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Descripcion

Método y dispositivo para calcular las distribuciones de is6topos moleculares y para estimar la composicion elemental
de una molécula a partir de una distribucion isotépica

Campo técnico

La invencion se refiere al campo técnico de la identificacion de la composicion elemental de las moléculas de
polipéptidos y, mas especificamente, de la identificacién y cuantificacion de los eventos de fosforilacion de las moléculas
de polipéptidos.

Antecedentes

La espectrometria de masa (MS) es una técnica analitica que se desarrollé en el siglo pasado y que mide la relacion de
la masa a la carga de las particulas cargadas. Se usa para determinar las masas de las particulas, para determinar la
composicion elemental de una muestra 0 molécula, y para elucidar las estructuras quimicas de las moléculas, tales
como los péptidos y otros compuestos quimicos. El principio de la MS consiste en ionizar compuestos quimicos para
generar moléculas o fragmentos de moléculas cargados y medir sus relaciones de la masa a la carga. En un
procedimiento tipico de la MS (i) una muestra se carga en el instrumento de MS, y se somete a la vaporizacion, (ii) los
componentes de la muestra se ionizan mediante uno de una variedad de métodos (por ejemplo, impactarlos con un haz
de electrones), lo que resulta en la formacion de particulas cargadas (iones), (iii) los iones se separan de acuerdo con
su relacion de la masa a la carga en un analizador mediante campos electromagnéticos, (iv) los iones se detectan,
usualmente mediante un método cuantitativo, y (v) la sefial del ion se procesa en los espectros de masa. Los
instrumentos MS comprenden tipicamente tres médulos: (a) una fuente de iones, que puede convertir las moléculas de
la muestra en fase gaseosa en iones (0, en el caso de la ionizacion por electropulverizacién, puede mover los iones que
existen en la solucién hacia la fase gaseosa), (b) un analizador de masa, que ordena los iones por sus masas al aplicar
campos electromagnéticos, y (c) un detector, que mide el valor de una cantidad indicadora y por lo tanto proporciona los
datos para calcular las abundancias de cada ion presente. La técnica de MS tiene usos tanto cualitativos como
cuantitativos. Estos incluyen identificar compuestos desconocidos, determinar la composicion isotopica de los elementos
en una molécula, y determinar la estructura de un compuesto al observar su fragmentacién. Otros usos incluyen
cuantificar la cantidad de un compuesto en una muestra o estudiar los fundamentos de la quimica de iones en fase
gaseosa (la quimica de iones y neutros en un vacio). La MS se encuentra ahora en un uso muy comun en los
laboratorios analiticos que estudian las propiedades fisicas, quimicas, o biolégicas de una gran variedad de
compuestos.

La muestra que se introduce en un espectrometro de masa puede consistir de una multitud de atomos o moléculas.
Durante la etapa de ionizacion, los atomos y las moléculas pueden requerir una carga y por lo tanto pueden manipularse
facilmente por los campos eléctricos y magnéticos. La particula cargada se acelera bajo la influencia de estos campos,
inversamente proporcional a su relacién de la masa a la carga m/e. Una muestra puede consistir en diferentes
moléculas, con diferentes masas. Un espectrometro de masa puede, por lo tanto, separar las moléculas que tienen
masas que difieren por el ancho de la resolucién de masa del espectrometro de masa. Un resultado tipico de un analisis
de MS es un espectro de masa que muestra picos en, o alrededor de, ciertos valores para la masa, las alturas de los
picos en ciertos valores de masa que son proporcionales a la cantidad de moléculas con esa masa que estaban
presentes en la muestra. La muestra puede comprender ademas las mismas moléculas que se componen de atomos
que tienen diferentes isétopos. Las propiedades electroquimicas de estas moléculas son las mismas, pero sus masas
difieren en una cantidad que esta préxima a un nimero entero de unidades de masa atdomica (amu) o daltons (Da). Los
diferentes isétopos de una molécula pueden separarse ademas en un espectrometro de masa, ya que tienen una
relacion de la masa a la carga diferente. Puesto que una molécula puede comprender una multitud de a&tomos cuyos
is6topos ocurren con sus abundancias elementales, cada molécula tendra una distribucién isotdpica que en principio
consiste en un conjunto de grupos de picos cuyas alturas dependen del contenido de atomos y de las abundancias de
is6topos atdmicos, estos grupos que se separan esencialmente en 1 Da. Debe ampliarse que la distribucion isotopica de
una molécula es una caracteristica distintiva de esa molécula: cada molécula con un contenido atémico especificado, es
decir, con una férmula molecular especificada, tiene su distribucién isotépica caracteristica. Los diferentes isomeros de
una molécula tienen, para todos los propdsitos practicos, la misma distribucion isotépica. Cuando en un espectro de
masa de una muestra, por ejemplo, obtenido a partir de un andlisis de MS, se observa un conjunto de picos cuyas
alturas relativas corresponden a las alturas relativas de la distribucion isotépica de una molécula, puede deducirse la
presencia de esta molécula en la muestra original. Las alturas absolutas de los picos son una medida cuantitativa de la
cantidad de moléculas presentes en la muestra.

La distribucién isotdépica de una molécula puede calcularse a partir de la férmula molecular y las bien conocidas
abundancias elementales y masas de los atomos constituyentes. Las alturas de los picos en una distribucién isotépica
representan la probabilidad con la que los diferentes is6topos moleculares ocurren en la naturaleza. Como un ejemplo
de una distribucién isotopica de una molécula, o la huella isotdépica de una molécula, puede mirarse al monoéxido de
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carbono o CO. El carbono (C) tiene dos is6topos estables de origen natural, *?C y *C con abundancias de 0.9893 y
0.0107 y con masas de 12 Da y 13.0033548378 Da respectivamente. El oxigeno (O) tiene tres isétopos estables de
origen natural, °0, 'O y *®0 con abundancias de 0.99757, 3.8x10™ y 2.05x10” y con masas de 15.99491461956 Da,
16.99913170 Da y 17.9991610 Da respectivamente. La distribucién isotépica comprende 6 picos distribuidos en 4
grupos. El primer pico es un pico monoisotépico cerca de la masa de 27.995 Da con una altura de 0.986896001. Esta
altura representa la probabilidad con la que el is6topo molecular de CO con un atomo 2c y un atomo %0 ocurre en una
amplia muestra de moléculas de CO. El segundo y el tercer pico de la distribucion isotopica de CO se agrupan alrededor
de 29 Da, cerca de las masas de 28.998 Da para *C*®0 y 28.999 Da para *2C*’0 con las alturas de 0.010673999 y
0.000375934 respectivamente. El cuarto y el quinto pico se agrupan alrededor de 30 Da cerca de las masas de 29.999
Da para "2C'®0 y 30.002 Da para **C*’O con las alturas de 0.002028065 y 4.06600 x 10° respectivamente. El sexto y
ultimo pico es de nuevo un pico monoisotopico cerca de la masa de 31.003 Da con la altura de 2.1935 x 10°. Los
ndmeros se resumen en la siguiente tabla:

