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ES 2361831 T3

DESCRIPCION

Agentes de prueba para evaluar el efecto farmacolégico de farmacos, y procedimiento y reactivos para el cribado de
farmacos que presentan un efecto de administracion excelente y/o poco efecto secundario de entre farmacos que
comprenden enzimas, inhibidores enzimaticos o ligandos de receptores y/o profarmacos de los mismos.

Campo técnico

La presente invencion se refiere a un reactivo de diagndstico para evaluar el efecto farmacolégico de un
medicamento, y a un procedimiento y a un reactivo para seleccionar agentes farmacéuticos que comprenden cada
uno una enzima, un inhibidor enzimatico o un ligando de receptor y/o profarmacos de los agentes farmacéuticos
para seleccionar uno o unos que presentan una eficacia medicamentosa elevada y/o poco efecto secundario.

Antecedentes de lainvencion

Se ha determinado el efecto farmacoldgico de un medicamento basandose en el cambio en las condiciones clinicas
(mejora o aparicion de un efecto secundario).

La determinacion basada en las condiciones clinicas so6lo es posible tras administrarse un medicamento durante un
determinado periodo de tiempo.

También se ha utilizado la monitorizaciéon del nivel en sangre en la que se evallia indirectamente el efecto
farmacolégico de un medicamento determinando si el nivel en sangre de un agente farmacéutico derivado del
medicamento se encuentra dentro del intervalo terapéutico o el intervalo de seguridad que se obtiene de manera
empirica. Sin embargo, este procedimiento solo tiene efecto con la condicion previa de que exista una buena
correlacion entre el efecto farmacoldgico y el nivel en sangre en cierta medida y que esté definido claramente el
intervalo terapéutico o el intervalo de seguridad (“Hyojunyakurigaku” (Standard Textbook of Pharmacology) 52
edicion, editado por Akio Ebihara (1997) pag. 31), y ademas el procedimiento es Unicamente indirecto como el
procedimiento para evaluar un efecto farmacologico.

Un objetivo de la presente invencién consiste en evaluar el efecto farmacoldgico de un medicamento proporcionando
un reactivo de diagndstico para determinar de manera precisa en un plazo de tiempo corto el grado de potenciacion
o inhibicién de la funcién de una diana (por ejemplo, una bioenzima o receptor) para el medicamento tras la
administracion del medicamento.

En el cribado de compuestos terapéuticos, se selecciona un compuesto que presenta un efecto terapéutico tan alto y
un efecto secundario tan bajo como sea posible. La mayoria de los medicamentos ejercen los efectos
farmacolégicos inhibiendo o potenciando la funcién de sus dianas (por ejemplo, bioenzimas o receptores). Por lo
tanto, el efecto farmacoldgico de un medicamento puede evaluarse determinando el grado de inhibicion o
potenciacion de la funcion de una diana para el medicamento.

En la actualidad, el grado de inhibicidon o potenciaciéon de la funcién de una diana se evalla in vitro. En los ultimos
afos, lo mas comun ha sido un sistema de ensayo in vitro denominado “HTS” (cribado de alto rendimiento) que
permite el tratamiento de un gran nimero de muestras. Este procedimiento utiliza una placa de alta densidad tal
como una placa de 96 pocillos, 384 pocillos o 1.536 pocillos, utiliza técnicas tales como la automatizacion ventajosa,
y puede evaluar el efecto farmacoldgico en un gran nimero de muestras de hasta cientos de miles a una velocidad
elevada.

Sin embargo, un resultado proporcionado en una evaluacion in vitro no siempre coincide con un resultado
proporcionado cuando se administra un medicamento a un individuo. La patente US n° 5.625.125 se refiere a la
evaluacion de inhibidores de PLA; en ratones transgénicos que presentan un fenotipo patogénico.

La unica forma para conocer el resultado de administrar un medicamento a un individuo consiste en observar el
cambio en las condiciones clinicas (mejora o aparicion de un efecto secundario) en el individuo.

Por lo tanto, un objetivo de la presente invencién consiste en proporcionar un procedimiento y un reactivo para el
cribado de agentes farmacéuticos y/o profarmacos de los mismos para seleccionar uno o unos que presentan alta
eficacia medicamentosa y/o poco efecto secundario evaluando el grado de inhibicién de una diana en todo un
organismo y en tiempo real lo que es imposible de llevar a cabo mediante cualquier técnica de la técnica anterior.

Descripcion de lainvencion
La mayoria de los medicamentos ejercen los efectos farmacolégicos inhibiendo o potenciando la funcién de sus
dianas (por ejemplo, bioenzimas o receptores). Por ejemplo, un medicamento que contiene una enzima ejerce el

efecto farmacolégico potenciando una reaccion enzimatica in vivo, un medicamento que contiene un inhibidor
enzimatico ejerce el efecto farmacologico inhibiendo una reaccidon enzimatica in vivo, y un medicamento que
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contiene un ligando de receptor ejerce el efecto farmacolégico potenciando o inhibiendo la funcién de un receptor
mediante la unién al receptor, potenciando o inhibiendo asi una reaccién enzimatica in vivo relacionada. Por lo tanto,
el efecto farmacolégico de un medicamento puede evaluarse determinando el grado de potenciacion o inhibiciéon de
la funcién de una diana para el medicamento tras la administracion del medicamento.

La presente invencién proporciona la utilizacién de cualquiera de [1-13C]DOPA o benzoil-arginil-[1-13C]alanina para
evaluar el efecto farmacologico de un medicamento que contiene un agente farmacéutico que comprende una
enzima, un inhibidor enzimatico o un ligando de receptor o un profarmaco del agente farmacéutico.

El reactivo de diagnéstico de la presente invencidon puede utilizarse para evaluar el efecto farmacoldgico de un
medicamento, comprendiendo el procedimiento las etapas que consisten en:

administrar a un sujeto no humano el medicamento y el reactivo de diagndstico;
recoger una muestra biolégica del sujeto por lo menos una vez;

medir la cantidad de [1—13C]DOPA o] benzoil-arginil[1-13C]alanina o un metabolito del mismo en la muestra bioldgica;
y

evaluar el efecto farmacoldgico del medicamento basandose en el valor obtenido en la etapa de medicion.

El medicamento puede administrarse al sujeto una o mas veces simultaneamente con o antes de la administracion
del reactivo de diagnéstico de la presente invencion.

En el procedimiento anterior, puede medirse el nivel de 3C en el CO, exhalado en el sujeto.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion “medicamento que contiene una enzima” se refiere a una
preparacion farmacéutica que puede producir la eficacia farmacéutica potenciando una reaccién enzimatica in vivo
tras la administracion de la enzima. Los ejemplos del medicamento que contiene una enzima incluyen las
preparaciones que contienen cada una estreptocinasa, estreptodornasa, hialuronidasa, urocinasa, lisozima, amilasa,
pepsina azucarada, diastasa, pancreatina o similares.

La expresion “inhibidor enzimatico” se refiere a una sustancia que puede unirse a una bioenzima (es decir, una
enzima en un organismo vivo) para retardar o detener la velocidad de reaccion (véase “Yakubutsu Taisha Jiten”
(Dictionary of Drug Metabolisms), editado por |kuo Yamamoto, (1996) pag. 241). Los ejemplos de inhibidor
enzimatico incluyen acarbosa (inhibidor de a-glucosidasa) que se utiliza como agente antidiabético; un inhibidor de
HMG-CoA reductasa tal como simvastatina, atorvastatina, pravastatina, fluvastatina y cerivastatina que se utilizan
como agentes contra la hiperlipidemia; un inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina tal como enalapril
maleato, alacepril, imidapril clorhidrato, quinapril clorhidrato, captopril y cilazapril que se utilizan como agentes
antihipertensores; metotrexato (inhibidor de la folato reductasa) y fradozol clorhidrato (inhibidor de la aromatasa) que
se utilizan como agentes antineoplasicos; un inhibidor de la proteasa de VIH tal como saquinavir mesilato,
zidovudina (un inhibidor de la transcriptasa inversa viral); foscarnet (inhibidor de la ADN polimerasa) que se utilizan
como agentes anti-SIDA; y un inhibidor de neuraminidasa tal como hidrato de zanamivir que se utiliza como agente
antigripal.

La expresion “ligando de receptor” se refiere a una sustancia que puede unirse especificamente a una proteina
receptora en la membrana celular o en una célula. Tras la unién de un ligando de receptor a un receptor, se produce
una reaccion biolégica especifica para la combinacién del receptor y el ligando de receptor. Los ligandos de receptor
que se producen de manera natural en un organismo vivo incluyen una hormona, un neurotransmisor y similares. En
el caso en que se administra el ligando de receptor que se produce de manera natural en un organismo vivo como
agente farmaceéutico, se utiliza como estimulante o agonista para potenciar una reaccion biolégica provocada por la
union del ligando de receptor a su receptor. Alternativamente, también puede utilizarse el ligando de receptor como
antagonista o bloqueante para inhibir o bloquear una reaccién bioldgica de este tipo. Ejemplos especificos de
ligando del receptor incluyen bloqueantes del receptor H, de histamina que incluyen lafutidina, famotidina, cimetidina
y ranitidina clorhidrato y que se utilizan como agentes terapéuticos para la ulcera péptica; agentes hormonales que
incluyen estradiol y derivados del mismo, estriol y derivados del mismo, progesterona y derivados de la misma y
testosterona y derivados de la misma; inhibidores del receptor a. que incluyen tolazolina, ifenprodil y nicergolina que
se utilizan como vasodilatadores; y bloqueantes del receptor B que incluyen alprenolol clorhidrato y bufetolol
clorhidrato que se utilizan como agentes terapéuticos para la angina de pecho.

El término “profarmaco” se refiere a una sustancia que es farmacolégicamente inactiva en la naturaleza pero que
puede convertirse en una sustancia que presenta un efecto farmacolégico mediante una reaccién enzimatica o no
enzimatica in vivo (véase “Yakubutsu Taisha Jiten” (the Dictionary of Drug Metabolisms), editado por lkuo
Yamamoto, (1996) pag. 377). Ejemplos de profarmaco incluyen sulindaco que puede convertirse por reduccion en
una forma de sulfuro que presenta efectos antiflogisticos y analgésicos; loxoprofeno que puede convertirse en una
forma de trans-OH que presenta efectos antiflogisticos y analgésicos; nabumetona que puede convertirse en acido
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6-metoxi-2-naftilacético que presenta efectos antiflogisticos y analgésicos; y indometacinfarnesilo que puede
convertirse en indometacina que presenta efectos antiflogisticos y analgésicos.

La expresiéon “efecto farmacolégico de un medicamento” se refiere a un efecto que se produce potenciando o
inhibiendo la funcién de una diana (una bioenzima o un receptor), incluyendo la eficacia medicamentosa y un efecto
secundario. Eficacia medicamentosa se refiere a una mejora en el estado patolégico producido por la potenciacién o
inhibicion prolongada de la funcién de una diana (una bioenzima o un receptor), y un efecto secundario significa un
efecto perjudicial producido por tal potenciacién o inhibicion prolongada.

Por lo tanto, “evaluacion de un efecto farmacolégico de un medicamento” se refiere a la evaluaciéon de si se logra
suficientemente una potenciacién o inhibicién de la funcién de una diana para un medicamento para mejorar el
estado patoldgico, o la evaluacion de si se provoca una potenciacion o inhibicién de la funcién de una diana para un
medicamento que puede producir un efecto secundario.

La expresion “sustrato para una enzima” se refiere a una sustancia que puede experimentar un cambio mediante la
union directa a la enzima. Ejemplos de la enzima y su sustrato incluyen diastasa y ciclodextrina; o-glucosidasa y
maltosa; pancreatina y una proteina; HMG-CoA reductasa y HMG-CoA, y aromatasa y andrégeno.

La expresion “enzima diferente que puede presentar una alteracion en la actividad por el acoplamiento al efecto de
una enzima” se refiere a una enzima diferente que puede constituir un sistema de reaccién de acoplamiento con la
enzima, una enzima diferente que puede activarse por la enzima, o similar.

Los ejemplos de la enzima, la enzima diferente que puede presentar una alteracion en la actividad por el
acoplamiento al efecto de la enzima y el sustrato para la enzima diferente se muestran en la tabla a continuacion.

Tabla 1:
(1) Enzimas (2) Enzimas diferentes que pueden presentar una alteraciéon en la | (3) Sustratos para (2)
actividad por el acoplamiento al efecto de (1)
Enterocinasa | Tripsina Péptido
Tripsina Carboxipeptidasa A Péptido

La expresiéon “enzima que puede presentar una alteracion en la actividad por el acoplamiento al efecto de un
inhibidor enzimatico para la otra enzima” se refiere a una enzima que puede constituir un sistema de reacciéon de
acoplamiento con la otra enzima que se inhibe directamente por el inhibidor enzimatico de modo que la propia
enzima no se inhiba por el inhibidor enzimatico sino que provoque la alteracion en su actividad, o similar.

Los ejemplos del inhibidor enzimatico, la enzima que se inhibe directamente por el inhibidor enzimatico y su sustrato,
y la enzima que puede presentar una alteracién en la actividad por el acoplamiento al efecto del inhibidor enzimatico
y su sustrato se muestran en la tabla a continuacion.

