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Método para la generacion y el uso de patrones isotopicos estables en datos de espectros de masas
Descripcion
CAMPO TECNICO

La presente solicitud se refiere a la creacion y al uso de patrones isotépicos estables en los analisis de
espectros de masas. Estos patrones pueden introducirse a través métodos biolégicos o no bioldgicos, o
combinaciones de ambos. Mas concretamente, un método contemplado utiliza un compuesto con un patrén isotépico
estable predefinido y Unico como estandar. Las relaciones isotépicas no son modificadas por un sistema bioldgico.

ANTECEDENTES DE LA TECNICA

El uso de is6topos estables para determinar la informacion bioldgica tiene una larga e ilustre historia [véase,
Hellerstein, Metabolic Engineering 6:85-100 (2004)]. El mas antiguo y mas frecuente de tales usos se encuentra en
los estudios de investigacion del metabolismo en los que se incorpora un is6topo estable a una molécula especifica
en un lugar especifico. Esta molécula marcada isotdépicamente, o "precursor”, se alimenta a un organismo in vivo,
sistema celular in vitro o sistema libre de células in vitro durante un periodo de tiempo breve o prolongado, después
del cual se determina el destino del is6topo, ya sea mediante el uso de RMN, espectrometria de masas (EM),
degradacion quimica u otra técnica de deteccion.

A diferencia del uso de is6topos radiactivos, el uso de isétopos estables se considera generalmente seguro
y libre de regulacion. Aunque, en general, un estudio utiliza por lo general un Unico is6topo incorporado en un lugar
especifico con el fin de conseguir una precision en la comprension del destino metabdlico de una molécula, otra
forma de realizacion del uso de is6topos estables utiliza moléculas marcadas totalmente (> 99% de un atomo esta
reemplazado con un equivalente isotdpico) o marcadas universalmente (el is6topo se distribuye universalmente
dentro de la molécula diana por debajo de los niveles de saturacion). Existen muchos estudios conocidos en los que
se incorpora mas de un is6topo en una molécula diana, y se examinan todos los fragmentos isotépicos para
determinar sus destinos diferenciales. En todos los casos, estos métodos son andlisis dirigidos; es decir, buscan la
incorporacién de un atomo marcado especifico en otras moléculas especificas.

Otro uso de los compuestos estables marcados isotdpicamente es como estandares internos para sus
homaologos no marcados, como se describe en EE.UU. 2007 031911. En un uso de este tipo, se afiade una molécula
isotopicamente enriquecida a una muestra o extracto a una concentraciéon conocida antes del analisis, y la medida
final determina la concentracion exacta del material no marcado por comparacioén. En este tipo de estudio, no es raro
que un investigador afiada mas de un estandar isotopicamente distinto si va a cuantificarse mas de una molécula.

De hecho, existen formas extremas en las que se prepara una mezcla extremadamente compleja
desarrollando un organismo complejo en una materia prima definida isotopicamente de manera que todo el
organismo esté compuesto en gran medida, si no completamente, de moléculas que consisten en un unico isétopo
[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 porta informaciéon alguna salvo para fines de cuantificacion relativa; es decir, el
estandar no tiene ninguna relacion con el experimento en cuestion. Histéricamente, tales estandares se construyen
cuidadosamente para que difieran de cualquier otro analito en una diferencia de masa especifica.

En muchas areas de la ciencia, la necesidad de separaciones cromatograficas reproducibles es
fundamental. Sin embargo, el enfoque mas comun es poner a prueba de forma repetida el equipo antes de procesar
la muestra a analizar, porque la variabilidad inherente de los sistemas cromatograficos es un problema
desafortunado e irresoluble. Existen soluciones a este problema en las que se afiaden o "fijan" compuestos no
nativos de la muestra inyectada a concentraciones predeterminadas antes de la inyeccion, y se utilizan como puntos
de referencia en el flujo de eluyente. Estos compuestos se denominan estandares cromatograficos.

En todos estos casos, el tiempo de elucion (y, posiblemente, la cuantificacion) se corrige(n) a continuacion
matematicamente segun la posicidon (y el tamafio) de los picos de los estandares. Cuando se hace esto, el
cromatograma no se basa en el "tiempo de retencion”, sino en el "indice de retencién”. Esta estrategia funciona bien
cuando los estandares pueden identificarse facilmente y se separan de los demas constituyentes de la muestra, ya
sea en tiempo o cualquier otra caracteristica fisica, tal como la masa.

Lamentablemente, este no suele ser el caso. Si otro compuesto co-eluye de la columna cerca del estandar
y comparte cualquier ion comun, no puede utilizarse el estandar. Por esta razén, con frecuencia es necesario utilizar
varios de tales estandares con el fin de asegurar que podra utilizarse uno o mas de los estandares.

La supresion iénica es un fendmeno que se produce durante los procesos de ionizacidon espectroscépica de
masas cuando la eficacia de ionizacidn de la muestra se somete a variabilidad debido a las caracteristicas de los
compuestos analitos que se encuentran presentes. Por lo tanto, en su forma mas comun, el nimero de moléculas
que podrian ionizarse excede la cantidad de carga disponible. En esta situacion, las moléculas que se ionizan con
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mayor eficacia son aquellas que pueden adquirir la carga mas fuertemente, y las moléculas restantes se ionizan con
una eficacia mucho menor.

