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DESCRIPCION
Método para generacién y uso de patrones isotdpicos en datos espectrales de masa de organismos simples
Campo técnico

La presente solicitud se refiere a la creacién y uso de patrones isotépicos en andlisis espectrales de masa.
Estos patrones pueden introducirse por medio de métodos biolégicos o no biolégicos, o combinaciones de ambos.
Mas especificamente, los patrones isotépicos pueden usase en sistemas bioldgicos para determinar la respuesta
bioquimica de un organismo vivo a un estresante fisico, fisiolégico, quimico o externamente inducido.

La patente de Estados Unidos 6.849.396 desvela un método para conducir un analisis metabdlico que
comprende determinar valores de flujo metabdlico para una pluralidad de analitos dianas controlando la relativa
abundancia de is6topos de un is6topo estable en un sustrato etiquetado con el is6topo estable y/o uno o mas
metabolitos dianas formados por medio de metabolismo del sustrato etiquetado.

La patente de Estados Unidos 7.045.296 desvela un proceso para analizar muestras de proteinas usando
electroforesis de gel y espectrometria de masas.

La publicacién de solicitud de patente de Estados Unidos 2007/0123791 Al desvela un método para
distinguir si un animal esta experimentando una infeccién bacteriana o una infeccién viral que comprende el control
de la respiracion tomada del animal y la medicidn de la cantidad relativa de un primer is6topo estable de respiracion
con un segundo isGtopo estable de respiracion en el mismo conforme avanza el tiempo.

La patente de Estados Unidos 5.912.178 desvela un método para determinar la presencia de un estado
catabdlico en un organismo o una coleccion de organismos que comprende la medicion de cambios en proporciones
isotopicas en materiales bioldgicos obtenidos de los mismos.

Técnica anterior

El uso de is6topos estables para la determinacion de informacién bioldgica tiene una larga e ilustre historia
[véase, Hellerstein, Metabolic Engineering 6:85-100 (2004)]. El uso mas antiguo y frecuente esta en los estudios que
exploran el metabolismo donde se incorpora un isétopo estable en una molécula especifica en una localizacion
especifica. Esta molécula isotépicamente etiquetada, o “precursora”, se introduce en un organismo in vivo, sistema
celular in vitro o sistema libre de células in vitro durante un periodo de tiempo corto o largo, después del cual se
determina el destino del is6topo, bien mediante el uso de NMR, espectrometria de masas (EM), degradacion quimica
u otra técnica de deteccion.

A diferencia del uso de isétopos radioactivos, el uso de isétopos estables se considera generalmente
seguro y libre de regulacion. Aunque en general un estudio usa tipicamente un Unico is6topo incorporado a una
localizacién especifica con el fin de conseguir una precision en la compresion del destino metabdlico de una
molécula, otra realizacion del uso de is6topos estables utiliza moléculas completamente etiquetadas (>99% de un
atomo se sustituye por un equivalente isotdpico), o universalmente etiquetadas (el iso6topo se distribuye
universalmente en la molécula diana en niveles inferiores al de saturacién). Hay muchos estudios conocidos en los
que se incorpora mas de un isétopo en una molécula diana, y todos los fragmentos isotdpicos se examinan para sus
destinos diferenciales. En todos los casos, estos métodos son andlisis dirigidos, esto es, buscan la incorporacion de
un atomo especifico etiquetado en otra molécula especifica.

Otro uso mas de compuestos estables isotopicamente etiquetados es un estadndar interno para sus
equivalentes no etiquetados. En tal experimento una molécula isotdpicamente enriquecida se afiade a una muestra o
extracto en una concentracion requerida antes de un andlisis, y la medicion final determina la concentracion exacta
del material no etiquetado mediante comparacion. En este tipo de estudio, no es infrecuente para un investigador
afadir mas de un estandar isotopicamente distinto si se va a cuantificar mas de una molécula. De hecho, hay formas
extremas donde se prepara una mezcla extremadamente compleja cultivando un organismo complejo sobre una
materia prima isotopicamente definida de tal manera que el organismo completo esté fuertemente, si no
completamente, compuesto por moléculas que consisten solamente en un is6topo [Wu et al.,, Anal. Biochem
336:164-171 (2005)]. En esta situacion, se introduce el mismo estandar en todas las muestras, pero el estandar no
transporta ninguna informacion diferente a la de los fines de la cuantificacion relativa, esto es, el estandar no tiene
relacién con el experimento que se esta tratando. Histéricamente, tales estandares se construyen cuidadosamente
para diferenciarse de otro cualquier analito mediante una diferencia de masa especifica.

Breve resumen de lainvencion
En un aspecto, la presente invencion contempla un método para identificar un analito de una muestra

biologica al que un estresante afecta. El método comprende las etapas de proporcionar una muestra de organismo
biolégico compuesto que estda compuesto por dos muestras mezcladas de organismos bioldgicos que son una
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muestra de control y una muestra experimental. La muestra de control se habia cultivado en un primer medio
nutriente que contenia cantidades predeterminadas de primeros y segundos is6topos de un primer atomo en un
nutriente, mientras que la muestra experimental se cultivé en un segundo medio nutriente idéntico al primer medio
nutriente excepto en que contiene diferentes cantidades predeterminadas de los primeros y segundos is6topos de
ese primer atomo en el nutriente en comparacion con dicho primer medio nutriente. Los primeros y segundos
isétopos son diferentes a hidrégeno (lH) o deuterio (D).

La muestra experimental se cultiva con un régimen estresante que contiene un agente estresante durante
un periodo de tiempo suficiente para que la muestra crezca y la muestra de control se cultiva durante el mismo
periodo de tiempo con un régimen idéntico excepto que carece de agente estresante. El agente estresante puede
ser un medio quimico, genético o cualquier elemento o combinacion de elementos que indicen alteracion fisiologica.
La muestra de organismo biolégico compuesto se analiza mediante espectroscopia de masas para picos de analito.
Se determina la proporcién de primer is6topo estable con segundo is6topo estable para cada pico de analito
analizado. Se determina la proporcion isotopica estable media de la muestra de organismo biolégico compuesto. La
proporcion del primer isétopo estable con el segundo isétopo estable para cada pico de analito analizado se
compara con la proporcion isotdpica estable media de la muestra biolégica compuesta, y un analito cuya proporcién
isotopica estable estadisticamente y de manera significativa se desvia de la proporcién isotdpica estable media de la
muestra bioldégica compuesta es un analito afectado por el agente estresante.

Otro aspecto de esta invencion contempla otro método para identificar un analito de una muestra biolégica
al que un estresante afecta. EI método comprende las etapas de proporcionar dos muestras bioldgicas, una primera
muestra que es una muestra de control y la segunda muestra que es una muestra experimental. La muestra de
control se condiciona con una primera composicion que contiene cantidades predeterminadas de primeros y
segundos is6topos estables de un primer atomo en un nutriente, y la muestra experimental esta condicionadas en
una segunda composicion que es idéntica excepto en que contiene diferentes cantidades predeterminadas de esos
prilmeros y segundos isétopos de ese primer atomo en el nutriente. Los primeros y segundos isétopos son diferentes
a "H o D. La palabra “condicionado” aqui se usa para significar cultivado durante unos pocos ciclos en ausencia de
compuesto estresante.

La muestra experimental se cultiva en el segundo medio nutriente con un régimen estresante que contiene
un agente estresante. Ese régimen estresante se mantiene durante un periodo de tiempo suficiente para que la
muestra experimental crezca. La muestra de control se cultiva en el primer medio nutriente con un régimen idéntico
al régimen estresante usado para la muestra experimental excepto en que carece de agente estresante. El régimen
se mantiene durante un periodo de tiempo suficiente para que la muestra de control crezca.

Las dos muestras se mezclan, preferentemente en cantidades idénticas, para formar una muestra bioldgica
compuesta. La muestra bioldégica compuesta asi formada se analiza espectroscépicamante para picos de analito. La
proporcion del primer isétopo con el segundo is6topo se determina para los picos de analito analizados. Se
determina una proporcion isotépica media para la muestra biolégica compuesta. La proporcion de primer isétopo y
segundo is6topo para cada pico de analito analizado se compara con la proporcion isotdpica media de la muestra
biolégica compuesta. Una analito cuya proporcion isotdpica estadisticamente y de manera significativa se desvia de
la proporcion isotépica estable media de la muestra de la muestra bioldgica compuesta es un analito afectado por el
agente estresante.