Tabla 2:

(1) Inhibidores (2) Enzimas (3) Sustratos (4) Enzimas que pueden presentar una (5) Sustratos
enzimaticos inhibidas para (2) alteracion en la actividad por el acoplamiento para (4)
directamente por al efecto de (1) pero que no esté inhibida

(1) directamente por (1)
Metotrexato Folato Folato Timidilato sintasa dUMP
reductasa
Ozagrel de Tromboxano Prostaglandina I, |Prostaglandina | sintetasa Prostaglandina
sodio sintetasa Ha

Los ejemplos de la enzima que pueden presentar una alteraciéon en la actividad por la unién de un ligando a un
receptor y el sustrato para la enzima incluyen los representados en la tabla a continuacion.

Tabla 3:

(1) Receptores (2) Ligandos para (1) (3) Enzimas que pueden presentar una alteracion | (4) Sustratos

en la actividad mediante la unién entre (1) y (2) para (3)
Receptor de Bromocriptina, Adenilato ciclasa ATP
dopamina cabergolina
Receptor de Acetilcolina cloruro, Adenilato ciclasa ATP
acetilcolina betanechol cloruro
Receptor Norepinefrina, Adenilato ciclasa ATP
adrenérgico isoproterenol, fentolamina
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La expresion “forma marcada” hace referencia a un estado en el que un compuesto o su metabolito presentan una
propiedad detectable. Los ejemplos del Procedlmlento de marcaje incluyen procedimientos que utlllzan un |sotopo tal
como un isGtopo estable (por ejemplo, °C, "°N, ?H y '®0) y un is6topo radioactivo (por ejemplo, "C, *H, *°S, *P y
25I), un sustituyente luminiscente o fluorescente (por ejemplo, fluoresceina, metilcoumarilamida, calceina y
rodamina), o similares.

La expresion “forma marcada con C” se refiere a una sustancia que presenta un aumento del nivel de 3C en
comparamon con la abundancia natural. Particularmente, es deseable una sustanma que presenta un aumento del
nivel de "*C en una posicién especifica. Ejemplos de Ia forma marcada con '°C comprenden de manera no limitativa
aC|dos organicos tales como NaHC03 marcado con °C, acido formlco marcado con °C, acido acetlco marcado con

3¢, acido proplonlco marcado con "°C, acido Iactlco marcado con "°C, acido butirico marcado con C a0|do piravico
marcado con °C y acido benzoico marcado con C comercializados; aminoacidos marcados con "°C tales como
alanlna marcada con '°C; sacaridos marcados con *C tales como glucosa marcada con 3¢; y alcoholes marcados
con "3C tales como etanol marcado con "°C.

El término “sujeto” se refiere a un organismo vivo al que va a administrarse el reactivo de diagnéstico de la presente
invencion, en el que “organismo vivo” significa un organismo individual vivo. Ejemplos de sujeto incluyen: (1) ser
humano; (2) animales domésticos tales como perros y gatos; (3) animales de laboratorio tales como ratas, ratones,
cobayas, conejos y monos; u (4) otros mamiferos.

La muestra biolégica que va a recogerse del sujeto es, por ejemplo, aliento, sangre u orina.
El término “metabolito” se refiere a una sustancia que se produce en el proceso metabdlico de una sustancia que se

administra a un organismo vivo. Ejemplos de los metabolitos de las sustancias (a) a (f) anteriores son las sustancias
representadas en la tabla a continuacion.

Tabla 4:
(1) Sustancias correspondientes | (2) Medicamentos que van a evaluarse (3) Metabolitos de (1)
ade (a)a(e) mediante los reactivos de diagndstico (1)
Maltosa Acarbosa Glucosa, CO,
Hemiacetal de CoA mevaltica Inhibidor de HMG-CoA reductasa Acido mevalénico, CO,
Andrégeno Inhibidor de aromatasa Estrégeno
dUMP Metotrexato dTMP

La mayoria de medicamentos ejercen los efectos farmacoldgicos potenciando o inhibiendo la funcién de sus dianas
(por ejemplo, bioenzimas o receptores). Por ejemplo, un medicamento que contiene una enzima ejerce el efecto
farmacolégico potenciando una reaccion enzimatica in vivo, un medicamento que contiene un inhibidor enzimatico
ejerce el efecto farmacoldgico inhibiendo una reaccién enzimatica in vivo, y un medicamento que contiene un ligando
de receptor ejerce el efecto farmacoldgico potenciando o inhibiendo la funcién de un receptor mediante la unién al
receptor, potenciando o inhibiendo asi una reacciéon enzimatica in vivo relacionada. Por lo tanto, el efecto
farmacolégico de un medicamento puede evaluarse determinando el grado de potenciacién o inhibicion de la funcion
de una diana para el medicamento tras la administracion del medicamento. El reactivo de diagnodstico de la presente
invencion es uno para evaluar el efecto farmacolégico de un medicamento determinando el grado de potenciacion o
inhibicion de la funcion de una diana.

El principio del procedimiento de evaluacién se expone a continuacion.

1. Un caso en el que la diana es una enzima (para un medicamento que contiene una enzima, un inhibidor
enzimatico o un profarmaco del mismo)

El grado de potenciacién o inhibicién de la funcion de una diana por un medicamento se evaltua administrando a un
sujeto un sustrato para la diana, un sustrato para una segunda enzima implicada en una reaccion enzimatica que
puede experimentar un cambio por la potenciacién o inhibicion de la funcion de la diana (por ejemplo, una reaccion
de acoplamiento con la diana) o una forma marcada de cualquier sustrato como reactivo de diagndstico, y
determinando a continuacion el aumento o la disminucién en la cantidad de un metabolito derivado del reactivo de
diagndstico o del reactivo de diagndstico per se provocado por la potenciacion o inhibicion de la funcién de la diana.
Por ejemplo, en el caso de un medicamento que contiene una enzima, se administra un sustrato para una bioenzima
(una diana para el medicamento) o una forma marcada del sustrato a un sujeto no humano como reactivo de
diagnostico. Si la cantidad de un metabolito derivado del reactivo de diagnéstico aumenta tras la administracion,
entonces se consideraria que el medicamento potencia la funcion de la diana. Por tanto, puede confirmarse que el
medicamento presenta una eficacia suficiente. En el caso de un medicamento que contiene un inhibidor enzimatico,
por ejemplo, se administra un sustrato para una enzima (una diana para el medicamento) o una forma marcada del
sustrato a un sujeto como reactivo de diagndstico. Si se detecta poco metabolito derivado del reactivo de
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diagndstico, entonces se consideraria que el medicamento inhibe la funcion de la diana satisfactoriamente. Por
tanto, puede confirmarse que el medicamento presenta una eficacia medicamentosa suficiente.

2. Un caso en el que la diana es un receptor (para un medicamento que contiene un ligando de receptor o un
profarmaco del mismo)

Se evalua el grado de potenciacién o inhibicion de la funcién de una diana por un medicamento administrando a un
sujeto un sustrato para una reaccion enzimatica que puede experimentar un cambio mediante la union del
medicamento a la diana o una forma marcada del sustrato como reactivo de diagnéstico, y determinando luego el
aumento o la disminucion en la cantidad de un metabolito derivado del reactivo de diagndstico o el reactivo de
diagnostico per se provocado por la reaccion enzimatica. Por ejemplo, en el caso en que se administra un sustrato
para una reaccion enzimatica in vivo que puede potenciarse mediante la uniéon del medicamento a la diana o una
forma marcada del sustrato a un sujeto como reactivo de diagnéstico, si se aumenta la cantidad de un metabolito
derivado del reactivo de diagndstico, entonces se consideraria que el medicamento potencia la funcién de la diana.
Por tanto, puede confirmarse que el medicamento presenta una eficacia suficiente. En el caso en que se administra
un sustrato para una reaccion enzimatica in vivo que puede inhibirse mediante la unién del medicamento a la diana o
una forma marcada del sustrato a un sujeto como reactivo de diagnoéstico, por ejemplo, si se detecta poco metabolito
derivado del reactivo de diagnostico, entonces se consideraria que el medicamento inhibe la funcién de la diana
completamente. Por tanto, puede confirmarse que el medicamento presenta una eficacia medicamentosa suficiente.

El reactivo de diagnéstico puede formularse en una preparacion oral (por ejemplo, comprimido, capsula, polvo,
granulo, disolucién) o en una preparacion inyectable que depende de la via de administracién, utilizando una
cualquiera de las sustancias siguientes (a) a (f) solas 0 en combinacién con un excipiente o vehiculo:

(a) un compuesto que sirve como sustrato para la enzima contenida en el medicamento que va a evaluarse o para
una enzima generada a partir del profarmaco contenido en el medicamento que va a evaluarse, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo;

(b) un compuesto que sirve como sustrato para una enzima diferente que puede presentar una alteracién en la
actividad por el acoplamiento al efecto de la enzima contenida en el medicamento que va a evaluarse, o al efecto de
una enzima generada a partir del profarmaco contenido en el medicamento que va a evaluarse, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo;

(c) un compuesto que sirve como sustrato para una enzima que se inhibe directamente por el inhibidor enzimatico
contenido en el medicamento que va a evaluarse o por un inhibidor enzimatico generado a partir del profarmaco
contenido en el medicamento que va a evaluarse, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(d) un compuesto que sirve como sustrato para una enzima que puede presentar una alteracién en la actividad por el
acoplamiento al efecto del inhibidor enzimatico para la otra enzima, contenido en el medicamento que va a
evaluarse, o al efecto de un inhibidor enzimatico generado a partir del profarmaco contenido en el medicamento que
va a evaluarse, o0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(e) un compuesto que sirve como sustrato para una enzima que puede presentar una alteracion en la actividad
mediante la unién entre un receptor y el ligando de receptor contenido en el medicamento que va a evaluarse o un
ligando de receptor generado a partir del profarmaco contenido en el medicamento que va a evaluarse, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo; o

(f) una forma marcada de una cualquiera de las sustancias (a) a (e).

Con respecto a las sustancias (a) a (f), los ejemplos de la sal farmacéuticamente aceptable incluyen sales con
acidos inorganicos tales como acido clorhidrico, acido sulfurico, acido nitrico y acido fosférico; sales con acidos
organicos tales como acido acético, acido propidnico, acido succinico, acido malico, acido tartarico, acido citrico y
acido maleico, sales con metales alcalinos tales como sodio y potasio; y sales con metales alcalinotérreos tales
como calcio.

Las sustancias (a) a (f) pueden ser productos comercializados o pueden producirse a partir de materiales de partida
comercializados segun procedimientos conocidos.

Por ejemplo, DOPA marcada con c puede producirse tal como se describe en el ejemplo de produccion 1 a
continuacioén. De la misma manera, también puede producirse DOPA marcada con 4c.

Puede sintetizarse un péptido marcado con 3C 0 ™C 0 una sal del mismo utilizando un aminoacido marcado con '°C
o "C comercializado segun procedimientos conocidos, por ejemplo segun el procedimiento descrito en
“Jikkenkagakukouza 22” (volumen 22 de A Course in Experimental Chemistry), Organic Synthesis IV, editado por la
Chemical Society of Japan, publicado por Maruzen (1992). A continuacion se ilustra un ejemplo del procedimiento de
produccion.
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Se disuelve un aminoacido marcado con ">C en cloruro de hidrégeno/metanol y entonces se somete a reflujo. Se
suspende el éster metilico resultante en diclorometano, y entonces se afiade al mismo ftrietilamina gota a gota
mientras que se agita en condiciones de enfriamiento en hielo. A la disolucion se le afiaden N-benzoil-aminoacido,
HOBt (1-hidroxi-1H-benzotriazol-H,O) y diclorometano. Se afiade una disolucion de WSC (1-etil-3-(3[J
dimetilaminopropil)-carbodiimida-HCI) en diclorometano a la disolucién mezclada y entonces se agita. Tras la
concentracion, se extrae la disolucion con acetato de etilo, se lava con &cido clorhidrico 1 N, NaHCO3 al 5% y agua,
se seca sobre sulfato de magnesio, se concentra hasta sequedad se saponifica a continuacion opcionalmente,
proporcionando asi un péptido marcado con 3.

Puede sintetizarse un oligosacarido o polisacarido marcado con ®C 0 ™C o una sal del mismo segun cualquier
procedimiento descrito en la bibliografia (Carbohydrate Research, 176(1988), 107-115; publicacion de solicitud de
patente japonesa n.° 3-91496; patente US n°® 4649108; Journal of Chromatography, 336(1984), 368-373; publicacion
de solicitud de patente japonesa n°® 8-291). En este caso, pueden sintetizarse formas marcadas con 3C 0 ™C de los
compuestos anteriores partiendo de, por ejemplo, un maltooligosacarido marcado con 3C 0 "C comercializado o un
maltooligosacarido marcado con ¥coc producido mediante procedimientos conocidos.