Numero de masa total Masa Abundancia

28 27.995 0.986896001
29 28.998 0.010673999
29 28.999 0.000375934
30 29.999 0.002028065
30 30.002 0.000004066
31 31.003 0.000021935

De esta tabla, es evidente que el grupo de picos corresponde al nimero de masa total, es decir, el nUmero de nucleones
presentes en la molécula. Obviamente, la masa depende principalmente de los is6topos especificos de los atomos que
componen la molécula. También se desprende de este ejemplo que los espectrometros de masa con una resolucion de
masa del orden de 0.002 amu o mayor, no seran capaces de distinguir todas las diferentes variantes isotépicas dentro
de un grupo. En lugar de ello, tales espectrometros de masa mostraran un espectro de masa con un pico ampliado para
cada grupo cuya superficie debajo del pico sera proporcional a las probabilidades sumadas de las variantes isotpicas
dentro de ese grupo, y que se centrara alrededor de una masa central que es el promedio ponderado de las masas de
las variantes isotOpicas constituyentes para un grupo, los factores de ponderacion que son proporcionales a las
abundancias relativas o probabilidades. Este tipo de distribucion isotépica agrupada se llama la distribucién isotépica
agregada. La distribucion isotopica agregada de una molécula consiste en un nimero de picos, cada pico que
corresponde a un grupo de las variantes isotdpicas de esa molécula con el mismo nimero de masa total, cada pico que
se localiza en una masa central que es la masa promedio de las variantes isotépicas que contribuyen al grupo
correspondiente ponderado por sus abundancias correspondientes, y la altura de cada uno de los picos que
corresponde a la suma de las abundancias de las variantes isotépicas que contribuyen al grupo correspondiente.

Aunque el acceso a la espectrometria de masa (MS) de alta resolucién, especialmente en el campo de la MS
biomolecular, se hace disponible cada vez mas facilmente debido a los recientes avances en la tecnologia de la MS, la
informacién que acompafia a la distribucién isotopica en los espectros de alta resolucién no se usa en todo su potencial,
principalmente debido a la falta de conocimiento y/o conciencia. Una de las principales dificultades al usar la MS en la
MS biomolecular, es que la distribucién isotopica de los polipéptidos, que pueden consistir de cientos de aminoacidos y
miles de atomos, es muy dificil de calcular, y mucho menos de reconocer en un espectro de MS. Dicho célculo puede
requerir tiempos de calculo que estdn mas alld de las capacidades actuales cuando se usa un simple método
combinatorio. Ademas, las técnicas anteriores para identificar una molécula a partir de una distribucion isotépica pueden
incluir tipicamente una técnica de ensayo y error o de ajuste que requiere una multitud de tales calculos.

El documento US7904253B2 describe un método para determinar la composicion elemental de iones a partir de los
datos del espectro de masa, que comprende las etapas de:

. obtener al menos una medicién exacta de la masa a partir de los datos del espectro de masa;

. obtener una lista de busqueda de composiciones elementales candidatas cuyas masas exactas caigan dentro
de un intervalo dado de tolerancia de masa a partir de dicha masa exacta;

. informar una medida de probabilidad basada en un error de masa;

. calcular un patrén de is6topos para cada composicion elemental candidata a partir de dicha lista de busqueda;

. construir una matriz de componentes pico que incluya al menos uno de dicho patrén de is6topos y datos del

espectro de masa;



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2539710 T3

. realizar una regresion en funcion de al menos uno de, el patron de is6topos, los datos del espectro de masa, y
la matriz de componentes pico;

. informar una segunda medida de probabilidad para al menos una composicion elemental candidata basado en
dicha regresion del patron de isétopos; y

. combinar dichas dos medidas de probabilidad en una medida de probabilidad global a través del uso de

multiplicaciones de probabilidad.

Una etapa limitante en este método es la etapa donde debe calcularse un patrén de is6topos para cada composicion
elemental candidata de la lista de busqueda. Para las moléculas muy grandes, por ejemplo, del orden de 10000 Da, esta
puede ser una etapa tediosa y consumidora de tiempo, incluso con la tecnologia de computaciéon actual.
Alternativamente, el patrén de is6topos puede obtenerse a partir de una gran base de datos que contenga los patrones
de is6topos relevantes. Sin embargo, dicha base de datos puede ser mas grande que la que puede almacenarse en, por
ejemplo, la memoria de una computadora, especialmente si las moléculas son grandes, o dicha base de datos puede
estar incompleta. Ademas, dicha base de datos tendrd que calcularse al menos una vez. La presente invencion
proporciona un método para analizar al menos una parte de una distribucion isotépica de una muestra mediante el uso,
entre otros, de un método correcto y eficiente para calcular un patrén isotépico de un ion, por ejemplo, para su uso en el
analisis de MS o para su almacenamiento en una base de datos. Mas especificamente, la presente invencién ofrece un
método para analizar al menos una parte de una distribucion isotépica mediante el uso de un método rapido y eficiente
para calcular la distribucion isotopica agregada de una molécula. Esto puede hacerse de manera recursiva. El método
comienza con el célculo de la masa central y de la probabilidad de una variante isotopica agregada de partida de una
molécula que, por ejemplo, puede esperarse que esté presente en la muestra. Preferentemente, esta variante isotopica
agregada de partida es una variante monoisotépica, por ejemplo, la variante isotdpica mas ligera, lo que significa que la
masa central es simplemente la masa de la variante isot6pica, y la probabilidad es el producto de las abundancias
elementales de los atomos constituyentes. A partir del conocimiento de la probabilidad de, por ejemplo, la variante
isotépica agregada mas ligera, puede calcularse la probabilidad de una siguiente variante isotopica agregada con
namero de masa total diferente del nimero de masa total de la variante isotopica agregada de partida, por ejemplo, la
segunda mas ligera. A partir del conocimiento de las probabilidades de las variantes isotopicas agregadas de partida y
siguiente, puede calcularse la probabilidad de una tercera variante isotOpica agregada, etc. Ademas, la presente
invencion ofrece ademas la posibilidad de calcular la masa central de cada variante isotpica agregada de una molécula
de manera recursiva similar.