Breve descripcion de los dibujos
En los dibujos que forman una partes de esta divulgacion,

la Fig. 1 es una ilustracion esquematica de la metodologia aqui utilizada. De este modo, se introducen
muestras de célula combinada en medios isotépicamente definidos con lo cual se permite que crezcan antes de
someterlas al tratamiento estresante experimental. Después de la separacion de las células de su medio, se crea
una muestra compuesta mezclando una muestra de control y una muestra experimental. Las muestras compuestas
se procesan, se someten a cromatografia y se analizan mediante espectroscopia de masas como muestras
sencillas. La corriente ionica total derivada de la muestra compuesta se analiza para picos que representan
compuestos variantes isotdpicos. Cada compuesto se representa por dos picos o formas isotdpicas; cada una de las
condiciones de control y experimental respectivamente. Se determina la proporcién de los dos picos asociados con
cada compuesto y tipicamente se representa en un grafico. Los valores atipicos para la proporcion media son
compuestos cuya bioquimica se interrumpe como parte de la tension.

La Fig. 2 es un esquema que ilustra la metodologia de la invencién en la que no son los contenidos
celulares lo que se analiza sino mas bien el medio en el que las células se han cultivado.

La Fig. 3 ilustra un espectro de masa hipotético obtenido al analizar glucosa C-12 de abundancia natural
(98,9% C12) con una cantidad equivalente de glucosa C-13 (98,9% C-13).
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La Fig. 4 ilustra un espectro de masas hipotético obtenido al mezclar glucosa C-12 natural (99,99%)
sustancialmente pura con una cantidad equivalente de glucosa C-13 (99,99%) sustancialmente pura. Esta situacién
se ha considerado 6ptima en otras ensefianzas tales como WO 05059566.

La Fig. 5 ilustra un espectro de masas hipotético para glucosa que muestra los efectos de alterar la
distribucion isotépica en iones hijos usando C-12 no natural en abundancia (95% C-12 y 5% C-13) y C-13 con
enriquecimiento alterado (95% C-13 y 5% C-12).

La presente invencién tiene varios beneficios y ventajas.

Un beneficio es que mediante el uso de proporciones isotopicas especificamente designadas se puede
identificar la fuente de picos de analito vistos en el espectro, con independencia de la complejidad espectral.
Especificamente, una sefial espectral puede (a) originarse del cultivo control o b) cultivo experimental o c) ser un
artefacto adquirido durante la preparacion de la muestra u d) originase del farmaco externamente aplicado o inductor
de respuesta o estandar. Cda una de estas clases de compuestos tiene caracteristicas Unicas.

Una ventaja de la invencion es que la variacion experimental que se introduce experimentalmente, esto es,
“ruido”, se anula y/o se minimiza en gran medida estadisticamente.

Otro beneficio de la invencion es que en la interfaz espectral de cromatografia de masas liquida, hay una
pérdida de sefal debido a la “supresion ionica”. La supresion iénica ocurre siempre que hay mas compuesto que
disponibilidad de carga. En esta situacion, algunos compuestos se cargan a expensas de otros compuestos. La
variabilidad de eficiencia de ionizacion es tal que algunas moléculas no pueden cuantificarse con precision. El
método presente casi elimina por completo el problema de supresién idnica porque la habilidad de un compuesto
para ionizar es una funcién de su estructura y no se altera significativamente por su distribucion isotdpica.

Mas beneficios y ventajas de la invencién serdn aparentes para el trabajador experto a partir de la
divulgacion que sigue.

Descripcion detallada de la invencién

En un aspecto de la invencion, se usa la capacidad metabdlica de un sistema vivo para explorar el impacto
de un estresante sobre ese sistema comparando su respuesta bioquimica con la de un control no tratado,
directamente y en una Unica muestra. El método usa un disefio experimental especifico e incorporaciones isotopicas
universalmente distribuidas para establecer repuestas de referencia para cada sistema en un sistema normal (o
“control”) y uno o mas experimentales (tratados, o de otra manera “estresados”).

Como aqui se usa, un “estresante” puede ser cualquier cosa que cause o pueda causar un cambio en un
organismo vivo. Estresantes ejemplares incluyen un firmaco, hormona, temperatura de radiacion ionizante o no
ionizante y similares. La palabra “farmaco” pretende incluir una sustancia quimica suministrada externamente
(exdgenamente) que tras su absorcion en una célula, altera la funcion de la célula de alguna manera. Como tal, un
compuesto tal como una vitamina, mineral, toxina, antagonista o agonista suministrado exdégenamente puede
considerarse un “farmaco”. Los minerales dietéticos son los elementos quimicos requeridos por organismos vivos,
ademas de los cuatro elementos carbono, hidrogeno, nitrégeno y oxigenoque estan presentes en moléculas
organicas comunes. Los minerales dietéticos a menudos se clasifican como “macrominerales” o “microminerales” (o
“minerales de rastro”) y son normalmente requeridos en mayores o menores cantidades por un organismo.

Las hormonas se definen como materiales suministrados internamente (endégenamente) que alteran la
funcion de una célula de alguna manea. Una hormona que se suministra a una célula de una fuente externa a la
célula aqui sigue considerandose una hormona.

De este modo, los organismos de muestra de control se cultivan en un primer medio nutriente que contiene
cantidades predeterminadas de primeros y segundos is6topos estables de un primer a&tomo en un nutriente. Los
organismos de muestra experimental se cultivan en un segundo medio nutriente idéntico al primer medio nutriente
excepto en que contiene cantidades predeterminadas diferentes, en comparacion con dicho primer medio nutriente,
de los primeros y segundos isétopos estables de ese primer &tomo en el nutriente.

llustrativamente para un sistema que usa isétopos estables de carbono [carbono-12 (12C) y carbono-13
(13C)], las proporciones isotépicas en este ejemplo incluyen especificamente una dilucién de cinco a diez por ciento
de un isétopo de carbono en otro, esto es, una muestra se cultiva en una fuente de carbono (nutriente en un medio)
que puede ser 95% carbono-12 (*2C) y 5% carbono-13 (**C), a partir de ahora llamado “medio C-12”, y en tal
situacion la otra muestra se cultiva en un medio reflejado que contiene un nutriente que contiene 95% carbono-13 y
5% carbono-12 en un medio, a partir de ahora llamado “medio C-13". En cada uno de estos casos el sistema
biolégico absorbe el nutriente en el medio y crece de tal manera que se transforma por si mismo para que todas sus
partes sean distintivamente identificables de su origen. A veces puede obtenerse mas informacién al incorporar un
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segundo conjunto de dos is6topos de un segundo atomo presente en dos proporciones isotépicas predeterminadas
diferentes en las composiciones de nutriente.

Como aqui se usa, las cantidades predeterminadas del primer y segundo isétopo estable estan preferente
presentes en “proporciones invertidas” de cada uno de tal manera que aquellas analizadas inmediatamente
anteriormente en las que el nimero del numerador de la primera proporciéon es el nimero del denominador de la
segunda proporcion, y el nimero del denominador de la primera proporcion es el nimero del numerador de la
segunda proporcion. Tomando las anteriores proporciones de 95% y 5%, una primera proporcion seria 95/5 2c/8¢
en el medio C-12, mientras que la segunda proporcién invertida seria 5/95 *>C/**C en el medio C-13. Se entiende
que un conjunto contemplado preferente de proporciones no necesita ser 95/5 y 5/95 y que esos nimeros solamente
se usan por conveniencia. Es preferente que ninguna proporcion isotopica sea la proporciéon que ocurre de manera
natural.

La varianza experimental o “ruido” es un hecho de cualquier disefio experimental. Debido a que la varianza
experimental o ruido es tan prevalente, a menudo es necesario realizar experimentos con un gran nimero de
réplicas con el fin de asegurar que la sefial verdadera pueda discriminarse del ruido artefactual (o estadistico). En la
bibliografia actual de “Disefio de Experimentos” el tamafio de poblacién de muestra necesario para conseguir una
potencia dada se calcula especificamente a partir de la cantidad de varianza esperada en el conjunto de muestra.
Por lo tanto, cualquier reduccion en la varianza de la muestra (o “ruido”) reduce el nimero de muestras necesarias
para determinar un efecto dado. Las fuentes de varianza son el resultado de 1) diferencias incontrolables en la
muestra (por ejemplo: abastecimiento, crecimiento, desarrollo, manipulacion, procesamiento, etc.), 2) diferencias no
controladas en el proceso analitico (por ejemplo: materiales, manipulacién, procesamiento, ritmo, etc.), o 3) errores
introducidos durante los analisis informaticos (por ejemplo: errores de aleatoriedad, errores de algoritmo, errores de
hardware, etc.). Esta invencion reduce estas fuentes de varianza al:

1) eliminar la varianza pre-experimental o “con base de fuente” al establecer todas la muestra desde una Unica
fuente, y manteniendo esta fuente constante durante la duracion del experimento;

2) eliminar la varianza post-experimental (analitica o con base informética) al combinar el contenido del material de
las muestras experimentales y de control en una Unica muestra compuesta. Por lo tanto, no puede haber més
variaciones introducidas por la manipulaciéon de la muestra porque lo que sucede a la muestra de control también
sucede a la muestra experimental.