Por ejemplo, puede producirse galactosiloligosacarido, que es uno de los oligosacaridos que presentan un extremo
terminal no reductor modificado, afiadiendo lactosa a un oligosacarido, tratando la mezcla resultante con lactasa y
separando el producto deseado de la mezcla de reaccidon mediante cromatografia en columna (publicaciones de
solicitud de patente japonesa n° 4-209277, n° 8-196289 y n° 10-316697). En este caso, puede producirse
galactosiloligosacarido marcado con 3C 0 ™C utilizando un oligosacarido marcado con 3¢ o Y, y puede producirse
galactosiloligosaca’rido que presenta un grupo galactosilo marcado con 3C o ™C utilizando un &cido lactico marcado
con ®C-o" C-galactosilo, por ejemplo.

El excipiente o vehiculo puede ser uno cualquiera que se utilice convencionalmente en la técnica y que sea
farmacéuticamente aceptable. El tipo y la composicion del excipiente o vehiculo pueden variarse apropiadamente
dependiendo de la via y el procedimiento de administracion. Por ejemplo, puede utilizarse agua como vehiculo
liguido. Como vehiculo sélido, puede utilizarse un derivado de celulosa tal como hidroxipropilcelulosa, una sal con un
acido organico tal como estearato de magnesio. Para una preparacion inyectable, resultan preferidos generalmente
agua estéril, solucion salina fisioldgica y diversos tipos de tampones. También puede ser posible una preparacion
liofilizada, que puede utilizarse como preparacion oral o puede administrarse disolviendo en un disolvente apropiado
para inyeccion tal como una disolucidon para administracion intravenosa (por ejemplo, agua estéril, solucién salina
fisiolégica y una disolucion de electrolitos) antes de su utilizacion.

El contenido de una cualquiera de las sustancias (a) a (f) anteriores (a continuacion en la presente memoria,
denominada “un componente principal’) en la preparacion farmacéutica puede variar dependiendo del tipo de la
preparacion farmacéutica, pero generalmente es del 1 al 100% en peso, preferentemente del 50 al 100% en peso.
Por ejemplo, en una preparacion inyectable, el componente principal puede afiadirse generalmente en un contenido
del 1 al 40% en peso. En una capsula, comprimido, granulo o preparaciéon en polvo, el contenido del componente
principal en la preparacion es aproximadamente del 10 al 100% en peso, preferentemente del 50 al 100% en peso,
siendo el resto un vehiculo.

La cantidad de dosis del reactivo de diagndstico de la presente invencion debe ser una cantidad suficiente para
permitir la deteccion del componente principal o su metabolito en una muestra biolégica de un sujeto, y puede
variarse dependiendo de la edad y el peso corporal del sujeto y del fin pretendido de la prueba. Por ejemplo, la
cantidad de dosis unitaria es aproximadamente de 1 a 1.000 mg/kg de peso corporal para un ser humano adulto.

En la prueba con el reactivo de diagndstico de la presente invencién, puede administrarse el reactivo de diagndstico
de la presente invencion (por ejemplo, por via oral) a un sujeto tras o simultaneamente con la administracion (por
ejemplo, oral) de un medicamento. Se mide la cantidad de migracién en la sangre o la cantidad de excrecion fuera
del organismo (por ejemplo, la cantidad de excrecién en la orina o el aliento) tras un periodo de tiempo
predeterminado, o la integral o transcurso de tiempo (pendiente de comienzo, cambio de la pendiente, tiempo de
pico, etc.) de la cantidad de migracion en la sangre o la cantidad de excrecion fuera del organismo durante un
periodo de tiempo predeterminado tras la administracién con respecto al componente principal o su metabolito.
Basandose en el dato de medicion, puede determinarse el efecto farmacoldgico del medicamento.

El procedimiento para la medicion se selecciona apropiadamente dependiendo de la naturaleza o el tipo del material
que va someterse a prueba (por ejemplo, sangre, orina, aliento) y de la sustancia que va a administrarse
(componente principal), e incluye colorimetria, fluorometria, espectrometria de masas, RMN (resonancia magnética
nuclear), HPLC, cromatografia de gases, cromatografia de gases - espectrometria de masas (GC-MS),
espectroscopia acustica fotoeléctrica, procedimiento en contador de GM, centelleo liquido, centelleo sdlido,
autorradiografia, procedimiento con camara de ionizacién y similares.

Especificamente, para determinar la cantidad de migracion en la sangre, puede utilizarse la sangre extraida para la
medicién sin ningun tratamiento o puede someterse a algun tratamiento (por ejemplo, aislamiento, pretratamiento)
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antes de la medicion. Por ejemplo, la determinacién puede llevarse a cabo administrando un compuesto marcado
con un residuo fluorescente como reactivo de diagnostico, extrayendo la sangre tras un periodo de tiempo
predeterminado, preparando el suero o plasma de la sangre, y comparando luego la intensidad de fluorescencia en
el suero y plasma. En el caso en que se administra un compuesto marcado con un sustituyente que presenta una
absorcion en alguna parte en la region ultravioleta o visible como reactivo de diagndstico, la determinacion puede
llevarse a cabo extrayendo la sangre tras un periodo de tiempo predeterminado, y midiendo luego la absorcion en la
region ultravioleta o visible de una muestra de suero o plasma de la sangre con un absorcidmetro o similar.
Alternativamente, la absorcidn en la region ultravioleta o visible de la sangre puede medirse externamente en la piel
sin extraer sangre.

En el caso en el que se utiliza la orina como muestra, puede utilizarse la orina extraida para la medicién sin ningun
tratamiento o puede someterse a algun tratamiento (por ejemplo, aislamiento, pretratamiento) antes de la medicion.
Por ejemplo, la determinacion puede llevarse a cabo administrando un compuesto marcado con un residuo
fluorescente como reactivo de diagndstico, extrayendo la orina tras un periodo de tiempo predeterminado, y
comparando luego la intensidad de fluorescencia en la orina. En el caso en que se administra un compuesto
marcado con un sustituyente que presenta una absorcién en alguna parte de la regién ultravioleta o visible como
reactivo de diagndstico, la determinacion puede llevarse a cabo extrayendo la orina tras un periodo de tiempo
predeterminado, y midiendo la absorcién en la region ultravioleta o visible de la orina con un absorciémetro o similar.

Para determinar la cantidad de excrecioén en el aliento utilizando, por ejemplo, un compuesto marcado con 3C como
reactivo de diagndstico, la determinacion puede llevarse a cabo mediante cromatografia de gases - espectrometria
de masas (GC-MS), espectroscopia infrarroja, espectrometria de masas, espectroscopia acustica fotoeléctrica, RMN
(resonancia magnética nuclear) o similares en ®*CO,. En el caso en que se utilice un compuesto marcado con Yc
como reactivo de diagndstico, el aliento, o bien sin ningun tratamiento o bien tras atrapamiento de CO2 en un
disolvente, puede someterse a medicion con un contador de GM, un contador de centelleo liquido o un contador de
centelleo sélido o mediante autorradiografia, procedimiento con camara de ionizacién o similar.

Tal como se establecié anteriormente, la mayoria de medicamentos ejercen los efectos farmacolégicos potenciando
o inhibiendo la funcién de sus dianas (bioenzimas o receptores). Por ejemplo, un agente farmacéutico que
comprende una enzima puede ejercer el efecto farmacolégico potenciando un reaccion enzimatica in vivo, un agente
farmacéutico que comprende un inhibidor enzimatico o un profarmaco del agente farmacéutico puede ejercer el
efecto farmacoldgico inhibiendo una reaccién enzimatica in vivo, y un agente farmacéutico que comprende un
ligando de receptor o un profarmaco del agente farmacéutico puede ejercer el efecto farmacoldgico potenciando o
inhibiendo la funcion de un receptor mediante la unién del ligando al receptor, potenciando o inhibiendo asi una
reaccion enzimatica in vivo relacionada. Por lo tanto, el efecto farmacoldgico de un medicamento puede evaluarse
determinando el grado de potenciacion o inhibicion de una funciéon de una diana para un agente farmacéutico o su
profarmaco tras la administracion del agente farmacéutico o profarmaco. Aplicando este principio, se hace posible el
cribado para la alta eficacia medicamentosa y/o el poco efecto secundario entre agentes farmacéuticos y/o
profarmacos de los mismos.

La presente invencién proporciona un procedimiento para el cribado de agentes farmacéuticos que comprenden
cada uno una enzima, un inhibidor enzimatico o un ligando de receptor y/o profarmacos de los agentes
farmacéuticos para seleccionar uno o unos que presentan alta eficacia medicamentosa y/o poco efecto secundario,
comprendiendo el procedimiento las etapas que consisten en:

seleccionar un agente farmacéutico o profarmaco que va a evaluarse de agentes farmacéuticos que comprenden
cada uno una enzima, un inhibidor enzimatico o un ligando de receptor y/o profarmacos de los agentes
farmacéuticos

administrar a un sujeto no humano el agente farmacéutico o profarmaco que va a evaluarse y un reactivo que
comprende una cualquiera de las siguientes sustancias (a) a (f):

(a) un compuesto que sirve como sustrato para la enzima que esta incluida en el agente farmacéutico que va a
evaluarse o para una enzima generada a partir del profarmaco que va a evaluarse, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo;

(b) un compuesto que sirve como sustrato para una enzima diferente que puede presentar una alteracion en la
actividad por el acoplamiento al efecto de la enzima que esta incluida en el agente farmacéutico que va a evaluarse,
o al efecto de una enzima generada a partir del profarmaco que va a evaluarse, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo;

(c) un compuesto que sirve como sustrato para una enzima que se inhibe directamente por el inhibidor enzimatico
que esta incluido en el agente farmacéutico que va a evaluarse o por un inhibidor enzimatico generado a partir del
profarmaco que va a evaluarse, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(d) un compuesto que sirve como sustrato para una enzima que puede presentar una alteracion en la actividad por el
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acoplamiento al efecto del inhibidor enzimatico para la otra enzima, que esta incluido en el agente farmacéutico que
va a evaluarse, o al efecto de un inhibidor enzimatico generado a partir del profarmaco que va a evaluarse, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo;

(e) un compuesto que sirve como sustrato para una enzima que puede presentar una alteraciéon en la actividad
mediante la unién entre un receptor y el ligando de receptor que esta incluido en el agente farmacéutico que va a
evaluarse o un ligando de receptor generado a partir del profarmaco que va a evaluarse, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo; o

(f) una forma marcada de una cualquiera de las sustancias (a) a (e);
recoger una muestra biolégica del sujeto por lo menos una vez;

medir la cantidad de una cualquiera de las sustancias (a) a (f) anteriores o un metabolito del mismo en la muestra
bioldgica; y

evaluar el efecto farmacolégico del agente farmacéutico o profarmaco que va a evaluarse basandose en el valor
obtenido en la etapa de medicion. El agente farmacéutico y/o profarmaco que va a cribarse segun este
procedimiento presenta preferentemente una eficacia medicamentosa tan superior, un efecto secundario tan menor,
0 una eficacia medicamentosa tan superior y un efecto secundario tan menor, como sea posible.

El agente farmacéutico y/o profarmaco que va a evaluarse puede administrarse al sujeto una o mas veces
simultdneamente con o antes de la administracién del reactivo que comprende una cualquiera de las sustancias (a)
a (f).

La presente invencion también proporciona un reactivo para su utilizacion en el cribado de agentes farmacéuticos
que comprenden cada uno una enzima, un inhibidor enzimatico o un ligando de receptor y/o profarmacos de los
agentes farmacéuticos para uno o unos que presentan una eficacia medicamentosa elevada y/o un efecto
secundario pequefio, en el que el reactivo comprende [1-13C]DOPA para cribar un agente farmacéutico dirigido a la
DOPA descarboxilasa que presenta un efecto de medicacion elevado y/o un profarmaco del mismo.

El reactivo de la presente invenciéon puede utilizarse en el procedimiento de cribado de agentes farmacéuticos que
comprenden cada uno una enzima, un inhibidor enzimatico o un ligando de receptor y/o profarmacos de los agentes
farmacéuticos para seleccionar uno o unos que presentan alta eficacia medicamentosa y/o poco efecto secundario,
comprendiendo el procedimiento las etapas de:

seleccionar un agente farmacéutico o profarmaco que va a evaluarse de agentes farmacéuticos que comprenden
cada uno una enzima, un inhibidor enzimatico o un ligando de receptor y/o profarmacos de los agentes
farmacéuticos;

administrar a un sujeto no humano el agente farmacéutico o profarmaco que va a evaluarse y el reactivo;
recoger una muestra biolégica del sujeto por lo menos una vez;

medir la cantidad de [1-13C] DOPA o benzoil-arginil-[1-13C]alanina 0 un metabolito del mismo en la muestra biolégica;
y

evaluar el efecto farmacolégico del agente farmacéutico o profarmaco que va a evaluarse basandose en el valor
obtenido en la etapa de medicion. El agente farmacéutico y/o profarmaco que va a cribarse segun este
procedimiento presenta preferentemente una eficacia medicamentosa tan superior, un efecto secundario tan menor,
0 una eficacia medicamentosa tan superior y un efecto secundario tan menor como sea posible.

