NT-metil-ds-L-histidina, mio-inositol-1,2,3,4,5,6-ds se obtuvieron de CDN Isotopes; el sulfato de
L-quinurenina (anillo-ds, 3,3-d2) y la urea ('3C, '°N,) se obtuvieron de Cambridge Isotope Laboratories. La N,N,N-
trimetil-L-alanil-L-prolina-"*C; ('3Cs-L, L-TMAP) se obtuvo de Albany Molecular Research.

B. Preparacién de las muestras

La preparacidon de las muestras se llevé a cabo en una placa de polipropileno de 96 pocillos. Muestras de estudio. Se
descongelaron las muestras de control de calidad (CC) y los patrones de calibracién sobre hielo y se sometieron a
agitacién con vortex. Para extraer los analitos de las muestras del estudio y las muestras de CC, se afiadieron 175 pli
de una solucién de patrén interno de trabajo (PIT) de una mezcla de acetonitrilo/metanol/agua/acido férmico
(88/10/2/0,2) que contenia el patrén o patrones apropiados a cada pocillo. La solucion WIS puede comprender uno o
més patrones internos y puede incluir uno o mas patrones internos para cada uno de los diecisiete analitos indicados
en la presente memoria. Los blancos de muestra se extrajeron mediante la adicién de 175 pl de una mezcla de
acetonitrilo/metanol/agua/acido férmico (88/10/2/0,2) sin patrones internos. Las concentraciones de WIS para dieciséis
analitos se muestran en la Tabla 1. Todas las soluciones WIS fueron preparadas en una solucién de
acetonitrilo/metanol/agua/acido formico (88/10/2/0,2). La determinacién de la concentracién de WIS puede basarse,
por ejemplo, en las concentraciones de los analitos en el intervalo de calibracién. Por ejemplo, la concentracién del
WIS para TMAP puede ser aproximadamente igual a la concentracién de los patrones de calibracién de TMAP C y D.

Tabla 1. soluciones de trabajo de patrén interno (SPI)

Nombre del patrén interno Concentracién (pg/ml)
N-Acetil-L-alanina-2,3,3,3-d4 0,0400
Creatinina-ds 0,100
N°-(fenil-ds-acetil)-L-glutamina 0,0500
N-acetil-L-serina-2,3,3-ds 0,0400
N-acetil-ds-L-treonina-2,3-d» 0,300
NT-metil-ds-L-histidina 0,0800
L-Triptéfano-ds 0,500
Sulfato de L-quinurenina (anillo-da4, 3,3-d2) 1,00
trans-4-Hidroxi-L-prolina-2,5,5-ds 0,200
D-Arabinitol-'3Cs 0,200
Eritritol-'3C4 0,100
sal potasica de 3-indoxilsulfato-d4 0,200
Urea (13C, "5Ny) 50,0
mio-Inositol-1,2,3,4,5,6-ds 1,00
B-Pseudouridina-'3C, >N, 0,500
2-(a-D-Manopiranosil)-L-triptéfano-da4 0,200

Se determiné el intervalo de calibracién de cada analito. Para cada analito, el LIDC representa el limite inferior del
intervalo de calibracion, y el LSDC representa el limite superior del intervalo de calibracién. El experto en la materia
entenderd cémo determinar el intervalo de calibracién para cada analito sin necesidad de una experimentacién
excesiva. Se utilizaron ocho calibradores (patrones A a H) para cubrir los intervalos de calibracién. Las
concentraciones finales de los analitos en cada calibrador se enumeran en la Tabla 2. Las soluciones de calibracion
se prepararon a 20 veces las concentraciones correspondientes de calibracion.
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Tabla 2. Intervalos de calibracién para analitos

Analito Concentracién actual de intervalo de calibracién en el ensayo (pg/ml)
A B C D E F G
N-acetiltreonina 0,02 0,04 0,08 0,2 0,6 1 1,8 2
Fenilacetilglutamina 0,1 0,2 0,4 1 3 7,5 18 20
Creatinina 2 4 8 20 60 100 180 200
Triptéfano 1 2 4 10 30 50 90 100
Pseudouridina 0,4 0,8 1,6 4 12 20 36 40
N-acetilalanina 0,0075 0,015 0,03 0,06 0,24 0,6 1,5 3
Urea 10 20 40 80 320 800 2.000 4.000
Quinurenina 0,025 0,05 0,1 0,2 0,8 2 5 10
3-Metilhistidina 0,04 0,08 0,16 0,32 1,28 3,2 8 16
trans-4-hidroxiprolina 0,05 0,1 0,2 0,4 1,6 4 10 20
N-Acetilserina 0,015 0,03 0,06 0,12 0,48 1,2 3 6
meso-Eritritol 0,03 0,06 0,12 0,24 0,96 2,4 6 12
Arabitol 0,05 0,1 0,2 0,4 1,6 4 10 20
mio-Inositol 0,1 0,2 0,4 0,8 3,2 8 20 40
Sulfato de 3-indoxilo 0,03 0,06 0,12 0,24 0,96 2,4 6 12
Mano-L-triptéfano 0,0050 0,010 0,020 0,040 0,16 0,40 1,00 2,00

Los niveles de CC se determinaron en funcién del LIDC y el LSDC. Se prepararon muestras de CC de nivel bajo,
intermedio y alto a partir de combinaciones de pools de plasma o suero humano con concentraciones apropiadas de
analitos y fortificacién de analitos segun fuera necesario. Las muestras de LIDC se prepararon en una solucién de
BSA libre de acidos grasos (al 7,5% en PBS) a las mismas concentraciones que el patrén A de la Tabla 2 para todos
los analitos. Las muestras de CC se almacenaron a -80 °C.

Para las muestras de estudio, las muestras de CC, los patrones de calibracidn y los blancos, se transfirieron 25 pl de
la muestra extraida a los pocillos correspondientes de la placa. La placa se sellé y se mezclé en un agitador de placas
a alta velocidad durante aproximadamente 2 minutos. Se centrifugé la placa a 4 °C durante 10 minutos a 4.000 rpm,
y se transfirié un alicuota de 150 pl del sobrenadante a una nueva placa para el anélisis mediante CL-EM/EM. Con el
fin de evaluar la recuperacién de las muestras, se fortificaron muestras de CC de nivel intermedio con una
concentracién equivalente al patrén de calibracién E, tal como se presenta en la Tabla 2. Los valores de calibracién
del patréon E se presentan en la columna con el encabezamiento "E". Las soluciones madre, las soluciones de
calibracién y las soluciones de patrén interno se almacenaron a 4 °C.

Ejemplo 1: Purificacién cromatogréfica y separacién de analitos a partir de muestras

Se desarrollaron métodos cromatogréficos utilizando UHPLC para analizar uno o méas y hasta diez analitos a partir de
una Unica inyeccién. Para cada método cromatografico, se inyecté un alicuota fija de 1,0 yl de la solucién final de
extraccién en la columna de UPLC para cada muestra analizada. En los métodos cromatograficos 1, 3, 5,6, 7y 8 se
utilizd un sistema UHPLC Agilent 1290 Infinity dotado de una unidad de bomba de solventes binaria, un muestreador
automético refrigerado (configurado en 4 °C) y un calentador de columna (configurado en 60 °C) para cromatografia
liquida con una columna HILIC (Waters ACQUITY UPLC® BEH Amide, 1,7 ym, 2,1x150 mm). Para el método
cromatografico 2 se utilizé un sistema UPLC Waters Acquity dotado de una unidad de bomba binaria de solventes, un
muestreador automatico refrigerado (configurado en 4 °C) y un gestor de columnas termostatizado (configurado en 60
°C) con una columna HILIC (Waters ACQUITY UPLC® BEH Amide, 1,7 ym, 2,1x150 mm). En el método
cromatografico 4 se utilizé el mismo sistema UPLC Waters Acquity con una columna de fase inversa (Waters ACQUITY
UPLC® BEH C18, 1,7 um, 2,1x100 mm). Los detalles de cada método cromatogréafico (es decir, tampones de fase
mévil, gradientes de elucién, caudales y tiempos de ejecucion) se ejemplifican a continuacion.

A. Método cromatografico 1 (5 analitos: N-acetiltreonina, fenilacetilglutamina, pseudouridina, triptéfano y creatinina)

En un ejemplo, se desarrollé un método de cromatografia liquida para la purificacién y separacién en una misma
inyeccién de uno o0 més, dos 0 mas, y hasta los cinco analitos seleccionados del grupo compuesto por N-acetiltreonina,
fenilacetilglutamina, pseudouridina, triptéfano, creatinina y combinaciones de los mismos, donde, si el analito sometido
a ensayo es solo un analito, este analito Unico no es creatinina.

La fase mévil A consistia en formiato aménico 20 mM + acido férmico al 1 % en agua, y la fase mévil B era acetonitrilo
al 100 %. La elucién en gradiente lineal se llevé a cabo con una condicién inicial de 12 % de fase mévil A (88 % de
fase mévil B) y un caudal de 550 ul/min, a menos que se indique lo contrario. La fase mévil A se incrementé de 12%
inicialmente a 22 % (78 % de fase mévil B) a 1,9 minutos, de 22 % a 30 % (70 % de fase mévil B) a 2,5 minutos, y de
30 % a 42 % (58 % de fase mévil B) a 2,7 minutos. A continuacién, la fase mévil A volvié a 12 % (88 % de fase mévil
B) a 3,4 minutos, en donde se mantuvo durante 0,3 minutos para el equilibrado antes de inyectar la muestra siguiente.
El tiempo total de ejecucién fue de 3,70 minutos.
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El método cromatografico 1 separd una pluralidad de hasta cinco analitos con buenas formas de pico. Los
cromatogramas de ejemplo de los analitos separados resultantes se muestran en las figuras 1A a F. Se indica el
tiempo de retencién aproximado para el pico de interés de cada analito. Los tiempos de retencién aproximados (en
minutos) fueron 1,11, 2,45, 2,61, 1,43 y 1,83 para fenilacetilglutamina, pseudouridina, triptéfano, N-acetiltreonina y
creatinina, respectivamente.

B. Método cromatogréfico 2 (6 analitos: pseudouridina, N-acetiltreonina, meso-eritritol, arabitol, mio-inositol y N-
acetilserina)

En otro ejemplo, se desarrollé un método de cromatografia liquida para la purificacién y separacién en una misma
inyeccién de uno o mas, dos 0 mas, y hasta los seis analitos seleccionados del grupo que consiste en pseudouridina,
N-acetiltreonina, meso-eritritol, arabitol, mio-inositol, N-acetilserina y combinaciones de los mismos.

La fase mévil A consistia en formiato aménico 50 mM + acido férmico al 0,1 % en agua, y la fase mévil B era acetonitrilo
al 100 %. La elucién en gradiente lineal se llevé a cabo con una condicién inicial de 7 % de fase mévil A (93 % de fase
mévil B) y un caudal de 450 pl/min, a menos que se indique lo contrario. La fase moévil A se incrementé de 7 %
inicialmente a 20 % (80 % de fase movil B) a los 1,5 minutos, de 20 % a 30 % (70 % de fase mévil B) a los 4,7 minutos,
y de 30 % a 35 % (65 % de fase movil B) a los 5,0 minutos. A continuacién, la fase mévil A volvié a 7 % (93 % de fase
mévil B) a los 5,1 minutos, en donde se mantuvo durante 1,9 minutos para el equilibrado antes de inyectar la muestra
siguiente. El tiempo total de ejecucién fue de 7,0 minutos.

El método cromatografico 2 separé una pluralidad de hasta seis analitos con buenas formas de pico. Los
cromatogramas de ejemplo de los analitos separados resultantes se muestran en las figuras 2A a H. Los tiempos de
retencién aproximados (en minutos) fueron 2,21, 3,30, 2,72, 2,99, 4,59 y 2,89 para meso-eritritol, N-acetilserina,
arabitol, N-acetiltreonina, mio-inositol y pseudouridina, respectivamente.

C. Método cromatogréfico 3 (9 analitos: N-acetiltreonina, fenilacetilglutamina, triptéfano, creatinina, N-acetilalanina, 3-
metilhistidina, trans-4-hidroxiprolina, quinurenina y urea)

En otro ejemplo, se desarrollé un método de cromatografia liquida para la purificacién y separacién en una misma
inyecciéon de uno o mas, dos 0 mas, y hasta los nueve analitos seleccionados del grupo que consiste en N-
acetiltreonina, fenilacetilglutamina, triptéfano, creatinina, N-acetilalanina, 3-metilhistidina, trans-4-hidroxiprolina,
quinurenina, urea y combinaciones de los mismos, donde, si el analito o analitos sometidos a ensayo son solo un
analito, este analito (nico no es creatinina.

La fase mévil A consistia en formiato aménico 20 mM + acido férmico al 1 % en agua, y la fase mévil B era acetonitrilo
al 100 %. La elucién en gradiente lineal se llevé a cabo con una condicién inicial de 12 % de fase mévil A (88 % de
fase mévil B) y un caudal de 500 pl/min, a menos que se indique lo contrario. La fase mévil A se incrementé de 12 %
inicial al 22 % (78 % de fase mévil B) a los 1,9 minutos, de 22 % a 30 % (70 % de fase mévil B) a los 2,5 minutos, de
30 % a 35 % (65 % de fase mévil B) a los 3,1 minutos, de 35 % a 38 % (62 % de fase mdévil B) a los 3,7 minutos, y de
38 % a 45 % (55 % de fase mévil B) a los 5,0 minutos, donde se mantuvo durante 0,5 minutos. A continuacién, la fase
mévil A volvié a 12 % (88 % de fase mévil B) a los 5,7 minutos, donde se mantuvo durante 1,3 minutos para el
equilibrado antes de inyectar la muestra siguiente. El tiempo total de ejecucién fue de 7,0 minutos.

El método cromatografico 3 separdé una pluralidad de hasta nueve analitos con buenas formas de pico. Los
cromatogramas de ejemplo de los analitos separados resultantes se muestran en las figuras 3A a I. Los tiempos de
retencién aproximados (en minutos) fueron 1,36, 1,94, 3,74, 1,17 y 1,69 para urea, creatinina, trans-4-hidroxiprolina,
N-acetilalanina, N-acetiltreonina, 3-metilhistidina, triptéfano, quinurenina y fenilacetilglutamina, respectivamente.

D. Método cromatografico 4 (triptéfano, 3-indoxilsulfato, C-glucosiltriptéfano)

En otro ejemplo, se desarrollé un método de cromatografia liquida para la purificacién y separacién en una misma
inyeccién de uno o mas, dos 0 mas, y hasta los tres analitos seleccionados del grupo que consistia en triptéfano, 3-
indoxilsulfato y C-glucosiltriptéfano y combinaciones de los mismos.