Con el fin de combinar las muestras, las muestras pueden etiquetarse uniformemente y universalmente con
los is6topos apropiados. Puede usarse un elemento en el que hay dos isotopos estables que no se distinguen
significativamente por enzimas o sistemas vivos. El carbono (especificamente, C y *3C) aqui se usa para fines
ilustrativos debido a su aplicabilidad universal; sin embargo, e;emplos adicionales incluyen los is6topos de nitrogeno
(**N y *N), oxigeno (*°0, Y0 o *®0), sulfuro (s, **s, *'s 0 * ), cloro (®*cly *cI), magnesio (**Mg, **Mg y *Mg),
silicio (*’Si, %®Si y 2°Si), calcio (“°Ca, “’CA, ®*Cay **Ca) y bromo (”Bry ®'Br).

El uso de isétopos que muestra minimo efecto de isétopo biolégico tiene importancia. Por ejemplo, el uso
de los is6topos de hidrégeno (D) o tritio (T), que es radiactivo y por lo tanto no favorable, no seria adecuado porque
con frecuencia causan un efecto observable en el metabolismo debido a que el efecto que el is6topo de deuterio
tiene una masa que es dos veces la del hidrogeno, y por lo tanto, se conoce por causar una reduccion en la cinética
de algunos mecanismos enzimaticos pero no en otros. El analisis que sigue considera el carbono como un elemento
ilustrativo para su incorporacién y uso en un ensayo. Sin embargo, hay ejemplos donde otras combinaciones de
elementos pueden proporcionar percepciones menos amplias aunque especificas.

Los compuestos de origen biolégico son Unicos en que estan todos interrelacionados a través de procesos
bioldgicos. Un método contemplado extiende esta verdad creando dos poblaciones de potencial bioldgico casi
idéntico pero requiriendo que cada una se base en diferente material fuente isotdpico. De este modo, cada muestra
bioldgica tiene un complemento bioquimico completo que esta formado por diferentes distribuciones isotépicas. En el
caso mas simple, se crean dos clases de muestras, por ejemplo, experimental y control. Una de esta clases, por el
bien de este analisis el “control”, se deriva de medio en el que la distribucién isotépica fuer principalmente carbono
doce y la otra (la “experimental”) se base en medio que fue principalmente carbono trece.

Cuando estas dos muestras se mezclan, entremezclan o se combinan de otra manera, la muestra
com;z)uesta contiene moléculas del “control” (que estan formadas por una sustancial mayoria, esto es, de 90% a 95%
de ! C) y de “experimental” (que estan formadas por una sustancial mayoria, esto es, de 90% a 95% de 13C).
Usando la distribucién de masa para todos los compuestos identificados de tal muestra compuesta se pueden
determinar las contribuciones relativas para cada compuesto de cada muestra original.

El desvio significativo de la proporcion 90% a 95% mostrada por este método reduce el potencial para la
interpretacion. Se consideran tres casos para proporciones isotopicas; 1) la abundancia natural de ’C es
aproximadamente 98,9%, mientras que la abundancia natural de BCes aproximadamente 1,1%, 2) casi puro (esto
es, alcanzar el 100%) de cada una, o 3) mezclas controladas de proporcion isotépica. En el caso 1, abundancia
natural, cda compuesto serd una coleccién o mezcla de isotopémeros que varian en masas debido a la presencia de
impureza 3¢ en el fondo de **C (véase Fig. 3). De este modo, la distribucién de estos isotopémeros como se ve en
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el espectrometro de masas incluira un ndmero de picos derivados de iones (también llamados “hija”) que se
desplazan a la masa mayor del pico (también llamado “madre”) del ién mayoria.

Desafortunadamente, en una mayoria de bioquimicos o metabolitos estos picos secundarios son bastante
pequefios y a menudo se pierden ya que no se pueden dlstlngmr del ruido. Si se queria crear una “abundancia anti-
natural” similar para 13C, esto es, 98%9% °C y 1,1% 12C, entonces la muestra tendria el pico mayoria como la
mayor masa y mostraria un nimero de picos que se desplazan desde ella a masas inferiores, pero de nuevo en la
mayoria de los casos estos picos adicionales no se podrian distinguir del ruido, (no mostrado pero similar a la Fig. 4),
si son detectables en lo mas minimo.

En el caso de material inicial isotdpico casi puro (véase Fig. 4) el pico mayoria se vuelve in incluso mas
dominante y los otros picos son incluso menos probables de verse. En ambos de los casos precedentes, en una
mayoria de veces no se puede contar con ver nada excepto el pico mayoria para cada compuesto. De este modo, en
ambos de estos casos de una muestra compuesta, como se ha definido anteriormente, habria dos picos de glucosa,
en 180 y 186 uma, en un espectro de masa de la muestra. En base al hecho de que éste es un compuesto conocido
y previamente identificado, estos podrian distinguirse, y si la respuesta “experimental” provocase que el pico de
glucosa C-13 cayera por debajo de limites detectables, entonces esto podria determinarse. Sin embargo, si el
compuesto no fuera glucosa, sino mas bien un compuesto desconocido y si solamente hubiera un pico seria
imposible determinara si el pico identificado se origind del lado de “control” o del “experimental’”.

Esta invencion mejora esta situacion al usar especificamente material que se concibe para asegurar que los
picos de minoria estén presentes en suficiente cantidad para que generalmente puedan verse (véase Fig. 5). En este
caso, la fuente de cada compuesto puede identificarse porque, en reIaC|on con el pico de mayoria, el pico de minoria
serd mayor en masa (y por lo tanto derivado de celula con base *°C), o el pico de minoria tendra una masa mas
pequena (y por lo tanto derlvado de células con base '*C). De este modo, es 6ptimo aumentar el porcentaje de la

“impureza”, esto es, ?C en *C o viceversa, en cantidades cuidadosamente controladas significativamente por
encima de su abundancia natural (véase Tablas 1A y 1B, abajo).

Tabla 1A

C-12 Masa molecular

Clz2 - +-1% Cli2 + 2% Cl2 + 3% Cl2 + 4% Ci2 + 5% Cl2 + 10%

1 1 1 1 1 1 180
6.43% 12.61% 18.92% 25.37% 31.95% 67.03% 181
1.41% 1.90% 2.74% 3.93% 5.50% 20,00% 182
0.08% 0.17% 0.30% 0.47% 0.70% 3.64% 183
0.01% 0.01% 0.03% 0.04% 0.07% 0.48% 184
0.00% 0.00% 0.00% Cc.00% 0.01% 0.05% 185
0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 186
0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 187
0.00% 0.00% 0.00% C.00% 0.00% 0.00% 138
0.00% 0.00% 0.00% C.00% 0.00% 0.00% 189
0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 190
0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 191

Cc-12
con un compuesto molecular de masa 180 (CegH1206) que Se ha diluido con varios porcentajes de C13. De este
modo, una molécula de masa 180 con base C12 con 95% C-12 y 5% C-13 tendra un M+1 (a 181 uma) que es
31,95% de la altura del pico madre en 180 uma. Ademas tendrd un M+2 que es 5,5% del pico madre. Los valores
restantes ilustran diluciones menores o menores de C-12 con C-13.

Tabla 1B

C-13
Masa molecular

Cl3 + 1% Cl13 + 2% C1l3 + 3% C13 + 4% C13 + 5% C13 + 10%

0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 180
0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.01% 181
0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.01% 0.23% 182
G.00% 0.02% 0.06% 0.14% 0.29% 2.73% 183
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0.15% 0.62% 1.43% 2.60% 4.15% 18.44% 184
6.06% 12.24% 18.55% 24.98% 31.55% 66.45% 185
100.00% 100.00% 100.00% 100.00% 100.00% 100.00% 186
0.44% 0.52% ¢.60% 0.67% 0.76% 1.18% 187
1.23% 1.23% 1.23% 1.23% 1.23% 1.23% 188
0.00% 0.00% 0.01% 0.01% 0.01% 0.01% 189
0.01% 0.01% 0.01% 0.01% 0.01% 0.01% 190
0.00% 6.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 191

Al contrario que en la Tabla 1A, la Tabla 1B muestra el perfil de masa, esto es, la distribucion isotopica,
para un compuesto de base C-13 con un compuesto molecular de masa 186 (CsH1206) que se ha diluido con varios
porcentajes de C12. De este modo, una molécula de masa 186 con base C13 con 95% C-13 y 5% C-12 tendra un M-
1 (a 185 uma) que es 31,55% de la altura del pico madre en 180 uma. Ademas tendra un M-2 que es 4,15% del pico
madre. Sefialar que esta molécula tendra picos M+1, etc., muy pequefios debido a la contribucion isotépica de otras
especies atomicas, esto es, oxigeno, hidrégeno, nitrégeno, etc.