El agente farmacéutico y/o profarmaco que va a evaluarse puede administrarse al sujeto una o mas veces
simultaneamente con o antes de la administracién del reactivo de la presente invencién.

En el procedimiento de cribado y el reactivo de la presente invencion, en el caso en que el reactivo comprende una
forma marcada con '°C de una cualquiera de las sustancias (a) a (e), puede medirse el nivel de 3C de CO, exhalado
del sujeto.

En la presente memoria descriptiva, la expresion “agente farmacéutico que comprende una enzima” se refiere a una
preparacion farmacéutica que puede ejercer el efecto farmacoldgico potenciando una reaccion enzimatica in vivo
tras la administracion de la enzima. Ejemplos de agente farmacéutico que comprende una enzima incluyen aquellas
preparaciones que comprenden cada una estreptocinasa, estreptodornasa, hialuronidasa, urocinasa, lisozima,
amilasa, pepsina azucarada, diastasa, pancreatina o similares.

La expresion “inhibidor enzimatico” es tal como se definié anteriormente.

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2361831 T3

La expresion “ligando de receptor” es tal como se definié anteriormente.
El término “profarmaco” es tal como se definié anteriormente.

La expresién “efecto farmacoldgico de un agente farmacéutico o un profarmaco del mismo” se refiere a un efecto
que se produce potenciando o inhibiendo la funcién de una diana (una bioenzima o un receptor), incluyendo la
eficacia medicamentosa y un efecto secundario. La eficacia medicamentosa significa una mejora en el estado
patolégico producido por la potenciacion o inhibicion prolongada de la funcién de una diana (una bioenzima o un
receptor), y un efecto secundario significa un efecto perjudicial producido por tal potenciacidon o inhibicion
prolongada.

Por lo tanto, “evaluacién de un efecto farmacoldgico de un agente farmacéutico o un profarmaco del mismo” se
refiere a la evaluacion de si se logra suficientemente la potenciacién o inhibicion de la funcién de una diana para que
el agente farmacéutico o profarmaco mejore el estado patoldgico, o la evaluaciéon de si se impide la potenciacion o
inhibicion de la funcién de una diana para un medicamento que puede producir un efecto secundario.

La expresion “sustrato para una enzima” es tal como se definié anteriormente.

La “enzima diferente que puede presentar una alteracion en la actividad por el acoplamiento al efecto de una
enzima” es tal como se definié anteriormente.

Los ejemplos de la enzima, la enzima diferente que puede presentar una alteracion en la actividad por el
acoplamiento al efecto de la enzima y el sustrato para la enzima diferente se muestran en la tabla 1 anterior.

La expresiéon “enzima que puede presentar una alteracion en la actividad por el acoplamiento al efecto de un
inhibidor enzimatico” es tal como se definid anteriormente.

Los ejemplos del inhibidor enzimético, la enzima inhibida directamente por el inhibidor enzimatico y su sustrato, y la
enzima que puede presentar una alteracién en la actividad por el acoplamiento al efecto del inhibidor enzimatico y su
sustrato son los mostrados en la tabla 2 anterior.

Los ejemplos de la enzima que puede presentar una alteraciéon en la actividad mediante la unién del ligando al
receptor y el sustrato para la enzima son los mostrado en la tabla 3 anterior.

La expresion “forma marcada” es tal como se definié anteriormente.

La expresion “forma marcada con 3C” es tal como se definié anteriormente.

El término “sujeto” es tal como se definié anteriormente.

El término “metabolito” se refiere a una sustancia que se produce en el proceso metabdlico de una sustancia que se

administra a un organismo vivo. Los ejemplos de los metabolitos de las sustancias (a) a (f) anteriores incluyen las
sustancias representadas en la tabla 5 a continuacion.

Tabla 5:
(1) Sustancias correspondientes a de (a) a (e) | (2) Agentes farmacéuticos cribados con | (3) Metabolitos de (1)
(1)
Maltosa Acarbosa (}Iucosa, CO,
Hemiacetal de CoA mevaltica Inhibidor de HMG-CoA reductasa Acido mevaldnico, CO»
Andrégeno Inhibidor de aromatasa Estrégeno
dUMP Metotrexato dTMP

La mayoria de los agentes farmacéuticos y sus profarmacos producen los efectos farmacolégicos potenciando o
inhibiendo la funcién de sus dianas (bioenzimas o receptores). Por ejemplo, un agente farmacéutico que comprende
una enzima puede presentar el efecto farmacoldgico potenciando una reaccién enzimatica in vivo, un agente
farmacéutico que comprende un inhibidor enzimatico o un inhibidor enzimatico generado a partir de un profarmaco
puede presentar el efecto farmacoldgico inhibiendo una reaccién enzimatica in vivo, y un agente farmacéutico que
comprende un ligando de receptor o un ligando de receptor generado a partir de un profarmaco puede presentar el
efecto farmacoldgico potenciando o inhibiendo la funcién de un receptor mediante la unién al receptor, potenciando o
inhibiendo asi una reaccion enzimatica in vivo relacionada. Por lo tanto, el efecto farmacolégico de un agente
farmacéutico puede evaluarse determinando el grado de potenciacién o inhibicidn de la funciéon de una diana para el
agente farmacéutico o su profarmaco tras la administracién del agente farmacéutico o profarmaco. El procedimiento
de cribado y el reactivo de la presente invencion son para el cribado de agentes farmacéuticos y/o profarmacos de
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los mismos para seleccionar uno 0 unos que presentan alta eficacia medicamentosa y/o poco efecto secundario
mediante la evaluacion del efecto farmacolégico de un medicamento determinando el grado de potenciacion o
inhibicion de la funcion de una diana.

El principio de los procedimientos de evaluacién es tal como sigue.

1. Un caso en el que la diana es una enzima (para la evaluacién de una enzima, un inhibidor enzimatico o un
profarmaco del mismo)

El grado de potenciacion o inhibicién de la funcidon de una diana para una enzima, un inhibidor enzimatico o un
profarmaco del mismo se evalla administrando a un sujeto un sustrato para la diana, un sustrato para una segunda
enzima implicada en una reaccién enzimatica que puede experimentar un cambio por la potenciaciéon o inhibicion de
la funcion de la diana (por ejemplo, una reaccién de acoplamiento con la diana) o una forma marcada de cualquier
sustrato como reactivo de cribado, y determinando a continuacién el aumento o la disminucién en la cantidad de un
metabolito derivado del reactivo de diagnodstico o del reactivo de diagndstico per se provocado por la potenciacion o
inhibicion de la funcién de la diana. Por ejemplo, en el caso en que se va a evaluar una enzima, se administra un
sustrato para una bioenzima (una diana) o una forma marcada del sustrato a un sujeto como reactivo de cribado. Si
la cantidad de un metabolito derivado del reactivo de cribado aumenta, entonces se consideraria que se potencia la
funcién de la bioenzima. Por tanto, puede confirmarse que la enzima que va a evaluarse presenta eficacia
medicamentosa suficiente. En el caso en que va a evaluarse un inhibidor enzimatico, por ejemplo, se administra un
sustrato para una enzima (una diana) o una forma marcada del sustrato a un sujeto como reactivo de cribado. Si se
detecta poco metabolito derivado del reactivo de cribado, entonces se consideraria que el inhibidor enzimatico inhibe
la funcion de la diana satisfactoriamente. Por tanto, puede confirmarse que el inhibidor enzimatico presenta eficacia
medicamentosa suficiente.

2. Un caso en el que la diana es un receptor (para la evaluacion de un ligando de receptor o un profarmaco del
mismo)

Se evalla el grado de potenciaciéon o inhibicion de la funcién de una diana por un ligando de receptor o su
profarmaco administrando a un sujeto un sustrato para una reaccion enzimatica que pueda experimentar un cambio
mediante la unién del ligando de receptor o su profarmaco a la diana o una forma marcada del sustrato como
reactivo de cribado, y determinando luego el aumento o la disminucién en la cantidad de un metabolito derivado del
reactivo de cribado o el reactivo de cribado per se provocado por la reaccidon enzimatica. Por ejemplo, en el caso en
que se administra un sustrato para una reaccion enzimatica in vivo que puede potenciarse mediante la union del
ligando de receptor o su profarmaco a la diana o una forma marcada del sustrato a un sujeto como reactivo de
cribado, si se aumenta la cantidad de un metabolito derivado del reactivo de cribado, entonces se consideraria que
el ligando de receptor o su profarmaco potencia la funcién de la diana. Por tanto, puede confirmarse que el ligando
de receptor o su profarmaco presenta una eficacia suficiente. En el caso en que se administra un sustrato para una
reaccion enzimatica in vivo que puede inhibirse mediante la unién del ligando de receptor o su profarmaco a la diana
o una forma marcada del sustrato a un sujeto como reactivo de cribado, por ejemplo, si se detecta poco metabolito
derivado del reactivo de cribado, entonces se consideraria que el ligando de receptor o su profarmaco inhibe la
funcion de la diana completamente. Por tanto, puede confirmarse que el ligando de receptor o su profarmaco
presenta suficiente eficacia medicamentosa.

El reactivo de cribado puede formularse en una preparacion oral (por ejemplo, comprimido, capsula, polvo, granulo,
disolucién) o en una preparacion inyectable dependiendo de la via de administracién, utilizando una cualquiera de
las siguientes sustancias (a) a (f) solas o en combinacién con un excipiente o vehiculo:

(a) un compuesto que sirve como sustrato para la enzima que esta incluida en el agente farmacéutico que va a
evaluarse o para una enzima generada a partir del profarmaco que va a evaluarse, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo;

(b) un compuesto que sirve como sustrato para una enzima diferente que puede presentar una alteracién en la
actividad por el acoplamiento al efecto de la enzima que esta incluida en el agente farmacéutico que va a evaluarse,
o al efecto de una enzima generada a partir del profarmaco que va a evaluarse, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo;

(c) un compuesto que sirve como sustrato para una enzima que se inhibe directamente por el inhibidor enzimatico
que esta incluido en el agente farmacéutico que va a evaluarse o por un inhibidor enzimatico generado a partir del
profarmaco que va a evaluarse, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(d) un compuesto que sirve como sustrato para una enzima que puede presentar una alteracion en la actividad por el
acoplamiento al efecto del inhibidor enzimatico para la otra enzima, que esta incluido en el agente farmacéutico que
va a evaluarse, o al efecto de un inhibidor enzimatico generado a partir del profarmaco que va a evaluarse, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo;
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(e) un compuesto que sirve como sustrato para una enzima que puede presentar una alteracion en la actividad
mediante la union entre un receptor y el ligando de receptor que esta incluido en el agente farmacéutico que va a
evaluarse o un ligando de receptor generado a partir del profarmaco que va a evaluarse, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo; o

(f) una forma marcada de una cualquiera de las sustancias (a) a (e).

Con respecto a las sustancias (a) a (f), los ejemplos de la sal farmacéuticamente aceptable incluyen sales con
acidos inorganicos tales como acido clorhidrico, acido sulfurico, acido nitrico y acido fosférico; sales con acidos
organicos tales como acido acético, acido propidnico, acido succinico, acido malico, acido tartarico, acido citrico y
acido maleico; sales con metales alcalinos tales como sodio y potasio; y sales con metales alcalinotérreos tales
como calcio.

Las sustancias (a) a (f) pueden ser productos comercializaos o pueden producirse a partir de materiales de partida
disponibles comercialmente segun procedimientos conocidos. Los procedimientos son tal como se describid
anteriormente.

El excipiente o vehiculo puede ser uno cualquiera que se utilice convencionalmente en la técnica y que sea
farmacéuticamente aceptable. El tipo y la composicion del excipiente o vehiculo pueden variarse apropiadamente
dependiendo de la via y el procedimiento de administracion. Por ejemplo, puede utilizarse agua como vehiculo
liguido. Como vehiculo sélido, puede utilizarse un derivado de celulosa tal como hidroxipropilcelulosa, una sal con un
acido organico tal como estearato de magnesio. Para una preparacion inyectable, se prefieren generalmente agua
estéril, solucion salina fisiolégica y diversos tipos de tampones. También puede ser posible una preparacion
liofilizada, que puede utilizarse como preparacion oral o puede administrarse disolviendo en un disolvente apropiado
para inyeccion tal como una disoluciéon para administracion intravenosa (por ejemplo, agua estéril, solucién salina
fisiolégica y una disolucion de electrolitos) antes de su utilizacion.

El contenido de una cualquiera de las sustancias (a) a (f) anteriores (a continuaciéon en la presente memoria,
denominada “un componente principal’) en la preparacion farmacéutica puede variar dependiendo del tipo de la
preparacion farmacéutica, pero es generalmente del 1 al 100% en peso, preferentemente del 50 al 100% en peso.
Por ejemplo, en una preparacion inyectable, el componente principal puede afiadirse generalmente en un contenido
del 1 al 40% en peso. En una capsula, comprimido, granulo o preparaciéon en polvo, el contenido del componente
principal en la preparacion es aproximadamente del 10 al 100% en peso, preferentemente del 50 al 100% en peso,
siendo el resto un vehiculo.