La fase mévil A era acido férmico al 0,1 % en agua y la fase mévil B era acido férmico al 0,1 % en acetonitrilo. La
elucién en gradiente lineal se llevé a cabo con una condicién inicial de 2 % de fase mévil B (98 % de fase mévil A) y
un caudal de 700 pl/min. La fase mévil B se incrementd del 2 % inicial a 90 % (10 % de fase mévil A) a los 2,5 minutos
y se mantuvo a 90 % durante 0,3 minutos. A continuacion, la fase moévil B volvié a 2 % (98 % de fase movil A) a los
2,9 minutos, donde se mantuvo durante 0,4 minutos para el equilibrado antes de inyectar la muestra siguiente. El
tiempo total de ejecucidn fue de 3,30 minutos.

El método cromatogréafico 4 separd una pluralidad de hasta tres analitos con buenas formas de pico. Los
cromatogramas de ejemplo de los analitos separados resultantes se muestran en las figuras 4A a H. Los tiempos de
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retencién aproximados (en minutos) fueron 0,91 y 0,95 para C-glucosiltriptéfano, 1,32 y 1,33 para triptéfano y 1,45
para 3-indoxilsulfato en suero y plasma, respectivamente.

E. Método cromatogréfico 5 (6 analitos: N-acetiltreonina, fenilacetilglutamina, pseudouridina, triptéfano, TMAP y
creatinina)

En otro ejemplo, se desarrollé un método de cromatografia liquida para la purificacién y separacién en una misma
inyeccion de uno o mas, dos 0 mas, y hasta los seis analitos seleccionados del grupo que consistia en N-acetiltreonina,
fenilacetilglutamina, pseudouridina, triptéfano, TMAP, creatinina y combinaciones de los mismos. Si el analito o
analitos analizados son solo un analito, ese analito Unico no es creatinina.

La fase mévil A consistia en formiato aménico 20 mM + acido férmico al 1 % en agua, y la fase mévil B era acetonitrilo
al 100 %. La elucién en gradiente lineal se llevé a cabo con una condicién inicial de 12 % de fase mévil A (88 % de
fase mévil B) y un caudal de 550 pl/min. La fase movil A se incrementd de 12% inicialmente a 22 % (78 % de fase
mévil B) a 1,9 minutos, de 22 % a 30 % (70 % de fase movil B) a 2,5 minutos, y de 30 % a 42 % (58 % de fase movil
B) a 2,7 minutos. A continuacién, la fase movil A volvié a 12 % (88 % de fase mévil B) a 3,4 minutos, en donde se
mantuvo durante 0,3 minutos para el equilibrado antes de inyectar la muestra siguiente. El tiempo total de ejecucion
fue de 3,70 minutos.

El método cromatografico 5 separé una pluralidad de hasta seis analitos con buenas formas de pico. Los
cromatogramas de ejemplo de los analitos separados resultantes se muestran en la figura 5. Los tiempos de retencién
aproximados (en minutos) fueron 1,40, 1,86, 2,14, 2,61, 2,71 y 3,16 para fenilacetilglutamina, creatinina, N-
acetiltreonina, triptéfano, pseudouridina y TMAP, respectivamente.

F. Método cromatogréafico 6 (10 analitos: N-acetiltreonina, meso-entritol, arabitol, mio-inositol, 3-indoxilsulfato,
triptéfano, fenilacetilglutamina, creatinina, pseudouridina y N-acetilserina)

En otro ejemplo, se desarrollé un método de cromatografia liquida para la purificacién y separacién en una misma
inyeccién de uno o mas, dos o0 més, y hasta los diez analitos seleccionados del grupo que consiste en N-acetiltreonina,
meso-eritritol, arabitol, mio-inositol, 3-indoxilsulfato, triptéfano, fenilacetilglutamina, creatinina, pseudouridina y N-
acetilserina y combinaciones de los mismos, donde, si el analito o analitos sometidos a ensayo son solo un analito,
este analito Unico no es creatinina.

La fase mévil A consistia en formiato amdnico 100 mM + hidréxido amdnico al 0,2 % en agua, y la fase mévil B era
acetonitrilo al 100 %. La elucién en gradiente lineal se llev6 a cabo con una condicidn inicial de 7 % de fase mévil A
(93 % de fase moévil B) y un caudal de 500 pl/min. La fase mévil A se incrementé de 7 % inicialmente a 20 % (80 % de
fase mévil B) a los 1,5 minutos, de 20 % a 30 % (70 % de fase mévil B) a los 4,7 minutos, y de 30 % a 35 % (65 % de
fase moévil B) a los 5,0 minutos. A continuacion, la fase movil A volvié a 7 % (93 % de fase movil B) a los 5,1 minutos,
en donde se mantuvo durante 1,9 minutos para el equilibrado antes de inyectar la muestra siguiente. El tiempo total
de ejecucién fue de 7,0 minutos.

El método cromatografico 6 separé una pluralidad de hasta diez analitos con buenas formas de pico. Los
cromatogramas de ejemplo de los analitos separados resultantes se muestran en la figura 6. Los tiempos de retencién
aproximados (en minutos) fueron 2,35, 2,87, 4,85, 0,78, 3,20, 2,82, 2,40, 3,00, 3,30 y 3,69 para meso-eritritol, arabitol,
mio-inositol, 3-indoxilsulfato, triptéfano, fenilacetilglutamina, creatinina, pseudouridina, N-acetiltreonina y N-
acetilserina, respectivamente.

G. Método cromatogréfico 7 (5: arabitol, fenilacetilglutamina, creatinina, pseudouridina y N-acetiltreonina)

En otro ejemplo, se desarrollé un método de cromatografia liquida para la purificacién y separacién en una misma
inyecciéon de uno o mas, dos 0 mas, y hasta los cinco analitos seleccionados del grupo que consiste en arabitol,
fenilacetilglutamina, creatinina, pseudouridina y N-acetiltreonina y combinaciones de los mismos, donde, si el analito
o analitos sometidos a ensayo son solo un analito, este analito Unico no es creatinina.

La fase moévil A era acetato aménico 100 mM + hidréxido amdnico al 0,2 % en agua, y la fase mévil B era acetonitrilo
al 100 %. La elucién en gradiente lineal se llevé a cabo con una condicién inicial de 7 % de fase mévil A (93 % de fase
mévil B) y un caudal de 800 pl/min. La fase moévil A se incrementé de 7 % inicialmente a 20 % (80 % de fase mévil B)
a los 0,9 minutos, de 20 % a 25 % (75 % de fase movil B) a los 1,9 minutos, y de 25 % a 30 % (70 % de fase movil B)
a los 2,1 minutos. A continuacién, la fase mévil A volvié a 7 % (93 % de fase mévil B) a los 2,2 minutos, en donde se
mantuvo durante 0,5 minutos para el equilibrado antes de inyectar la muestra siguiente. El tiempo total de ejecucion
fue de 2,7 minutos.

El método cromatografico 7 separd una pluralidad de hasta cinco analitos con buenas formas de pico. Los
cromatogramas de ejemplo de los analitos separados resultantes se muestran en la figura 7. Los tiempos de retencién
aproximados (en minutos) fueron 1,74, 1,74, 1,48, 1,84 y 1,98 para arabitol, fenilacetilglutamina, creatinina,
pseudouridina y N-acetiltreonina, respectivamente.
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H. Método cromatogréfico 8 (6: mio-inositol, triptéfano, fenilacetilglutamina, creatinina, pseudouridina y N-
acetiltreonina)

En otro ejemplo, se desarrollé un método de cromatografia liquida para la purificacién y separacién en una misma
inyeccién de uno 0 mas, dos o més, y hasta los seis analitos seleccionados del grupo que consiste en mio-inositol,
triptéfano, fenilacetilglutamina, creatinina, pseudouridina y N-acetiltreonina y combinaciones de los mismos, donde, si
el analito o analitos sometidos a ensayo son solo un analito, este analito Unico no es creatinina.

La fase movil A consistia en acetato aménico 100 mM + hidréxido aménico al 0,2 % en agua, y la fase mévil B era
acetonitrilo al 100 %. La elucién en gradiente lineal se llev6 a cabo con una condicidn inicial de 7 % de fase mévil A
(93 % de fase moévil B) y un caudal de 800 pl/min. La fase mévil A se incrementé de 7 % inicialmente a 22 % (78 % de
fase moévil B) a los 0,9 minutos, de 22 % a 30 % (70 % de fase mévil B) a los 2,5 minutos, y de 30 % a 35 % (65 % de
fase moévil B) a los 2,7 minutos. A continuacion, la fase movil A volvié a 7 % (93 % de fase movil B) a los 2,8 minutos,
en donde se mantuvo durante 0,4 minutos para el equilibrado antes de inyectar la muestra siguiente. El tiempo total
de ejecucién fue de 3,2 minutos.

El método cromatografico 8 separé una pluralidad de hasta seis analitos con buenas formas de pico. Los
cromatogramas de ejemplo de los analitos separados resultantes se muestran en la figura 8. Los tiempos de retencién
aproximados (en minutos) fueron 2,64, 1,83, 1,64, 1,40, 1,74 y 1,85 para mio-inositol, triptéfano, fenilacetilglutamina,
creatinina, pseudouridina y N-acetiltreonina, respectivamente.

Ejemplo 2: Medicién mediante EM/EM de analitos

Se llevé a cabo espectrometria de masas en los extractos de muestras tal como se describe en los métodos a
continuacion utilizando un espectrometro de masas AB Sciex QTrap 5500 con fuente Turbo V (ESI). Los datos en
bruto fueron adquiridos del instrumento y procesados utilizando el programa informético Analyst 1.6.2 (AB Sciex). Para
la cuantificacién, las relaciones de superficie de pico del analito a patrén interno se ajustaron frente a las
concentraciones de los patrones de calibracién mediante regresidn lineal ponderada (1/x?) de los minimos cuadrados.
La pendiente y la ordenada en el origen resultantes de la curva de calibracién se utilizaron para calcular las
concentraciones problema en las muestras experimentales.

A. Método de EM/EM 1

Se desarrollé un método para detectar en la misma inyeccién los niveles de uno o mas, dos o mas, y hasta los cinco
analitos seleccionados del grupo que consiste en pseudouridina, N-acetiltreonina, fenilacetilglutamina, triptéfano,
creatinina y combinaciones de los mismos, en donde, si el uno o més analitos sometidos a ensayo es solo un analito,
dicho analito Unico no es creatinina. Se utilizé el mismo método de EM/EM para detectar en la misma inyeccién los
niveles de uno o mas, dos 0 mas, y hasta los seis analitos seleccionados del grupo que consiste en pseudouridina, N-
acetiltreonina, fenilacetilglutamina, triptéfano, TMAP, creatinina, y combinaciones de los mismos.

El eluyente de la columna cromatogréfica descrita en el Ejemplo 1, método cromatogréafico 1, se introdujo directa y
automaticamente en la fuente de electropulverizacién de un espectrometro de masas. En otro ejemplo, el eluido de la
columna cromatografica descrita en el Ejemplo 1, método cromatografico 5, se introdujo directa y autométicamente en
la fuente de electropulverizacién de un espectrometro de masas. Se utilizé acetonitrilo:agua (50:50) para el lavado de
la aguja. El instrumento se oper6 en modo positivo de monitorizacién de reacciones multiples (MRM). El voltaje de
ionizacién se ajustd a 4,0 kV, la temperatura de la fuente se ajusté a 550 °C, el gas cortina (p., €j., nitrégeno), a 20
psi, y los caudales de gas nebulizador y desolvatacién (p. ej., nitrégeno) a 75 psi, gas de disociacién activada por
colisién (CAD) (p. ej., nitrégeno) al medio.

Los datos en bruto fueron adquiridos del instrumento y procesados utilizando el programa informatico Analyst 1.6.2
(AB Sciex). Para la cuantificacién, las relaciones de superficie de pico del analito a patrén interno se ajustaron frente
a las concentraciones de los patrones de calibracién mediante regresién lineal ponderada (1/X?) de los minimos
cuadrados. La pendiente y la ordenada en el origen resultantes de la curva de calibracién se utilizaron para calcular
las concentraciones problema en las muestras experimentales. Los iones de ejemplo que fueron generados para la
cuantificacién de pseudouridina, N-acetiltreonina, fenilacetilglutamina, triptéfano, creatinina y TMAP se enumeran en
la Tabla 3. Los iones padre se enumeran en la columna con el encabezamiento "ion padre (m/z)", y los iones hijo
utilizados para la cuantificacién en el presente ejemplo se enumeran en la columna con el encabezamiento "ion hijo
para cuantificaciéon (m/z)". La eleccién del ion hijo para la cuantificacién en el presente ejemplo fue optimizada para la
sensibilidad en todo el intervalo de medicién analitica; sin embargo, se pueden seleccionar iones hijo adicionales para
reemplazar o complementar los iones hijo utilizados para la cuantificacién en los ejemplos.
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Tabla 3. Relaciones de masa a carga (m/z) de iones padre e hijos de los analitos medidos en modo de ionizacién

positiva
lon padre lon hijo para la
Analito P cuantificacion lones hijo adicionales (m/z) (todos £0,5)
(m/z) (miz)
. . 144,0, 126,1, 119,9, 116,1, 102,0, 97,9, 84,0, 70,0,
N-Acetil-DL-treonina 162,0£0,5 74,1£0,5 57.0, 56.0, 43,0, 28 1
N-Acetil-da-DL-treonina- 149,1, 131,9, 129,8, 125,9, 122,8, 121,0, 104,0,
& 3 167,0+0,5 77,1x0,5 91,0, 86,1, 76,0, 59,0, 58,1, 45,9, 43,0, 31,1, 29,2,
28,0
2481, 2191, 1471, 136,0, 130,0, 1291,
fenilacetilglutamina 265,0£0,5 91,0+0,5 101,1,84,0,83,0,65,0, 56,0, 50,9, 44,0, 40,9, 391,
28,0
. . . 253,3, 224,3, 147,0, 141,3, 130,0, 100,8, 84,0, 69,0,
fenilacetilglutamina-ds 270,010,5 96,3+0,5 68.1, 56,0, 41,1, 28.1
creatinina 113,9+0,5 43,0£0,5 86,0, 72,0, 44,1, 42,0, 281
creatinina-ds 116,9+0,5 47,0£0,5 89,2, 43,1,29,1,28,0
188,1, 170,0, 159,1, 144,0, 143,0, 142,0, 140,0,
L-triptéfano 205,040 5 146,0£0 5 132,0, 130,11, 128,1, 126,9, 117,9, 116,9, 114,9,

103,0,91,0, 89,9, 89,0, 77,0, 74,9, 74,0, 64,9, 63,0,
62,0, 61,0, 50,9, 49,9, 39,2, 28,0

191-193, 173-174, 163-164, 144,8-151,2, 117,1-
L-triptoéfano-ds 210,0x0,5 150,1+0,5 122,1, 102,9-110,1, 89,9-96,0, 74,1-81,1, 60,9-68,9,
50,1-54,1, 38,0-43,1, 28,0-29,0

209,0, 179,0, 167,0, 163,0, 154,8, 151,0, 1480,
139,0, 125,0, 120,0, 111,8, 109,8, 107,8, 96,0, 92,0,

pseudouridina 244,920,5 191,0£0,5 84.0, 82,0, 80,0, 68,0, 65,2, 55.0, 54 .0, 430, 41,0,
39.0
2302 212.0, 206,09 1941, 1822 1699, 1660,
157.9 1540, 1489, 1419 1281, 120.9 1130,
pseudouridina-"*C'5N. 2479405 194,040 5 109.1, 96,8, 92,7, 91,0 853 83,1, 812, 788, 77.0,
69,1, 65,0 569, 55,0 533, 51,3 449, 43,0 40,0,
39.0
1422+050 | 1701, 126,0 124.0, 116.0, 114,0 98,0, 96 0, 680,
TMAP 229,120,5 70,0+0.5 60,0, 59,1, 58,1, 54.9

170,1, 126,0, 124,0, 116,0, 114,0, 98,0, 97,1, 96,0,
142,1£0,5 0 93,9, 81,0, 80,0, 79,0, 77,0, 74,0, 72,1, 71,1, 69,0,

70,1x0,5 68,0, 67,1, 63,0, 62,1, 61,1, 60,0, 59,0, 58,1, 57,1,
56,1, 55,0, 54,0, 53,1

8Cs-L,L-TMAP 232,2+0,5

Las figuras 9 a 14 muestran espectros de masas resultantes de la fragmentacién de los iones padre indicados en la
Tabla 3.