Por lo tanto, los compuestos que se aportan al compuesto de la muestra B3¢ pueden distinguirse porque
tendrén hijas que estan en M-1 (siguiendo la madre), mientras que aquellos picos de las muestras 2C" tendran sus
hijas en M+1 (conduciendo a la madre). Usando esta normal puede facilmente distinguirse la fuente de cualquier
pico ya sea para el control o experimental.

La adicion de 10% de impureza (**C en *C o viceversa) da como resultado un pico hija que es
aproximadamente 66% del tamafio de la madre (véase Tablas 1A y 1B). El incremento 6ptimo sobre la abundancia
natural es una funcion del estudio en cuestion y el tamafio medio de la molécula al que el estudio se dirige a ver,
pero el beneficio del aumento de las proporciones isotépicas en ambos medios 1°c y Ces siempre un beneficio.

Los componentes de la muestra compuesta tipicamente se separan por si mismos antes de la introduccion
en el espectrometro de masas. Esa separacion puede realizarse usando cromatografia de gases, cromatografia
liquida de alta eficacia (CLAE), cromatografia de exclusién por tamafios, electroforesis y similares. También pueden
combinarse varias técnicas de separacion.

El equipo ilustrativo que puede usarse para realizar un método contemplado incluye lo siguiente:
Espectrometros de masa:

Agilent 6520 Accurate-Mass Q-TOF LC/MS, Agilent 5975 Serie MSD, Thermo-Fisher LTQ, Thermo-Fisher
ORBITRAP®, Waters MICROMASS® GCT Premier™, y Waters LCT Premier™.

Los sistemas de separacion pueden ser parte del MS (como en GC) o separados, e ilustrativamente
incluyen: Waters ACQUITY UPLC®, Agilent Rapid Resolucién y sistemas Thermo Surveyor Plus.

Las dos otras clases principales de compuestos encontrados en cualquier muestra, especificamente
artefactos, y compuestos introducidos, pueden ahora examinase. En el caso de artefactos, el material muestra
necesariamente una distribucion isotépica de abundancia natural. Si las muestras biolégicas derivadas de fuentes
bioldgicas se desarrollaran en medio que contiene distribuciones de is6topos no naturales, la habilidad para
discriminar artefactos seria bastante facil en base al tamafio de los picos hijas. Por otro lado, para compuestos que
se introducen exdgenamente como una variable experimental, como farmacos, medicinas, toxinas o similares, es
probable que participen hasta cierto punto en los procesos bioldgicos. Por lo tanto, si se sintetizan usando B3¢
altamente enriquecido, no tendran las hijas significativas de los componentes bioldgicos normales y de este modo
pueden distinguirse. Incluso después de que estos compuestos exdgenos hayan sufrido una significativa
transformacion biolégica, sus iones hijas tendran proporciones inferiores a las normales lo que les permite
identificase como derivados de los compuestos exdgenamente aplicados.

Las observaciones anteriores permiten clasificar patrones distintivos que son importantes en la
interpretacion de los espectros compuestos resultantes. Debido a que se pueden discriminar de qué parte del
estudio, esto es, 12C o 13C, artefacto o derivado de un compuesto exdbgenamente aplicado, procede cada pico en el
compuesto, se pueden interpretar los resultados analiticos de la muestra compuesta hasta un alcance incluso mayor.
Estas expectativas se reducen facilmente para el software apropiado, y de este modo este proceso puede
automatizarse por completo.

La supresion de iones es un fendmeno que ocurre durante los procesos de ionizacidon espectroscépica
cuando la eficiencia de ionizacion se somete a variabilidad debido a las caracteristicas de los compuestos que estan
presentes. De este modo, en su forma mas comun, el nUmero de moléculas que podria ionizarse esta en exceso de



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2453109 T3

la cantidad de carga disponible. En esta situacion, las moléculas que se ionizan con mas eficiencia son aquellas que
pueden adquirir la carga de manera mas fuerte, y el resto de moléculas se ionizan con mucha menos eficiencia.

La variabilidad aqui introducida hace que la cuantificacion de estas moléculas sea muy pobre. EI método
presente elude esta cuestion por completo. Debido a que cada compuesto se encuentra en las composiciones de
control y experimental, con cada una estan representada por dos equivalentes isotopoméricos, y para cada
compuesto ambos compuestos son internos para la misma muestra y tienen casi idénticas propiedades quimicas,
entonces ambos se someteran a exactamente la mismas ineficiencias de supresion iénica.

Bajo este escenario la proporcion de uno con el otro es un reflejo verdadero de sus concentraciones
relativas en la muestra original con independencia de nada excepto el 100% de supresion ionica, que raramente
ocurre. En la gran mayoria de casos se ha recuperado informacién muy valiosa que de otra manera podria haberse
perdido o de sospechosa cuantificacion.

Ejemplo ilustrativo
Se ilustra una descripcion general del método mediante un estudio en el que:

1. Una Unica coleccion homogénea de organismos vivos (puede ser un cultivo celular de células animales,
bacterianas, fingicas o de planta, y pueden crecer activamente o en un estado suspendido, pero que puedan volver
a vivir, o incluso organismos completos),

2. se somete a uno 0 mas ciclo(s) de lavado/enjuague usando un tampén biolégicamente neutro,

3. se vuelve a suspender en el mismo tampén y se divide en porciones de tal manera que se crea un nimero de
muestras que tengan igual o aproximadamente el mismo namero de céulas u organismos.

4. El tampdn se retira (mediante centrifugacion, filtracion u otros medios).

5. Se preparan dos medios idénticos, en uno (aqui llamado “medio C12”) todas la fuentes de carbono (azlcares,
lipidos, aminoacidos, proteinas, etc.) contienen solamente **C isotépicamente enriquecido (esto es, mejorado por la
adicion de *C), y en el otro (aqui llamado “medio C13"), todas las fuentes de carbono tienen **C isotépicamente
enriquecido mejorado con un porcentaje comparable de 2c.

6. Lavar (como en la etapa 2) una mitad de las muestras una o més veces con el medio C12 y la otra mitad de las
muestras deberia tratarse igualmente con el medio C13.

7. Después del lavado final, dispensar las células a un recipiente adecuado para crecimiento y en el que el Unico
medio disponible es el medio C12 o C13 en el que las células se lavaron por Ultima vez.

8. Al realizar las etapas anteriores, se deberia acabar con dos conjuntos de cultivos idénticos, teniendo cada una
aproximadamente el mismo nimero de células estadisticamente similares, pero la mitad de ellas usan el medio C12
para crecimiento (aqui referidas como “muestras C12”) y el resto usa el medio C13 para crecimiento (aqui referidas
como “muestras C13”). Para fines ilustrativos, se considera que las muestras C12 reciben el control y se considera
que las muestras C13 reciben el estresante, aunque en la préactica esto puede invertirse. Lo que es importante es
que las muestras pueden manipulase para que cada muestra C13 ahi tenga una muestra C12 equivalente.

9. Se permite que ambos conjuntos crezcan durante un nimero de ciclos de division celular antes de proceder. (Este
crecimiento diluird cualquier de los is6topos originales que las céulas originales pueden haberse transportado
inadvertidamente en el inicio de este estudio).

10. Después de un apropiado periodo de crecimiento, uno de los sistemas de la prueba (aqui arbitrariamente, C13)
deberia recibir tratamiento con el estresante (farmaco, toxina, fisico, fisioldgico u otro), mientras el otro (C12) obtiene
un tratamiento idéntico con placebo o control.

11. Después de un periodo apropiado para que el estresante actle, las células/organismos se cosechan y las
muestras se emparejan. Las muestras emparejadas de C13 (tratadas con estresante) y de C12 (tratadas con control
o placebo) se combinan durante el proceso de cosecha para crear una Unica muestra compuesta.

12. Puede realizarse un analisis detallad (metabolémico, protedmico, transcriptomico o andlisis para cualquier otra
clase de compuestos con base de carbono) en las muestras compuestas:

a) se determinan las proporciones relativas C12/C13 de los analitos (de identidad conocida o desconocida),

b) se determina la varianza estadistica de las proporciones,

¢) un compuesto analito que tiene una proporcion que es una desviacion significativa de la proporcidon media indica
un punto en el que se alterd la bioquimica. Por ejemplo, si la proporcion media para todos los analitos es 1
(proporcién 1:1 C12/C13), pero algunos analitos tienen proporciones de 10 (10:1) 0 9,1 (1:10), entonces los analitos
que tienen valores atipicos a la poblacién general son aquellos a los que el estresante afecta de manera mas fuerte.