Los documentos Rockwood '95 (Rockwood, Alan L., Rapid Commun. Mass Spectrom. 9:103-105, 1995) y Rockwood '96
(Rockwood, Alan L., Van Orden, Steven L., Anal. Chem. 68:2027-2030, 1996) describen un método para calcular la
distribucién isotépica agregada de una molécula al modelar el problema en términos de las transformadas de Fourier.
Debido a que las transformadas discretas de Fourier pueden calcularse de manera muy eficiente, esta manera de ver el
problema tiene implicaciones practicas significativas. Especificamente, los documentos describen un algoritmo de
ultraalta velocidad para calcular las distribuciones de isotopos a partir de formulas moleculares, masas isotopicas
elementales y abundancias isot6picas elementales. Para un conjunto dado de datos de entrada (férmula molecular,
masas isotépicas elementales y abundancias isotépicas elementales), y bajo la suposicién de un error de redondeo
despreciable, el algoritmo produce rigurosamente distribuciones de is6topos cuyas medias y desviaciones estandar son
"correctas” en el sentido de que un algoritmo libre de errores produciria una distribucién que tiene la misma media y
desviacion estandar. Las alturas de los picos son también "correctas" en el sentido de que la altura de cada pico de
isétopo nominal a partir del calculo de ultraalta velocidad es igual a la del area integrada del pico de isétopo nominal
correspondiente a partir de un calculo exacto. Como consecuencia de estas propiedades, el algoritmo generalmente
coloca los picos de is6topo dentro de milidaltons de sus masas centrales o centroides exactos. El método usa los
métodos de la transformada de Fourier.

Aunque el método introducido en Rockwood '95 y '96 es rapido para calcular las distribuciones isotopicas y las
distribuciones isotépicas agregadas, aun puede ser computacionalmente intensivo. Ademas, este método no puede
invertirse directamente, es decir, cuando se presenta una distribucién isotépica o una distribucién isotépica agregada de
una molécula, la técnica de la transformada de Fourier no es capaz de deducir la férmula molecular directamente: s6lo
puede deducirla mediante una técnica de ensayo y error o de ajuste tal como la del documento US7904253B2 descrito
en la presente anteriormente. El objetivo de esta invenciéon es proporcionar un método que sea menos intensivo
computacionalmente que el método de la transformada de Fourier. Ademas, el objetivo de esta invencion es
proporcionar un método que sea invertible directamente, es decir, que pueda deducir la férmula molecular directamente
a partir de una distribucion isotépica agregada sin tener que recurrir a un método de ensayo y error complicado
computacionalmente y lento.

Los métodos de la técnica anterior para calcular la distribucion isotépica agregada de una molécula no son rapidos o no
son suficientemente exactos, se necesita mucha memoria, se calculan demasiados detalles, pueden ocurrir problemas
computacionales tales como el desbordamiento numérico e inexactitudes numéricas, etc., y esto especialmente para las
moléculas grandes tales como los polipéptidos o los oligonucleétidos (ADN, ARN).
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Aun existe en la técnica la necesidad de un método mejorado para analizar al menos una parte de una distribucién
isotopica de una muestra mediante el célculo de la distribucion agregada de is6topos de una molécula de manera mas
eficiente, estable, computacionalmente menos intensiva, y de un método mejorado para analizar al menos una parte de
una distribucién isotdpica de una muestra mediante la que la masa central de una variante isotopica agregada se calcule
de una manera mejorada. La presente invencién proporciona tales métodos, mediante los cuales los problemas de la
técnica anterior se superan debido a un método para calcular la probabilidad de la variante isotdpica agregada a partir
de las probabilidades de las variantes isotdpicas agregadas calculadas o conocidas previamente. Ademas, las masas
centrales se calculan en este mismo sentido y no implican una gran cantidad de tiempo de calculo adicional.

En "An Efficient Method to Calculate the Aggregated Isotopic Distribution and Exact Center-Masses", J. Claesen, P.
Dittwald, T. Burzykowski, D. Valkenborg, J. Am. Soc. Mass Spectrom. (2012), se presenta un método de calculo y que
usa eficientemente la memoria, con el cual pueden calcularse las probabilidades de ocurrencia y las masas centrales
exactas de la distribucién isotopica agregada de una molécula. El calculo se basa en la composicion atémica de la
molécula y las abundancias naturales de los is6topos elementales en la materia terrestre normal. Para las moléculas
grandes la forma isotdpica puede obtenerse al expandir simbdélicamente una funcion polinomial, que generalmente
puede escribirse como:

T
QUivw, %y )= ) gl

j=t

Donde n = v+w+x+2y+4z es una funcién de la composicion atémica de la molécula. El coeficiente g; representa la
probabilidad de ocurrencia de la j-ésima variante isotdpica agregada de la molécula y se expresa como:

4
I
ai=-:) aj-I#

! i=1
La complejidad de los célculos depende principalmente del nimero de elementos quimicos diferentes presentes en la
molécula. No depende del nimero de atomos de cada elemento presente en la molécula, sino del nimero de las
variantes isotopicas agregadas para las que se requieren calculos. En la practica los calculos podrian detenerse cuando
el valor de q; caiga por debajo de un umbral particular o cuando se cubra un porcentaje preestablecido de la distribucién
isotépica.