Las transiciones de MRM que se generaron para la cuantificacién de la N-acetiltreonina en modo de ionizacién positiva
incluyen aquellas producidas por la fragmentacién de un ion padre con un m/z de aproximadamente 162,0+0,5 para
producir iones hijo con m/z de aproximadamente 74,1+0,5, 144,0+0,5, 126,1+0,5, 119,9+0,5, 116,1+0,5, 102,0+0,5,
97,9+0,5, 84,0+0,5, 70,0+0,5, 57,0+0,5, 56,0+0,5, 43,0+0,5 y 28,1+0,5. Estos picos de iones padre e hijo generados a
partir de la fragmentacién espectrométrica en tandem de la N-acetiltreonina se ilustran en la figura 9. Cualquiera de
los iones hijo puede ser seleccionado para la cuantificacién. En el presente ejemplo, el ion hijo utilizado para la
cuantificacién de la N-acetiltreonina presenta un m/z de aproximadamente 74,1+0,5. El intervalo de calibracién para
la N-acetiltreonina se determind que estaba comprendido entre 0,0200 y 2,00 pg/ml.

Las transiciones de MRM que se generaron para la cuantificacién de la fenilacetilglutamina en modo de ionizacién
positiva incluyen aquellas producidas por la fragmentacién de un ion padre con un m/z de aproximadamente 265,0+0,5
para producir iones hijo con m/z de aproximadamente 91,0+0,5 248,1+0,5, 219,1x0,5, 147,1£0,5, 136,0+0,5,
130,0£0,5, 129,1+0,5, 101,1+0,5, 84,0£0,5, 83,0+0,5, 65,0£0,5, 56,0+0,5, 50,9+0,5, 44,0+0,5, 40,9£0,5, 39,1+0,5 y
28,0+0,5. Estos picos de iones padre e hijo generados a partir de la fragmentacién espectrométrica en tandem de la
fenilacetilglutamina se ilustran en la figura 10. Cualquiera de los iones hijo puede ser seleccionado para la
cuantificacién. En el presente ejemplo, el ion hijo utilizado para la cuantificacién de la fenilacetilglutamina presenta un
m/z de aproximadamente 91,0+0,5. El intervalo de calibracidén para la fenilacetilglutamina se determin6é que estaba
comprendido entre 0,100 y 20,0 pg/ml.

Las transiciones de MRM que se generaron para la cuantificacién de la creatinina en modo de ionizacién positiva
incluyen aquellas producidas por la fragmentacién de un ion padre que presenta un m/z de aproximadamente
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113,920,5 para producir iones hijo que presentan un m/z de aproximadamente 43,0+0,5, 86,0+0,5, 72,0+0,5, 44,1+0,5,
42,0+0,5 y 28,1+0,5, Estos picos de los iones padre e hijo generados a partir de la fragmentacién espectrométrica en
tdndem de la creatinina se ilustran en la figura 11. Puede seleccionarse cualquiera de los iones hijo para la
cuantificacion. En el presente ejemplo, el ion hijo utilizado para la cuantificacién de la creatinina presenta un m/z de
aproximadamente 43,0+0,5. El intervalo de calibracioén para la creatinina se determiné que estaba comprendido entre
2,00 y 200 pg/ml.

Las transiciones de MRM que se generaron para la cuantificacién del triptéfano en modo de ionizacién positiva incluyen
aquellas producidas por la fragmentacién de un ion padre con un m/z de aproximadamente 205,0+0,5 para producir
iones hijo que presentan un m/z de aproximadamente 146,0+0,5, 191-193+0,5, 173-174+0,5, 163-164+0,5, 144,8-
151,2£0,5, 117,1-122,1£0,5, 102,9-110,1£0,5, 89,9-96,0+0,5, 74,1-81,1x0,5, 60,9-68,9+0,5, 50,1-54,1+£0,5, 38,0-
43,1£0,5 y 28,0-29,0 £0,5. Estos picos de los iones padre e hijo generados a partir de la fragmentacién espectrométrica
en tdndem del triptéfano se ilustran en la figura 12. Puede seleccionarse cualquiera de los iones hijo para la
cuantificacion. En el presente ejemplo, el ion hijo utilizado para la cuantificacién del triptéfano presenta un m/z de
aproximadamente 146,0+0,5. El intervalo de calibracién para el triptéfano se determiné que estaba comprendido entre
1,00 y 100 pg/ml.

Las transiciones MRM que se generaron para la cuantificacién de la pseudouridina en modo de ionizacién positiva
incluyen aquellas producidas por la fragmentacién de un ion padre que presenta un m/z de aproximadamente
244,9+0,5 para producir iones hijo que presenta un m/z de aproximadamente 191,0+0,5, 209,0+0,5, 179,0+0,5,
167,0£0,5, 163,0£0,5, 154,8+0,5, 151,0£0,5, 148,0+0,5, 139,0£0,5, 125,0+0,5, 120,0£0,5, 111,8£0,5, 109,8+0,5,
107,8x0,5, 96,0+0,5, 92,0+£0,5, 84,0+0,5, 82,0£0,5, 80,0+0,5, 68,0£0,5 65,2+0,5 55,0£05, 54,0+0,5 43,0£0,5,
41,0+0,5 y 39,0+0,5. Estos picos de los iones padre e hijo generados a partir de la fragmentacién espectrométrica en
tdndem de la pseudouridina se ilustran en la figura 13. Puede seleccionarse cualquiera de los iones hijo para la
cuantificacion. En el presente ejemplo, el ion hijo utilizado para la cuantificacién de la pseudouridina presenta un m/z
de aproximadamente 191,0+0,5. El intervalo de calibracién para la pseudouridina se determindé que estaba
comprendido entre 10,0 y 400 pg/ml.

Las transiciones de MRM que se generaron para la cuantificacién de TMAP en modo de ionizacién positiva incluyen
aquellas producidas por la fragmentacién de un ion padre que presenta un m/z de aproximadamente 229,1+0,5 para
producir iones hijo que presentan un m/z de aproximadamente 170,1+0,5, 142,2+0,5, 126,0+0,5, 124,0+0,5, 116,0+0,5,
114,0£0,5, 98,0+0,5, 96,0+0,5, 70,0£0,5, 68,0£0,5, 60,0£0,5, 59,1£0,5, 58,1x0,5, 54,9+0,5, 227,0£0,5, 181,00,5,
159,0£0,5, 133,2+0,5, 114,8%0,5, 112,9+0,5, 105,8+0,5, 89,1+0,5, 71,0+0,5, 69,0+0,5 y 45,120,5. Puede seleccionarse
cualquiera de los iones hijo para la cuantificacién. Por ejemplo, los iones hijo con un m/z de aproximadamente
58,1+0,5, 70,0+£0,5, 114,0£0,5, 0 142,2+0,5 pueden ser utilizados para la cuantificacién de TMAP. Estos picos de los
iones padre e hijo generados a partir de la fragmentacion espectrométrica en tdndem de TMAP se ilustran en la figura
14.

B. Método de EM/EM 2

En otro ejemplo, se desarrollé un método para detectar en la misma inyeccién los niveles de uno o mas, dos o més, y
hasta los seis analitos seleccionados del grupo que consiste en pseudouridina, N-acetiltreonina, meso-eritritol, arabitol,
mio-inositol, N-acetilserina y combinaciones de los mismos. El eluyente de la columna cromatografica descrita en el
Ejemplo 1, método cromatogréafico 2, se introdujo directa y automaticamente en la fuente de electropulverizacién de
un espectrémetro de masas. Se utilizé una mezcla de agua:acetonitrilo (90:10) para el lavado fuerte/sellado; se utilizd
acetonitrilo:agua (90:10) para el lavado débil.

Los instrumentos se operaron en modo negativo de MRM. El voltaje de pulverizacién iénica se configuré en -4,0 kV,
la temperatura de la fuente en 550 °C, y el gas de cortina en 20 psi; los caudales de gas nebulizador y de desolvatacion
se configuraron en 70 psi, y el gas CAD, a nivel intermedio.

Los iones de ejemplo que se generaron para la cuantificacion de pseudouridina, N-acetiltreonina, meso-eritritol,
arabitol, mio-inositol y N-acetilserina se muestran en la Tabla 4. Los iones padre se enumeran en la columna con el
encabezamiento "ion padre (m/z)", y los iones hijo utilizados para la cuantificacién en el presente ejemplo se enumeran
en la columna con el encabezamiento "ion hijo para cuantificaciéon (m/z)". La seleccién del ion hijo para la cuantificacién
en el presente ejemplo se optimizd para la sensibilidad en todo el intervalo de medicién analitica; sin embargo, se
pueden seleccionar cualesquiera de los iones hijo para reemplazar o potenciar los iones hijo utilizados para la
cuantificacion en los ejemplos.

Tabla 4. lones Utiles para la cuantificacién de analitos

lon padre lon hijo para la
Analito P cuantificacion lones hijo adicionales (m/z) (todos £0,5)
(m/z) (mfz)
. 182,8, 151,9, 139,9, 138,9, 124,0, 110,8, 109,9,
Pseudouridina 242 9105 153,04£0,5 96,0, 82,0, 55,0, 42.0, 41.0
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Analito lon padre lon hijo para la lones hijo adicionales (m/z) (todos £0,5)
(m/z) cuantificacion
(m/z)
Pseudouridina- °C, ®N, 2459+0,5 156,0+0,5 186,0, 141,8, 141,0, 114,0, 111,0, 97,0, 44,1
. . 118,1, 115, 8, 97,9, 71,9, 70,9, 70,1, 56,1, 54,0,
Acetil-L-treonina 1569,91£0,5 73,905 42,0, 40,0, 26,0
N-Acetil-ds-L-treonina-da 165,0+0,5 102,0+0,5 120,0, 103,0, 82,2, 77,0, 76,0, 74,1
120,0, 119,0, 105,9, 103,0, 100,9, 93,9, 92,8,
meso-Eritritol 120,9+0,5 88,9+0,5 79,9, 77,0, 70,9, 67,9, 65,8, 65,0, 58,9, 52,0,
43,2, 40,0
123,0, 110,0, 107,0, 105,0, 98,0, 95,2, 91,9,
Eritritol-'3C4 124,9+0,5 73,9+0,5 87,0, 82,1, 81,1, 76,1, 67,0, 65,9, 61,0, 60,1,

58,0, 44,8, 41,2, 39,9, 25,8

149,1,136,0, 133,0, 131,1, 119,0, 112,8, 108,2,
103,1, 100,9, 96,8, 91,8, 84,9, 83,0, 81,9, 78,8,
77,0, 73,0, 70,9, 68,9, 66,9, 59,0, 57,0, 55,0,
450,429,412

154,1, 138,0, 136,0, 123,1, 118,1, 107,0, 104,09,
D-Arabinitol-'*Cs 155,9+0,5 91,9+0,5 102,0, 88,9, 86,9, 76,0, 74,0, 73,2, 61,0, 59,9,
58,0, 45,0, 43,1

177.2,161.0, 159.0, 146.8, 141.0, 134.9, 128.8,
125.0, 122.7, 117.0, 112.8, 110.9, 100.9, 98.9,
mio-Inositol 178,9+0,5 87,0+0,5 97.0, 95.0, 90.8, 89.0, 85.0, 82.9, 81.0, 78.8,
74.8, 73.1, 70.9, 68.9, 59.0, 56.9, 65.0, 451,
43.0,41.0

181,8, 167,1, 164,1, 158,1, 144,9, 140,0, 131,9,
130,1, 128,9, 19,9, 118,9, 117,2,104,1, 1031,
mio-Inositol-ds 184,9+0,5 88,9+0,5 102,0, 100,9, 97,9, 93,1, 90,0, 88,0, 85,9, 82,0,
80,8, 76,9, 741, 72,9, 72,1, 69,8, 62,1, 61,0,
60,1, 58,1, 57,0, 46,0, 45,0, 42,1

119,0, 116,0, 104,9, 103,9, 103,0, 97,9, 84,0,
81,0, 72,0, 70,0, 64,9, 60,8, 57,0, 42,0, 40,9
121,9, 106,9, 98,9, 87,0, 86,0, 74,9, 73,0, 70,9,
60,8, 59,0, 58,0, 45,0, 41,2, 42,0

D-Arabitol 150,9+0,5 88,9+0,5

N-acetilserina 145,91£0,5 74,0£0,5

Acetilserina-ds 148,9+0,5 117,0+0,5

C. Método de EM/EM 3

En otro ejemplo, se desarrollé6 un método de cromatografia para detectar en una misma inyeccién los niveles de uno
0o mas, dos o més, y hasta los nueve analitos seleccionados del grupo que consiste en N-acetiltreonina,
fenilacetilglutamina, triptéfano, creatinina, N-acetilalanina, 3-metilhistidina, trans-4-hidroxiprolina, quinurenina, urea y
combinaciones de los mismos, donde, si el analito o analitos sometidos a ensayo son solo un analito, este analito
unico no es creatinina. El eluyente de la columna cromatogréfica descrita en el Ejemplo 3, método cromatografico 3,
se introdujo directa y automaticamente en la fuente de electropulverizacién de un espectrémetro de masas. Se utilizé
agua:acetonitrilo (90: 10) para el lavado fuerte/de sellado; se utilizé acetonitrilo:agua (90:10) para el lavado débil. El
instrumento se operé en modo positivo de monitorizacién de reacciones multiples (MRM). El voltaje de ionizacién se
ajustd a 4,0 kV, latemperatura de la fuente se ajustd a 550 °C, el gas cortina (p., €j., nitrégeno), a 20 psi, y los caudales
de gas nebulizador y desolvatacién (p. ej., nitrégeno) a 75 psi, gas de disociacién activada por colisién (CAD) (p. €.,
nitrégeno) al medio.