La presente invencion proporciona un método para crear y utilizar patrones de isotopo estable como
estandares internos en los analisis de espectros de masas. Por lo tanto, un método contemplado utiliza como
estandar un compuesto con una relacion predefinida, Unica y no natural de isétopos estables y por lo tanto
proporciona una solucién a los problemas del analisis de espectro de masas asociados con la supresion idnica
ademas de proporcionar un estandar mas general que puede utilizarse en el ensayo de multiples tipos de sistemas.

BREVE RESUMEN DE LA INVENCION

En su sentido mas amplio, la invencién se refiere a la materia objeto tal como se define en las
reivindicaciones adjuntas. En un aspecto, la invencion contempla una composicion que esta concebida para el
analisis de espectro de masas. La composicién esta compuesta por una cantidad determinable por espectrometria
de cada uno de (i) al menos un analito a analizar y (ii) un compuesto estandar. El analito puede ser una o varias
moléculas cualesquiera que puedan analizarse mediante espectro de masas y por lo tanto tengan un peso molecular
inferior a aproximadamente 5.000 unidades de masa atémica (uma), y preferentemente inferior a aproximadamente
1.000 uma. Cada una de las moléculas del compuesto estandar contiene uno u otro de dos is6topos estables del
mismo elemento que difieren en términos de peso molecular en al menos dos unidades de masa atémica. Esos dos
is6topos se encuentran presentes en una relacion predeterminada que es distinta de la relacién natural de esos
isdtopos. Debido a la presencia de estos is6topos, cada compuesto adquiere un perfil molecular Unico de dos o mas
picos que los distingue facilmente de cualquier compuesto natural.

Otro aspecto de la invencion contempla un método para determinar la exactitud de un ensayo
espectrografico de masas de una muestra. El presente método contempla las etapas de proporcionar una muestra
para el analisis que comprenda una composiciéon concebida para el analisis de espectro de masas que contiene una
cantidad determinable por espectrometria de cada uno de (i) al menos un analito a ensayar y (ii) un compuesto
estandar. Cada una de las moléculas del compuesto estandar contiene uno u otro de un par de dos isétopos
estables del mismo elemento que difieren en términos de peso molecular en al menos dos unidades de masa
atoémica. También puede utilizarse mas de un par de tales is6topos. Los dos is6topos se encuentran presentes en las
moléculas del compuesto estandar en una relacion predeterminada que es distinta de la relacion natural de esos
isétopos. Se lleva a cabo el analisis de espectro de masas de la muestra para proporcionar un conjunto de picos de
ion analito, incluidos los picos para los iones producidos por las moléculas de compuesto estandar que contienen los
dos isétopos.

Se determina la relacion de los dos picos entre si. Esa relacion de picos determinada se compara con la
relacién predeterminada de los picos presentes en las moléculas del compuesto estandar antes del analisis de
espectro de masas. Una razon isotdpica determinada que se encuentre dentro del error experimental de la relacién
predeterminada indica que los resultados del andlisis de espectro de masas eran correctas y sirven para identificar el
"estandar", mientras que una relacion isotépica determinada que sea superior al error experimental de la relacién
predeterminada indica que los resultados del analisis de espectro de masas incluyen una contribucién de una fuente
inesperada. En este caso, la multiplicidad del contenido informativo proveniente del "estandar" permite eliminar la
contribucién inesperada.

Puede utilizarse otro método similar para determinar la exactitud de una separaciéon cromatografica de una
muestra. En el presente método, se proporciona una muestra separada por cromatografia para el analisis que
comprende una composicion concebida para el analisis de espectro de masas que contiene una cantidad
determinable por espectrometria de cada uno de (i) al menos un analito a ensayar y (ii) un compuesto estandar.
Cada una de las moléculas del compuesto estandar contiene uno u otro de un par de dos is6topos estables del
mismo elemento que difieren en términos de peso molecular en al menos dos unidades de masa atémica.
Nuevamente, también puede utilizarse mas de un par de tales isétopos. Los dos isétopos se encuentran presentes
en las moléculas del compuesto estandar en una relacién predeterminada que es distinta de la relacién natural de
esos isotopos.

Se lleva a cabo el analisis de espectro de masas de la muestra para proporcionar un conjunto de picos de
ion analito, incluidos los picos para los iones producidos por las moléculas de compuesto estandar que contienen los
dos is6topos. Se determina la relacion de los dos is6topos entre si en los picos del compuesto estandar y a
continuacion se compara con la relacion predeterminada de los isétopos presentes en las moléculas del compuesto
estandar antes del analisis de espectro de masas. Una relacién isotdpica determinada que se encuentre dentro del
error experimental de la relacién predeterminada indica que se ha encontrado correctamente el estandar, mientras
que una relacion isotépica determinada que sea superior o inferior al el error experimental de la relacion
predeterminada indica que se ha encontrado el estandar pero que estaba contaminado por otro componente.