La cantidad de dosis del reactivo de cribado de la presente invencion debe ser una cantidad suficiente para permitir
la deteccion del componente principal o su metabolito en una muestra biolégica de un sujeto, y puede variarse
dependiendo de la edad y del peso corporal del sujeto y del fin pretendido de la prueba. Por ejemplo, la cantidad de
dosis unitaria es aproximadamente de 1 a 1.000 mg/kg de peso corporal para un ser humano adulto.

En el cribado con el reactivo de la presente invencion, puede administrarse el reactivo de la presente invencion (por
ejemplo, por via oral) a un sujeto no humano tras o simultaneamente con la administracion (por ejemplo, oral) del
agente farmacéutico o su profarmaco que va a evaluarse. Se mide la cantidad de migracion en la sangre o la
cantidad de excrecion fuera del organismo (por ejemplo, la cantidad de excrecion en la orina o el aliento) tras un
periodo de tiempo predeterminado, o la integral o el transcurso de tiempo (pendiente de comienzo, cambio de
pendiente, tiempo de pico, etc.) en la cantidad de migracion en la sangre o la cantidad de excrecion fuera del
organismo durante un periodo de tiempo predeterminado tras la administracién con respecto al componente principal
o su metabolito. El efecto farmacolégico del agente farmacéutico o su profarmaco que va a evaluarse puede
determinarse basandose en los datos de medicion.

El procedimiento para la medicion se selecciona apropiadamente dependiendo de la naturaleza o el tipo del material
que va a someterse a prueba (por ejemplo, sangre, orina, aliento) y de la sustancia que va a administrarse
(componente principal), e incluye colorimetria, fluorometria, espectrometria de masas, RMN (resonancia magnética
nuclear), HPLC, cromatografia de gases, cromatografia de gases - espectrometria de masas (GC-MS),
espectroscopia acustica fotoeléctrica, procedimiento en contador de GM, centelleo liquido, centelleo sdlido,
autorradiografia, procedimiento en cdmara de ionizacién y similares.

Especificamente, para determinar la cantidad de migracion en la sangre, puede utilizarse la sangre extraida para la
medicidn sin ningun tratamiento o puede someterse a algun tratamiento (por ejemplo, aislamiento, pretratamiento)
antes de la medicion. Por ejemplo, la determinacion puede llevarse a cabo administrando un compuesto marcado
con un residuo fluorescente como reactivo, extrayendo la sangre tras un periodo de tiempo predeterminado,
preparando el suero o plasma de la sangre, y comparando luego la intensidad de fluorescencia en el suero o
plasma. En el caso en que se administra un compuesto marcado con un sustituyente que presenta una absorcion en
alguna parte de la region ultravioleta o visible como reactivo, la determinacion puede llevarse a cabo extrayendo la
sangre tras un periodo de tiempo predeterminado, y midiendo luego la absorcién en la region ultravioleta o visible de
una muestra de suero o plasma de la sangre con un absorciometro o similar. Alternativamente, la absorcion en la
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region ultravioleta o visible de la sangre puede medirse externamente en la piel sin extraer sangre.

En el caso en que se utiliza la orina como muestra, puede utilizarse la orina extraida para la medicion sin ningun
tratamiento o puede someterse a algun tratamiento (por ejemplo, aislamiento, pretratamiento) antes de la medicion.
Por ejemplo, la determinacion puede llevarse a cabo administrando un compuesto marcado con un residuo
fluorescente como reactivo, extrayendo la orina tras un periodo de tiempo predeterminado, y comparando luego la
intensidad de fluorescencia en la orina. En el caso en que se administra un compuesto marcado con un sustituyente
que presenta una absorcion en alguna parte de la region ultravioleta o visible como reactivo, la determinacion puede
llevarse a cabo extrayendo la orina tras un periodo de tiempo predeterminado, y midiendo la absorcion en la region
ultravioleta o visible de la orina con un espectrofotometro o similar.

Para determinar la cantidad de excrecién en el aliento utilizando, por ejemplo, un compuesto marcado con 3¢ como
reactivo, la determinacion puede llevarse a cabo mediante cromatografia de gases-espectrometria de masas (GClJ
MS), espectroscopia infrarroja, esPectroscopia de masas, espectroscopia acustica fotoeléctrica, RMN (resonancia
magnética nuclear) o similares en 3C0O,. En el caso en que se utiliza un compuesto marcado con "C como reactivo,
el aliento, o bien sin ningun tratamiento o tras atrapamiento de CO, en un disolvente, puede someterse a medicion
con un contador de GM, un contador de centelleo liquido o un contador de centelleo soélido o mediante
autorradiografia, un procedimiento en camara de ionizacion o similar.

Esta memoria descriptiva incluye parte o todo el contenido que se dan a conocer en las memorias descriptivas y/o
dibujos de las solicitudes de patente japonesa n°® 2002-44526 y n°® 2002-44791 que son documentos de prioridad de
la presente solicitud.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra los resultados de analisis espectrométricos de 'H-RMN y 3C-RMN para L-[1-1BC]DOPA;

la figura 2 muestra los espectros de "H-RMN, "*C-RMN y ESI-MS para GIc-[U-13C]GIc;

Ig figura 3 muestra los resultados de analisis de HPLC y espectrométricos de 'H-RMN y *C-RMN para Bz-Arg-[10J
ClAla;

la figura 4 muestra los espectros de "H-RMN, "*C-RMN y ESI-MS para [U-13C]y-ciclodextrina;
la figura 5 muestra el transcurso del tiempo de la prueba en aliento de [1-13C]DOPA;

la figura 6 muestra la comparacion de los valores en el punto de tiempo de 20 minutos en la prueba en aliento de
qucosiI-[U-”C]qucosa;

la figura 7 muestra la comparacioén de los valores en el punto de tiempo de 20 minutos en la prueba en aliento de Bz-
Arg-[1-"*C]Ala;

la figura 8 muestra la comparacion de los valores en el punto de tiempo de 20 minutos en la prueba en aliento de [U[]
13C]y-ciclodextrina; y

la figura 9 muestra la comparacion de los valores en el punto de tiempo de 10 minutos en la prueba en aliento de
[1,2-"*Clornitina.

Mejor modo de poner en préactica la invencion

A continuacion en la presente memoria, se describira la presente invencién mas especificamente haciendo
referencia a los ejemplos. Sin embargo, los ejemplos se proporcionan a titulo ilustrativo y no limitativo del alcance de
la invencion. Se adquirieron las ratas utilizadas en los experimentos (macho Wistar, 7 semanas de edad) de Nippon
Charles River.

[Ejemplo de produccién 1] Produccién de L-[1-*C]DOPA

Se afiadieron H;O (10 ml) y Ac,O (6,88 g, 64 mmol) a [1-"°C]glicina (MassTrace; 2,44 g, 32 mmol) y se agité a
temperatura ambiente durante 20 minutos. Se dej6é reposar la mezcla en un refrigerador durante la noche, y se
eliminaron por filtracion los cristales precipitados y se lavaron con agua fria (3 ml). Se concentré el filtrado a presion
reducida y luego se afiadié H2O (2,5 ml), y se disolvié la mezcla resultante calentando a reflujo. Se dejo6 reposar la
disolucion en un refrigerador durante la noche, se eliminaron por filtracién los cristales precipitados, se lavaron con
agua fria (1 ml) y luego se secaron a presion reducida a 100°C dando AcNHCH,"*CO,H como cristales de tipo aguja
finos incoloros.

Se mezclaron completamente 3,4-dihidroxibenzaldehido (1,5 g, 10,8 mmol), AcNHCH,"*CO,H (1,18 g, 10 mmol) y
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AcONa (2,46 g, 30 mmol) y se afadieron a continuacion a AcO, (10 ml). Se agité la disolucion resultante a 120°C
durante 5 horas, y luego se dejo reposar a temperatura ambiente durante la noche. Se afadié la disolucion de
reaccion a agua helada (500 ml). Se eliminé por filtracion el polvo amarillo precipitado, se lavé con agua (100 ml) y
agua caliente (20 ml) y luego se seco al aire. La purificacion mediante cromatografia en columna de gel de silice
(hexano-EtOH = 1:1) dio [carbonil-">C]2-metil-4-(3,4-diacetoxibenzal)-5-oxzolona (1,76 g, 58%) como cristales
amairillos.

Se anadieron [carbonil-13C]2-meti|-4-(3,4-diacetoxibenzal)-5-oxzo|ona (1,31 g, 4,3 mmol) y AcONa (1,6 g, 19,5 mmol)
a MeOH (12 ml) y se sometio a reflujo durante 5 horas. Se purificéd la disolucién de reaccion mediante cromatografia
en columna de gel de silice (CHCI3-MeOH = 10:1, AcOEt-MeOH = 40:1) proporciona un sélido amorfo amarillo palido
(1,02 g, 64%). Se tritur6 el solido amorfo amarillo palido con una disoluciéon mezclada de acetona-CHCIz y se
recristalizé a continuacién proporcionando a-acetoamida-3,4-dihidroxicinamato de [carbonil-13C]metiIo.

A una disolucion de a-acetoamida-3,4-dihidroxicinamato de [carboni|-13C]meti|o (0,618 g, 2,45 mmol) en una
disolucion mezclada de EtOH:PhH (4:1) (12 ml) en una corriente de hidrégeno se le afiadié una disolucion que se
habia preparado disolviendo s,s-DIOP (249 mg, 0,5 mmol) y [RhCl(cicloocteno);]> (123 mg, 0,25 mmol) en PhH
(2 ml) y agitando la disolucién a temperatura ambiente durante 15 minutos en una corriente de nitrégeno. Se agité la
disolucion resultante a temperatura ambiente durante 24 horas, se eliminé por destilacién el disolvente a presién
reducida. La gurificacién mediante cromatografia en columna de gel de silice (CHCI3-MeOH = 10:1) dio éster metilico
de [carbonil-">C]N-acetil-3,4-dihidroxifenilalanina como un sdlido amorfo marrén rojizo (0,5 g, 80%).

Se afiadié éster metilico de [carbonil-13C]N-acetil-3,4-dihidroxifeni|a|anina (0,435 g, 1,71 mmol) a HCl al 10% (4 ml) y
se agité a 120°C durante 3 horas. Tras destilar a presion reducida el HCI al 10%, se afiadio al residuo H20 (5 ml), se
seco a presion reducida, se le afiadié adicionalmente H,O (5 ml) y luego se secé a presion reducida dado un sélido
amorfo. Al solido amorfo se afiadié EtOH (6 ml) y se disolvid en el mismo, se afiadié gota a gota NH3 acuoso al 25%
con enfriamiento en hielo para el ajuste del pH hasta 6,5. Se dejo reposar la disolucion en un refrigerador durante la
noche. Se eliminaron por filtracién los cristales precipitados, se lavaron con EtOH y Et,O y luego se secaron a
presion reducida dando un polvo marrén palido (316 mg, 93%). Se anadio el polvo marréon palido a H,O (7 ml) que
contenia carbon activado y una cantidad traza de NaHSOg3, se calento a reflujo y luego se decoloré. Se dejé reposar
el filtrado en un refrigerador durante 3 dias dando cristales prismaticos incoloros (238 mg, 70%).

Los datos de identificacion (espectros de "H-RMN y "*C-RMN) para L-[1-'°C]DOPA se muestran en las figuras 1(a) y
1(b).

[Ejemplo de produccién 2] Produccion de glucosil- [U C]glucosa (a continuacion en la presente memoria,
denominado “Glc-[U-"*C]GlIc”)

Se anadleron alcohol bencilico (66,7 ml, 645 mmol) y cloruro de hidrégeno 4,5 N/dioxano (9,6 ml, 43,0 mmol) a
D-glucosa- U-"2Cs (5,00 g, 26,87 mmol, SHOKO) y se calentdé a continuacion a 80°C mientras se agitaba. Tras 50
minutos, se retir6 la disolucion del bafio de aceite, se dej6 enfriar hasta temperatura ambiente, se le afiadié éter (1,0
1) y luego se enfrié con hielo. Se eliminé por filtracién el precipitado producido, se lavé con éter y luego se secé a
presion reducida (cantidad producida: 4,52 g, % rendimiento: 60,9%).

Se afadieron acetonitrilo seco (35,0 ml) y DMF seco (7,0 ml) a U-"*C-Glc-OBzI (4,49 g, 16,26 mmol) en una
atmosfera de argon y se disolvié en el mismo. Se afadieron benzaldehido-dimetilacetal (3,17 ml, 21,14 mmol) y
acido p-toluenosulfénico monohidratado (618 mg, 3,25 mmol) a la disolucion y luego se agit6 a temperatura
ambiente. Tras 2,5 horas, se afiadié otra parte del benzaldehido-dimetilacetal (245 ul, 1,63 mmol). Tras 4,5 horas, se
afadio bicarbonato de sodio acuoso saturado para neutralizar la disolucién y luego se concentré a presion reducida
para eliminar el acetonitrilo. Se extrajo la soluciéon con acetato de etilo, se combinaron las fases organicas, y se
lavaron a continuacion sucesivamente con agua y solucion salina saturada. Se sec6 la disolucién sobre sulfato de
magnesio anhidro y se filtrd, y se concentro el filtrado a presion reducida. Se disolvid el residuo en piridina (100 ml) y
se enfrié en hielo. Se afiadié acido acético anhidro (50 ml, 530 mmol) a la disolucién. Tras 30 minutos, se retird la
disolucion del bafo de hielo, y luego se agité a temperatura ambiente. Tras 14 horas, se concentré la disolucion a
presion reducida, se afadié el residuo con tolueno y luego se destil6 de manera azeotrdpica. Se repitid este
procedimiento tres veces. Se purifico el residuo mediante cromatografia en columna de gel de silice dando 4,6-O-
benciliden-2,3-di-O-acetil-U-"*C-Glc-ObzI (cantidad producida: 3,31 g, % de rendimiento: 45,4%).