Los iones de ejemplo que se generaron para la cuantificacién de N-acetiltreonina, fenilacetilglutamina, triptéfano,
creatinina, N-acetilalanina, 3-metilhistidina, trans-4-hidroxiprolina, quinurenina y urea se muestran en la Tabla 5. Los
iones padre se enumeran en la columna con el encabezamiento "ion padre (m/z)", y los iones hijo utilizados para la
cuantificacién en el presente ejemplo se enumeran en la columna con el encabezamiento "ion hijo para cuantificacién
(m/z)". La seleccién del ion hijo para la cuantificacién en el presente ejemplo se optimizé para la sensibilidad en todo
el intervalo de medicién analitica; sin embargo, se pueden seleccionar cualesquiera de los iones hijo para reemplazar
o potenciar los iones hijo utilizados para la cuantificacién en los ejemplos.
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Tabla 5. lones Utiles para la cuantificacién de analitos

lon hijo para la

Analito lon padre cuantificacion lones hijo adicionales (m/z) (todos £0,5)
(m/z) (miz)
Acetil-L-treonina 162,040 5 741405 144,0, 126,1, 119,9, 116,1, 102,0,97,9,84,0,70,0,

57,0, 56,0, 43,0, 28,1
1491, 131,9, 129,8, 125,9, 122,8, 121,0, 104,0,
N-Acetil-ds-L-treonina-d» 167,0£0,5 77,1£0,5 91,0, 86,1, 76,0, 59,0, 58,1, 45,9, 43,0, 31,1,
29,2,28,0
2481, 2191, 147,1, 136,0, 130,0, 129,1, 1011,
84,0, 83,0, 65,0, 56,0, 50,9, 44,0, 40,9, 39,1, 28,0
. . . 253,3, 224,3, 147,0, 141,3, 130,0, 100,8, 84,0,
Fenilacetilglutamina-ds 270,010,5 96,3+0,5 69,0, 68,1, 56,0, 41.1, 28,1
Creatinina 113,9+¢0,5 43,005 86,0, 72,0, 44,1, 42,0, 28,1

Creatinina-ds 116,9+0,5 47,0£0,5 89,2,43,1,29,1,28,0
188,1, 170,0, 159,1, 144,0, 143,0, 142,0, 140,0,
132,0, 130,1, 128,1, 126,9, 117,9, 116,9, 114,9,

Fenilacetil-L-glutamina 265,01£0,5 91,0£0,5

L-Triptofano 205,080,5 | 146,080.5 | 143'0' 91 89,9, 89,0, 77.0 74.9 740, 649,
63,0, 62,0, 61,0, 50,9, 49,9, 39,2, 28.0
191-193, 173-174, 163-164. 144.8-1512 117 1-
L-Triptéfano-ds 210,06405 | 150105 | 122,11, 102,9-110,1, 89,9-96,0, 74,1-81.1. 60,9-
68,0 50 1-54.1, 38.0-43.1, 28.0-29,0
N-Aceti-L-alanina 1310805 | 89905 | 114.1, 861, 44.0
N-Aceti-L-alanina-ds | 136.0:05 |  94.0:0.5 | 118.1 90.0. 48.0
3-Metil-L-histidina 170,0:05 | o940:05 | 1091, 97,0 9.0 92,9 830 810,801,702,

67,9, 67,0, 55,0, 54,0, 42,0, 41,0
3-Metil-L-histidina-ds 173,0+0,5 127,0+0,5 129,1, 112,0, 100,1, 83,0
trans-4-Hidroxi-L-prolina 131,9+0,5 68,0+0,5 114,2, 86,0, 58,0, 41,0
trans-4-Hidroxi-L-prolina-ds | 134,9+0,5 71,1+0,5 1171, 89,0, 70,0, 61,0
1921, 101,2, 174,0, 164,1, 163,1, 150,0, 146,1

L-quinurenina 209,01£0,5 94,005 136.0 1199 1181 98,0, 88,0, 73,9
198,2, 197,2, 179,1,170,1, 169,2, 155,1, 154 1,
Quinurenina-ds 215,0£0,5 98,0£0,5 151,0, 142,0, 141,0, 125,0, 118,0, 99,9, 99,1,
97,0,89,9,74,2
Urea 60,9105 29,205 440,430,421, 28,0, 271
Urea- '3C, 1°N, 63,9105 29,105 48,0, 45,0, 44,1, 30,0

D. Método de EM/EM 4

En otro ejemplo, se desarrollé un método para detectar en la misma inyeccién los niveles de uno o mas, dos o més, y
hasta los tres analitos seleccionados del grupo que consiste en triptéfano, C-glucosiltriptéfano y 3-indoxilsulfato. El
eluyente de la columna cromatografica descrita en el Ejemplo 1, método cromatografico 4, se introdujo directa y
automaticamente en la fuente de electropulverizacién de un espectrémetro de masas. Se utilizé metanol para el lavado
de la aguja. El instrumento se operé en modo negativo de MRM. El voltaje de pulverizacion idnica se configuré en -4,5
kV, temperatura de la fuente de 550 °C, y gas de cortina, 20 psi; los caudales de gas nebulizador y de desolvatacion
se configuraron en 60 y 65 psi, respectivamente, y el gas CAD, a nivel alto.

Los pares de iones de ejemplo que pueden utilizarse para la cuantificacién de triptéfano, C-glucosiltriptéfano y 3-
indoxilsulfato se muestran en la Tabla 6. Los iones padre se enumeran en la columna con el encabezamiento "ion
padre (m/z)", y los iones hijo utilizados para la cuantificacién en el presente ejemplo se enumeran en la columna con
el encabezamiento "ion hijo para cuantificacién (m/z)". La seleccién del ion hijo para la cuantificacién en el presente
ejemplo se optimizé para la sensibilidad en todo el intervalo de medicién analitica; sin embargo, se pueden seleccionar
cualesquiera de los iones hijo para reemplazar o potenciar los iones hijo utilizados para la cuantificacién en los
ejemplos.

Tabla 6. lones Utiles para la cuantificacién de analitos

Analito lon padre lon hijo para Ia lones hijo adicionales (m/z) (todos +0,5)
(m/z) cuantificaciéon (m/z)
L-Triptéfano 202,9:0,5 115,940,5 190.9,158,9,141,9, 1300, 74,1, 722, 9.0,
— 1902, 164.2, 162.2, 1471, 146,0, 134.1,
L-Triptéfano-ds 208,0+0,5 119,91£0,5 121.0. 120.0, 76,0, 75,0, 73.9, 72.8, 72,0
3-indoxilsulfato 11,8205 79,0¢0.5 132.0, 104.0, 80.9, 7.0
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Analito lon padre lon hijo para la lones hijo adicionales (m/z) (todos £0,5)
(m/z) cuantificaciéon (m/z)
3-indoxilsulfato-d4 215,9+0,5 80,9+0,5 136.0, 79.9
Mano-L-triptéfano 365,240,5 245,0+0,5 130,0, 142,0, 156,0, 116,0
Mano-L-triptéfano-ds 369,2+0 5 249 00,5

D. Método de EM/EM 5

En otro ejemplo, se desarrollé un método para detectar en la misma inyeccién los niveles de uno o mas, dos o més, y
hasta los diez analitos seleccionados del grupo que consiste en meso-eritritol, D-arabitol, inositol, 3-indoxilsulfato, L-
triptéfano, fenilacetilglutamina, creatinina, pseudouridina, N-acetiltreonina, y N-acetilserina, y combinaciones de los
mismos. El eluyente de la columna cromatografica descrita en el Ejemplo 1, método cromatogréafico 6, se introdujo
directa y autométicamente en la fuente de electropulverizacién de un espectrémetro de masas.

En otro ejemplo, el eluido de la columna cromatogréafica descrita en el Ejemplo 1, método cromatografico 7, se introdujo
directa y autométicamente en la fuente de electropulverizaciéon de un espectrometro de masas. El método detectd, en
la misma inyeccidn, los niveles de uno o mas, dos 0 mas, y hasta los cinco analitos seleccionados del grupo que
consiste en D-arabitol, fenilacetilglutamina, creatinina, pseudouridina, N-acetiltreonina y combinaciones de los mismos,
en donde, si el analito o analitos sometidos a ensayo son solo un analito, dicho analito Unico no es creatinina.

En otro ejemplo, el eluido de la columna cromatogréafica descrita en el Ejemplo 1, método cromatografico 8, se introdujo
directa y autométicamente en la fuente de electropulverizaciéon de un espectrometro de masas. El método detectd, en
la misma inyeccién, los niveles de uno o mas, dos 0 mas, y hasta los seis analitos seleccionados del grupo que consiste
en inositol, L-triptéfano, fenilacetilglutamina, creatinina, pseudouridina, N-acetiltreonina y combinaciones de los
mismos, en donde, si el analito o analitos sometidos a ensayo son solo un analito, dicho analito Unico no es creatinina.
Se utilizé acetonitrilo:agua (50:50) para el lavado de la aguja. El instrumento se operd en modo negativo de MRM. El
voltaje de pulverizacion idnica se configuré en -4,5 kV, la temperatura de la fuente en 550 °C, y el gas de cortina en
20 psi; los caudales de gas nebulizador y de desolvatacién se configuraron en 50 psi, y el gas CAD, a nivel intermedio.

Los pares de iones de ejemplo que pueden utilizarse para la cuantificacién de meso-eritritol, D-arabitol, inositol, 3-
indoxilsulfato, L-triptéfano, fenilacetilglutamina, creatinina, pseudouridina, N-acetiltreonina, y N-acetilserina se
muestran en la Tabla 7. Los iones padre se enumeran en la columna con el encabezamiento "ion padre (m/z)", y los
iones hijo utilizados para la cuantificacién en el presente ejemplo se enumeran en la columna con el encabezamiento
"ion hijo para cuantificacién (m/z)". La seleccién del ion hijo para la cuantificacién en el presente ejemplo se optimizé
para la sensibilidad en todo el intervalo de medicién analitica; sin embargo, se pueden seleccionar cualesquiera de los
iones hijo para reemplazar o potenciar los iones hijo utilizados para la cuantificacién en los ejemplos.

Tabla 7. lones Utiles para la cuantificacién de analitos

lon . lon ..
lon hijo para la lon hijo para la
. padre LSRR . parental LS
Analito cuantificacién Analito cuantificacién
*0,5 +0.5 (Mm/z) *0,5 +0.5 (Mm/z)
(m/z) - (m/z) -
Meso-eritritol 120,9 89 Fenilacetilglutamina 262 9 42
Meso-eritritol-'3C4 124,9 74- Fenilacetilglutamina-ds 268 42
D-Arabitol 150,9 88,9 Creatinina 111,9 67,9
D-Arabitol-3Cs 155,9 91,9 Creatinina-ds 114,9 68
Inositol 178,9 87 Pseudouridina 242 9 42
Inositol-ds 184,9 88,9 Pseudouridina- '3C, 5N, | 2459 156
3-indoxilsulfato 211.,8 103,9 N-Acetil-DL-treonina 159,9 73,9
3-Indoxilsulfato-d, 2159 107.,9 N-Acetil-ds-L-treonina-d» 1649 102
L-Triptéfano 2029 115,9 N-Acetilserina 1459 74
L-Triptéfano-ds 207.,9 119,9 N-Acetilserina-ds 148,9 117

Ejemplo 3: Validacién del método

A. Método cromatogréfico 1 y método de EM/EM 1

El rendimiento analitico de la combinacién de método cromatografico 1 y método de EM/EM 1 resultdé en la
cuantificaciéon de una pluralidad de hasta cinco analitos en una sola inyeccién con un tiempo de ejecucién de 3,7

minutos.

La precisién del método para medir una pluralidad de cinco analitos se evalué en tres niveles de control de calidad
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(bajo, intermedio y alto) en plasma y suero. Se analizaron tres réplicas por nivel de control de calidad por matriz en
dos tandas por dia durante 20 dias, para un total de 40 tandas. Se incluyd un total de 120 réplicas por nivel de CC en
los célculos de CV entre dias para cada analito por matriz. La precisién entre dias fue inferior a 6,3 % en cada nivel
de CC en plasma e inferior a 7,1 % en cada nivel de CC en suero. Se presentan los resultados en la Tabla 8. Se
observaron respuestas lineales (R>>0,98) en un intervalo de 100 veces para N-acetiltreonina, creatinina, pseudouridina
y triptéfano, y en un intervalo de 200 veces para fenilacetilglutamina. Se seleccionaron los intervalos de calibracién
basandose en el analisis de méas de 1.000 muestras de plasma y suero.

Tabla 8. Precisién entre dias para una pluralidad de analitos en plasma y suero.