Los aspectos de la invencién son:

1. Una composicién concebida para el analisis de espectro de masas compuesta por una cantidad determinable
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por espectrometria de cada uno de (i) al menos un analito a ensayar y (ii) un compuesto estandar, en el que cada
(una de las) molécula(s) del compuesto estandar contiene uno u otro de un par de dos is6topos estables del
mismo elemento que difieren en términos de peso molecular en al menos dos unidades de masa atémica uma,
estando presentes dichos dos isétopos en las moléculas de dicho compuesto estandar en una relacion
predeterminada que es distinta de la relacién natural de esos is6topos.

2. La composicién segun la reivindicacion 1, en la que el par de is6topos estables es CI-35 y CI-37, u O-6 y S-18,
0 Br-79 y Br-81, o una mezcla de dos o tres de esos pares isotépicos.

3. La composicién segun la reivindicacién 1, en la que dicho al menos un analito a ensayar tiene un peso
molecular de aproximadamente 15.000 uma o menos.

4. La composicidon segun la reivindicacion 3, en la que dicho al menos un analito a ensayar tiene un peso
molecular de aproximadamente 5.000 uma o menos.

5. La composicién segun la reivindicacion 4, en la que dicho al menos un analito a ensayar tiene un peso
molecular de aproximadamente 1.000 uma o menos.

6. La composicion segun la reivindicacion 1, en la que dicha composicion contiene una pluralidad de analitos a
ensayar.

7. La composicién segun la reivindicacion 1, en la que dicha composicion contiene un segundo compuesto
estandar, en la que dicho segundo compuesto estandar contiene uno u otro de un segundo par de dos is6topos
estables del mismo elemento que difieren en términos de peso molecular en al menos dos unidades de masa
atomica, estando presentes dichos dos is6topos en las moléculas de dicho segundo compuesto estandar en una
relacion predeterminada que es distinta de la relaciéon natural de esos is6topos, siendo diferentes los pesos
moleculares de los primeros compuestos estandares de los pesos moleculares de dicho segundo compuesto
estandar.

8. La composicion segun la reivindicacion 7, en la que dichos pares isotopicos primero y segundo son is6topos
del mismo elemento.

9. La composicion segun la reivindicacion 7, en la que dichos pares isotopicos primero y segundo son is6topos
de un elemento diferente.

10 Un método para determinar la exactitud de un ensayo espectrografico de masas de una muestra que
comprende las etapas de:

a) proporcionar una muestra para el analisis que comprende una composicion concebida para el analisis de
espectro de masas segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores;

b) llevar a cabo el analisis de espectro de masas de la muestra para proporcionar un conjunto de picos de ion
analito, incluidos los picos para los iones producidos por las moléculas de compuesto estandar que contienen
dichos dos is6topos;

c) determinar la relacion de dichos dos is6topos entre si;

d) comparar la relacion isotépica determinada de la etapa c) con la relacion predeterminada de dichos
isdtopos presentes en las moléculas del compuesto estandar antes del analisis de espectro de masas, en el
que una relacion isotdpica determinada en la etapa c) que se encuentre dentro del error experimental de la
relacion predeterminada indica que los resultados del analisis de espectro de masas de la etapa b) eran
correctos, y una relacion isotépica determinada en la etapa c) que sea superior al error experimental de la
relacion predeterminada indica que los resultados del analisis de espectro de masas de la etapa b) eran
incorrectos.

11. Un método para determinar la exactitud de una separacién cromatografica de una muestra que comprende
las etapas de:

a) proporcionar una muestra separada por cromatografia para el analisis que comprende una composicion
concebida para el analisis de espectro de masas segun cualquiera de las reivindicaciones 1-9;

b) llevar a cabo el analisis de espectro de masas de la muestra para proporcionar un conjunto de picos de ion
analito, incluidos los picos para los iones producidos por las moléculas de compuesto estandar que contienen
dichos dos is6topos;

c) determinar la relacion de dichos dos is6topos entre si en los picos del compuesto estandar;

d) comparar la relacion isotépica determinada de la etapa c) con la relacién predeterminada de dichos
isdtopos presentes en las moléculas del compuesto estandar antes del analisis de espectro de masas, en el
que una relacion isotépica determinada en la etapa c) que se encuentre dentro del error experimental de la
relacion predeterminada indica que los resultados de la separacion cromatografica eran correctos, y una
relacion isotopica determinada en la etapa c) que sea superior al error experimental de la relacion
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predeterminada indica que los resultados de la separacion cromatografica eran incorrectos.

12. El método segun la reivindicacion 11, en el que dicho compuesto estandar se mezcla con la muestra
separada por cromatografia una vez terminada la separacion cromatografica.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
En los dibujos que forman parte de la presente descripcion,

la Fig. 1, en cuatro paneles, Fig. 1A-D, ilustra los espectros de masas hipotéticos que muestran diversos
patrones que puede crearse colocando los atomos de cloro 1 (1A), 2 (1B), 3 (1C) 6 4 (1D) en una molécula de
azucar CgH1206 en lugar de los atomos de hidrégeno, en los que el atomo de cloro que se utiliza en la sintesis
tiene una relacion inicial de CI-35/CI-37 (50:50).

la Fig. 2, en cuatro paneles, 2A-D, ilustra un espectro de masas hipotético de un compuesto que muestra el "pico
principal" en "1" en el eje de abscisas y la diversidad de patrones que pueden crearse colocando 2 atomos de
cloro en la molécula, en el que la relacion inicial de CI-35/CI-37 se modifica en 1/1 (2A), 2/1 (2B), 3/1 (2C)y 1/2
(2D).