Se disolvio 4,6-O-benciIiden-2,3-di-O-acetiI-U-1SC-GIC-OBZI (1,65 g, 3,68 mmol) en acetonitrilo seco (33,0 ml), y se
afadio al mismo dimetilaminaborano (1,08 g, 18,4 mmol) se disolvieron en una atmésfera de argén. Se enfrié la
mezcla de reaccion hasta -40°C, y se afiadié a la misma eterato de trifluoruro de boro (2,33 ml, 18,4 mmol). Se
calenté gradualmente la mezcla de reaccion hasta -15°C durante 6 horas y se vertid en bicarbonato de sodio acuoso
saturado para neutralizar la disolucion. Tras la concentracion a presion reducida para eliminar el acetonitrilo, se
extrajo la disolucion con acetato de etilo, se combinaron las fases organicas y se lavaron sucesivamente con agua y
solucion salina saturada. Se seco la disolucidon sobre sulfato de magnesio anhidro y se filtrd, y se concentré el
filtrado a presion redumda Se purifico el residuo mediante cromatografia en columna de gel de silice dando 2,3-di-O[]
acetil-6-O-bencil-U-">C-Glc-Obzl (cantidad producida: 973 mg, % de rendimiento: 58,7%).
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Se disolvieron 2,3-di-O-acetiI-6-O-benciI-U-13C-GIc-OBzI (191 mg, 0,424 mmol) y 2,3,4,6-tetra-O-bencil-Glc-OC
(=NH)-CCl3 (290 mg, 0,424 mmol) en cloroformo seco (10,0 ml) y se agitaron juntos a continuaciéon con tamiz
molecular 4A (500 mg) a temperatura ambiente durante 15 minutos en una atmdsfera de argon. Se enfrié la mezcla
de reaccién hasta -60°C, se afadié a la misma eterato de trifluoruro de boro (107 pl, 0,848 mmol), y se calento
gradualmente la mezcla hasta -10°C durante 3 horas. Se diluyé la mezcla de reaccién con acetato de etilo y se filtrd
para eliminar el tamiz molecular 4A. Se lavo la disolucion resultante con acetato de etilo, se combinaron el filtrado y
los lavados y entonces se lavaron sucesivamente con bicarbonato de sodio acuoso saturado, agua y solucion salina
saturada. Se seco la disolucion sobre sulfato de magnesio anhidro y se filtrd, y se concentrd el filtrado a presion
reducida. Se purificé el residuo mediante cromatografia en columna de gel de silice (cantidad producida: 254 mg, %
de rendimiento: 61,5%). Siguiendo este procedimiento, se llevaron a cabo dos reacciones de condensacion mas,
dando 1,01 g de 2’,3’,4’,6‘-tetra-O-benciI-GIc-(a1-4)-2,3-di-O-acetiI-6-O-benciI-U-13C-GIC-OBzI de un total de 967 mg
de 2,3-di-O-acetil-6-O-bencil-U-">C-Glc-OBzl.

Se disolvio 2‘,3’,4‘,6’-tetra-O—benciI-Glc-(a1-4)—2,3-di—O-acetiI-6—O-benciI-U-13C-GIc—OBzI (229 mg, 0,235 mmol) en
metanol seco (10,0 ml), se afadid al mismo una disolucion 5,18 M de metéxido de sodio en metanol (9,1 pl,
47,0 umol) y se agité a temperatura ambiente. Tras 4 horas, se afiadid otra parte de una disolucién 5,18 M de
metéxido de sodio en metanol (4,6 pl, 23,8 uymol) y se agité a temperatura ambiente durante una hora adicional. Se
anadio la disolucion de reaccién con Amberlyst 15 para su neutralizacion y luego se filtr6. Se lavé la resina con
metanol, se combinaron el filtrado y los lavados y luego se concentraron a presion reducida. Se purificod el residuo
mediante cromatografia en columna de gel de silice (cantidad producida: 182 mg, % de rendimiento: 87,2%). Se
llevé a cabo la reaccidon de desacetilacion de nuevo segun este procedimiento dando 852 mg de 2',3’,4’,6'-tetra-O0
benciI-GIc-(oﬂ-4)-6-O-benciI-U-13C-GIC-OBzI de un total de 1,01 g de 2',3',4’,6'-tetra-O-bencil-Glc-(a1-4)-2,3-di-O[]
acetil-6-O-bencil-U-'">C-Glc-OBzl.

Se disolvio 2’,3’,4’,6’-tetra-O-benciI-Glc-(cx1-4)-6-O-benciI-U-13C-GIc-OBzI (180 mg, 0,202 mmol) en metanol
(30,0 ml)-agua (6,0 ml), se afiadi6 al mismo negro de paladio (20 mg), y luego se purgé con hidrégeno. Tras 1 hora,
se calento la disolucion hasta 35°C y se purgé con hidrégeno. Se afiadié agua (4,0 ml) tras 2 horas, y se anadio otra
parte de agua (20,0 ml) tras 4 horas. Tras 6 horas, se filtro la disolucion, y se lavo el catalizador con agua. Se
combinaron el filtrado y los lavados, se concentraron a presion reducida para eliminar el metanol y luego se
liofilizaron. Se disolvié el residuo en agua (30 ml), se afadié al mismo negro de paladio (20 mg), y se calentd la
disolucion hasta 35°C y se purgd con hidréogeno. Tras 6 horas, se filtro la disolucion, y se lavo el catalizador con
agua. Se combinaron el filtrado y los lavados, se concentraron a presion reducida para reducir el volumen de liquido,
y luego se liofilizaron. Se purificé el residuo mediante HPLC (TSK-Gel Amide-80) (cantidad producida: 61,5 mg, % de
rendimiento: 87,6%). Se llevé a cabo la reaccion de reduccion de nuevo segun este procedimiento dando 290 mg de
Glc-[U-"*C]GIc de un total de 850 mg de 2',3' 4" 6"-tetra-O-bencil-Glc-(o.1-4)-6-O-bencil-U-">C-Glc-OBzl. Los datos de
identificacion (espectros 'H-RMN y ! C-RMN) para GIc-[U-13C]GIc se muestran en las figuras 2(a), 2(b) y 2(c).

[Ejemplo de produccion 3] Produccion de benzoil-arginiI-[1-13C]alanina (a continuacién en la presente
memoria, denominado “Bz-Arg-[1-*C]Ala")

Se disolvid [1-13C]Alanina (Masstrace, Inc.) (10,0 g, 0,111 mol) en hidréxido de sodio acuoso (111 ml), se afadieron
a la misma una disoluciéon de Boc,O (28,0 ml, 0,122 mol) en acetona (110 ml) y trietilamina (7,71 ml, 55,5 mmol), y
entonces se agité a temperatura ambiente durante la noche. Se concentréd la disolucién a presion reducida y se le
anadio solucién salina saturada hasta un volumen total de 200 ml. Se afadio la disolucion con &cido citrico para el
ajuste de pH a 4, se saturd con sal comun, y entonces se extrajo con acetato de etilo cuatro veces. Se lavaron las
fases organicas con solucion salina saturada dos veces y se secaron sobre sulfato de magnesio anhidro. Se
concentré la disolucion resultante a presion reducida, se disolvio el residuo en dietil éter (150 ml), se le afiadio
ciclohexilamina (12,7 ml, 0,111 mol), y entonces se dejé reposar a temperatura ambiente durante 2 horas. Se
eliminaron por filtracion los cristales precipitados, se lavaron con dietil éter, y luego se secaron a presion reducida
dando Boc-[1-">C]Ala-OH-CHA.

Se afiadi6 acido citrico acuoso al 10% (100 ml) a una suspension de Boc-[1-'°>C]Ala-OH-CHA (32,08 g, 0,111 mol) en
acetato de etilo (400 ml), se agité a temperatura ambiente en una disolucion y se satur6é con sal comun, y se separd
la fase organica de la disolucion. Se extrajo la disolucion resultante con acetato de etilo dos veces, se combinaron
las fases organicas, y luego se lavaron con solucién salina saturada dos veces. Se seco la disolucién sobre sulfato
de magnesio anhidro y se concentro a presion reducida dando un extracto incoloro. Se disolvio el extracto en etanoll

agua (9:1) (200 ml) y se le afadié carbonato de cesio (19,0 g, 58,3 mmol). Tras cesar el espumado, se concentré la
disolucion a presion reducida, se le afadié tolueno al residuo y entonces se destil6 de manera azeotrépica para
eliminar el agua, proporcionando asi un gel. Se suspendio el gel en DMF (200 ml), se le afiadié bromuro de bencilo
(13,2 ml, 0,111 mol), y se agité a temperatura ambiente durante 12 horas. Se concentré la disolucién a presion
reducida, se le ahadio acetato de etilo al residuo, se lavd sucesivamente con agua, acido citrico acuoso al 10%,

solucion salina saturada, bicarbonato de sodio acuoso saturado y solucién salina saturada, y se seco sobre sulfato
1dBe magnesio anhidro. Se retird el acetato de etilo por destilacion de la disolucién a presion reducida dando Boc-[1(]

CJ]Ala-OBzl.
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Se afadié cloruro de hidrégeno 4,5 N/dioxano (250 ml) a Boc-[1-13C]AIa-OBzI (31,27 g, 0,111 mol) y luego se dejo
reposar a temperatura ambiente durante 30 minutos. Tras la concentracion a presion reducida, se afiadio dietil éter
(200 ml), y se eliminaron por filtracion los cristales precipitados y se secaron a presién reducida dando HCI-H-[1-13C]
Ala-OBzl (22,48 g).

Se disolvieron HCI-H-[1-1sC]AIa-OBzI (700 mg, 3,23 mmol), Boc-Arg(Tos).4/5AcOEt.1/4H,0 (1,63 g, 3,23 mmol) y
HOBLt (459 mg, 3,39 mmol) en DMF (8 ml), se le afiadié gota a gota WSCD (602 pl, 3,39 mmol) mientras se agitaba
con enfriamiento en hielo, y se agité con enfriamiento en hielo durante 30 minutos y luego a temperatura ambiente
durante 3 horas. Se le afadié acetato de etilo a la disolucion, se lavé sucesivamente con bicarbonato de sodio
acuoso saturado, agua, acido citrico acuoso al 10% y agua y se seco sobre sulfato de magnesio anhidro. Se elimind
por destilacion el acetato de etilo de la disolucion a presién reducida, se le afadié al residuo diisopropil éter-hexano,
se filtré el sélido precipitado y se seco a presion reducida dando Boc-Arg(Tos)-[1-">C]Ala-OBzI (1,78 g, 91%).

Se afadi6 cloruro de hidrégeno 6 N/dioxano (30 ml) a Boc-Arg(Tos)-[1-"*C]Ala-OBzI (1,78 g, 2,94 mmol) y se agité a
temperatura ambiente durante 1 hora. Se afadié acetato de etilo a la disolucion, y se lavd sucesivamente la
disolucion con bicarbonato de sodio acuoso saturado, agua, acido citrico acuoso al 10% y agua y se seco sobre
sulfato de magnesio anhidro. Se elimind por destilacion el acetato de etilo de la disolucion a presion reducida, se le
afnadio al residuo dietil éter-hexano, y se elimind por filtracion el sélido precipitado y se secé a presion reducida
dando Bz-Arg (Tos)-[1-"°C]Ala-OBzI (1,63 g, 91%).

Se cargo fluoruro de hidrégeno anhidro (8,5 ml) en una mezcla de Bz-Arg(Tos)-[1-"°C]Ala-OBzI (1,63 g, 2,74 mmol) y
anisol (1,5 ml, 13,9 mmol) mientras que se agitaba con enfriamiento en bafio de metanol-hielo seco, y luego se agito
durante 1 hora con enfriamiento en hielo. Se elimind por destilacion el fluoruro de hidrégeno de la disolucién con
enfriamiento en hielo, se le afadi6é a la disolucion agua (20 ml) y dietil éter (10 ml) y se agitd, y se retir6 la fase
acuosa y se concentré a presion reducida. Se disolvié el residuo en agua (30 ml), se elimind por filtracion una
cantidad traza de la sustancia insoluble, y se purificé el filtrado mediante RP-HPLC (YMC-PAK ODS 10 ym, 30 x
250 mm, MeCN al 1-60% (conteniendo TFA al 0,1%), 80 min., 20 ml/min.). Tras recogerse vy liofilizarse las fracciones
principales, se disolvié el residuo en agua (30 ml), se intercambié en acetato con una resina de intercambio de
aniones ionica fuerte (Muromac 1x2, forma de AcO-20 ml), y entonces se liofilizé dando Bz-Arg-[1-">C]Ala como
polvo incoloro (774 mg, 81%).