SUERO PLASMA
Analito Nivel QC Media (ug/ml) % CV Media (pg/ml) % CV
Baja 0,0772 59 0,0758 6,0
Acetiltreonina (n=120) Intermedia 0,889 5,9 0,891 5,3
Alto 1,78 4.8 1,64 54
Baja 7,42 7.1 6,70 53
Creatinina (n=120) Intermedia 88,9 6,6 87,0 49
Alto 172 55 158 54
Baja 0,328 6,4 0,327 6,3
Fenilacetilglutamina (n=120) Intermedia 8,15 51 8,19 472
Alto 16,0 3,8 14,7 3,8
Baja 1,27 6,1 1,23 51
Pseudouridina (n=120) Intermedia 16,4 51 16,4 4.8
Alto 32,1 3,7 29,8 4.4
Baja 4,07 6,9 3,26 6,1
Triptéfano (n=120) Intermedia 44 5 54 43,4 49
Alto 88,0 43 80,6 4.8

Se evaluaron la exactitud y la precisién de los CC de dilucién en suero y plasma para medir de manera exacta las
muestras con valores de analitos superiores al LSDC (es decir, fuera del intervalo de calibracién). Los CC de dilucién
se prepararon mediante dilucién de la matriz de CC alta 5 veces con una solucién de BSA libre de acidos grasos. Se
analizaron tres réplicas de CC de dilucién por matriz en dos tandas por dia durante cinco dias, para un total de 10
tandas. Se incluyeron un total de 30 réplicas en los célculos de exactitud y precisiéon entre dias. La exactitud entre dias
(en comparacion con el valor medido de CC alto) en suero fue superior a 94,5 % y la precisién entre dias fue inferior
a 7,6 %; la exactitud entre dias en plasma fue superior a 94,7 % y la precisién entre dias fue inferior a 4,4 %. Se
presentan los resultados en la Tabla 9.

Tabla 9. Exactitud y precisién entre dias del CC de dilucién 5X

SUERO
acetilt’;l(;onina Creatinina Fenilacetilglutamina | Pseudouridina Triptéfano
(n=30) (n=30) (n=30) (n=30) (n=30)
Media (mg/ml) 1,80 177 17,0 33,6 83,3
% CV 7,6 5,8 7,0 6,0 6,8
% exactitud 97,9 101 94,5 95,0 107
PLASMA
acetilt’;l(;onina Creatinina Fenilacetilglutamina | Pseudouridina Triptéfano
(n=30) (n=30) (n=30) (n=30) (n=30)
Media (mg/ml) 1,66 163 15,5 30,3 76,3
% CV 3,7 4,0 3,2 3,9 4,4
% exactitud 100 101 94,7 99,6 107

Se evalué la precision en el LIDC. La relacién sefial-ruido para cada analito era superior a 5:1. Se analizaron tres
réplicas de las muestras de LDIC en dos tandas por dia durante 15 dias, para un total de 30 tandas. Se incluy un
total de 90 réplicas del LIDC en los calculos del % CV entre dias para cada analito. Toda la precisidn intradia y entre
dias fue inferior a 2,8 % CV, los datos se muestran en la Tabla 10. Estos resultados indican que la cuantificacién de
la pluralidad de analitos en el limite inferior era altamente precisa.
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Tabla 10. Precisién intradia y entre dias en el LIDC.

Concentracién LIDC (pg/ml)
0,0200 2,00 0,100 0,400 1,00
Dia N-acetiltreonina Creatinina (% gliﬁg;l;ﬁztl(l% Pseudouridina Triptéfano (%

(% RSD) RSD) RSD) (% RSD) RSD)
1(n=6) 52 5,8 11,2 4,7 9,6
2 (n=6) 7,6 6,3 10,0 54 10,9
3 (n=6) 57 3,3 6,5 4,8 7,0
4 (n=6) 9,9 2,6 4,7 3,2 53
5 (n=6) 4,6 4,2 4,2 3,7 3,5
6 (n=6) 6,1 7,6 3,7 7,6 8,1
7 (n=6) 10,1 8,1 8,1 9,8 6,2
8 (n=6) 4,3 8,8 55 4,1 6,8
9 (n=6) 3,1 55 6,6 10,1 9,2
10 (n=6) 8,9 3,1 7,1 6,0 57
11 (n=6) 5,1 53 57 4,6 6,5
12 (n=6) 7,1 9,9 8,6 57 6,1
13 (n=6) 4,9 3,7 3,6 8,4 12,8
14 (n=6) 5,0 6,6 12,3 59 7,2
15 (n=6) 5,0 6,5 4,6 59 53

Entre dias

(n=90) 6,5 6,4 8,6 7,0 9,3

Con el fin de evaluar la recuperacidn de los analitos durante la extraccién, se fortificaron las muestras de CC en suero
y plasma con concentraciones conocidas de analitos. Se extrajeron y analizaron las muestras de CC fortificadas junto
con las muestras de CC regulares por triplicado. La recuperacién de la cantidad fortificada se calculé después de
restar la cantidad en las muestras de CC fortificadas. Las recuperaciones para los cinco analitos se determiné que
eran de entre 97,4 % y 113 % en suero y de entre 103 % y 110 % en plasma para los cinco analitos. Se presentan los
datos en la Tabla 11.

Tabla 11. Recuperacion de analitos

SUERO
N-acetiltreonina | Creatinina | Fenilacetil-glutamina | Pseudouridina | Triptéfano
% de recuperacién 103 97,4 98,5 103 113
PLASMA
N-acetiltreonina | Creatinina | Fenilacetil-glutamina | Pseudouridina | Triptéfano
% de recuperacién 105 110 105 103 109

Para evaluar la interferencia del tipo de muestra en la cuantificacién de los analitos, se llevé a cabo un experimento
de infusién posterior a la columna con una solucidén de patrén interno, concurrentemente con el anélisis de diez lotes
individuales de muestras de plasma y suero extraidas sin patrones internos. Se monitorizaron las transiciones del
patrén interno y se observé el nivel de supresion/mejora en los tiempos de retencién de los analitos. El triptéfano
mostré un efecto de matriz en la superficie de retencién y eluyd justo antes de una supresién que aparentemente
excedia el 25 % de la sefial no afectada. Sin embargo, dado que los patrones internos que co-eluian en el presente
ensayo estaban marcados isotépicamente, cualquier efecto leve del tipo de muestra deberia ocurrir de manera similar
tanto para el analito como para el patrén interno. Mediante la utilizacién de la relacién de superficies de pico de analito
y de patrdn interno para la cuantificacion, se compensa de esta manera el efecto del tipo de muestra en el calculo
final.

También se evalu6 la interferencia para ictericia, lipidemia, isémeros conocidos de los analitos y productos
farmacéuticos, incluyendo estatinas, los AINE, analgésicos, antihistaminicos y antidiabéticos. Se determiné que la
combinacién del método cromatografico 1y el método de EM/EM 1 estaba libre de interferencias de las condiciones
de interferencia sometidas a ensayo.

B. Método cromatogréfico 2 y método de EM/EM 2
El rendimiento analitico de la combinacién de método cromatografico 2 y método de EM/EM 2 resultdé en la
cuantificacion de una pluralidad de hasta seis analitos seleccionados del grupo que consistia en pseudouridina, N-

acetiltreonina, meso-eritritol, arabitol, mio-inositol y N-acetilserina en una sola inyeccién con un tiempo de ejecucién
de 7,0 minutos.
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Se evalué la precision del método para medir una pluralidad de seis analitos en un lote representativo de plasma y
suero. Se analizaron doce réplicas para plasma y seis réplicas para suero en tres tandas. La precisién entre tandas
fue inferior a 7,3 % en plasma y a 20 % en suero. Se presentan los resultados en la Tabla 12.

Tabla 12. Precisién entre tandas para una pluralidad de analitos en plasma y suero.

Plasma Suero
Analito Media entre tandas % RSD entre Media entre tandas % RSD entre
(pg/ml) (n=36) tandas (n=36) (Mg/ml) (n=18) tandas (n=18)
pseudouridina 0,645 2,6 0,778 20
N-acetiltreonina 0,0657 45 0,0721 10
mesoeritritol 0,459 7,3 0,749 5,3
arabitol 0,530 2,8 0,522 3,6
mioinositol 3,58 2,5 5,08 2,8
N-acetilserina 0,100 6 0,102 43

Se evaluaron la precisién y exactitud en el LIDC. La relaciéon sefial-ruido para cada analito era superior a 5:1. Se
analizaron seis réplicas de las muestras de LIDC en tres tandas. Se incluyé un total de 18 réplicas del LIDC en los
célculos de % RSD y exactitud entre tandas para cada analito en cada matriz. La precision entre tandas fue inferior a
18,0 % en plasma y a 13 % en suero. La exactitud entre tandas fue de entre 98,7 % y 104 % para plasma y de entre
95,7 % y 101,1 % para suero. Se presentan los datos en la Tabla 13.

Tabla 13. Precisién y exactitud entre tandas en el LIDC

Plasma (n=18) Suero (n=18)
Media entre o Exactitud Media entre o Exactitud
Analito tandas entfe?fn[;as entre tandas tandas entfe?fn[;as entre tandas

(ug/ml) (%) (ug/ml) (%)

pseudouridina 0,0252 4,7 101 0,0249 13 100,4

N-acetiltreonina 0,00744 11,9 99,1 0,0075 9,4 100,67
mesoeritritol 0,0311 18 104 0,0304 9,0 98,5
arabitol 0,049 7,2 98,7 0,0495 8,7 101,1
mioinositol 0,1 6,8 100 0,1043 7,8 95,7
N-acetilserina 0,015 4,8 99 0,0150 59 100

Con el fin de evaluar la recuperacidn de los analitos durante la extraccién, se fortificaron las muestras de CC en suero
y plasma con concentraciones conocidas de analitos. Se extrajeron y analizaron las muestras de CC fortificadas junto
con las muestras de CC regulares por triplicado. La recuperacién de la cantidad fortificada se calculé después de
restar la cantidad en las muestras de CC fortificadas. Las recuperaciones para los seis analitos se determiné que eran
de entre 80,4 % y 97,5 % en plasma y de entre 75,6 % y 96,0 % en suero para los seis analitos. Se presentan los
datos en la Tabla 14.

Tabla 14. Recuperacion de analitos

Plasma Suero

Analito % medio de recuperacién % medio de recuperacién
pseudouridina 94 4 75,6
N-acetiltreonina 90,7 89,4
mesoeritritol 97,5 93,4
arabitol 91,4 96,0
mioinositol 87,2 93,5
N-acetilserina 80,4 79,9

C. Método cromatogréfico 3 y método de EM/EM 3

El rendimiento analitico de la combinacién del método cromatografico 3 y el método de EM/EM 3 resulté en la
cuantificacién de una pluralidad de hasta nueve analitos seleccionados del grupo compuesto por N-acetiltreonina,
fenilacetilglutamina, triptéfano, creatinina, N-acetilalanina, 3-metilhistidina, trans-4-hidroxiprolina, quinurenina y urea
en una sola inyeccién con un tiempo de ejecucién de 7,0 minutos.

Se evalud la precisién del método para medir una pluralidad de nueve analitos en un lote representativo de plasma y

suero. Se analizaron doce réplicas para plasma y seis réplicas para suero en tres tandas. La precisién entre tandas
fue inferior a 6,2 % en plasma y a 6,0 % en suero. Se presentan los resultados en la Tabla 15.
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Tabla 15. Precisién entre tandas para una pluralidad de analitos en plasma y suero.

Plasma Suero
Media entre o Media entre o
Analito tandas (pg/ml) t:ndRaSsD(r?:gg) tandas (pg/ml) t:ndRaSsD(r?:nﬁ%a)
(n=36) (n=18)
N-acetiltreonina 0,0717 49 0,0847 4.4
fenilacetilglutamina 0,252 45 0,64 2,2
triptéfano 11,0 42 15,04 41
creatinina 7,880 2,8 9,72 3,3
N-acetilalanina 0,160 6,2 0,20 6,0
3-metilhistidina 0,891 57 1,13 41
trans-4-hidroxiprolina 1,97 4.8 2,08 472
quinurenina 0,228 3,9 0,437 41
urea 209 3.1 481 2,2

Se evaluaron la precisién y exactitud en el LIDC. La relacién sefial/ruido para cada analito fue superior a 5:1. Se
analizaron seis réplicas de las muestras LIDC en tres tandas. Se incluy6 un total de 18 réplicas del LIDC en los célculos
de % RSD y exactitud entre tandas para cada analito en cada matriz. La precisién entre tandas fue inferior a 14,4 %
para plasma y a 9,5 % para suero. La exactitud entre tandas fue de entre 91,7 % y 102 % para plasma y de entre 92,6
% y 101,9 % para suero. Se presentan los datos en la Tabla 16.

Tabla 16. Precisién y exactitud entre tandas en el LIDC

Plasma (n=18) Suero (n=18)
_ Media entre % RS entre Exactitud Media entre % RS entre Exactitud
Analito tandas tandas D entre tandas tandas D entre
(Mg/ml) tandas (%) (Mg/ml) tandas (%)
N-acetiltreonina 0,00754 8,4 101 0,008 7.9 95,5
fenilacetilglutamina 0,0124 4.8 98,9 0,0127 8,0 98,2
triptéfano 0,2 14,4 92,8 0,206 8,0 96,9
creatinina 0,176 4 101 0,188 76 92,6
N-acetilalanina 0,007 7.2 98,4 0,0078 9.1 96,0
3-metilhistidina 0,0409 13,5 102 0,081 4,9 99,13
trans-4-hidroxiprolina 0,0493 55 98,6 0,050 9,5 100,17
quinurenina 0,0229 6,2 91,7 0,025 7,3 101,9
urea 9 76 93,4 10,5 74 94,6

Con el fin de evaluar la recuperacion de los analitos durante la extraccién, se fortificaron las muestras de CC en suero
y plasma con concentraciones conocidas de analitos. Se extrajeron y analizaron las muestras de CC fortificadas junto
con las muestras de CC regulares por triplicado. La recuperacién de la cantidad fortificada se calculé después de
restar la cantidad en las muestras de CC fortificadas. Las recuperaciones para los nueve analitos se determind que
eran de entre 86,1 % y 96,4 % en plasma y de entre 91,5 % y 98,3 % en suero para los nueve analitos. Se presentan
los datos en la Tabla 17.

Tabla 17. Recuperacion de analitos

Plasma Suero
Analito % medio de recuperacién % medio de recuperacién

N-acetiltreonina 89,9 943
fenilacetilglutamina 91,8 94,8
triptéfano 96,4 91,5
creatinina 93,6 93,7
N-acetilalanina 89,5 954
3-metilhistidina 86,1 98,3
trans-4-hidroxiprolina 86,3 93,7
quinurenina 86,6 92,7
urea 96,1 93,2

D. Método cromatografico 4 y método de EM/EM 4
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El rendimiento analitico de la combinacién de método cromatografico 4 y método de EM/EM 4 resultdé en la
cuantificacién de una pluralidad de hasta tres analitos seleccionados del grupo que consistia en triptéfano, C-
glucosiltriptéfano y 3-indoxilsulfato en una sola inyeccién con un tiempo de ejecucién de 3,30 minutos.

La precision del método para medir triptéfano y/o 3-indoxilsulfato fue evaluada en un lote representativo de plasma y
suero. Se analizaron doce réplicas para plasma y seis réplicas para suero en tres tandas. La precisién entre tandas
fue inferior a 4,4 % en plasma y a 5,8 % en suero. Se presentan los resultados en la Tabla 18.