La presente invencion tiene varios beneficios y ventajas.

Un beneficio es que utilizando relaciones isotdpicas disefiadas especificamente puede identificarse el pico
del estandar dentro de la totalidad de los picos de analito observados en el espectro, independientemente de la
complejidad del espectro. Concretamente, cualquier sefial del espectro puede a) proceder del cultivo de control, o b)
del cultivo experimental, o c¢) ser un artefacto adquirido durante la preparacién de la muestra, o d) proceder del
estandar aplicado desde el exterior. Cada una de estas clases de compuestos tiene caracteristicas Unicas y firmas
isotopicas segun el disefio experimental; sin embargo, el estandar tiene patrones que no pueden conseguirse por
medios naturales.

Una ventaja de la invencion es que la variacion que se introduce experimentalmente; es decir, el "ruido",
puede anularse estadisticamente y/o minimizarse en gran medida.

Otra ventaja de la invencion es que en la interfaz cromatografia de liquidos-espectro de masas, existe una
pérdida de sefal debido a la "supresion idnica". La supresion idnica se produce siempre que hay mas compuesto
que disponibilidad de carga. En esta situacion, algunos compuestos se cargan a expensas de otros compuestos. La
variabilidad de la eficacia de ionizacion es tal que algunas moléculas no pueden cuantificarse con precision. El
método de la presente invencién elimina casi por completo el problema de la supresién iénica debido a que la
capacidad de un compuesto para ionizarse esta en funcién de su estructura y no se ve modificada significativamente
por su distribucién isotépica.

En un analisis de cromatografia de liquidos existe alguna variacion de menor importancia que puede
corregirse incluyendo un estandar cromatografico para el tamafio de inyeccion, y la alineacién. Otro beneficio de la
invencion proporciona un medio de esta correccion, de manera que pueda entenderse mejor la variacion entre
muestras.

En el procesamiento de cualquier muestra biologica para un analisis existe también una cierta variacion de
menor importancia que puede entenderse como parte de un programa de Garantia de Calidad/Control de Calidad
(QA/QC). En algunos casos, puede corregirse la informacion proveniente de estas variaciones o, si no, deben
ignorarse los resultados. Otra ventaja de la invencion es que proporciona medios por los que puede entenderse
mejor esta correccion de la variacion entre muestras.

Otros beneficios y ventajas mas de la invencion resultaran evidentes para el experto en la materia a partir
de la siguiente descripcion.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

En un aspecto, la invencién contempla una composicion que esta concebida para el analisis de espectro de
masas. La composicidon esta compuesta por una cantidad determinable por espectrometria de cada uno de (i) al
menos un analito a analizar y (ii) un compuesto estandar. El analito puede ser una o varias moléculas cualesquiera
que puedan analizarse mediante el espectro de masas y por lo tanto tengan un peso molecular inferior a
aproximadamente 5.000 unidades de masa atémica (uma), y preferentemente inferior a aproximadamente 1.000
uma.

Cada una de las moléculas del compuesto estandar contiene uno u otro de dos is6topos estables del mismo
elemento que difieren en términos de peso molecular en al menos dos unidades de masa atémica. Esos dos
isdtopos se encuentran presentes en una relacién predeterminada que es distinta de la relaciéon natural de esos
isétopos. Debe entenderse que puede estar presente mas de uno de tales pares y que cuando esta presente mas de

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2480 565 T3

un par en una molécula estandar determinada, esos atomos pueden ser isétopos del mismo elemento o de
elementos diferentes. Por lo tanto, un Unico compuesto estandar puede tener un par de CI-35 y CI-37 en sus
moléculas, o dos o mas de tales pares. Ademas, el estandar puede tener un par de atomos CI-35y CI-37 y un par de
atomos Br-79 y Br-81, y similares.

Otro aspecto de la invencién contempla un método para determinar la exactitud de un ensayo
espectrografico de masas de una muestra. El presente método contempla proporcionar una muestra para el analisis
que comprende una composicién concebida para el analisis de espectro de masas que contiene una cantidad
determinable por espectrometria de cada uno de (i) al menos un analito a ensayar y (ii) un compuesto estandar. Una
composicion analizada anteriormente es una de tales muestras.

Cada una de las moléculas del compuesto estandar contiene uno u otro de un par de dos isétopos estables
del mismo elemento que difieren en términos de peso molecular en al menos dos unidades de masa atdmica.
También puede utilizarse mas de un par de tales isétopos, como se ha analizado anteriormente. Los dos isétopos se
encuentran presentes en las moléculas del compuesto estandar en una relacién predeterminada que es distinta de la
relacion natural de esos isétopos. La relacién isotépica del compuesto estandar tiene que ser sélo lo suficientemente
distinta de la relacion natural para que esa relacion no pueda darse en la naturaleza. Se lleva a cabo el analisis de
espectro de masas de la muestra para proporcionar un conjunto de picos de ion analito, incluidos los picos para los
iones producidos por las moléculas de compuesto estandar que contienen los dos isétopos.