Este método puede usarse para calcular la masa central m; de las variantes isotopicas agregadas de la siguiente
manera:
Eymjkpjk
Eipik
donde pji y mj denotan, respectivamente, la probabilidad de ocurrencia y la masa de la k-ésima variante isotopica que
contribuye a la j-ésima variante agregada.

La distribucion isotopica se calculé para la angiotensina Il y la insulina bovina considerando todas las posibles variantes
isotépicas, aunque mediante el uso de una implementacion de la expansion multinomial. Para las moléculas grandes,
las probabilidades de ocurrencia de las variantes monoisotépicas y las (varias) variantes isotOpicas agregadas
consecutivas pueden ser muy pequefias. El método descrito anteriormente permite calcular las masas centrales exactas
de las variantes agregadas. Proporciona los valores correctos de las probabilidades de ocurrencia de las diferentes
variantes isotopicas agregadas y las masas centrales.

La presente invencién proporciona un método para identificar la composicion elemental de una molécula en una muestra
al invertir las etapas para calcular una distribucion isotépica agregada de una molécula, sin la necesidad de una técnica
de ensayo y error o de ajuste, como se usa comunmente en la técnica anterior. La presente invencidon proporciona
ademas un método para identificar y cuantificar la presencia de elementos en una molécula, que no alteran la
distribucién isotépica de la molécula aunque contribuyen a la masa de la molécula. El fésforo es un elemento de este
tipo.

La presente invencién proporciona asi un método para estimar la composicion elemental basado en la distribucion
isotopica agregada observada en un espectro de masa, al invertir la transformacién descrita en "An Efficient Method to
Calculate the Aggregated Isotopic Distribution and Exact Center-Masses". La invencién reivindica que las herramientas
anteriores se han usado para detectar, por ejemplo, los péptidos fosforilados, o cualquier elemento monoisotépico en
una molécula. Esto se logra al estimar la composicidn elemental a partir de la distribucién isotépica agregada observada
de una molécula. La composicién elemental estimada se usa para calcular la masa monoisotdpica de la molécula
observada. La Ultima etapa es una adicién de las masas elementales monoisotédpicas. La masa monoisotépica calculada
basada en la composicién elemental estimada puede compararse con la masa monoisotopica observada en el espectro
de masa, por ejemplo, si la diferencia de masas es aproximadamente 31 Da, puede concluirse que el patron de is6topos
observado se origina a partir de una molécula fosforilada.
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Las técnicas anteriores para identificar la composicion elemental y/o cuantificar la presencia de elementos
monoisotépicos en una molécula en una muestra pueden implicar etapas experimentales adicionales costosas y
consumidoras de tiempo, tales como las realizadas en la MS en tdndem. Estas etapas experimentales adicionales
conducen a mayores tiempos de medicion, costos adicionales, equipos mas grandes, etc. Una técnica de ensayo y error
o de ajuste es inefectiva en tiempo, especialmente para las moléculas grandes, para identificar la molécula a partir de
una distribucion de isétopos. La patente de Estados Unidos US7904253, por ejemplo, describe una técnica tipica de
ensayo y error para identificar la formula quimica de una molécula cuya distribucion isotépica se ha medido en una
pequefia ventana de masa.

La presente invencién pretende resolver al menos algunos de los problemas mencionados anteriormente.

Aun existe en la técnica la necesidad de un método mejorado para estimar la informacién sobre la composicion de una
molécula a partir de una distribucién isotopica. La presente invencion proporciona dicho método al invertir el método
mencionado anteriormente. Invertir el método permite la estimacion de la formula quimica de una molécula, es decir, el
namero de atomos de cada especie a partir de una distribucion isotépica. Ademas, el presente método no necesita
conocer las masas absolutas, pero puede tratar con una parte de una distribucién isotdpica que muestra solo los picos
de las variantes isotopicas agregadas de una molécula, es decir, dadas las alturas de un conjunto de picos separados
esencialmente en 1 Da, el presente método puede calcular la informacién sobre la composicion estimada de la molécula
responsable de estos picos cuando se trate de elementos atémicos que son no monoisotépicos en la naturaleza. Para
identificar los elementos monoisotdpicos en la férmula quimica de una molécula, puede usarse el valor de la menor
masa de la molécula, necesariamente monoisotépica, derivado de la informacion sobre la composicion estimada de la
molécula y comparar este con el valor medido para la masa del primer pico. La diferencia entre la masa observada en el
espectro de masa y la masa calculada mediante el uso de la informacién sobre la composicion estimada da la masa
sumada de todos los elementos monoisotdpicos presentes en la molécula que se observa.

La identificacion es especialmente dificil para las moléculas grandes. Las proteinas y los polipéptidos son moléculas
grandes de ese tipo, por ejemplo, en el intervalo de 50000 Da. Una modificacion fundamental de los polipéptidos que
regulan muchas actividades y funciones celulares es la fosforilacion de los polipéptidos. La presente invencion
proporciona un método para identificar y detectar la presencia y cantidad de un polipéptido fosforilado a partir de un
andlisis espectrométrico de masa, basado en los métodos debatidos anteriormente. El fésforo P es un elemento
monoisotépico, es decir, que sdlo tiene un isétopo que es estable o al menos lo suficientemente estable como para
encontrarse en sustancias de origen natural.

Resumen de la invencion
La presente invencién proporciona un método para identificar la composicion elemental y/o cuantificar la presencia de

elementos monoisotdpicos en una molécula en una muestra, de manera que dicha molécula tiene una férmula quimica
Ma(Za)ng con

. a, un indice que recorre un nimero de especies atdmicas constituyentes esperadas de dicha molécula;

. Z4, la a-ésima especie atdmica esperada de la molécula; y

. Ng, €l nimero de atomos de la especie Z, en la molécula,

gue comprende las etapas de:

. obtener al menos una parte de una distribucién isotopica a partir de dicha muestra;

. obtener un conjunto de N, alturas de los picos tj con j = 1... Np, de al menos una parte de una distribucion
isotépica agregada a partir de dicha distribucién isotépica;

. calcular a partir de dicho conjunto de alturas de los picos un conjunto de Np - 1 alturas relativas de los picos f;
coni=1. Np-1;