Tabla 18. Precisién entre tandas para una pluralidad de analitos en plasma y suero.

Plasma Suero
Analito Media entre tandas | % RSD entre tandas | Media entre tandas | % RSD entre tandas
(Mg/ml) (n=36) (n=386) (Mg/ml) (n=18) (n=18)
triptéfano 10,8 3,2 14,5 58
3-indoxilsulfato 0,6 4.4 0,865 58

Se evaluaron la precisién y exactitud en el LIDC. La relacién sefial/ruido para cada analito fue superior a 5:1. Se
analizaron seis réplicas de las muestras LIDC en tres tandas. Se incluyé un total de 18 réplicas del LIDC en los calculos
de % RSD y exactitud entre dias para cada analito en cada matriz. La precisién entre tandas fue inferior a 7,8 % en
plasmay a 8,3 % en suero. La exactitud entre tandas fue de entre 106 % y 107 % en plasma y de entre 93,5 % y 94,2

% en suero. Se presentan los datos en la Tabla 19.

Tabla 19. Precisién y exactitud entre tandas en el LIDC

Plasma (n=18) Suero (n=18)
Media entre Exactitud Media entre Exactitud
Analito tandas enffe?fn[;as entre tandas tandas enffe?fn[;as entre tandas
(Mg/ml) (%) (Mg/ml) (%)
triptéfano 0,212 7,8 106 0,212 8,3 942
3-indoxilsulfato 0,0 4.3 107 0,0319 7,7 93,5

Para evaluar la recuperaciéon de los analitos durante la extraccién, las muestras CC en suero y plasma fueron
fortificadas con concentraciones conocidas de analitos. Se extrajeron y analizaron seis réplicas de las muestras de
CC fortificadas junto con muestras de CC regulares por triplicado. La recuperacién de la cantidad fortificada se calculdé
después de restar la cantidad en las muestras de CC fortificadas. La recuperacién para triptéfano se determiné que
era de 97,7 % en plasma y 90,9 % en suero; la recuperacién para 3-indoxilsulfato se determin6 que era de 94,3 % en
plasmay 96,3 % en suero.

E. Método de cromatografia 6 y método de EM/EM 5

El rendimiento analitico de la combinacién del método de cromatografia 6 y el método de EM/EM 5 resulté en la
cuantificacion de una pluralidad de hasta diez analitos seleccionados del grupo que consiste en meso-eritritol, D-
arabitol, inositol, 3-indoxilsulfato, L-triptéfano, fenilacetilglutamina, creatinina, pseudouridina, N-acetiltreonina y N-
acetilserina en una sola inyeccién con una duracién de la electroforesis de 7,0 minutos.

La precisién del método para medir una pluralidad de diez analitos se evalué en lotes representativos de plasma y
suero. Se analizaron doce réplicas para plasma y suero en tres operaciones de electroforesis. Se presentan los
resultados en la Tabla 20.

Tabla 20. Precisién entre tandas para una pluralidad de analitos en plasma y suero.

Plasma Suero

Analito Media entre tandas % RSD entre Media entre tandas % RSD entre

(Mg/ml) (n=36) tandas (n=36) (Mg/ml) (n=36) tandas (n=36)
mesoeritritol 0,542 9,8 0,687 7,6
Arabitol 0,424 10,1 0,463 8,1
Inositol 3,59 6,2 3,57 6
Sulfato de 3-indoxilo 1,19 31,7 1 26,1
triptéfano 11,5 3,4 13,6 3,2
fenilacetilglutamina 0,234 9,3 0,196 12,4
creatinina 8,37 47 8,42 6,3
pseudouridina 0,671 7,2 0,693 6,9
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(continuacién)

Plasma

Suero

Analito

Media entre tandas
(Mg/ml) (n=36)

% RSD entre
tandas (n=36)

Media entre tandas
(Mg/ml) (n=36)

% RSD entre
tandas (n=36)

N-acetiltreonina

0,06655

56

0,0647

7,3

N-acetilserina 0,118 8,6 0,125 11,3

Con el fin de evaluar la recuperacién de los analitos durante la extraccién, las muestras de CC en suero y plasma
fueron fortificadas con concentraciones conocidas de analitos. Se extrajeron y analizaron seis muestras de CC
fortificadas junto con seis muestras de CC regulares en plasma y suero. La recuperacion de la cantidad fortificada se
calculd después de restar la cantidad en las muestras de CC fortificadas. La recuperacion para los diez analitos se
determind que era superior al 90 % en plasma y suero.

F. Método de cromatografia 7 y método de EM/EM 5

El rendimiento analitico de la combinacién del método de cromatografia 7 y el método de EM/EM 5 resulté en la
cuantificacién de una pluralidad de hasta cinco analitos seleccionados del grupo que consistia en arabitol,
fenilacetilglutamina, creatinina, pseudouridina y N-acetiltreonina en una sola inyecciéon con una duracién de la
electroforesis de 2,7 minutos.

La precision del método para medir una pluralidad de cinco analitos se evalué en lotes representativos de plasma y
suero. Se analizaron doce réplicas para plasma y suero en tres operaciones de electroforesis. Se presentan los
resultados en la Tabla 21.

Tabla 21. Precisién entre tandas para una pluralidad de analitos en plasma y suero.

Plasma Suero
Analito Media entre tandas % RSD entre Media entre tandas % RSD entre
(Mg/ml) (n=36) tandas (n=36) (Mg/ml) (n=36) tandas (n=36)
Arabitol 0,488 12,2 0,527 10
Fenilacetilglutamina 0,249 8 0,199 10,8
Creatinina 8,32 3,7 8,4 3,2
Pseudouridina 0,662 8,3 0,697 7,5
N-acetiltreonina 0,0653 7,2 0,0621 6

Con el fin de evaluar la recuperacién de los analitos durante la extraccién, las muestras de CC en suero y plasma
fueron fortificadas con concentraciones conocidas de analitos. Se extrajeron y analizaron seis muestras de CC
fortificadas junto con seis muestras de CC regulares en plasma y suero. La recuperacion de la cantidad fortificada se
calculé después de restar la cantidad en las muestras de CC fortificadas. La recuperacién de los analitos
fenilacetilglutamina, creatinina y pseudouridina se determindé que era superior al 90 % en plasma y suero; la
recuperacion de los analitos arabitol y N-acetiltreonina se determiné que era superior al 85 %.

G. Método de cromatografia 8 y método de EM/EM 5

El rendimiento analitico de la combinacién del método de cromatografia 8 y el método de EM/EM 5 resulté en la
cuantificacién de una pluralidad de hasta seis analitos seleccionados del grupo que consistia en mio-inositol, triptéfano,
fenilacetilglutamina, creatinina, pseudouridina y N-acetiltreonina en una sola inyecciéon con una duracién de la
electroforesis de 3,2 minutos.

La precisién del método para medir una pluralidad de seis analitos se evalué en lotes representativos de plasma y
suero. Se analizaron doce réplicas para plasma y suero en tres operaciones de electroforesis. Se presentan los
resultados en la Tabla 22.

Tabla 22. Precisién entre tandas para una pluralidad de analitos en plasma y suero.

Plasma Suero
Analito Media entre tandas % RSD entre Media entre tandas % RSD entre
(Mg/ml) (n=36) tandas (n=36) (Mg/ml) (n=36) tandas (n=36)
Inositol 3,53 76 3,59 6,6
Triptéfano 11,6 2.1 13,3 3,5
Fenilacetilglutamina 0,257 10,5 0,208 9,7
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(continuacién)

Plasma Suero
Analito Media entre tandas % RSD entre Media entre tandas % RSD entre
(Mg/ml) (n=36) tandas (n=36) (Mg/ml) (n=36) tandas (n=36)
Creatinina 8,33 3,9 8,42 4
Pseudouridina 0,658 7,5 0,698 6,6
N-acetiltreonina 0,066 8 0,0633 8,2

Con el fin de evaluar la recuperacién de los analitos durante la extraccién, las muestras de CC en suero y plasma
fueron fortificadas con concentraciones conocidas de analitos. Se extrajeron y analizaron seis muestras de CC
fortificadas junto con seis muestras de CC regulares en plasma y suero. La recuperacion de la cantidad fortificada se
calculdé después de restar la cantidad en las muestras de CC fortificadas. La recuperacién de los seis analitos se

determind que era superior al 90 % en plasma y suero.

APENDICE A
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TABLA A

Se muestran las combinaciones de 2, 3 y 4 analitos para el método 1
Se muestran las combinaciones de 2, 3, 4 y 5 analitos para el método 5
Se muestran las combinaciones de 2 analitos para los métodos 2, 3, 4,6, 7y 8

Método 8 Método 8 8 I
Método 7 Método7 | | 7 | 7
Método 6 Método 6 | |
Método 5 Método 5 | 5 |
Método 4 { 4] a
Método 3 [ Método 3 Método 3
Método 2 2 | Método 2
Meétodo 1 Método 1
N ER R B ERERER B ER R I E]
2le St (s [ais B (o2 |38 |51 |5 |a |B
“ |2 o o g’,,, o g L. © 54 @ | > c Qg >
g l|le iy i || i || i=]|L |5 e |lo |~
o |S g 2 |2 |o |20 |Z2|Z2F|>|a X I
S1Fizid |12 | & O e P s |3 7|2
N ERLE @ |5 R ENERERERE c |
=2 E E-:r 2 g =1 - o a* o3
O 5 |a [& g {e
o0 3 hel —h
=. = [}
3 =3 3
v 5 (o]
o
Combinacién 1 X1 X
Combinacién 2 X X
Combinacién 3 X Xy 1 1+ v & 4+ o8 31 b
Combinacién 4 X X
Combinacion 5 X| X
Combinacion 8 X X
Combinacién 7 X X
Combinacion 8 X1 X
Combinacién 9 X X
Combinacién 10 XX}
Combinacién 1 X1 X1 X
Combinacién 12 X1 X X
Combinacién 13 Xi X X
Combinacion 15 X Xix
Combinacién 16 X X X
Combinacién 14 X Xt X
Combinacion 17 X{X| X
Combinacién 18 Xl X X
Combinacion 18 X XiX
Combinacién 20 X X} X
Combinacién 21 X{XP X)X
Combinacién 22 X XXX
Combinacién 23 X1 x| x| X]
Combinacion 24 X1{x X | X
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Combinacién 25

Combinacién 26

Combinacién 27

Combinacién 28

-Combinacién 28

IR | XK

Combinacion 30

Combinacién 31

Combinacidn 32

Combinacién 33

e[}

Combinacién 34

Combinacién 35

>

Combinacién 38

Combinacién 37

Combinacién 38

Combinacién 38

Combinacién 40

Combinacién 41

Combinacién 42

Combinacion 43

Combinacién 44

HKH|XiIx|K

Combinacitén 45

Combinacién 48

Combmadéﬁ47

Combinacién 48

Combinacidn 48

El o o Do

Combinacién 50

Combinacién 51

Combinacién 52

Combinacidén 53

Combinacién 54

HINEX |

Combinacién 55

Combinacion 56

Combinacion 57

Combinacion 58

Combinacion 59

XKix | |Ix

Combinacion 60

Combinacion 61

Combinacion 62

Combinacion 63

AP S b

Combinacion 64

Combinacién 65

=

Combinacion 66

Combinacidon 67

p4

Combinacion 68

Combinaciaon 69

Combinacion 70

Combinacidén 71
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Combinacion 72

Combinacion 73 XX

:Combinacion 74 X X

Combinacién 75 | X X

Combinacion 76 X X

Combinacién 77 X X
Combinacion 78 XX

Combinacion 79 X X

Combinacion 80 X X |
Combinacion 81 | | X I X
Combinacién 82 XX

Combinacién 83 X X
Combinacion 84 X i X
Combinacitn 85 ¥ i X

Combinacion 86 X X
Combinaci6n 87 X X
Combinacién 88 X| X1 X

Combinacién 89 X1 X X

Combinacién 80 X1 X X

Combinacién 91 X | X X
Combinacién 82 X X1 X 1

Combinacién 83 X X X

Combinacién 94 X X X
Combinacién 85 X X1 X

Combinacién 96 X L O O N O T I A I A T X
Combinacién 87 X | X X
Combinacién 88 X1 X | X

Combinacién 89 X} X X 7
Combinacién 100 X1 X X
Combinacidén 101 X X | X

Combinacién 102 X X X
Combinacién 103 X X X
Combinacién 104 X1 X| X

Combinacién 105 X| X X
Combinacién 108 X Xt 1 X
Combinacién 107 XX X
Combinacion 108 XP X XX

Combinacién 108 | x | x | X X
Combinacion 110 X X} X X

Combinacién 111 X1 X X | X

Combinacién 112 X{X X X
Combinacién 113 X X X X
Combinacion 114 X X x{x

Combinacién 115 X Xi X 7 X
Combinacién 116 X X X X
Combinacién 117 X XiX X
Combinacién 118 X X X§ X
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Combinacién 119

bt

Combinacién 120

>

Combinacion 121

Combinacién 122

KA | XX

Combinacién 123

HKpxiX >

Combinacion 124

S g P R b

Combinacién 125

Combinacién 126

I XX

x|

Combinacion 127

RKiIxX x> ]x

x

Combinacién 128

b4

il

HKiXixix|x

Combinacion 128

Combinacidén 130

Combinacidn 131

Combinacion 132

Combinacion 133

Combinacian 134

Combinacién 135

Combinacion 136

Combinacién 137

FKEXRIXRINIX | X[ XX |

Combinacion 138

Combinacion 139

Combinacian 140

Combinacion 141

Combinacién 142

Combinacién 143

Combinacidn 144

Combinacion 145

MAM I I I | x|

Combinacion 146

Combinacioén 147

Caombinacién 148

Combinacion 149

Combinacién 150

Combinacion 151

Combinacién 152

DI oS i n | |

Combinacién 153

Combinaciaon 154

Combinacion 155

Combinacion 156

Caombinacién 157

Combinacion 158

K x| IX

Combinacion 159

Combinacién 160

Combinacion 161

Combinacion 162

Combinacién 163

I EX NN

Combinacidn 164

Combinacién 165
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Combinacitn 166

Combinacion 1687

Combinacion 168

Combinacién 169

>

Combinacion 170

Combinacién 171

Combinacién 172

Combinacién 173

Combinacion 174

Combinacion 175

Combinacion 178

Combinacién 177

*Hiximin

Combinacioén 178

Combinacién 179

>

Combinacién 180

Combinacién 181

Combinacion 182

>

Coembinacién 183

Combinacién 184

Combinacién 185

{ Combinacion 186

{Combinacion 187

}Combinacién 188

HEX I X X

Combinacién 189

Combinacion 180

Combinacién 191

Combinacidn 192

P P XK

Combinacién 183

Combinacién 194

>

Combinacién 195

Combinacién 196

Combinacién 197

Combinacién 198
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REIVINDICACIONES