Se determina la relacion del par de dos is6topos (o pares de isétopos adicionales que puedan estar
presentes) entre si. Esa relacion isotopica determinada se compara con la relacion predeterminada de los is6topos
presentes en las moléculas del compuesto estandar antes del analisis de espectro de masas. Una relacion isotdpica
determinada que se encuentre dentro del error experimental de la relacion predeterminada indica que se ha
encontrado el estandar correctamente y que no esta contaminado, mientras que una relacion isotépica determinada
que sea superior o inferior al error experimental de la relacion predeterminada indica que se ha encontrado la
molécula estandar pero esta contaminada por iones de otro compuesto.

En una manifestacion contemplada del presente método, se introducen los compuestos estandares en una
muestra para el analisis de espectro de masas, generalmente una vez terminado el tratamiento bioldgico, sin
suponer que se transformaran, sino mas bien con relaciones isotopicas especificas, predeterminadas y altamente
diagndsticas en su composicion de manera que puedan identificarse (véanse las figuras 1y 2) en presencia de otros
materiales.

Por ejemplo, puede mezclarse un compuesto con un perfil isotdpico distinto que no abunda de forma natural
con una muestra como estandar interno para determinar su porcentaje de recuperacion, derivatizacion, inyeccion u
otra caracteristica de un proceso. Si se sintetiza el estandar para que tenga un patron no natural especifico en su
composicion isotépica, puede identificarse facilmente mediante analisis espectroscépico de masas. Ademas de la
facil identificacion del estandar, si uno de los picos isotdépicos de analito buscados ha sido contaminado por un
compuesto aleatorio, ese hecho resulta evidente debido a que ese analito tendra una relacién inesperada con
respecto al resto del patrén "normal”. Esta situacion es facilmente identificable y puede corregirse la cuantificacion
para determinar la presencia de un contaminante.

En muchas areas de la ciencia, la necesidad de separaciones cromatograficas reproducibles es
fundamental. Sin embargo, el enfoque mas comun es poner a prueba de forma repetida el equipo antes de procesar
la muestra a analizar, porque la variabilidad inherente de los sistemas cromatograficos es un problema
desafortunado e irresoluble. Existen soluciones a este problema en las que se afiaden o "fijan" compuestos no
nativos de la muestra inyectada a concentraciones predeterminadas antes de la inyeccion, y se utilizan como puntos
de referencia en el flujo de eluyente. Estos compuestos se denominan estandares cromatograficos.

En tales casos, el tiempo de elucioén (y, posiblemente, la cuantificacion) se corrige matematicamente segun
la posicion (y el tamafio) de los picos de los estandares. Cuando se hace esto, el cromatograma no se basa en el
"tiempo de retencion”, sino en el "indice de retencion". Esta estrategia funciona bien cuando los estandares pueden
identificarse facilmente y se separan de los demas constituyentes de la muestra, ya sea en tiempo o cualquier otra
caracteristica fisica, tal como la masa. Lamentablemente, este no suele ser el caso. Si otro compuesto co-eluye de la
columna cerca del estandar y comparte cualquier ion comun, no puede utilizarse el estandar. Por esta razén, con
frecuencia es necesario utilizar varios de tales estandares con el fin de asegurar que podra utilizarse uno o mas de
los estandares. Los estandares para su uso en las separaciones cromatograficas tienen por lo general pesos
moleculares de aproximadamente 500 amu a aproximadamente 750 amu.

En el método de la presente invencion, los compuestos analito a utilizar como estandares tienen dos o mas
picos cuando se ensayan en un espectrometro de masas, y estos picos tienen relaciones cuidadosamente
predeterminadas. En esta situacion, debido a que el patron introduce un determinado nivel de redundancia,
cualquiera de los picos lleva toda la informacién, y por lo tanto es mucho menos probable que un compuesto
utilizado como estandar deje de ser util debido a la contaminacién en un espectrometro de masas. Ademas, tales
estandares son muy faciles de localizar utilizando sistemas automatizados o software de busqueda.
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Por lo tanto, otro aspecto de la presente invencién contempla un método para determinar la exactitud de
una separacion cromatografica. En este caso, se proporciona una muestra separada por cromatografia para el
analisis que comprende una composicion concebida para el analisis de espectro de masas que contiene una
cantidad determinable por espectrometria de cada uno de (i) al menos un analito a ensayar y (ii) un compuesto
estandar. Cada una de las moléculas del compuesto estandar contiene uno u otro de un par de dos isétopos
estables del mismo elemento que difieren en términos de peso molecular en al menos dos unidades de masa
atomica. Esos dos is6topos se encuentran presentes en las moléculas de dicho compuesto estandar en una relacion
predeterminada que es distinta de la relacién natural de esos is6topos, como se ha analizado anteriormente.

Se lleva a cabo un analisis de espectro de masas de la muestra para proporcionar un conjunto de picos de
ion analito, incluidos los picos para los iones producidos por las moléculas de compuesto estandar que contienen
dichos dos isétopos. Se determina la relacion de los dos isétopos entre si en los picos del compuesto estandar. Esa
relacion isotépica determinada se compara con la relacién predeterminada de los is6topos presentes en las
moléculas del compuesto estandar antes del analisis de espectro de masas. Una razén isotépica determinada de
esta manera que se encuentre dentro del error experimental de la relacién predeterminada indica que los resultados
de la separacién cromatografica eran correctos. Por el contrario, una relacién isotépica determinada que sea
superior al error experimental de la relacion predeterminada indica que los resultados de la separacion
cromatografica eran incorrectos.