El método anterior sustituye facilmente los métodos actuales en los que se usan muestras individuales que
representan diferentes poblaciones, pero no se definen isotépicamente. Los beneficios de este método incluyen:

1. La habilidad para preparar y etiquetar muestras compuestas. La muestra compuesta se deriva estadisticamente
de una Unica masa celular homogénea, cultivada, tratada y cosechada bajo condiciones casi idénticas, y preparada y
analizada bajo condiciones idénticas. Experimentalmente, la principal fuente de varianza bioldgica es el tratamiento
con el estresante.

2. Las anormalidades se ven al mirar los valores atipicos, esto es, desviaciones en las proporciones de 2C con las
proporciones 3¢ para cada analito/compuesto deseado en la muestra.
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3. El proceso no requiere que se conozca la identidad de un analito/compuesto para entender que se ha efectuado
su medio bioquimico.

4. Se requiere un nimero menor de muestra para analizar con el fin de determinar cualquier resultado porque el
ruido artefactual inherente en el equipo se reduce.

5. Aunque el método puede aplicarse a situaciones donde las células se dividen activamente, también puede
aplicarse a cualquier situacion en la que las células son metabdlicamente activas.

6. Los artefactos pueden identificarse como compuestos de analito que no se ven como emparejados ni en las
muestras de control ni en las experimentales, y demuestran una distribucion isotdpica “normal”.

7. En este método, los compuestos exdgenos y sus derivados bioquimicos pueden identificarse y seguirse cuando
se les da una distribucion isotépica que es diferente de las distribuciones isotépicas de los medios.

Un método contemplado se basa en establecer un conjunto de relaciones en una Unica muestra que se
analizara. Debido a la forma predecible que estas relaciones toman, el método completo puede reducirse a un
conjunto de algoritmos que pueden codificarse en software. Este software realiza estas funciones de una manera
automatica, y produce un conjunto de datos que detalla 1) compuestos de analito encontrados en la muestra, 2) las
proporciones e8¢ para aquellos compuestos de analito, 3) la relevancia del compuesto para el perfil de
respuesta, 4) artefactos no bioldgicos y 5) derivados de compuestos exdgenamente suministrados.

En lo mas bésico los métodos descritos imponen patrones en el conjunto final de datos que pueden usarse
en la interpretacion del conjunto de datos para conseguir un mayor grado de precision y exactitud que pueden
conseguiré mediante cualquier otro método. Sin embargo, una cosa es crear estos patrones y otra usarlos.

El software que es necesario para su uso debe ser consciente de la naturaleza de los patrones creados y
después buscarlos en el conjunto final de datos. En una aplicacion asi, se proporciona una muestra compuesta y se
somete a una fase de separacion, tal como GC, HPLC u otra separacion cromatografica. El efluente de la separacion
se analiza después mediante cromatografia de masas. Los patrones se clavan en el conjunto de datos del
espectrometro de masas puro como una serie de escaneos con cada escaneo representando un segmento de
tiempo secuencial.

El algoritmo usado para buscar los patrones puede tomar muchas formas; sin embargo, en un caso
1) todos los iones vistos por el espectrometro de masas en un Unico punto en el tiempo (escaneo o posiblemente
pico desconvulado) se unen en un subconjunto;
2) los iones de analito en este subconjunto se clasifican inicialmente por sus valores m/z, y después se vuelven a
clasificar en base a su altura o amplitud;
3) se examina el patron de iones (desde arriba hasta abajo) para determinar si la curva de huella de i6n se nivela
aproximadamente. Este punto define ruido aleatorio, y los iones adicionales se consideran “ruido”. Los iones de ruido
se eliminan de consideracion.
4) comenzando desde los iones con la mayor altura o amplitud, se examinan los iones individuales (cuestionados por
el software) secuencialmente:
a) para cada ion (que tiene m/z 0 masa de M)
i. ¢Tiene el M+1 el tamafio compatible con el suyo en base a una molécula con mayoria C-12, esto es, con una
incorporacion total de 3% a 10%? En esta situacion, el M+1 estara entre 18%, 31% o0 66% si la molécula tiene una
masa de aproximadamente 3%, 5% o 10% de contenido C-13, respectivamente. Si es asi, el ion de analito se
identifica como una molécula con mayoria C-12 y todos los iones asociados (M+1, M+2, etc.; se identifican
similarmente) se retiran para consideracion futura. Después se examina el siguiente analito disponible mas alto.
ii. ¢Tiene el M-1 el tamafio compatible con el suyo en base a una molécula con mayoria C-13, esto es, con una
incorporacion total de 3% a 10%? En esta situacion, el M-1 estara entre 18%, 31% o 66% si la molécula tiene una
masa de aproximadamente 3%, 5% o 10% de contenido C-13. Si es asi, este analito se identifica como una molécula
con mayoria C-13 y todos los iones asociados (M-1, M-2, etc.; se identifican similarmente) se retiran para
consideracion futura. A partir de entonces se examina el siguiente i6n disponible més alto.
iii. ¢ Demuestra M+2 un patron asociado con un estandar? Si es asi, se identifica como un estandar y todos los iones
asociados (M+2, etc.) se retiran para consideracion futura. A partir de entonces se examina el siguiente i6n de
analito disponible més alto.
iv. Si ninguno de los anteriores es verdad, el i6bn de analito se deriva de un artefacto y no es experimentalmente
significativo. Se retira para consideracion adicional.
b) Este proceso se repite hasta que se analizan todos los iones de analito en este punto temporales (y adn sin
explicar).
5) Las etapas 1 a 4 se repetiran para todos los puntos temporales.
6) El resultado de los procesos anteriores identifica todos los iones de analito derivados de una molécula con
mayoria C-12, una molécula con mayoria C-13, un estandar o las elimina de la consideracion.
a) Todos los iones de analito se agrupan ahora en el tiempo para formar picos (si esto no se ha hecho ya. En otras
manifestaciones esto puede hacerse en una fase anterior). Estas caracteristica de pico incluyen un tiempo de inicio,
tiempo de fin, tiempo maximo, masa de base, altura maxima de i6n base, etc.).
b) Para todas las moléculas con mayoria C-12, se busca una molécula con mayoria C-13 con la que se combine.
Esta molécula que combina demuestra una firma similar de tiempo, esto es, tiempo de inicio, tiempo de fin y tiempo
maximo similares. Los valores que se recogeran incluyen:
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i. La diferencia de masa entre la masa base con mayoria C-12 y la masa base con mayoria C-13 representa el
namero de carbonos en la molécula.

ii. La proporcién entre la altura maxima de la molécula con mayoria C-12 y la altura maxima de la molécula con
mayoria C-13.

C) Para todos los estandares, se anota su tiempo.

7) La alineacién de todas las parejas puede realizarse mediante métodos estandares para calcular o normalizar
indices de retencion (ilustrativamente mediante el uso de los estandares internos).

8) Se calcula la desviacién media y estandar para los valores de proporcién para todas las parejas.

9) Todas las parejas que desvian proporciones de valores atipicos se identifican mediante evaluacion de su
desviacion de la media. Esta etapa final de la evaluacion puede variar de acuerdo con el disefio experimental y
condiciones analiticas.

Hay muchas maneras posibles de reorganizar las etapas aqui descritas o de realizar cada uno de sus
resultados pero todas necesitaran realizar la mayoria de las etapas anteriores.

Un método contemplado es general en su aplicabilidad y se ilustra mediante los siguientes ejemplos
especificos.

1. Una respuesta de célula bacteriana a un estresante que es un farmaco antibacteriano.
A. Curso del tiempo de respuesta del farmaco -

En este caso se establece el disefio experimental con el fin de determinar el efecto de un farmaco en
cultivos bacterianos como una funcién de tiempo. En este caso, debido a la naturaleza de la pregunta que se
respondera, el control apropiado es un cultivo contemporaneo.

Un cultivo activamente creciente de un Escherichia coli (bacteria) se somete a uno o mas ciclo(s) de
lavado/enjuague usando un tampén isoténico pero no-nutricional (IN) (por medio de centrifugacién). La bolita
resultante de células se vuelve a suspender en el mismo tampén IN y se divide en porciones para crear 24 muestras
que tienen un nimero igual o aproximadamente igual de células bacterianas.

El tampo6n IN se retira de estas 24 muestras. Se preparan dos medios idénticos, en uno (aqui llamado
“medio C13”) la unica fuente de carbono es “*C-glucosa isotopicamente enriquecida (como se ha analizado
anteriormente), y en el otro (aqui llamado “medio C12”) la tnica fuente de carbono es '?C-glucosa isotépicamente
enriquecida (como se ha analizado anteriormente).