. obtener un valor de n, para al menos una especie atdbmica Z, a partir de dicho conjunto de alturas relativas de
los picos,

caracterizado porque dicho valor de n, se obtiene al calcular una solucién de un sistema de ecuaciones lineales X;Eisnqg
= F;, preferentemente, esta solucion puede redondearse a los enteros mas proximos, de manera que el conjunto de
nuameros F; comprende dicho conjunto de alturas relativas de los picos y los coeficientes Ei, de dicho sistema lineal
comprenden las potencias y/o las sumas de las potencias de las raices rqj' con iq = 1... Ng, de una ecuacién polinomial
elemental de Ng-ésimo orden cuyo coeficiente del término de mg-ésimo orden se determina por una abundancia

o fAatmia
elemental P 3"2“} del is6topo de la especie de atomo Z, con mg neutrones mas que el isétopo estable mas ligero de
dicha especie de atomo que tiene numero masico A, de manera que, las masas en las que se observan las alturas de
los picos t; se separan esencialmente en 1 Da, de manera que dicho conjunto de Np - 1 alturas relativas de los picos fi
coni = 1.. Np - 1 se calcula recursivamente a partir de dicho conjunto de N, alturas de los picos tj con j = 1... Np,
mediante el uso de las etapas de:
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A Ez
{-1 = f‘1'

fq = -‘&l'ﬁ + Dt + Eje Ei_jertion]

e calcular

* calcular parai=2...Np- 1.

De esta manera, no es necesario que t; se refiera a la altura del pico del is6topo mas ligero. Debe quedar claro que
cualquier altura del pico puede usarse como referencia, asi como también cualquier combinacion lineal de las alturas de
los picos. En el caso de que se use otra altura del pico o combinacién lineal de las alturas de los picos, los coeficientes
Ei, pueden adaptarse en consecuencia para reflejar el cambio en la altura del pico de referencia.

Los términos "alturas relativas de los picos" y "relaciones de las alturas de los picos”, aqui y en todo este texto, se
refieren a nimeros adimensionales, que pueden expresarse como una relacion entre las alturas de los picos. Debe
quedar claro que el valor absoluto de la altura de un pico, tomado o derivado a partir de un espectro isotépico, en si
mismo, no contiene informacién sobre el nimero de especies atdmicas especificas presentes dentro de una molécula.
Para obtener informacion sobre este namero, y por lo tanto sobre la férmula quimica de la molécula, las cantidades
pertinentes deben expresarse en funcién de las relaciones entre las alturas de los picos. De esta manera, puede
hacerse una eleccién en cuanto a cual altura del pico se usa como una referencia.

En una modalidad del método para identificar la composicion elemental y/o cuantificar la presencia de elementos
monoisotépicos en una molécula en una muestra como se describié anteriormente, dicho conjunto de alturas de los
picos t; se ordena de acuerdo con la masa en la que se observa la altura de un pico. En una modalidad preferida, no se
observa ningtn pico en dicha distribucién isot6pica o dicha distribucién isotopica agregada alrededor de una masa que
es esencialmente 1 Da menor que la masa en la que se observa el primero de dicho conjunto de alturas de los picos t,
es decir t;.

En una modalidad preferida, dichos coeficientes Ej, de dicho sistema lineal se determinan por la suma de la (-i)-ésima
potencia de las N, raices de la ecuacién polinomial elemental de Ny-ésimo orden cuyo coeficiente del término de mg-

Ay by
ésimo orden se determina por la abundancia elemental P 332“} del is6topo de la especie atémica Z, con mg
neutrones mas que el is6topo estable mas ligero de dicha especie atdmica que tiene un nimero masico A4, es decir
E.ﬂ_ = Z‘l.ul":_ T"_!' . . ., . . .
‘ iz=1 ®la y de manera que dicho conjunto de ndmeros F; se da por dicho conjunto de alturas relativas de los
picos f, es decir F; = f..

En una modalidad del método para identificar la composicion elemental y/o cuantificar la presencia de elementos
monoisotopicos en una molécula en una muestra como se describié anteriormente, dicho nimero N,- 1 de alturas
relativas de los picos es al menos dicho nimero de especies atdmicas constituyentes esperadas de dicha molécula con
dos 0 mas isétopos estables. En una modalidad con mayor preferencia, dicho nimero N, - 1 de alturas relativas de los
picos es al menos 5, es decir, dicho nimero N, de alturas de los picos es al menos 6, y/o dicha molécula comprende
como méaximo 5 elementos atémicos, tales como C, H, N, O, S.

En una modalidad del método para identificar la composicion elemental y/o cuantificar la presencia de elementos
monoisotopicos en una molécula en una muestra como se describié anteriormente, dicho nimero N,- 1 de alturas
relativas de los picos es mayor que el nimero de especies atdmicas constituyentes esperadas de dicha molécula con
dos o mas is6topos estables y los valores de n, para cada valor de a se obtienen al resolver un sistema
sobredeterminado de ecuaciones lineales X.Ei;ns = Fi. Esta solucion puede obtenerse mediante técnicas anteriores,
tales como un algoritmo de resolucion de minimos cuadrados y un posterior redondeo de las soluciones resultantes a
los enteros mas proximos. La siguiente lista no limitativa proporciona aln otras técnicas que pueden usarse para
resolver el sistema de ecuaciones mencionado anteriormente:

Métodos clasicos:
Newton
Levenberg-Marquardt
Cuasi-Newton
Gradiente conjugado
Funciones suaves no cuadréticas
Métodos del punto interior
Métodos del conjunto activo
Optimizacion discreta:
Programacion lineal con enteros
Programacion cuadratica
Programacion dinamica
Estadistica robusta:
Minimos cuadrados ponderados iterativamente
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En una modalidad del método para identificar la composicidon elemental y/o cuantificar la presencia de elementos
monoisotépicos en una molécula en una muestra como se describié anteriormente, dicha parte de una distribucion
isotopica se proporciona mediante el analisis de una medicion espectrométrica de la masa.

En una modalidad del método para identificar la composicion elemental y/o cuantificar la presencia de elementos
monoisotdpicos en una molécula en una muestra como se describié anteriormente, dicha muestra comprende moléculas
de polipéptidos, moléculas de lipidos y/o de glicoles.