Un método contemplado prevé el uso y la presencia de dos o mas compuestos estandares distintos de
diferente peso molecular en la muestra. Esos dos o mas compuestos estandares pueden contener los mismos o
diferentes pares isotépicos primero y segundo. Cuando se utilizan dos o mas de los mismos pares isotopicos, las
relaciones predeterminadas de is6topos pueden ser iguales o diferentes.

El compuesto estandar puede mezclarse con la muestra para el analisis de espectro de masas antes o
después de haber separado la muestra por cromatografia. Sin embargo, resulta preferente mezclar el estandar con
la muestra separada por cromatografia una vez terminada la separaciéon cromatografica.

En otra forma de realizacion (no bioldgica) del presente método, se utiliza un compuesto que tiene un
atomo de cloro, oxigeno, bromo (o cualquier otro elemento que tenga dos is6topos estables). El método requiere que
el compuesto se prepare de forma individual a partir de is6topos seleccionados de cloro, por ejemplo, y a
continuacion se ajuste la distribucion isotdpica del estandar para la éptima identificacion.

A modo de ejemplo ilustrativo, el cloro tiene dos isétopos principales que son CI-35 (abundancia natural del
75%) y CI-37 (abundancia natural del 24%). Si la molécula que se utiliza como estandar tiene sélo un atomo de
cloro, puede obtenerse una molécula que aparezca en el espectro tanto en su masa de base; es decir, aquel con el
CI-35, como en un M+2 con una altura igual por la incorporacion de una mezcla igual de los dos is6topos de cloro en
la molécula (véanse las figuras 1y 2), en vez de utilizar las abundancias naturales. Puede utilizarse de esta manera
una molécula que tenga un solo atomo de cloro dentro de la molécula con el fin de encontrar moléculas que sean
quimicamente estables y tengan una gran variedad de caracteristicas quimicas. Si se utiliza una molécula que tenga
dos o mas atomos de cloro, los patrones que pueden conseguirse son bastante complejos; es decir, con dos atomos
de cloro hay tres picos. En otras manifestaciones, pueden emplearse de manera similar otros elementos con
distribuciones isotopicas estables adecuadas; éstos pueden incluir oxigeno (O-16 y O-18), bromo (Br-79 y BR-81).

Los beneficios de este aspecto de la invencion incluyen: a) es poco probable que cualquier molécula
contaminante inutilice el estandar, y b) el patron isotdpico predeterminado que esta incorporado en el estandar es
facilmente identificable por una persona o software. Mas adelante se analiza cada uno de estos beneficios.

En el uso actual de estandares, el material empleado es generalmente similar al analito que se esta
midiendo y sin embargo es diferenciable de alguna manera. Esto suele significar que puede reemplazarse una
simple sustitucion de un is6topo del analito. Por ejemplo, podria reemplazarse cualquier hidrégeno en una molécula
de analito y utilizar la molécula como estandar para el analito. Sin embargo, en realidad un estandar de este tipo
seria erréneo ya que la masa del estandar quedara en gran medida dentro en la distribucion isotépica normal del
analito, y por lo tanto en situaciones mas realistas se sustituira mas de un atomo con el fin de salir de debajo de la
sombra isotépica "normal" de un analito. Incluso cuando es posible desplazar el estandar fuera de la distribucion
normal de un analito, no hay garantia de que no haya otra molécula en cuya sombra isotdpica caiga el estandar.

Un compuesto considerado en el presente documento generalmente no se transforma bioldgicamente si va
a utilizarse como estandar. Sino mas bien, los patrones isotépicos son inherentes en el momento de su uso.

En estos usos no bioldgicos, los patrones isotdpicos facilitan la ayuda y el fortalecimiento de la capacidad y
la facilidad de un usuario para su identificacion. Una vez que se identifican en una mezcla los patrones isotdpicos
proporcionan multiples picos, cualquiera de los cuales puede utilizarse para la cuantificacion. Por lo tanto, si se da el
caso de que ningun pico isotdpico se vea afectado por un compuesto contaminante, puede utilizarse cualquier pico
para la cuantificacion de manera fiable. Sin embargo, si los picos isotopicos no demuestran las relaciones
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apropiadas, se entiende que el valor atipico es el que tiene un tamafo anormalmente grande y la verdadera
cuantificacion puede calcularse a partir de los demas. Por lo tanto, esta técnica permite eliminar la contaminacién
problematica y conseguir una estimacion mas precisa de la verdadera cantidad del compuesto en cuestion.

Otro aspecto de la invencién contempla el uso de dos 0 mas estandares. En este caso, cada una de las
moléculas del primer compuesto estandar contiene uno u otro de un par de dos isétopos estables del mismo
elemento que difieren en términos de peso molecular en al menos dos unidades de masa atémica. Esos dos
is6topos se encuentran presentes en las moléculas del primer compuesto estandar en una relacion predeterminada
que es distinta de la relacién natural de esos is6topos, como se ha analizado anteriormente.