1. Método para detectar y determinar en una muestra, mediante espectrometria de masas utilizando una Unica
inyeccion, la cantidad de cinco analitos seleccionados del grupo que consiste en N-acetiltreonina,
S fenilacetilglutamina, triptéfano, creatinina y pseudouridina, en donde el método comprende:

a) someter la muestra a una fuente de ionizacién bajo condiciones adecuadas para fragmentar un ion

padre y producir uno o mas iones hijo detectables mediante espectrometria de masas de cada uno de los

cinco analitos, donde los analitos no se derivatizan antes de la ionizacién y donde la muestra ha sido
10 purificada mediante cromatografia liquida antes de ser sometida a la fuente de ionizacién,

b) medir, mediante espectrometria de masas, la cantidad del ion o iones hijo de cada uno de los cinco

analitos, y

¢) utilizar la cantidad medida del ion o iones hijo para determinar la cantidad de cada uno de los cinco

analitos en la muestra,

donde, en el caso de que el espectrometro de masas se opere en modo positivo, el ion padre y el ion o

iones hijo se seleccionan de:

Analito lon padre
(m/z)

N-Acetil-DL- 162,0+0,5
treonina

fenilacetilglutamina 265,0+0,5
Creatinina 113,94£0,5
L-triptéfano 205,01£0,5
pseudouridina 244 9105

lon hijo para la
cuantificacion
(m/z)
74,1x0,5

91,0+0,5

43,0+0,5
146,0+0,5

191,0+0,5

lones hijo adicionales (m/z) (todos £0,5)

144,0, 126,1, 119,9, 116,1, 102,0, 97,9, 84,0,
70,0, 57,0, 56,0, 43,0, 28,1

2481, 219,1, 147,1, 136,0, 130,0, 129,1, 101,1,
84,0, 83,0, 65,0, 56,0, 50,9, 44,0, 40,9, 39,1,
28,0

86,0, 72,0, 44,1, 42,0, 281

188,1, 170,0, 159,1, 144,0, 143,0, 142,0, 140,0,
132,0, 130,1, 128,1, 126,9, 117,9, 116,9, 114,9,
103,0, 91,0, 89,9, 89,0, 77,0, 74,9, 74,0, 64,9,
63,0, 62,0, 61,0, 50,9, 49,9, 39,2, 28,0

209,0, 179,0, 167,0, 163,0, 154,8, 151,0, 148,0,
139,0, 125,0, 120,0, 111,8, 109,8, 107,8, 96,0,
92,0, 84,0, 82,0, 80,0, 68,0, 65,2, 55,0, 54,0,
43,0, 41,0, 39,0

donde, en el caso de que el espectrémetro de masas se opere en modo negativo, el ion padre y el ion o iones

20 hijo se seleccionan de:
Analito lon padre lon hijo para la lones hijo adicionales (m/z) (todos +0,5)
(m/z) cuantificacion (m/z)
Pseudouridina 2429+05 42,0+050 182,8, 151,9, 139,9, 138,9, 124,0, 110,8,
153,0+0,5 109,9, 96,0, 82,0, 55,0, 41,0
Acetil-L-trecnina 159,9+0,5 73,9105 118,1, 115,8, 97,9, 71,9, 70,9, 70,1, 56,1,
54,0, 42,0, 40,9, 26,0
L-Triptéfano 2029105 115,9+0,5 185,9, 158,9, 141,9, 130,0, 74,1, 72,2, 59,0,
449
Fenilacetilglutamina 262,9+0,5 42+0,5
Creatinina 111,9£0,5 67,9105
2. Método segun la reivindicacién 1, en el que el método detecta y determina, ademas, la cantidad de uno o
mas analitos seleccionados del grupo que consiste en TMAP, meso-eritritol, arabitol, mio-inositol, N-
=25 acetilserina, N-acetilalanina, 3-metilhistidina, trans-4-hidroxiprolina, quinurenina, urea, C-glucosiltriptéfano, 3-

indoxilsulfato y combinaciones de los mismos,

donde, en el caso de que el espectrometro de masas se opere en modo positivo, el ion padre y el ion o

iones hijo se seleccionan de:

Analito lon padre
(m/z)
TMAP 229,1+0,5

N-Acetil-L-alanina 131,94£0,5
3-Metil-L-histidina 170,0+0,5

lon hijo para la
cuantificacion
(m/z)
142,2+0,5 0
70,0+0,5
89,9+0,5
94,9+0,5

35

lones hijo adicionales (m/z) (todos £0,5)

170,1, 126,0, 124,0, 116,0, 114,0, 98,0, 96,0,
68,0, 60,0, 59,1, 58,1, 54,9

114,1, 86,1, 44,0

109,1, 97,0, 96,0, 92,9, 83,0, 81,0, 80,1, 70,2,
67,9, 67,0, 55,0, 54,0, 42,0, 41,0
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trans-4-Hidroxi-L- 131,9+0,5 68,0£0,5 114,2, 86,0, 58,0, 41,0

prolina

L-quinurenina 209,0£0,5 94,0£0,5 192,1, 191,2, 174,0, 164,1, 163,1, 150,0,
146,1, 136,0, 119,9, 118,1, 98,9, 88,0, 73,9

Urea 60,9+0,5 29,2+0,5 44,0, 43,0, 42,1, 28,0, 27,1

donde, en el caso de que el espectrémetro de masas se opere en modo negativo, el ion padre y el ion o iones
hijo se seleccionan de:

lon padre lon hijo para la

Analito cuantificacion lones hijo adicionales (m/z) (todos £0,5)
(m/z) (miz)

meso-Eritritol 120,9+0,5 88,9+0,5 120,0, 119,0, 105,9, 103,0, 100,9, 93,9, 92,8,
79,9, 77,0, 70,9, 67,9, 65,8, 65,0, 58,9, 52,0,
43,2, 40,0

D-Arabitol 150,9+0,5 88,9+0,5 149,1, 136,0, 133,0, 131,1, 119,0, 112,8, 108,2,
103,1, 100,9, 96,8, 91,8, 84,9, 83,0, 81,9, 78,8,
77,0, 73,0, 70,9, 68,9, 66,9, 59,0, 57,0, 55,0,
45,0, 42,9, 41,2

mio-Inositol 178,9+0,5 87.0+0.5 177,2, 161,0, 159,0, 146,8, 141,0, 134,9, 128,8,
125,0, 122,7, 117,0, 112,8, 110,9, 100,9, 98,9,
97,0, 95,0, 90,8, 89,0, 85,0, 82,9, 81,0, 78,8,
74,8,73,1, 70,9, 68,9, 59,0, 56,9, 55,0, 45,1,
43,0, 41,0

N-acetilserina 145,9+0,5 74,0+0,5 119,0, 116,0, 104,9, 103,9, 103,0, 97,9, 84,0,
81,0, 72,0, 70,0, 64,9, 60,8, 57,0, 42,0, 40,9

3-indoxilsulfato 211,8%0,5 79,9£0,50 132,0, 80,9, 77,0

103,9+0,5
Mano-L-triptéfano  365,2+0,5 245,0£0,5 130,0, 142,0, 156,0, 116,0

Método segln cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el espectrémetro de masas se opera
en modo positivo.

Método segun la reivindicacién 3, en el que el método detecta y determina, ademas, la cantidad de uno o
méas analitos seleccionados del grupo consistente en TMAP, N-acetilalanina, 3-metilhistidina, trans-4-
hidroxiprolina, quinurenina, urea y combinaciones de los mismos.

Método segln cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el espectrémetro de masas se opera
en modo negativo.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el tiempo de ejecucidén es de 7 minutos
o inferior.

Método segln la reivindicacién 2, en el que el método detecta y determina, ademas, la cantidad de mio-
inositol.

Método segun la reivindicacion 2, en el que el método detecta y determina, ademas, la cantidad de meso-
eritritol, arabitol, mio-inositol, 3-indoxilsulfato y N-acetilserina.

Kit que comprende uno 0 mas anélogos isotépicamente marcados como patrones internos para cada uno de
los cinco analitos seleccionados del grupo que consiste en N-acetiltreonina, pseudouridina,
fenilacetilglutamina, triptéfano y creatinina, y material de empaquetamiento e instrucciones para utilizar el kit.

Kit segln la reivindicacién 9, en el que los uno o mas patrones internos comprenden N-acetil-ds-DL-treonina-
do, fenilacetilglutamina-ds, L-triptéfano-ds, creatinina-ds o pseudouridina-'>C*>N,.

Kit segun la reivindicaciéon 9 o 10, en el que el kit comprende, ademas, uno 0 méas analogos isotépicamente
marcados como patrones internos para cada uno del analito o analitos seleccionados del grupo que consiste
en TMAP, meso-eritritol, arabitol, mio-inositol, N-acetilserina, N-acetilalanina, 3-metilhistidina, trans-4-
hidroxiprolina, quinurenina, urea, C-glucosiltriptéfano, 3-indoxilsulfato y combinaciones de los mismos.

Kit segun la reivindicacion 11, en el que el patron o patrones internos comprenden 'Cs-L,L-TMAP, eritritol-

13C,, D-arabinitol-'3Cs, mio-inositol-ds, acetilserina-ds, N-acetil-L-alanina-ds, 3-metil-L-histidina-ds, trans-4-
hidroxi-L-prolina-ds, quinurenina-de, urea'3C, '*Ny, 2-(a-D-manopiranosil)-L-triptéfano-d4 o 3-indoxilsulfato-da.

36



ES 3004 083 T3

euipunopnasd

i

,m
ougoidus \\L_f

m,

{uny) odwisly

- d - b
ZC 0¢

1T 91 ¥l

o

gp-oueoydT ~

oA ::.Lii:r.x.ﬁkm.mx:\wjn‘pwwt =
A

e AT

BULNRSD |
M
|
CNSTOET |
-euipnopnesd |

i

e

cp-euluilesso

/

mc_com.;_:mom

§
4

N e

Zp-Buiuoai]

o

i

g0 9% ¥o o 40

L SURRIR AT SN PR RSIOACY

euien Binaoe|Ius;

—1-EpP-1eoe-N

Intensidad (cps)

gp-euiwein|Biece|ius)

vT1 814

0’0
§30°1
$30°'7
$a'¢
£30'%
sa's
5309
=iy
£30'8
50’6
930'1
991°1
9’1
90¢'T

99p'1

37



ES 3004 083 T3

(wen) odwiary,

2 gz 7 2z 8% o't ') By o 80 90 ¥ z'o 5y
kA l ) b A - mxm m
m
BUILNBSID [ EH0
......................................................... G Siagy SR
BT 9Z vE X 0% Bl 'y ¥ 2 o4 ¥0 &0 7 £ m,og_o
euluoaliaeoe F Ge0'T
(W) odiwisly
ze ag 8L i 7' z o't 20 20 ¥'o z'0 B0
i Joreeiees -~ i H SR 4 oter Y -a4 \XQ @
|
b aRgt
ousjoid} 1

(wi) odwial |
g

o8

(Ui oauBIL
SR 2 A S

A
-

g0

euein|Binese|ius;

-GB0H'L

4T "84

31 ‘814

a7 "84

oY E:IE!

a1 "3i4

38



ES 3004 083 T3

{uiw) odwsi}

o'y ge
m.vwa!w_\m wm«uo_‘ﬂ ISTev 8
JONSOu m.-,o.NE p-joysout- o
“p-euLaseoy

AN

INSIDET-BUIPLINOPNSSH
1/ BUPLINOPNasSd

\1

BULIBS}}80Y

vz "8i4

e 10U
JOIIg-0s 2

e |0NUIGRIV-Q

AN

jolqely

BUILIOAIO0E-N

.

CP-BUIUOBN-(G-EP-1HBIY-N

W N F CHC ONLIT ST 80 o

¥20°C

o0y

¥20°9

$20°8

-590°1L

LA

Gap'L

G991

-gag'l

{sd0) pepisusjuj

39



ES 3004 083 T3

{un) anw:.
ge 9t e

9¢ ¥ 0z

g1

“p-[onsout- ony

foysout-onu

qz ‘34

‘p-eules|naoy H

eUlpLnopnesd

BULIaS|NaY ? jongely

\- |

INSTOET-BUlpUnopnasd

22
PN

"yerjopLg
(O T -05aL
5Jer-jONUIGRIY-Q

euiloai)|a0e-N

Zp-BUIIOBA-TQ-EP-INS0Y-N

e

4 00
L #e0G
FoGeg)
- ge5’L
L oGetz
G5
AEhi

$O5'¢

- a0y
- GeGY
SR

o5y

g0’y
- 595G
- Gag’L

§96°L

- san’p

§95'g
520%

- gaye
- 980’
gyt

991

. 9371
A

gog’L
gag’L
99¢%L

Intensidad (cps)

40



ES 3004 083 T3

{uwly odwal}

1

ZLLL LOCL 068 8lL 298 94¢ Sk ¥ee €22 Zhi b
0's 5y o'y §'g o'e 5'z 0'c = o't G0 0'g
: : : : : : : : : : : : —400
-¥20's
: =
cgen'y 3
jouqgele 535
. 690'T
................................................................................ (Y odwigy
ZihL LO0L 068 70 199 995 St veg £z Zhi }
0's Gy o'y g'¢ g'e S'e 0'e G'l 0's S'0 0'0 .
, : : : : ﬂ i — _ ARV
pe0's
2
3
-GB0'L
euues|ijese-N gag'y
, - 696')
0gt
(i} odwsty,
Ziil LOOL 068 8.4 £99 954 344 ¥R €2z ZL i
0'g 5 oy st 0'e §'Z 02 5 oy so mﬂaw
0co S0D
-O00Z
000F 3
jo)jIa-0saul =
- 0009
-000g
£E06

3¢ '3i4

az ‘314

22 "84



ES 3004 083 T3

PeCL ezzZL ZLLL LCOL 05e RLL i99 o5 Sk ¥£€ ¢ze Zit ¢
0's §'c 0's Sy o'y g'e o'e c'z 0'z 51 o' 5'0 oo
. g . . . < . 9 4000
59002
G200V 3
- 21}
-g8008 O
euiptinopnasd g800°8
-9%00°L
. 985171
68°¢
{unu) odwal)
$eel £zTlL ZLlb 1001 068 g4 198 855 S¥¥ pEe £ze ZLy {
o' g’ o' o 4 o'y g'e o'e g’z 0z gL o' G'o oo,
o bt AR s . : 2 i i ” ‘&ao
- #90°E
=]
. [/}
yen'y 2
jOUSOLH-OILU - y80'g
P yeB'L
65V
{uidy odwai] -
peel £2Th AN} 1001 068 822 199 955 Sv¥ PEE £Ze AN ¢
0’8 §'G o's §'y o' g'e 0'e ¢'z n'z gL 0's 50 oo,
Y. , , . i , . L. ‘ 4000
ﬁ #9002
-p200'r 2
@
1 .u
yeng's |
BUIUGS|ID0E-N | vs00'g
$200'L