En una modalidad del método para identificar la composiciéon elemental y/o cuantificar la presencia de elementos
monoisotépicos en una molécula en una muestra como se describié anteriormente, dichas especies atdmicas esperadas
comprenden carbono, hidrégeno, nitrdgeno, oxigeno y/o azufre.

En una modalidad del método para identificar la composicion elemental y/o cuantificar la presencia de elementos
monoisotépicos en una molécula en una muestra como se describié anteriormente, dicha molécula comprende al menos
un atomo constituyente monoisotdpico en su formula quimica, y comprende ademas las etapas de:

* obtener a partir de dicha distribucién isotdpica una masa medida, dentro de una precisiéon de + 0.5 Da, en la
que aparece un pico de isétopo;

e calcular una masa esperada en la que aparece dicho pico de isétopo para una segunda molécula con una
segunda férmula quimica que es dicha férmula quimica a partir de la cual se elimina el &tomo constituyente
monoisotépico;

e comparar dicha masa medida con dicha masa esperada para deducir la presencia de dicha molécula que
comprende al menos un a&tomo constituyente monoisotépico en dicha muestra.

En una modalidad preferida, al menos dicho atomo constituyente monoisotédpico es el fésforo.

En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona un dispositivo capaz de identificar la presencia, la
composicion elemental y/o la cantidad de una molécula en una muestra mediante el uso de cualquiera de los métodos
para identificar la composicion elemental y/o cuantificar la presencia de elementos monoisotdpicos en una molécula en
una muestra como se describié anteriormente.

En aln un aspecto adicional, la presente invencién proporciona un dispositivo instalable en computadora que
comprende una implementacién de cualquiera de los métodos para identificar la composicion elemental y/o cuantificar la
presencia de elementos monoisotépicos en una molécula en una muestra como se describié anteriormente.

En aln un aspecto adicional, la presente invencién proporciona el uso de un método para identificar la composicion
elemental y/o cuantificar la presencia de elementos monoisotdpicos en una molécula en una muestra como se describe
en este documento, preferentemente, en una computadora y/o un espectrometro de masa y/o un instrumento periférico
de un espectrémetro de masa.

Descripcion detallada de la invencion

A menos que se defina de cualquier otra manera, todos los términos usados en la descripcion de la invencion, que
incluyen los términos técnicos y cientificos, tienen el significado que se entiende comdnmente por un experto en la
técnica a la que pertenece esta invencién. Por medio de una orientacién adicional, las definiciones de los términos se
incluyen para apreciar mejor la ensefianza de la presente invencion.

Como se usa en la presente, los siguientes términos tienen los siguientes significados:

"Un", "una" y "el/lla" como se usa en la presente, se refieren tanto a los referentes en singular como en plural, a menos
que el contexto indique claramente de otra manera. A manera de ejemplo, "un compartimiento" se refiere a uno o a mas
de un compartimento.

"Aproximadamente”, como se usa en la presente con referencia a un valor medible tal como un parametro, una
cantidad, una duracion temporal, y similares, se entiende que abarca las variaciones de +/-20 % 0 menos,
preferentemente, +/-10 % o menos, con mayor preferencia +/-5 % o menos, aun con mayor preferencia +/-1 % o menos,
y aun con mayor preferencia +/-0.1 % o menos de, y a partir de, el valor especificado, en la medida en que tales
variaciones sean adecuadas para llevarse a cabo en la invencion descrita. Sin embargo, debe entenderse que el valor al
que el modificador "aproximadamente" se refiere, en si mismo, también se describe especificamente.

"Comprenden”, "que comprende", y "comprende" y "que se comprende de" como se usa en la presente son sinbnimos
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de "incluyen", "que incluye", "incluye" o "contienen”, "que contiene", "contiene", y son términos inclusivos o abiertos que
especifican la presencia de lo que sigue, por ejemplo, un componente, y no excluyen o impiden la presencia de
componentes, caracteristicas, elementos, miembros, etapas, adicionales no mencionados, conocidos en la técnica o
descritos en la misma.

La mencion de intervalos numéricos mediante los puntos extremos incluye todos los nimeros y fracciones subsumidas
dentro de ese intervalo, asi como también los puntos extremos mencionados.

La expresién "% en peso” (por ciento en peso), aqui y en toda la descripcién a menos que se defina de otra manera, se
refiere al peso relativo del componente respectivo basado en el peso total de la formulacion.

A continuacion, se dara una explicacion de como el método de la presente invencion para calcular una distribucion
isotopica agregada de una molécula puede derivarse de los principios basicos.

La distribucion isotopica es un concepto importante, pero frecuentemente olvidado, en el campo de la espectrometria de
masa. Es particularmente util para la interpretacion de los patrones complejos observados en los datos espectrales de
masa. Pueden encontrarse aplicaciones tanto en la protedmica como en la metabolémica. Por ejemplo, una molécula de
un péptido visualizada mediante MS deberia exhibir una sefal caracteristica en la forma de una serie de picos
regularmente espaciados. La envolvente de la serie de picos muestra un perfil especifico relacionado con la distribucion
isotopica del péptido. El conocimiento previo acerca de la distribucion isotépica puede usarse para deconvolucionar los
patrones de los péptidos y para reducir la informacion espectral (ver, por ejemplo, D. Valkenborg y otros, Rapid
Communications In Mass Spectrometry 21:3387-3391, 2007 y D. Valkenborg y otros, Journal of the American Society for
Mass Spectrometry 19(5):703-712, 2008). Otra aplicacion puede encontrarse en el campo de la metabolémica. Por
ejemplo, comparar la distribucion isotdpica observada en un espectro de masa contra un conjunto de distribuciones
isotépicas hipotéticas a partir de partes de moléculas con una masa similar a la molécula observada puede aumentar la
confianza en la identificacion.