Los datos de identificacion (espectros de "H-RMN y "*C-RMN, grafica de analisis de HPLC) para Bz-Arg-[1-'°C]Ala
se muestran en las figuras 3(a), 3(b) y 3(c).

Ejemplo de produccién 4] Produccién de U-'*CJy-ciclodextrina
Y

Se disolvio [U-13C]almidén (Chlorella Kogyo Co., Ltd.; Algal Starch (soluble en agua), n.° de lote 8031,S,
U-13C:98,6% en atomos, contenido de almidén: 93,5%, 4,65 g) en tampoén acetato 50 mM (pH 5,4), se afiadié al
mismo una concentracién de glucanotransferasa de ciclomaltodextrina al 0,5% (p/v), (Hayashibara Biochemical
Laboratories Inc.) (186 unidades). Se dejo reaccionar la disoluciéon a 40°C durante 2 horas y 20 minutos y entonces
se traté a 95°C durante 15 minutos para desactivar la enzima. Se repitié este procedimiento cuatro veces, y se aplicé
la disolucién de reaccion resultante en Sephadex G-25 para separar las fracciones que contenian [U-13C]yD
ciclodextrina. Se purificé sustancia liofilizada (1,4 g) en 6 partes mediante HPLC (columna TSK-Gel Amide-80). Se
liofilizaron las fracciones de [U-13C]y-ciclodextrina dando el producto (398 mg). Los datos de identificacion (espectros
de 'H-RMN, "*C-RMN y ESI-MS) para [U-"*C]y-ciclodextrina se muestran en las figuras 4(a), 4(b) y 4(c).

[Ejemplo 1] Reactivo de diagndstico del efecto farmacolégico para un componente del agente
antiparkinsoniano benserazida ([1-13C] DOPA) y reactivo de cribado para evaluar el grado de inhibicién o
potenciacion de DOPA descarboxilasa: [1-13C] DOPA (sustancia que va a evaluarse: un componente del
agente antiparkinsoniano benserazida)

El efecto farmacoldgico de benserazida es la inhibicion de DOPA descarboxilasa. Se facilita [1-'>CJDOPA (véase el
ejemplo de produccion 1) que es un sustrato para la DOPA descarboxilasa como reactivo de diagnéstico del efecto
farmacoldgico y reactivo de cribado. Se realiz6 la comparacién en la prueba en aliento de [1—13C]DOPA en ratas a las
que se administrd por via intraperitoneal benserazida clorhidrato (Sigma) a una dosis de 50 mg/kg tres veces (es
decir, por la mafiana y la noche del dia antes de la prueba en aliento de [1-13C]DOPA y 30 minutos antes de iniciar la
prueba en aliento en el dia de la prueba) (grupo de administracion) y ratas sin administracion (grupo control). Se
llevdé a cabo la prueba en aliento de [1-13C]DOPA bajo anestesia y se administro [1-13C]DOPA a una dosis de
50 mg/kg a través de la vena femoral, y se midié el transcurso del tiempo del grado de aumento del nivel de Cenel
CO; exhalado (A™C (%o)).

Se fijaron en posicién supina las ratas del grupo de administracion y del grupo control que habian estado en ayunas
durante la noche bajo anestesia. Se recogio el aliento a una tasa de 100 a 300 ml/min. utilizando una bomba de
pulsaciones (bomba de caudal variable VS-500, Shibata Kagaku Kogyo) y se introdujo directamente en la celda de
flujo de un analizador de 3C0, EX-130S (Nihon Bunko). Se colocé una secadora Perma Pure (MD-050-12P, Perma
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Pure INC.) entre el soporte para ratas y la bomba de caudal para eliminar vapor de agua vapor del aliento. Cuando
se estabilizd la concentracion de CO2, se determind [1- C]DOPA a una dosis de 50 mg/kg a través de la vena
femoral. Se mantuvo la concentracién de CO; en el aliento recogido a 3 £+ 0,5%.

Se convirtieron en AD los datos de salida del analizador de *CO; y se introdujeron en un ordenador personal (Apple
Power Macintosh 8500). Utilizando el software de procesamiento de datos Lab VIEW (National Instruments), se
integraron 10 piezas de datos y se promediaron cada 100 ms. a intervalos de 5 segundos y se convirtieron en % de
atomos de 13C A"™C (%0) y concentracion de CO; (%). De esta manera, se llevo a cabo continuamente la prueba en
aliento de °C. Se presentaron los datos convertidos en tiempo real y se almacenaron en un disco duro.

Se calculo el A"C (%0) @ partlr a partir del nivel de 3C en el CO; exhalado en cada punto de tiempo ( Ctm.n) y el nivel
de ®*Cenel CO; patron ( Cstd) segun la siguiente ecuacion:

A¥C (%) = [(PCamin - “Comin) /PCstal x 1000

Los resultados de la prueba en aliento de [1-13C]DOPA fueron tal como sigue: en el grupo control, el A"C aumentd
rapidamente tras la administracion, alcanzé el 100%0 en el valor pico dos minutos tras la administracion y luego
disminuyé gradualmente con el transcurso del tiempo; en el grupo de administracion, el A"C (%0) mostré poco
aumento tras la administraciéon y era fue de tan solo el 5%o incluso 20 minutos tras la administracién (figura 5). A
partir de resultados, se confirmé que la funcion de la enzima diana para benserazida se inhibia caS| al 100% en las
condiciones de administracion de benserazida del presente ejemplo. Por lo tanto, utilizando [1 C]DOPA como
reactivo de dlagnostlco del efecto farmacolodgico, es posible evaluar el efecto farmacoldgico de benserazida.
Ademas, utilizando [1- C]DOPA como reactivo de cribado, es posible proporcionar el procedimiento y el reactivo
para cribar un agente farmacéutico dirigido a la DOPA descarboxilasa que presenta un efecto mas fuerte y/o un
profarmaco del mismo.

[Ejemplo 2] Reactivo de diagndstico del efecto farmacoldgico para el agente antidiabético acarbosa (Glc-[U-
13C]Glc) y reactivo de cribado para evaluar el grado de inhibicién o potenciacién de a-glucosidasa: Glc-[U-
13C]Glc (sustancia que va a evaluarse: agente antidiabético acarbosa)

El efecto farmacolégico de la acarbosa es la inhibiciéon de la a-glucosidasa. Se facilita Glc-[U- 13C]Glc (véase el
ejemplo de producciéon) que es un sustrato para la o-glucosidasa como reactivo de diagndstico deI efecto
farmacolégico y reactlvo de cribado. Se midi6 el transcurso de tiempo del grado de aumento del nivel de ®Cen el
CO, exhalado (A ’c (%o)) tras la administracién de Glc-[U- 13C]Glc y se compard en ratas a las que se les administré
por via oral acarbosa (nombre comercial: Glucobay, Bayer Corporation) (2 mg/kg, 4 mg/kg o 10 mg/kg)
simultdneamente con la administracion oral de Glc-[U- 13C]Glc (25 mg/kg) y ratas a las que se les administré Glc-[U-
13C]Glc solo (grupo de acarbosa 0 mg/kg).

Se fijaron las ratas (machos Wistar, 8 semanas de edad) en ayunas durante la noche en un soporte para ratas para
el sistema de irradiacion de microondas sin anestesia. Se recogio el aliento a una tasa de aproximadamente 100 a
300 ml/min. utilizando una bomba de caudal (bomba de caudal variable VS-500, Shibata Kagaku Kogyo), y se
mantuvo la concentracion de CO; en el aliento recogido en aproximadamente el 3%. Se coloc6 una secadora Perma
Pure (MD-050-12P, Perma Pure INC.) entre el soporte para ratas y la bomba de caudal para eliminar el vapor de
agua del aliento. Cuando se establllzo la concentracion de COy, se retiraron las ratas del soporte para ratas y se
administrd a las ratas Glc- [U C]Glc disuelto en agua destilada a través del estémago utilizando un tubo adaptado
para la administracion oral (cantidad de dosis: 35 pmol/kg (5 ml/kg)). Se tomaron muestras de aliento con una jeringa
hasta el punto de tiempo de 20 minutos a intervalos de 5 minutos. Se tomd una muestra de quince ml de aliento
mediante una jeringa en un vial a vacio (10 ml) y se selld, y entonces se sometié a analisis automatizado mediante
GC-MS (Breath MAT) [FinniganMAT]. Se calculd el A™C (%o) a partir del 5'°C que es el valor de °C para la muestra
de aliento (una diferencia del valor de "*c para la sustancia patrén PDB) segun la siguiente ecuacion:

AY¥C (%) = (37C)tmin — (5"°C) omin

<Condiciones de medicion para Breath MAT>
Aparato: Breath MAT plus (Finnigan)

Gas portador: He

I6n de medicion: m/z = 44, 45, 46

Los resultados de la prueba en aliento de GIc-[U-13C]GIc son como se expone a continuacion: en todos los grupos, el
A"C aumenté de manera lineal; en el grupo de 0 mg/kg (n=2), el A"C alcanzo el 72,60 + 9,47%. en 20 minutos, en
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cambio, el A™*C alcanzé el 37,06 + 0,16%o en el grupo de 2 mg/kg (n=2), alcanzé el 26,01 + 0,38%o0 en el grupo de
4 mg/kg (n=2) y alcanzé el 9,86 + 0,66%o en el grupo de 10 mg/kg (n=2); por tanto, el A"C disminuyé con cantidad
de dosis creciente (figura 6). A partir de los resultados se confirmé que la funcion de la enzima diana para la
acarbosa se inhibié de una manera dependiente de la dosis en las condiciones de administracion de acarbosa del
presente ejemplo. Por lo tanto, utilizando GIc-[U-13C]GIc como reactivo de diagndstico del efecto farmacolégico, es
posible evaluar el efecto farmacolégico de acarbosa. Ademas, utilizando GIc-[U-13C]GIc como reactivo de cribado, es
posible proporcionar el procedimiento y el reactivo para el cribado de un agente farmacéutico dirigido a la ol
glucosidasa que presenta un efecto mas fuerte y/o un profarmaco del mismo.

[Ejemplo 3] Reactivo de diagndstico del efecto farmacoldgico para el agente antipancreatitis mesilato de
camostat (Bz-Arg-[l-lSC]AIa) y reactivo de cribado para evaluar el grado de inhibicidon o potenciacion de la
proteasa pancreatica: Bz-Arg-[1-13C] Ala (sustancia que va a evaluarse: agente antipancreatitis mesilato de
camostat)

El efecto farmacoldgico del mesilato de camostat es la inhibicién de la proteasa pancreatica. Se facilita Bz-Arg-[10]
13C]Ala (véase el ejemplo de produccion 3) que es un sustrato para la proteasa pancreatica como reactivo de
diagnostico del efecto farmacoldgico y reactivo de cribado. Se midi6 el transcurso del tiempo del grado de aumento
del nivel de °C en el CO; exhalado (A13C (%o)) tras la administracion de Bz-Arg-[1-13C]AIa y se comparo de la misma
manera que en el ejemplo 2 en ratas a las que se les administré6 por via oral mesilato de camostat (nombre
comercial: Foipan, Ono Pharmaceutical Co., Ltd.) (20 mg/kg) simultaneamente con la administracién oral de Bz-Arg(]
[1-1sC]AIa (12,2 mg/kg) (grupo de administracion) y ratas a las que se les administrd Bz—Arg-[1-1sC]AIa solo (grupo
control). Los resultados de la prueba en aliento de Bz—Arg-[1-1sC]AIa fueron tal como sigue: en ambos grupos, el
A"C aument6 de manera lineal hasta en el punto de tiempo de 15 minutos tras la administracion; veinte minutos tras
la administracion, el AC alcanzo el 41,29 + 7,49%0 en el grupo control (n=3), mientras que el AC alcanzé el 27,64
+ 4,86%0 en el grupo de administracion (n=3); por tanto, el A">C disminuyé en el grupo de administracion (figura 7). A
partir de los resultados, se confirmd que se inhibio la funcién de la enzima diana para el mesilato de camostat en las
condiciones de administracion de mesilato de camostat del presente ejemplo. Por lo tanto, utilizando Bz-Arg-[1[]
13C]Ala como reactivo de diagndstico del efecto farmacolégico, es posible evaluar el efecto farmacolégico de
mesilato de camostat. Ademas, utilizando Bz—Arg-[1-13C]AIa como reactivo de cribado, es posible proporcionar el
procedimiento y el reactivo para cribar un agente farmacéutico dirigido a la proteasa pancreatica que presenta un
efecto mayor y/o un profarmaco del mismo.