Doce de las muestras se lavan tres veces con el medio C12 y las 12 muestras restantes se lavan
similarmente con el medio C13. Después del ultimo lavado, las células se dispensan en un recipiente adecuado para
su crecimiento y en el que el Unico medio disponible es el medio C12 o C13 en el que las células se lavaron por
Ultima vez.

Al realizar las etapas anteriores, se preparan dos conjuntos de 12 cultivos idénticos, teniendo cada uno de
ellos el mismo ndmero de células estadisticamente similares, pero la mitad de ellas usan medio C12 para
crecimiento (aqui referidas como “muestras C12”) y el resto usa medio C13 para crecimiento (aqui referidas como
“muestras C13”). Para fines ilustrativos, se considera que las muestras C12 reciben el control y que las muestras
C13 reciben el estresante, aunque en la practica esto puede invertirse. Lo que es importante es que las muestras
pueden manipulase para que cada muestra C13 ahi tenga una muestra C12 equivalente.

Ambos conjuntos de muestras crecen hasta que alcanzan un crecimiento exponencial y hayan sufrido
varias divisiones celulares. Después de un periodo apropiado de crecimiento las 12 muestras C13 reciben
tratamiento con un estresante tal como un farmaco antibacteriano, mientras que las muestras C12 reciben un
tratamiento idéntico con placebo o control.

Después de un periodo apropiado para que el estresante/farmaco actle, las células/organismos se
cosechan y las muestras se combinan. Las muestras combinadas de C13 (tratadas con estresante) y de C12
(tratadas con control o placebo) se combinan durante el proceso de cosecha para crear una Unica muestra
compuesta. En este ejemplo pueden crearse tres compuestos en el momento 0, 1, 4 y 24 horas, respectivamente.

Se realiza un andlisis detallado (analisis metaboldmico, protedmico, transcriptomico o andlisis para
cualquier otra clase de compuesto con base de carbono) en las muestras compuestas.

Se determinan las proporciones relativas C12/C13 de los analitos de cada muestra (de identidad conocida o
desconocida). Se determina la varianza estadistica de la muestra de proporciones.

Un compuesto analito que tiene una proporcion C12/C13 que es una desviacion significativa (dos o mas
desviaciones estandares) de la proporcién media es indicativo de un punto en el que se alteré la bioquimica. Por
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ejemplo, si la proporcién media para los analitos es 1 (proporcion 1:1 C12/C13), pero algunos analitos tienen
proporciones de 10 (10:1) o 0,1 (1:10), entonces los analitos que tienen valores atipicos a la poblacion general, por
ejemplo, aquellos con proporciones de 10 a 0,1, son aquellos a los que el estresante afecta de manera mas fuerte e
indican un punto de alteracién bioquimica.

B. Curso temporal de respuesta de farmaco —

En este caso, se establece el disefio experimental con el fin de determinar el efecto de un farmaco en
cultivos celulares de mamiferos como una funcion de tiempo. En este caso, debido a la naturaleza de la cuestion que
se responderd, el control apropiado es un cultivo contemporaneo.

Un cultivo activamente creciente de hepatocitos humanos se somete a uno o mas ciclo(s) de
lavado/enjuague usando un tampon isoténico pero no-nutricional (IN) (por medio de centrifugacion). La bolita
resultante de células se vuelve a suspender en el mismo tamp6n IN y se divide en porciones para crear 24 muestras
gue tienen un numero igual o aproximadamente igual de células bacterianas. El tampén IN se retira de estas 24
muestras.

Se preparan dos medios idénticos, en uno (aqui llamado “medio C13”) la unica fuente de carbono es Be.
glucosa isotopicamente enriquecida (como se ha analizado anteriormente), y en el otro (aqui llamado “medio C12”)
la Unica fuente de carbono es 12C-glucosa isotOpicamente enriquecida (como se ha analizado anteriormente). (Un
medio ejemplar es Medio Williams E, un medio completamente definido capaz de sostener el crecimiento durante
periodos extensos de tiempo o cualquier otro medio que pueda definirse isotépicamente).

Doce de las muestras se lavan tres veces con el medio C12 y las 12 muestras restantes se lavan
similarmente con el medio C13. Después del tltimo lavado, las células se dispensan en un recipiente adecuado para
su crecimiento y en el que el inico medio disponible que contiene nutriente de crecimiento es el medio C12 o C13 en
el que las células se lavaron por Ultima vez.

Al realizar las etapas anteriores, se preparan dos conjuntos de 12 cultivos idénticos, teniendo cada uno de
ellos el mismo numero de células estadisticamente similares, pero la mitad de ellas usan medio Cl12 para
crecimiento (aqui referidas como “muestras C12”) y el resto usa medio C13 para crecimiento (aqui referidas como
“muestras C13”). Para fines ilustrativos, se considera que las muestras C12 reciben el control y que las muestras
C13 reciben el estresante, aunque en la practica esto puede invertirse. Lo que es importante es que las muestras
pueden manipulase para que cada muestra C13 ahi tenga una muestra C12 equivalente.

Se permite que ambos conjuntos de muestras crezcan (se metabolizan in situ si no se dividen) hasta que
hayan alcanzado una sustitucién isotdpica deseada. En el caso de una célula divisoria puede sufrir varias divisiones
celulares. Después del apropiado periodo de crecimiento, las 12 muestras C13 reciben tratamiento con un
estresante tal como un farmaco (atorvastatina de calcio), candidato farmaco u otro compuesto para el que se busca
respuesta bioquimica, mientras que las otras muestran C12 reciben un tratamiento idéntico con placebo o control.

Después de un periodo de tiempo adicional apropiado para que el estresante actle, las células se
cosechan y las muestras se combinan. Las muestras combinadas de C13 (tratadas con estresante) y de C12
(tratadas con control o placebo) se combinan durante el proceso de cosecha para crear una Unica muestra
compuesta. En este ejemplo pueden crearse tres compuestos en el momento 0, 1, 4 y 24 horas, respectivamente.

Se realiza un andlisis detallado (analisis metabolémico, prote6mico, transcriptomico o andlisis para
cualquier otra clase de compuesto con base de carbono) en las muestras compuestas. Se determinan las
proporciones relativas C12/C13 de los analitos de cada muestra (de identidad conocida o desconocida). Se
determina la varianza estadistica de la muestra de proporciones.

Un compuesto analito que tiene una proporcion C12/C13 que es una desviacion significativa (dos o mas
desviaciones estandares) de la proporciéon media indica un punto en el que se alter6 la bioquimica. Por ejemplo, si la
proporcion media para los analitos es 1 (proporcion 1:1 C12/C13), pero algunos analitos tienen proporciones de 10
(10:1) 0 0,1 (1:10), entonces los analitos que tienen valores atipicos a la poblacién general, por ejemplo, aquellos
con proporciones de 10 a 0,1, son aquellos a los que el estresante afecta de manera mas fuerte e indican un punto
de alteracién bioquimica.

C. Curvas de crecimiento o efecto de edad —
En este caso, el punto de comparacion es tiempo cero. En este caso se establece el disefio experimental
con el fin de determinar el efecto de envejecimiento en cultivos celulares. Debido a la naturaleza de la pregunta que

se contestara, el control apropiado es una alicuota del cultivo de tiempo cero, que aqui es una hora después de la
aplicaciéon de medo fresco.
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Un cultivo activamente creciente de una linea celular primaria mamifera se somete a uno o mas ciclo(s) de
lavado/enjuague usando un tampén isoténico pero no-nutricional (IN) (por medio de centrifugacién). La bolita
resultante de células se vuelve a suspender en el mismo tamp6n IN y se divide en porciones para crear 24 muestras
gue tienen un numero igual o aproximadamente igual de células bacterianas. El tampén IN se retira de estas 24
muestras.

Se preparan dos medios idénticos. En uno (aqui llamado “medio C12”) la unica fuente de carbono es 2c.
glucosa isotépicamente enriquecida (como se ha analizado anteriormente), y una coleccién apropiada de
aminoacidos *C y otros nutrientes igualmente enriquecidos. En el otro (aqui llamado “medio C13”) las unicas
fuentes de carbono estan similarmente isotopicamente enriquecidas pero con compuestos 3¢,

Doce de las muestras se lavan tres veces con el medio C12 y las 12 muestras restantes deberian tratarse
igualmente con el medio C13. Después del ultimo lavado, las células se dispensan en un recipiente adecuado para
su crecimiento y en el que el inico medio disponible que contiene nutriente de crecimiento es el medio C12 o0 C13 en
el que las células se lavaron por Ultima vez.