El segundo compuesto estandar también contiene uno u otro de un segundo par de dos isétopos estables
del mismo elemento que difieren en términos de peso molecular en al menos dos unidades de masa atdomica. Estos
dos iso6topos se encuentran presentes en las moléculas del segundo compuesto estandar en una relacién
predeterminada que también es distinta de la relacién natural de esos is6topos. Los pesos moleculares de los
primeros compuestos estandares son diferentes de los pesos moleculares de dicho segundo compuesto estandar.
Por ejemplo, el primer compuesto estandar podria ser 2-cloro-2-desoxiglucosa, mientras que el segundo estandar es
de 2-cloro-2-desoxirribosa.

Por lo tanto, en un aspecto, los pares isotopicos primero y segundo son iguales. En otro aspecto, los pares
isotépicos primero y segundo son diferentes. En este caso, por ejemplo, podria utilizarse 2-cloro-2-desoxirribosa y
2-bromo-2-glucosa. Como alternativa, podria utilizarse 2-cloro-2-desoxiglucosa y 2-bromo-2-desoxiglucosa. Los
pares isotdpicos estables son de nuevo preferentemente CI-35y CI-37, u O-16 y O-18, o Br-79 y Br-81, o una mezcla
de dos o tres de esos pares isotopicos.

Los componentes de una muestra tipica a analizar mediante espectrometria de masas se separan por lo
general por si mismos antes de la introduccion en el espectrometro de masas. Esa separacion puede llevarse a cabo
mediante cromatografia de gases, cromatografia de liquidos de alto rendimiento (HPLC), cromatografia de exclusion
por tamanio, electroforesis y similares. También pueden combinarse diversas técnicas de separacion.

El equipo ilustrativo que puede utilizarse para llevar a cabo un método contemplado incluye los siguientes.
Espectrometros de masas:

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 de la EM (como en el GC) o independientes, e incluyen de
manera ilustrativa: los sistemas Waters ACQUITY UPLC®, Agilent Rapid Resolution y Thermo Surveyor Plus.

Como es bien conocido en la técnica, el analisis de los espectros de masas se logra por lo general con la
ayuda del software llamado selector de picos ("peak-picker") que esta disefiado para identificar y presentar los picos
de iones del espectro de masas. Este software esta disponible en el mercado, en acceso libre, y de trabajadores
privados. Uno de tales programas se describe en Katajamaa ef al, BMC Bioinformatics 2005, 6:179; doi:
10.1186/1471-2105-6-179, mientras que otro se describe en Rdgnvaldsson et al., 2004 J. Chrom. B, 807(2):209-215;
doi:10.1016/j.jchromb.2004.04.010. Los productos comerciales se ilustran mediante los disponibles con el nombre
RAZOR TOOLS/6™ de Spectrum Square Associates, 755 Snyder Hill, Ithaca NY 14850 EE.UU.

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

Ejemplo 1: Estandar Interno

El presente método utiliza la distribucion isotépica anormal (en vez de la enriquecida) de un compuesto
para identificar ese compuesto como estandar especifico cuando se introduce en una mezcla de otros compuestos
que no presentaran la misma forma de anormalidad. El presente método sélo requiere sintetizar las moléculas con
isétopos purificados de cloro, oxigeno o bromo (u otros elementos con distribuciones isotépicas distintivas) y a
continuacion mezclarlas para conseguir la relacion isotopica deseada y utilizarlas como estandares en los que sus
patrones de distribucién isotépica no natural distintivos se convierten en el identificador para el estandar. Como
alternativa, la composicion isotopica elemental puede conseguirse antes de la etapa de sintesis final con lo que los
productos de sintesis resultantes poseen la firma isotépica deseada.

El patron anormal ideal puede ser tan simple como una relacién uno a uno del ion precursor y su M+2
asociado (véase la Fig. 2), o mas complejo a medida que surja la necesidad. El elemento clave es que la firma
isotdpica sea Unica y facilmente identificable incluso en presencia de una molécula co-eluyente con la que pueda
compartir una masa atémica.

Por lo tanto, a medida que se prepara una muestra de cualquier tipo para el analisis, se le puede afiadir una
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gran diversidad de productos quimicos, cada uno de los cuales tiene una firma isotdpica unica. Debido a que la firma
isotopica no puede conseguirse en cualquier sustancia natural, cada uno de estos estandares puede identificarse de
manera exclusiva después del analisis. Cuando se identifica, su presencia o cantidad pueden ser la caracteristica
buscada.

Si el compuesto se utilizase como medida de un proceso, su cantidad es probablemente la caracteristica
significativa. Por lo tanto, si se utilizase un compuesto como estandar de recuperacion, estandar de derivatizacion,
estandar de inyeccion o estandar de proceso, se controla cuidadosamente la cantidad que se introduce antes de la
cuantificacion y la cantidad observada después de la cuantificacién es indicio del éxito de todos los procesos en los
que interviene.

En algunos casos, el estandar puede introducirse en la Ultima etapa, en estas situaciones la presencia del
estandar puede ser mas importante que su cantidad, ya que el valor critico medido es la respuesta durante el
analisis.

En cada uno de estos casos, si el compuesto utilizado como estandar no tiene una caracteristica Unica, su
valor puede verse comprometido por otro compuesto que tenga una caracteristica que se solapa. Cuando los
compuestos utilizados como estandares contienen distribuciones isotopicas Unicas que no pueden lograrse en el
mundo natural, existe menos probabilidad de un error de identificacién de este tipo.