[Ejemplo 4] Reactivo de diagndstico del efecto farmacolégico para el agente digestivo Taka-diastasa ([U-
13C]y-ciclodextrina) y reactivo de cribado para evaluar el grado de inhibicién o potenciacién de amilasa: [U-
13C]y-ciclodextrina (sustancia que va a evaluarse: agente digestivo Taka-diastasa)

Taka-diastasa es una de las amilasas y corresponde a un medicamento que comprende una enzima. Se ha utilizado
como agente digestivo para apoyar la funcién de una amilasa en un organismo vivo (enzima diana). Por lo tanto, el
efecto farmacoldgico de Taka-diastasa es la potenciacion de amilasa. Se facilita [U-">Cly-ciclodextrina (véase el
ejemplo de produccion 4) que es un sustrato para Taka-diastasa y la amilasa en un organismo vivo como reactivo de
diagnostico del efecto farmacolégico y reactivo de cribado. Se midié el transcurso de tiempo del grado de aumento
del nivel de *C en el CO; exhalado (A“C (%o)) tras la administracion de [U-13C]y-ciclodextrina y se comparo de la
misma manera que en el ejemplo 2 en ratas a las que se les administré por via oral [U-1SC]y—cicIodextrina (40 mg/kg)
5 minutos tras la administracion oral de Taka-diastasa (nombre comercial: Takadiastasa, Sankyo Co., Ltd.) (6 mg/kg)
(grupo de administracion) y ratas a las que se les administrd [U-13C]y—ciclodextrina sola (grupo control). Los
resultados de la prueba en aliento de [U—1sC]y—cicIodextrina fueron tal como sigue: en ambos grupos, el AC
aumento de manera lineal hasta en el punto de tiempo de 30 minutos tras la administracién; veinte minutos tras la
administracion, el A™®C alcanzo el 45,46 + 15,57%o en el grupo control (n=2), mientras que el A"3C alcanzo el 83,66 +
13,87%o0 en el grupo de administracion (n=2); por tanto, el A"C aument6 en el grupo de administracion (figura 8). A
partir de los resultados, se confirmé que Taka-diastasa potencié la funcién de la enzima diana amilasa en las
condiciones de administracion de Taka-diastasa del presente ejemplo. Por lo tanto, utilizando [U-"*C]y-ciclodextrina
como reactivo de diagnostico del efecto farmacoldgico, es posible evaluar el efecto farmacoldgico de Taka-diastasa.
Ademas, utilizando [U-13C]y—ciclodextrina como reactivo de cribado, es posible proporcionar el procedimiento y el
reactivo para cribar un agente farmacéutico dirigido a la amilasa que presenta un efecto mas fuerte y/o un
profarmaco del mismo.

[Ejemglo 5] Reactivo de diagndstico del efecto farmacolégico para el agente antagonista del receptor H1
([1,2-1 Clornitina) y reactivo de cribado para evaluar el grado de inhibicidon o potenciacion del receptor H1:
[1,2-13C]ornitina (sustancia que va a evaluarse: clorfeniramina maleato)

El efecto farmacoldgico del clorfeniramina maleato es la inhibicion del receptor H1. Se midio6 el transcurso de tiempo
del grado de aumento del nivel de *C en el CO, exhalado (A" C(%)) tras la administracion de [1,2-"*CJornitina y se
compar6 de la misma manera que en el ejemplo 2 en ratas a las que se les administré clorfeniramina maleato
(Sigma) por via intraperitoneal una vez en el dia antes del experimento y una vez en el dia del experimento
(40 mg/kg cada uno) y se les administré adicionalmente [1,2-13C]ornitina (10 mg/kg) a través de la vena femoral 1
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hora y 30 minutos tras la uUltima administracion (grupo de administracién) y ratas a las que se les administré [1,2
13C]ornitina sola a través de la vena femoral (grupo control). Los resultados de la prueba en aliento de [1,2—13C]
fueron tal como sigue: en el grupo control (n=2), el A"®C aumenté rapidamente hasta el punto de tiempo de 5
minutos tras la administracion, luego aumentdé muy lentamente, y alcanzé el 73,1 £ 0,4%. 10 minutos tras la
administracion; en el grupo de administracion (n=2), el A™C aumento rapidamente hasta el punto de tiempo de 5
minutos tras la administracion, y alcanzé el 84,7 + 1,9%0 10 minutos tras la administracion; por tanto, el ABC
aumento en el grupo de administracion (figura 9). A partir de los resultados, pudo determinarse la presencia o
ausencia de administracion de clorfeniramina maleato en las condiciones de administracion de [1,2-13C]ornitina del
presente ejemplo. Por lo tanto, utilizando [1,2-13C]ornitina como reactivo de diagnéstico del efecto farmacolégico, es
posible evaluar el efecto farmacolégico de clorfeniramina maleato. Ademas, utilizando [1 ,2-1SC]ornitina como reactivo
de cribado, es posible proporcionar el procedimiento y el reactivo para cribar un agente farmacéutico dirigido al
receptor H1 que presenta un efecto méas fuerte y un efecto mucho mas fuerte, eficacia medicamentosa y/o un
profarmaco del mismo.

Aplicabilidad industrial

Es posible evaluar el efecto farmacolégico de un medicamento sobre su diana independientemente del tiempo real;
esto ha sido imposible de llevar a cabo por cualquier técnica de la técnica anterior.

También es posible evaluar el grado de inhibiciéon de una diana en un organismo completo y en tiempo real; esto ha
sido imposible de llevar a cabo por cualquier técnica de la técnica anterior. Utilizando los resultados de esta
evaluacion, es posible seleccionar una alta eficacia medicamentosa y/o poco efecto secundario entre agentes
farmacéuticos y/o profarmacos de los mismos.
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REIVINDICACIONES

1. Utilizacion de cualquiera de [1-13C]DOPA o) benzoil-arginil-[1-13C]alanina para evaluar el efecto farmacoldgico de
un medicamento que contiene un agente farmacéutico que comprende una enzima, un inhibidor enzimatico o un
ligando de receptor o un profarmaco del agente farmacéutico.

2. Utilizacion segun la reivindicacion 1, en la que:

(i) se utiliza [1-"*C]DOPA para evaluar los efectos farmacoldgicos de los inhibidores de la DOPA descarboxilasa;
o

(i) se utiliza benzoil-arginil-[1-'*CJalanina para evaluar los efectos farmacoldgicos de los inhibidores de
proteasas.

3. Procedimiento de cribado de agentes farmacéuticos que comprenden cada uno una enzima, un inhibidor
enzimatico o un ligando de receptor y/o profarmacos de los agentes farmacéuticos para uno o unos que presentan
una eficacia medicamentosa elevada y/o un efecto secundario escaso, comprendiendo el procedimiento las etapas
que consisten en:

seleccionar un agente farmacéutico o profarmaco que va a evaluarse de agentes farmacéuticos que comprenden
cada uno una enzima, un inhibidor enzimatico o un ligando de receptor y/o profarmacos de los agentes
farmacéuticos;

administrar a un sujeto no humano el agente farmacéutico o profarmaco que va evaluarse y un reactivo que
comprende cualquiera de las sustancias (a) a (f) siguientes:

(a) un compuesto que sirve como sustrato para la enzima que esta incluida en el agente farmacéutico que va
a evaluarse o para una enzima generada a partir del profarmaco que va a evaluarse, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo;

(b) un compuesto que sirve como sustrato para una enzima diferente que puede presentar una alteracion en
la actividad por el acoplamiento al efecto de la enzima que esté incluida en el agente farmacéutico que va a
evaluarse, o al efecto de una enzima generada a partir del profarmaco que va a evaluarse, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo;

(c) un compuesto que sirve como sustrato para una enzima que se inhibe directamente por el inhibidor
enzimatico que esta incluido en el agente farmacéutico que va a evaluarse o por un inhibidor enzimatico
generado a partir del profarmaco que va a evaluarse, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(d) un compuesto que sirve como sustrato para una enzima que puede presentar una alteracion en la
actividad por el acoplamiento al efecto del inhibidor enzimatico para la otra enzima, que esta incluido en el
agente farmacéutico que va a evaluarse, o al efecto de un inhibidor enzimatico generado a partir del
profarmaco que va a evaluarse, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

(e) un compuesto que sirve como sustrato para una enzima que puede presentar una alteracién en la
actividad mediante la union entre un receptor y el ligando de receptor que esta incluido en el agente
farmacéutico que va a evaluarse o un ligando de receptor generado a partir del profarmaco que va a
evaluarse, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo; o

(f) una forma marcada de cualquiera de las sustancias (a) a (e);

recoger una muestra biolégica del sujeto por lo menos una vez;

medir la cantidad de cualquiera de las sustancias (a) a (f) o su metabolito en la muestra bioldgica; y

evaluar el efecto farmacolégico del agente farmacéutico o profarmaco que va a evaluarse basandose en el valor
obtenido en la etapa de medicion.

4. Procedimiento segun la reivindicacion 3, en el que el reactivo comprende un forma marcada con 3C de cualquiera
de las sustancias (a) a () y se mide el nivel de 3C en el CO, exhalado en el sujeto.

5. Procedimiento segun la reivindicacion 3, en el que se utiliza [1-130] DOPA como reactivo para cribar un agente
farmaceéutico dirigido a la DOPA descarboxilasa que presenta un efecto de medicacién elevado y/o un profarmaco
del mismo.

6. Procedimiento segun la reivindicacion 3, en el que se utiliza la qucosiI-[U—13C]qucosa como reactivo para cribar
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un agente farmacéutico dirigido a la a-glucosidasa que presenta un efecto de medicacion elevado y/o un profarmaco
del mismo.

7. Procedimiento segun la reivindicacion 3, en el que se utiliza la benzoil-arginil-[1-13C]alanina como reactivo para
cribar un agente farmacéutico dirigido a la proteasa que presenta un efecto de medicacion elevado y/o un
profarmaco del mismo.

8. Procedimiento segun la reivindicacion 3, en el que se utiliza la [U-13C]y-ciclodextrina como reactivo para cribar un
agente farmacéutico dirigido a la amilasa que presenta un efecto de medicacién elevado y/o un profarmaco del
mismo.

9. Procedimiento segun la reivindicacién 3, en el que se utiliza la [1,2-13C]ornitina como reactivo para cribar un
agente farmacéutico dirigido al receptor H1 que presenta un efecto de medicacién elevado y/o un profarmaco del
mismo.

10. Reactivo para su utilizacién en el cribado de agentes farmacéuticos que comprenden cada uno una enzima, un
inhibidor enzimatico o un ligando de receptor y/o profarmacos de los agentes farmacéuticos para uno o unos que
presentan una eficacia medicamentosa elevada y/o un efecto secundario pequefio,

en el que el reactivo comprende [1-13C]DOPA para cribar un agente farmacéutico dirigido a la DOPA
descarboxilasa que presenta un efecto de medicacion elevado y/o un profarmaco del mismo.

11. Reactivo segun la reivindicacion 10, en el que se utiliza el reactivo en un procedimiento de cribado de agentes
farmacéuticos que comprenden cada uno una enzima, un inhibidor enzimatico o un ligando de receptor y/o
profarmacos de los agentes farmacéuticos para uno o unos que presentan una eficacia medicamentosa elevada y/o
poco efecto secundario y comprendiendo el procedimiento las etapas que consisten en:
seleccionar un agente farmacéutico o profarmaco que va a evaluarse a partir de agentes farmacéuticos que
comprenden cada uno una enzima, un inhibidor enzimatico o un ligando de receptor y/o profarmacos de los
agentes farmacéuticos;
administrar a un sujeto no humano el agente farmacéutico o profarmaco que va a evaluarse y el reactivo:
recoger una muestra bioldgica del sujeto por lo menos una vez;
medir la cantidad de [1-"*C]DOPA o un metabolito del mismo en la muestra biolégica; y

evaluar el efecto farmacolégico del medicamento basandose en el valor obtenido en la etapa de medicion.

12. Reactivo de diagndstico segun la reivindicacién 11, en el que se mide el nivel de 3C en el CO, exhalado en el
sujeto en la etapa de medicion.
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FIG. 1 (a)
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FIG. 1(b)
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FIG. 2 (a)
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FIG. 2 (b)
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FIG. 2 (c)
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FIG.

3 (a)
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FIG. 3 (b)
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FIG. 3 (¢)

CHROMATOPAC C-R4A CH=1INFORME No. =4 CHROMATO=1:@CHRM1.CO2 000201 11:58:26

ARCHIVO DE ANALISIS: 2:A2000

MUESTRA: Bz-Arg-( ' 3C-Ala)
TAMANO DE MUESTRA: 0,21 (1,45m%/ 145 £¢1-H,0)
COLUMNA: YMC Pack ODS A302 (4,6 mmI.D. X 150 mm)+G(3,2x15);#4159679B

ELUYENTE: 0,1% TFA
GRADIENTE: Acetonitrilo 1 % a 60 % [25min. ]

VELOCIDADDEFLUJO: 1,0 ml/min. , PRESION: 101-102 kg/cm2 TEMP.: Ambiente
DETECCION: CH.1 220 nm 0,64 a.u.f.s.
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FIG. 4 (a)
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FIG. 4 (b)
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FIG. 4 (c)
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FIG. 5
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Valor a los 20 min. en la prueba en aliento (%o)
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FIG. 6
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FIG. 7
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FIG. 8
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FIG. 9
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