Se deberia tener dos conjuntos de 12 cultivos idénticos, teniendo cada uno de ellos el mismo nimero de
células estadisticamente similares, pero la mitad de ellas usan medio C12 para crecimiento (aqui referidas como
“muestras C12”) y el resto usa medio C13 para crecimiento (aqui referidas como “muestras C13”). Para fines
ilustrativos, las muestras C12 son los cultivos de control y las muestras C13 son las muestras a las que se les
permite envejecer, aunque en la practica esto puede invertirse. Lo que es importante es que las muestras pueden
manipulase para que haya una muestra C12 equivalente para cada muestra C13 desde la que se desea un punto de
datos. Se permite que ambos conjuntos de muestras crezcan hasta tal punto que hayan diluido todos los is6topos de
carbono suministrados con medio pre-existente o de carbono nativo.

Después del apropiado periodo de crecimiento, a las muestras C13 se les retira su medio y se sustituye por
medio C13 fresco. Las muestras C12 se tratan similarmente y también se les da el medio fresco. Esto puede
considerarse tiempo t=-1 Hora. Después de un periodo adicional de una hora (T=0), todas las alicuotas de las
células del medio C12 (designadas controles) se cosechan y congelan individualmente. Tres de los cultivos C13
(envejecimiento) se cosechan en el tiempo (T=0) y se afiaden a sus alicuotas cosechadas combinadas C12. Se
cosechan conjuntos triplicados adicionales de las células de envejecimiento en T=24, T=48, T=120 horas. Cuando
estas células se cosechan se emparejan con sus muestras combinadas T=0 para crear muestras compuestas.

Se realiza un andlisis detallado (andlisis metabolémico, protedmico, transcriptémico o analisis para
cualquier otra clase de compuesto con base de carbono) en las muestras compuestas. Se determinan las
proporciones relativas C12/C13 de analitos por muestra (de identidad conocida o desconocida). Se determina la
varianza estadistica de la muestra de proporciones.

Cualquier compuesto analito que tenga una proporciéon que sea una desviacion significativa (dos o mas
desviaciones estandares) de la proporcion media indicara un punto en el que se alter6 la bioquimica. Por ejemplo, si
la proporcion media para todos los analitos es 1 (proporcion 1:1 C12/C13), pero algunos analitos tienen proporciones
de 10 (10:1) o 0,1 (1:10), entonces los analitos que tienen valores atipicos a la poblacion general, por ejemplo,
aquellos con proporciones de 10 a 0,1, son aquellos a los que el estresante afecta de manera mas fuerte.

D. Curvas de crecimiento o efecto de edad en un organismo eucaridtico multicelular

En este caso, el punto experimental de comparacion es tiempo cero en un organismo completo. Se
establece el disefio experimental con el fin de determinar el efecto de envejecimiento en un animal, para ilustracion
aqui el nematodo, Caenorhabditis elegans. Debido a la naturaleza de la pregunta que se contestara, el control
apropiado es una alicuota del organismo de tiempo cero, que en este caso es una hora después de la aplicacion de
la segunda serie de medio fresco. El régimen de estresante y tension aqui es el envejecimiento y crecimiento del
organismo durante el envejecimiento.

Un cultivo activamente creciente de C. elegans y su materia prima se somete a uno o mas ciclo(s) de
lavado/enjuague usando un tampén isoténico pero no-nutricional (IN) (por medio de centrifugacién). La bolita
resultante de nematodos se vuelve a suspender en el mismo tampén IN y se divide en porciones para crear 2
muestras, teniendo cada una de ellas un nimero igual o aproximadamente igual de nematodos. El tampoén IN se
retira de estas 2 muestras.

Se preparan dos medios idénticos. En uno (aqui llamado “medio C12”) la unica fuente de carbono es 2c.
glucosa isotépicamente enriquecida (sobre la que la materia prima bacteriana del nematodo crece), y en el otro (aqui
llamado “medio C13”) la unica fuente de carbono es 13C-glucosa isotGpicamente muy enriquecida.

Una de las muestras se lava tres veces con el medio C12 y la muestra restante se trata igualmente con el
medio C13. Después del tltimo lavado, los nematodos se dispensan en un recipiente adecuado para su crecimiento
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y en el que el unico medio disponible que contiene nutriente es el medio C12 o C13 en el que las células se lavaron
por Ultima vez.

De este modo se preparan dos cultivos idénticos de C. elegans, teniendo cada uno de ellos el mismo
numero de organismos. Uno de los cultivos usa medio C12 para crecimiento (aqui referidas como “muestras C12”) y
el otro usa medio C13 para crecimiento (aqui referidas como “muestras C13”). (Para fines ilustrativos, la muestra
C12 es el cultivo control y la muestra c134 es la muestra a la que se le permite envejecer, aunque en la practica
esto puede invertirse. Lo que es importante es que las muestras pueden manipulase para que haya una muestra
C12 equivalente para la muestras C13. Se deberia permitir que ambas muestras crecieran hasta alcanzar
crecimiento exponencial y hayan sufrido al menos 1 6 2 generaciones completas. Después del apropiado periodo de
crecimiento, a la muestra C13 se les retira su medio y se sustituye por medio C13 fresco. La muestra C12 se trata
similarmente y también se les da el medio fresco.

Después del posterior apropiado periodo de crecimiento, a la muestra C13 se le deberia retirar su medio y
sustituirse por medio C13 fresco y los nematodos separarse por edad. Solamente se permite proceder a la fase mas
joven. La muestra C12 se trata similarmente y se lee da medio fresco.

Después de que haya pasado un periodo de una hora (T=0), el cultivo C12 se divide en alicuotas para dar
24 partes iguales y los nematodos se cosechan y congelan (como controles) en cada alicuota. Tres de los cultivos
C13 (envejecimiento) se cosechan similarmente en el tiempo (T=0) y los nematodos cosechados afiadidos a sus
controles cosechados 12C combinados. Se cosechan conjuntos triplicados adicionales de las células de
envejecimiento en T=24, T=48, T=120. Cuando estos nematodos se cosechan se emparejan con sus muestras
combinadas T=0 para crear muestras compuestas.

Se realiza un andlisis detallado (andlisis metabolémico, protedmico, transcriptémico o analisis para
cualquier otra clase de compuesto con base de carbono) en las muestras compuestas. Se determinan las
proporciones relativas C12/C13 de analitos por muestra (de identidad conocida o desconocida). Se determina la
varianza estadistica de la muestra de proporciones.

Cualquier compuesto analito que tenga una proporcidon que sea una desviacion significativa (dos o mas
desviaciones estandares) de la proporcién media indicara un punto en el que se alter6 la bioquimica. Por ejemplo, si
la proporcion media para todos los analitos es 1 (proporcién 1:1 C12/C13), pero algunos analitos tienen proporciones
de 10 (10:1) o 0,1 (1:10), entonces los analitos que tienen valores atipicos a la poblacion general, por ejemplo,
aquellos con proporciones de 10 a 0,1, son aquellos a los que el estresante afecta de manera mas fuerte.

E. Alteraciones funcionales de manipulaciones genéticas en plantas —

El punto experimenta de comparacién aqui es un organismo de tipo salvaje. En este caso, se establece el
disefio experimental para determinar el efecto de manipulacion genéticas sobre la mostaza, Arabidopsis thaliana.
Debido a la naturaleza de la pregunta que se contestara, el control apropiado es un alicuota de la planta
genéticamente modificada, o de tipo salvaje que puede prepararse por separado a partir de las muestras
experimentales, pero que necesita ser de un Unico control homogéneo.

Las plantas genéticamente modificadas preferentemente se derivan de un antecedente consistente de tipo
salvaje. Para esta ilustracion, se presume que hay uno o mas plantas genéticamente asi modificadas
(arbitrariamente, 5), clones genéticamente distintos, todos ellos derivados del mismo origen de tipo salvaje. Todas
estas plantas genéticamente modificadas se almacenan como semillas frescas viables al inicio del estudio.

Una gran coleccion de semillas de tipo salvaje crecen bajo condiciones controladas en una atmosfera de
diéxido de carbono (CO-) 3¢ isotopicamente enriquecido como se ha definido anteriormente. Estas plantas se
cosechan de una manera apropiada para el disefio experimental, ilustrativamente en la madurez. Pueden prepararse
suficientes muestras de control de una vez para mas de un estudio; esto es, todas las plantas de control deberian
combinarse en una Unica muestra homogénea.

Las plantas se cosechan mediante inmersién directa en nitrégeno liquido y posteriormente se almacenan a
-80 °C. Las plantas congeladas se pulverizan mientras estan en estado congelado.

La semilla genéticamente modificada (GMO) crece de una manera similar a la anterior, pero estas plantas
crecen bajo condiciones idénticas excepto que su fuente de carbono es didxido de carbono que tiene una proporcion
invertida “C/*3C. Estas plantas GMO se cosechan de acuerdo con el protocolo usado anteriormente, y se pulverizan
como antes. En el caso de muestras GMO, cada muestra se cosecha y se trata individualmente. Se afiaden
alicuotas iguales del polvo de control a alicuotas iguales de los polvos experimentales GMO para formar las
muestras compuestas.