La razén de que una molécula aparezca en un espectro de masa como diferentes picos se origina a partir del hecho de
que una molécula puede existir como diferentes variantes con una masa diferente. Se denotaran estas variantes como
variantes de is6topos o isotopicas. Por lo tanto, una molécula puede tener diferentes variantes de is6topos que
dependen del niumero de diferentes is6topos elementales incorporados en su composicién atomica. Las probabilidades
de ocurrencia de estas variantes de isétopos se reflejan en el espectro de masa, debido a que la espectrometria de
masa mide una poblacion de iones de la molécula particular en lugar de un solo ion. En este documento, se presenta un
método computacional y que usa eficientemente la memoria para calcular la probabilidad de ocurrencia y las masas
centrales exactas de la distribucion isotdpica de las moléculas. El céalculo se basa en la composicion atdmica de la
molécula y las abundancias elementales naturales de los is6topos elementales en la materia terrestre normal (ver, por
ejemplo, en K.J.R. Rosman y P.D.P. Taylor, "Isotopic composition of the elements 1997", Pure and Applied Chemistry
70(1):217-235, 1988). Ya se han propuesto varios métodos para realizar los calculos de la distribucion isotépica. Estos
métodos se han propuesto durante un intervalo de tiempo desde principios de los afios sesenta, donde Biemann sugirio
el procedimiento en etapas (K. Bieman, "Mass spectrometry, organic chemical application”, McGraw-Hill, New York,
1962) durante finales de los afios setenta donde Yamamoto y McCloskey (Analytical Chemistry 49:281, 1977) y
Brownawell y Fillippo (Journal of Chemical Education 59(8):663-65, 1982) sostuvieron que, para las moléculas grandes,
la distribucién isotdpica podria obtenerse facilmente al expandir simbélicamente una funcién polinomial. Mas tarde, en
los afios ochenta Yergey y otros (International Journal of Mass spectrometry and lon Physics 52:337-349, 1983 y
Analytical Chemistry 55:353-356, 1983) generalizaron la expansion polinomial a una expansién multinomial. Una
interesante vision general de los diferentes procedimientos para calcular las distribuciones isotopicas por Valkenborg y
otros (Mass spectrometry Review, 2011, DOI 10.1002/mas.20339) esta disponible para una mayor comprension de esta
técnica.

En los afios noventa, Rockwood y colaboradores propagaron el uso de la convolucion para calcular la distribucion
isotépica (Rapid Communication in Mass Spectrometry 9:103-105, 1995). En su presentacion de la expansion simbolica
insertaron un nuevo indicador simbdlico que les permitié relacionar la expansién polinomial a la convolucién. También se
usara esta notacién, pero se cambiara la interpretacion del indicador de manera que simbolice el contenido adicional de
neutrones debido a la incorporacién de is6topos elementales. Esto implica que las variantes de isétopos con el mismo
contenido adicional de neutrones, pero con masas ligeramente diferentes (<50 ppm), se compilan en una variante de
isétopos agregada. Hacerlo asi presenta la informaciéon como una lista de masas (m, M) de las variantes de is6topos
agregadas y sus probabilidades de ocurrencia correspondientes (p, q), similar en espiritu como en el método de
Rockwood y otros (Analytical Chemistry 68:2027-2030, 1996).

Un elemento vital en el calculo de las distribuciones isotdpicas es la asignacién de las masas centrales a las variantes
de is6topos agregadas. Para este objetivo, la masa central puede calcularse como la suma ponderada por la
probabilidad de las masas de las combinaciones de is6topos que contribuyen a esta variante, como se define por
Roussis y Proulx (Analytical Chemistry 75(6): 1470-1482, 2003). Sin embargo, la exactitud de este célculo de masa
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depende del nimero de combinaciones de isétopos que se consideren. Rockwood y otros (Analytical Chemistry
68:2027-2030, 1996) resolvieron este problema mediante una transformacién lineal basada en la masa promedio y la
desviacion estandar de la distribucion isot6pica para adquirir masas semiexactas. Mas tarde, Rockwood y colegas se
centraron en el calculo exacto de la masa de una variante de is6topos agregada preseleccionada (Journal of the
American Society for Mass Spectrometry 15:1221, 2004 e ibidem 17:415-419, 2006). Otra solucién al problema
mencionado anteriormente se propuso por Olson y Yergey en Journal of the American Society for Mass Spectrometry
20:295-302, 2009, donde propagaron la idea de usar is6topos ecuatransneutrénicos. Sin embargo, ellos alin observaron
algunos errores en las asignaciones de masas de las variantes de isétopos agregadas. Para superar esta inexactitud
estimaron el error y lo tuvieron en cuenta en el célculo de las masas centrales. EI método presentado en este
documento es capaz de calcular las masas centrales exactas debido a que el mismo acumula la informacién de las
masas a lo largo del calculo recursivo de la distribucion isotépica. Con el fin de demostrar su exactitud, se comparara la
masa central calculada con el resultado obtenido mediante la expansién multinomial de Yergey (International Journal of
Mass spectrometry and lon Physics 52:337-349, 1983) como se implementé en el paquete de software IsoPro®
(disponible en http://sites.google.com/site/isoproms/home). Se usa el método de Yergey como punto de referencia
porque la expansion multinomial refleja realmente el principio fisico detras de las distribuciones de isétopos.

Ademas, debe mencionarse que el método descrito en este documento es muy adecuado para las distribuciones de
isotopos de las moléculas bioquimicas largas tales como los polipéptidos y los polinucledétidos, y que la mayoria de los
ejemplos dados en este texto se limitan a los célculos de la distribucion de is6topos de las moléculas que sélo contienen
carbono (C), nitrégeno (N), hidrégeno (H), oxigeno (O) y azufre (S). Los is6topos mas abundantes (y més ligeros) para

. 120 1 14 16 . , .
los dltimos elementos son €+ tfe “7N: a0 y . Una molécula compuesta sélo por los elementos anteriores se
llama la variante monoisotédpica. Adicionalmente, sé6lo se consideran los is6topos estables, es decir, los is6topos que se

. . 13 z 15 17, 1B a3 34 36
acaban de mencionar, junto con ¢+ iH: N, T80, 750, 365, 165y 1S
moléculas que contienen otros elementos poliisotdpicos es sencillo.