En el caso mas simple, si la molécula se ha construido con una mezcla 50:50 de is6topos de cloro, oxigeno
0 bromo, el compuesto presentara dos picos de espectro de masas que estan separados por dos unidades de masa.
Sera poco probable que un compuesto de este tipo pueda ser objeto de error o interferencia porque si cualquier
compuesto natural interfiere con uno de los dos picos, €l otro lo indicara y permitira ignorar los datos falsos.

El uso del articulo "un" o "una" pretende incluir uno o mas.
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REIVINDICACIONES

1. Composicion concebida para el analisis de espectro de masas compuesta por una cantidad determinable por
espectrometria de cada uno de (i) al menos un analito a ensayar y (ii) un compuesto estandar, en el que cada (una
de las) molécula(s) del compuesto estandar contiene uno u otro de un par de dos is6topos estables del mismo
elemento que difieren en términos de peso molecular en al menos dos unidades de masa atémica uma, estando
presentes dichos dos isétopos en las moléculas de dicho compuesto estandar en una relacion predeterminada que
es distinta de la relacion natural de esos isétopos.

2. Composicién segun la reivindicacion 1, en la que el par de is6topos estables es CI-35y CI-37, 6 O-16 y O-18, o
Br-79 y Br-81, o una mezcla de dos o tres de esos pares isotdpicos.

3. Composicién segun la reivindicacion 1, en la que dicho al menos un analito a ensayar tiene un peso molecular de
aproximadamente 15.000 uma o menos.

4. Composicion segun la reivindicacion 3, en la que dicho al menos un analito a ensayar tiene un peso molecular de
aproximadamente 5.000 uma o menos.

5. Composicién segun la reivindicacion 4, en la que dicho al menos un analito a ensayar tiene un peso molecular de
aproximadamente 1.000 uma o menos.

6. Composicion segun la reivindicacion 1, en la que dicha composicién contiene una pluralidad de analitos a ensayar.

7. Composicion segun la reivindicacion 1, en la que dicha composicion contiene un segundo compuesto estandar, en
la que dicho segundo compuesto estandar contiene uno u otro de un segundo par de dos is6topos estables del
mismo elemento que difieren en términos de peso molecular en al menos dos unidades de masa atémica, estando
presentes dichos dos is6topos en las moléculas de dicho segundo compuesto estandar en una relacion
predeterminada que es distinta de la relacion natural de esos is6topos, siendo diferentes los pesos moleculares de
los primeros compuestos estandares de los pesos moleculares de dicho segundo compuesto estandar.

8. Composicion segun la reivindicacion 7, en la que dichos pares isotépicos primero y segundo son isétopos del
mismo elemento.

9. Composicion segun la reivindicacion 7, en la que dichos pares isotdpicos primero y segundo son is6topos de un
elemento diferente.

10. Método para determinar la exactitud de un ensayo espectrografico de masas de una muestra que comprende las
etapas de:

a) proporcionar una muestra para el analisis que comprende una composicién concebida para el andlisis de
espectro de masas segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores;

b) llevar a cabo el analisis de espectro de masas de la muestra para proporcionar un conjunto de picos de ion
analito, incluidos los picos para los iones producidos por las moléculas de compuesto estandar que contienen
dichos dos is6topos;

c) determinar la relacion de dichos dos is6topos entre si;

d) comparar la relacion isotopica determinada de la etapa c) con la relacion predeterminada de dichos is6topos
presentes en las moléculas del compuesto estandar antes del analisis de espectro de masas, en el que una
relacion isotdpica determinada en la etapa c) que se encuentre dentro del error experimental de la relacion
predeterminada indica que los resultados del analisis de espectro de masas de la etapa b) eran correctos, y una
relacion isotopica determinada en la etapa c¢) que sea superior al error experimental de la relacion
predeterminada indica que los resultados del analisis de espectro de masas de la etapa b) eran incorrectos.

11 Método para determinar la exactitud de una separacién cromatografica de una muestra que comprende las
etapas de:

a) proporcionar una muestra separada por cromatografia para el analisis que comprende una composicion
concebida para el analisis de espectro de masas segun cualquiera de las reivindicaciones 1-9;

b) llevar a cabo el analisis de espectro de masas de la muestra para proporcionar un conjunto de picos de ion
analito, incluidos los picos para los iones producidos por las moléculas de compuesto estandar que contienen
dichos dos is6topos;

c) determinar la relacion de dichos dos is6topos entre si en los picos del compuesto estandar;

d) comparar la relacion isotopica determinada de la etapa c) con la relacion predeterminada de dichos is6topos
presentes en las moléculas del compuesto estandar antes del analisis de espectro de masas, en el que una
relacion isotdpica determinada en la etapa c) que se encuentre dentro del error experimental de la relacion
predeterminada indica que los resultados de la separacion cromatografica eran correctos, y una relacion
isotopica determinada en la etapa c) que sea superior al error experimental de la relaciéon predeterminada indica
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que los resultados de la separacion cromatografica eran incorrectos.

12. Método segun la reivindicacion 11, en el que dicho compuesto estandar se mezcla con la muestra separada por
cromatografia una vez terminada la separacion cromatografica.

11
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Fig. 2.C
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