66°C

HZ "d14

oz "84

4234

42



ES 3004 083 T3

(thw) oduwei |
mwm ovm mwv O..,v g'e owm G'Z 0'zZ g'L ow— S'0 o0 .

e I
N R N e e e e ”

/ ., S s = v e v e ()" ()
JJ 1V 4 ,r .1. /..: ~ar 4’_‘
: euluoaJjilbe / :

“p-eUIpiSIYINOW-E
\ _ mg ~ tp-eUILRIEISOB-N ,
: £ep o -GG |

BUIPNSIY|joU-E \ il _euunesin BUIEIE[}BB-N

,,_ JET-B24N
BUNOIAIXOUPIY -F-SUDL} e _ ¢NGT'OET ‘ ,
ousjoydia fl eain 5952

-euluainumnb -§30'€

\4 euiuRE2ID | ¥~ gp-euiwe)n|b

-jfiede|iusy

eujuainuinb i
euiwenibinase|ius) Gag'p

o
1))
o
<

(sdo) pepisusiuyi

"\ §80'G
Zp-eUiUOS]) Gag'c
1d-cp-iiede-N

o L — -gag'y

p-G'g‘Z-euljoid ,
T-IXOIPIH-F-sub.1] ./
Gp-oueoldin-] 159G,

vE 3814

43




ES 3004 083 T3

{u) odwat |

g's 0‘g Sy o'y g'c 0‘c g2 02 Gl 0‘1 g'0 odo_o
o AA " |
eupnsiyou-” 4 | /ﬁ-mc_cmmm_zmum-z oo’z
oo - ouejoidus 4
p-eUIpiSiYiBW-g 101din y , CUILBBIIe0B-N | GO0
“p-G'G’ Z-eul|0ld-"1-IXOIPIH-t-SUDA *o-euiusnNuN ep CNSTOET-BRIN | gap'g
- BUIHIRSIO ]
A gain -590°g
* eujusnuinb gujucsiiisoe - 920°}
dn-euilos ‘ .
-g8
S -Ja-£p-neoe-N 9ech
-ouejo)dul- -99v°L
* gp-ouejoiduy- o op-euwenb o
-lyeceusy | 9991
-998°t
\4 / -990°2
BUI|0JGIXCIPIY-f7-SUDIL euieinb ‘ .
-[nede|ie) (O%cc
9992
-909%¢
-998°Z
q¢ "314 pa '990°'e

(sdo) pepisusiu|

44



ES 3004 083 T3

68% 0es Ly civ ¥s¢ G6¢ o8z LLL 811 09 L
0's §'y o'y §¢ o'e gz 02 54 ol 0 00,
........ L B 0 2 B 0 m o DY NOnge SRR (SO SN ST Sy [ ) 2 m.ﬂ.o O _
. euUlUOBNEOE-N Feers DE ‘814
691 W
1
(U} oduley
699 0ts Liv cit 13 662 9t2 LIl 5Ll 09 L
0's g'y o'y G'e o't 5T 0'c §'t o'l g0 00
T e e "T1X ¢! W
L9'¢ .
. BUIUBEI}OOB-N gere & 814
LTT :
{unu} odwal) =
68% gee Liv 158 % 4 1 4°2 962 9¢z LiL Bil 09 2
0's §'y 0y g'e g'e gz n'z §' o'l &0 0'0
<. o 0D _
BUNOIAIXOIPIY-p-SUBY | o,  3E 314
vL'E ,
{uss) odwaly —
68¢ 0%s Liv Civ ¥$e G682 92 LLL 8il 09 I
0's G'y o'y s'c o'e 5z 02 54 o't g'0 00
e — L) i
060 i
euiunes.10 58’y ae .w_n_
f ‘
¥6'1 o :
E_Ev oduwialy, -
685 0gs biv civ ¥56 S5¢ 98g LL) 611 08 I
0'g G'F 0% §'s 8'e §'2 n'g G4 o'l G0 o”oo"o

gaJn memw | 91 .m_n_

45



™~

8re

g

ES 3004 083 T3

Uy

ste
S'e

N o'l S0
€e'T
FAS 6LL 0g
t o'l §'0
euluainuinb
LA 6LL ag
S'E , o.,F mmo
ouejoldu}
Ll 6Ll (427
5L e so

eulpfisiyijew-¢

S
o]
o

—

N

M€ 84

re "8iy

1€ "3

HE ‘314

46



ES 3004 083 T3

{Lhus) odudal]
3'L 22

3
Y
o)

ey i
24 54 X

"3
0

vt "84

O1gdins{ixopui-g

\\1

FR-OIBYNSHXOPUE

A~ A

§
H
3
H

E
H
H
]

™
g
b
fes

aa e

ougjolduijisoon|B-0

p-oueoiduisoonb-
oupjoidyy  TPrOUBIoIdiAsoonio-o

Gp-oueyoldisg-

g

- BGTY

47



ES 3004 083 T3

2 8% 87 XA 57 A o4 ¥ Z L oy 7 g0 ¥ ke
- 599 T
IR ar
O1e{|ns|IXopul-¢ “Bi4
SHERY :
oF'T
ik gany Ay | B e s RSNy L SE R SLGL 9P EYRL RS §O BISONW 8p OJRUNSIXOPUI-E £
(i) oGSl |
xS ¥z g N P [ i ; X ¥4 0 .
o "3 5]
1 paC
- 5941
B
59T 8 )7
OuBjOIdLY SO =
G
ST GG ¢ TR T AT AL TR sy
{uius) odwal|
zg #E 97 @ ¥E XA &€ 51 gt 0 e o ‘
- A ; sz e st o
)
- G
- G672 9%
cuejoyduijisoon|B-0
60 £o5g 3y
47 8 755% N S L I AR AR A 1 i BG BSBNW 8p OUBICIdH]-T-OUBUL 1o 9¢) £ S P2/t Cuy (saded ol 8P 0vy g |

48



1,45

ES 3004 083 T3

G
;<

Lid
ﬁ- R
. 2‘0 ™
LL.

oo

1.8 s

Tiempo {min)

3-indoxilsulfato

wr
-
OSSOSO PPN OO e
o ——_
-
o
v
o
ot
1
e
o
-
Q.
=
- o«
e
@]
[ oy
J
Q
et
Q.
=
=
w
(o]
(&) i
- T
[w)]
O
o
o
i + ey prgey Y + ¢ 2
0y Wi w0 AW W [T S T S T S P S Y R =
By 4 PRGN (RO T TS o . G
& S & & 2 &4 i X & E 2 § & 8 & 8 =
R LR A I S h NN e e e e el owm ol o

49




ES 3004 083 T3

i) odikiai]

—

H
H

ix A X 92 i £z i ) i i £ o #B %4 ¥ o
wE L
e
QeiNs{IXOpuUl-¢ L can g

F AR AYOGEE T BAISONW 9D QIBiNS|NOPLI-E (T %3 004 614

- UL L)

{wiud} odwlal

¥ A 5y 2 Bt

¥
-

B

ALY

{uay odwsiy

Tt 2z vz vE ot 5l g ¥ 24 e ce
£ . 4

$ A QI g e ey

50



ES 3004 083 T3

(ui) odwsi]

8¢ 9¢ ¥$& T¢ 0¢€ 8T

X s s . . \

Y00

o Ty s
.4” _ﬁ_%:o_o:m&\aﬂ
1 \‘,}

INSTDET ey

,

L @
BUpunopnesd w !
_ ZP-BUILOBA-N-EP-1189Y-N |
Vo

, | |

) n
™ |

gp-ouejoidii-T |

v

it
b

dvINL-17

AN

ouejoldui-T I

?
|

i

|

| ep-euuned

gp-euein|Bijeoeius

eulwenibiaoejiue 4

G 814 C euess)

co0']
SP0°C
$20'L
S0
CR0'S
Co0'9
S0,
G208
SR0°6
301
Ead I
09T’ 1
Ga¢ |
9t |
99¢°1
9991
99L°1
998" |
G961
G207

oA
09T

[on I o I |

{sdo) peplsuau|

51



ES 3004 083 T3

(U} odwal |
E% 4 iy GE %4

W
&%

5 2% “i

)
o

H

fae mpourt
Sesssiairbndé ehwme s s

&
W

SRR NS SNSRI E R
(e

st e 7 TR N
~BULRSHIAoY-N & i Tk

Ay

o OWUB-0S3YY |

R e L L 2P L LEE L 3
w, BUL

: B CBUIIOB -1 1- PIBO-H

S
R
’M“MM\M\\\-“

Ywsnasrarsriis
< PP
g W3
z Hv: EAs

f mg:o%-._m-_um%.z |

DRUILIRSIT

LA LE LA 11810y

R

e
RN A A AR AN

R

SR

£

F

TG R

f PURIRERPIITETORRS 3

u.?w,.%zs\!\\\\\\\\t..s{}

g
L

@
[
=
=
o
2
-
T
»
o

L T FE A3

Wme
et 0 2 1 ="
e,

Douejoydip ;T o

o

9 "314

\M"‘d"é

A

i

[ p-oreynsixopurs §

LIRS ORI e P OPER G,

ClelNSIXopU-E £

TP 3

RENCEY

.

4!

400

pedgs g

BB L

So06 |

)

52



ES 3004 083 T3

[ 814

e L'e 0¢ 6L

{uw) odwag.

el L 9t St i €l <l

LL

e

BUIULOBII-T- 190N

7

Zp-guiuoai-1g-gh-fiede-N

ZNSTIET-BUIPUNOpNasSd

sdo 812 KeW

T— BUWEIND
-lijeoefius

BUIINEDID

jongesv-a

p-euiwenBleoeua 4

A

SDE1-{0gRIY-g

gp-eulugeal)

-£0-9102 2P (L0-DD-661L00-00)

00
-geo'L
690
‘ge0¢
-Ga0'p
-§e0's
530’9
-Ge0',
 5e0'8
690°6
-990°L
geLL
9e7'L
99g}
99p'L
-geg'L
9oL
98.'L

(sdo) pepisuaiuy

ph BAsenw ep |ougese~g Qi 8Q 006°88/826 051 - (saled Q) INGIN- S0 DIX I |

53



ES 3004 083 T3

{u) oduwiaty
0eg 6¢ @¢ L€ 9¢ G& P2 €& ZZ L2 0¢Z 6l

gL Ll

SL ¥l €L L LL 0L

<

[ONSOU-OlA BUILOSH-TJ-192Y-N

o1 . M
dﬁf J ~7 00
m&EEam BUILNBSID Gag'L

-eoejiuay

9P-{OHSOUL-OlN

oueloIgt

—
cp-UILOAN-TT-EP-{liRCE-N

Gp-oueoIdti |

‘sdo Gag p Xep TGL-€0-9102 9P (10-D0-66100-00)

-5e0°¢

2]

Ev_._:ov:mmn_ co0e

LN
* ~ gp-eUILNERID

9907 3
; 4]
: pos]
{ @,
: ol
15909
/ m =
; ©
» m ) &
Sp-euieiniBinese|jua 4 gs0e
5902

ZNSTIET-BUIPUNOPNaSY
- geo'R

5906

Gogs

pl eijsanul ap opsoul 1 BA 000°L8/S06'84) ¢ (52183 Zi) INMIN- 9P DIX B

54



ES 3004 083 T3

©

e e v << < <

Ovil

~0'zZal

oL 05l oF oel
08 )

e o

1'azL

874

I

8'sLl

020l

980’5
8L
o511
je0Z
2852
-/80°E
-/88°E
L90F
wwmm.v
-/80'G
se5G
-/90°9
Jevo

(sdo) pepisusiu]

55



ES 3004 083 T3

eq ‘Z/u
09z ove 0zZ 00z 08l 0oL vl 0zl 0oL 08 09 oy 0z
TI.‘ilyii‘rl3K.I.I.‘,i:..I:‘,n.\.,..M—xK.N::...,.:L.i...21,::.::E:.:..t,.::.t:;.i::::._.E::::,..,t.::T.Z..,: e é ......... _(Nx._ e g U , KATG.»}]&OO
{ L'LOL co 16'0S HTY
L*8¥Z 1501
VA RN I | ‘ .
o'sell 162 olgs . L6E
0'0G
- 1802
L zicoz . -/80'e
069

3
- o A
W,
jo
o
o
180§ =
o
2

o'oet 809

-lap’s

0'v8 -
1208
-/806

0'Le

56




ES 3004 083 T3

11 314

ozL

gLl

OLL

SOL 00l

G6

06

ge

08

GL

eq ‘Zil
s9

0L

0

1414

08

Sy OF

6'CLL

<

o‘og

Y

0

el

w\.iu,,o 1% 4

-490°C
AN
- /809
A VR
8901
-g8oc’L
ger’L
-899°L
898°L
-880°c

gas’e

ger'z
-899°C
8882
890
gece
g8re

g8ge

{(sdo) pepisuajuy

57



ES 3004 083 T3

Cte Q0c 0ok 08t

Z's02

L'gglL

= PSS,

00/t

QL

09t

L'6GL

Bl “z/uW
Ocl Ok 00L 0B

051 OFL Ot
B AL A
LEL
vi
g=rA)
Hevt
L'oeL
dert

L'ovi

bl

r\s |

o

-4800°¢

- 1800t

/900

/200G

29009

28004

- 49008

- /800'6

8800l
gov0o'L

(sdo) pepisusiiy

58



ES 3004 083 T3

C8'vre

L9

L'eot

o'6LL

L'LBL 651Gl

6'vTL

0’802

H

0<Z8

2961
@90'C
9OGE
‘ =0C
9eg'e
Foe0Y
FO9G ¥
-990'g
R ]

- 9390’9
999

{sd2) pepIsuay

59



Fig. 14A

ES 3004 083 T3

=
<N
™

L

o
EA)

ot Baat
Nad € B
&
N

. 2 o VSN

700

T
xR EITNS

368

¥ T T 0 T v T ~} BN
- - o 3 = P 7] AN & el ey <z
% % 7% P % & : » =
3 o e} o8 g £ o o gy Fre) :;. s

oF o Y we S P R ]

60



Fig. 14B
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