Se realiza un andlisis detallado (analisis metabolomico, protedmico, transcriptomico o andlisis para
cualquier otra clase de compuesto con base de carbono) en las muestras compuestas. Se determinan las
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proporciones relativas C12/C13 de analitos por muestra (de identidad conocida o desconocida). Se determina la
varianza estadistica de la muestra de proporciones.

Cualquier compuesto analito que tenga una proporcién que sea una desviacion significativa (dos o mas
desviaciones estandares) de la proporcién media indicara un punto en el que se alter6 la bioquimica. Por ejemplo, si
la proporcion media para todos los analitos es 1 (proporcion 1:1 C12/C13), pero algunos analitos tienen proporciones
de 10 (10:1) o 0,1 (1:10), entonces los analitos que tienen valores atipicos a la poblacion general, por ejemplo,
aquellos con proporciones de 10 a 0,1, son aquellos a los que el estresante afecta de manera mas fuerte.

F. Tension fisiol6gica en una rata —

Los organismos superiores representan un caso especial. En este caso, el punto experimental de
comparacién es un organismo superior completo y por lo tanto uno en el que el concepto de la muestra experimental
y de control se vuelve mas complicado ya que la varianza biol6gica en la poblacién del test es mas grande. Esto
puede necesitar que la composiciéon de muestras individuales forme muestras experimentales y de control
“biolégicamente promediadas”. Estas muestras promediadas después se combinan.

En este ejemplo se establece el disefio experimental para determinar el efecto de tension fisiolégica
(inducida por ayunar durante 24 horas) en un animal, para ilustracion aqui la rata, Rattus norvegiensus. Debido a la
naturaleza de la pregunta que se contestara, el control apropiado es una muestra compuesta de plasma de rata y la
muestra experimental es una muestra compuesta de plasma de rata de ratas que han sufrido el tratamiento
estresante experimental, que en este ejemplo sera inanicién durante 24 horas.

Debido a la naturaleza del experimento es conveniente que la poblacion control sea el animal C-13 ya que
en control no necesita ser contemporaneo y puede ser un control estandar que esté disponible antes del
funcionamiento actual del experimento. Debido a que el sistema del test tiene animales, el experimento tiene mas
ruido debido a la mayor varianza inherente en el material fuente. El uso de compuesto de muestra parcialmente
desvia este problema ya que promedia la variabilidad biol6gica inherente, haciendo de este modo que las muestras
sean mas representativas de lo normal. Esto da como resultado un disefio experimental simplificado, aunque
requiere preparacion previa mas compleja.

Se colocan un grupo de ratas (“la poblacion experimental’) de una raza definida sobre una dieta C-12
isotopicamente enriquecida definida desde el nacimiento. Mientras, otro grupo der atas (“la poblacion control”) de la
misma raza (aunque posiblemente en un punto diferente en el tiempo) crecen en la dieta C-13equivalente. Ambos
grupos de animales crecen bajo condiciones ambientales idénticas.

A la edad de 6 semanas, los animales experimentales se someten a la condicion experimental, para
ilustracion aqui ayuno durante 24 horas comenzando en el momento en el que el ciclo ligero comienza. Por lo tanto,
las muestras experimentales, muestras de plasma, se toman al inicio del ciclo ligero el siguiente dia.

Todas las muestras del grupo experimental se recogen de manera similar. Se crea una muestra
experimental compuesta mezclando alicuotas iguales de plasma de todos los animales experimentales. Las
muestras de control se recogen de manera similar y se componen de animales que se han alimentado con una dieta
C-13 equivalente.

Al realizar las manipulaciones anteriores, se obtienen dos muestras similares que contienen el contenido de
informacién requerida, especificamente la condicién de respuesta y la definicion de la condicion de control. Esto crea
el par de muestras que se mezclaran para crear la muestra compuesta para analisis.

Se realiza un andlisis detallado (andlisis metabolémico, protedmico, transcriptémico o analisis para
cualquier otra clase de compuesto con base de carbono) en las muestras compuestas. Se determinan las
proporciones relativas C12/C13 de analitos por muestra (de identidad conocida o desconocida). Se determina la
varianza estadistica de la muestra de proporciones.

Cualquier compuesto analito que tenga una proporcion que sea una desviacion significativa (dos o mas
desviaciones estandares) de la proporcién media indicara un punto en el que se alterd la bioquimica. Por ejemplo, si
la proporcion media para todos los analitos es 1 (proporcion 1:1 C12/C13), pero algunos analitos tienen proporciones
de 10 (10:1) o 0,1 (1:10), entonces los analitos que tienen valores atipicos a la poblacion general, por ejemplo,
aquellos con proporciones de 10 a 0,1, son aquellos a los que el estresante afecta de manera mas fuerte.

El uso del articulo “uno” o “una” pretende incluir uno/a 0 mas.

La descripcion y los ejemplos anteriores pretenden ser ilustrativos y no deben tomarse como limitativos.
Otras variaciones de esta invencion son posibles dentro de los limites de las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para identificar un analito de una muestra biologica al que un estresante afecta que comprende las
etapas de:

a) proporcionar una muestra de organismo biolégico compuesto que estd compuesto por dos muestras mezcladas
de organismos biolégicos que son una muestra de control y una muestra experimental, donde dichos organismos de
muestra de control se han cultivado en un primer medio nutriente que contenia cantidades predeterminadas de
primeros y segundos is6topos estables de un primer atomo en un nutriente, y dicha muestra experimental se cultivd
en un segundo medio nutriente idéntico a dicho primer medio nutriente excepto en que contiene diferentes
cantidades predeterminadas de dichos primeros y segundos is6topos estables de dicho primer atomo en dicho
nutriente en comparacion con dicho primer medio nutriente, siendo dichos primeros y segundos is6topos estables
diferentes a hidrogeno (1H) o deuterio (D), cultivandose dicha muestra experimental con un régimen estresante que
contiene un agente estresante durante un periodo de tiempo suficiente para que dicha muestra crezca y dicha
muestra de control se cultiva durante el mismo periodo de tiempo con un régimen idéntico al régimen estresante
excepto que carece de agente estresante;

b) analizar mediante espectroscopia de masas dicha muestra de organismo biolégico compuesto para picos de
analito;

c) determinar la proporcion del primer isotopo estable con el segundo is6topo estable para cada pico de analito
analizado;

d) determinar la proporcidn isotopica estable media de la muestra de organismo biolégico compuesto; y

e) comparar la proporcién del primer is6topo estable con el segundo is6topo estable para cada pico de analito
analizado con la proporcion isotopica estable media de la muestra biol6gica compuesta, un analito cuya proporcién
isotdpica estadisticamente y de manera significativa se desvia de la proporcion isotépica estable media de la
muestra bioldégica compuesta estando un analito afectado por el agente estresante.

2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, donde dicho primer y segundo medio nutriente contienen ademas
cantidades predeterminadas de primeros y segundos is6topos de un segundo atomo en un nutriente.

3. El método de acuerdo con la reivindicacion 1 6 2, donde dicha muestra de organismo biol6gico es un cultivo
celular.

4. El método de acuerdo con la reivindicacién 3 donde dicho cultivo celular esta compuesto por células de planta.

5. El método de acuerdo con la reivindicacion 4, donde dichas células de planta son células de algas.

6. El método de acuerdo con la reivindicacion 4, donde dichas células de planta son células superiores de planta.

7. El método de acuerdo con la reivindicacion 3, donde dicho cultivo celular estd compuesto por células de levadura.
8. El método de acuerdo con la reivindicacion 3, donde dicho cultivo celular estd compuesto por células de animales.

9. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde dicho nutriente se selecciona del
grupo consistente en un sacarido, un aminoacido y una sal.

10. ElI método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde dichos primeros y segundos
istopos estables se seleccionan del grupo consistente en 12c y 13c: %0, o y o, 1N y BON; g, g 35y g, B
y ¥Cl: #Mg, Mg y ®Mg; Z'si, %siy Zsi; “°Cca, **CA, “*Cay **Ca;y "“Bry ¥Br.

11. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde dichas muestras mezcladas en
la etapa (a) se mezclan en cantidades iguales.

12. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde la proporcion del primer isétopo
con el segundo is6topo se analiza para menos que todos los picos de analito.

13. ElI método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde los picos de analito para los

que dicha muestra bioldégica compuesta se analiza se seleccionan del grupo consistente en metabolitos, sacaridos,
polipéptidos, glicopéptidos, polinuclettidos y mezclas de los mismos.
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