&5
. Extender los algoritmos presentados a las

Yamamoto y otros (Analytical Chemistry 49:281, 1977) y Brownawell y otros (Journal of Chemical Education 59(8):663-
65, 1982) sostuvieron que, para las moléculas grandes, las formas isotopicas podrian obtenerse facilmente al expandir
simbdlicamente una funcién polinomial. En el caso de las proteinas o los péptidos con una composicion CyHwNxOyS,,
este polinomio toma la forma de

(3C + EC) x (1H + TH)™ x (4N + 5N)*
x (160 + 130 + 80) x (325 + 1S + 125 + 369)7. (EL.1)

La expansién simbdlica de la ecuacion (EL.1) resulta en muchos términos de productos equivalentes, que corresponden
a las moléculas con la misma masa. Recolectar estos términos de productos equivalentes y sustituir las probabilidades
12{: 1"_'1'!:' . :?-I-'!S
de ocurrencia para % 1 **~ en cada término por separado, resulta en la prevalencia de las variantes de
isotopos del péptido con su valor de masa correspondiente. La expansion polinomial simbdlica se realizé explicitamente
en computadoras. Aunque este método da las masas exactas e informacion sobre la estructura fina isotopica de la
molécula, tiene propiedades de escalado desfavorables y un proceso de célculo engorroso. Por lo tanto, se reivindica
que la metodologia anterior es adecuada para el calculo de las distribuciones isotdpicas sélo para las moléculas
pequefias. Por el contrario, el método que se propone en este documento se concibe predominantemente para calcular
las variantes de is6topos agregadas de las moléculas grandes. Hacerlo asi, ignora la estructura fina isotdpica, pero esto
no es un problema importante ya que para las moléculas grandes, como por ejemplo, las proteinas intactas, la
resolucién en la MS es una limitacion para resolver la estructura fina de las variantes de is6topos agregadas. Sin
embargo, para las moléculas grandes el calculo de las masas centrales exactas se vuelve fundamental, lo cual se
atiende por el método propuesto. Cuando se requiere la informacion acerca de la estructura fina isotépica, por ejemplo,
debido a que se usa la espectrometria de masa de alta resolucion, estan disponibles otros métodos propuestos por
Snider (Journal of the American Society for Mass Spectrometry 18:1511-1515, 2007) y Li y otros (Journal of the
American Society for Mass Spectrometry 19:1867-1874, 2008 y Rapid Communications in Mass Spectrometry 24:2689-
2696, 2010). Si la molécula no es demasiado grande, pueden usarse entonces el método anterior o la expansion
multinomial de Yergey.

Con el fin de hacer una abstraccién de las masas de los isétopos, se introduce una variable indicadora (polinomio en la

variable 1) en la ecuacion (EL.1), que proyecta el calculo de la distribucién isotopica en términos del contenido adicional
de neutrones, es decir, la distribucion isotdpica agregada. Esto puede escribirse de la siguiente manera:
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(PC2CYI® + PUCHMYY x (PGHIC + PGHIMY x (PCIN)I® + POINITY
x (P(250)I° + P('J0)I* + P(50)1%Y x (P(3ES)1° + P(3ES)IT + P(3aS)IZ + P(33S)1%)*,  (EL.2)

donde los términos PCEC). PGH), PCINY, PCSO) y PGES) ohiecentan las probabilidades de ocurrencia de las
abundancias naturales de los elementos en la materia terrestre normal, tal como se muestra en la tabla (ELT.1). Se
hace notar que la potencia del indicador simbdlico | representa el contenido adicional de neutrones (o el desplazamiento
de masa discreto) con respecto a la variante monoisotépica. El indicador | es el nuevo dispositivo de control de muestras
en lugar de los simbolos en la expansion de la ecuacién (EL.1) y lleva el control de las diferentes variantes de is6topos
agregadas. Debe destacarse que la ecuacion (EL.2) hace una abstraccion de la informacion de las masas a medida que
las variantes de is6topos agregadas se presentan por su recuento adicional de neutrones.

Tabla (ELT.1): Pesos atomicos estandares (IUPAC 1997, K.J.R. Rosman y P.D.P. Taylor, "Isotopic composition of the
elements 1997", Pure and Applied Chemistry 70(1):217-235, 1988) para los is6topos de los elementos tal como existen
de forma natural en el material terrestre normal.

Is6topo

1z
il

1.2(:

1H
iH

1#~
1;“

Azufre
3z
165
s
34
16

36
'!.ﬁj

Masa atémica (ma/u)
Carbono
12.0000000000

13.0033548378

Hidrégeno
1.0078250321
2.0141017780

Nitrégeno
14.0030740052
15.0001088984

Oxigeno
15.9949146
16.9991312
17.9991603

31.97207070
32.97145843
33.96786665
35.96708062

11

Abundancia natural (% atomo)

98.93

1.07

99.9885
0.0115

99.632
0.368

99.757
0.038
0.205

94.93
0.76
4.29
0.02
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El polinomio en la ecuacion (EL.2) puede representarse en varias formas. Por ejemplo, el polinomio en el lado izquierdo
de la ecuacion (EL.3) en su forma simple, puede escribirse como una suma de potencias de | en su forma expandida; la
forma expandida puede verse en el lado derecho de la ecuacién (EL.3).

(@l® + bi* +cI?)® = qol® + 1" + Gal® + qal® + qul* +q517 + q61° (EL.3)

Es obvio que ambos términos son equivalentes. Ahora el truco sera calcular los coeficientes qo,..., gs, que estan en
funcién de a, b y c. Sin embargo, incluso para este ejemplo aparentemente simple, el resultado puede ser ya bastante
complejo, como se muestra en la ecuacion (EL.4).

go = a° g, = 3a%b g2 = 3a’c + 3ab?
gy = b® + 6abe g, = 3b%c + 3ac® qs = 3bc* g, = ¢c° {EL.4)

Se hace notar que la solucion en la ecuacién (EL.4) es idéntica a la distribucién isotdpica agregada de una molécula de
- - . . 16 17
ozono (O3). Por supuesto, los coeficientes a, b y ¢ deben sustituirse por las probabilidades de ocurrencia de g0y "0 y

I'BG .
a respectivamente.

Mas generalmente, el polinomio en la ecuacion (EL.2) puede expresarse como

Qi vw,x,v,2) =0, g0l {EL.5)

donde n=v +w + x + 2y + 4z denota la mayor potencia, que es una funcién de la composicion atémica de la molécula.
Por lo tanto, el problema de calcular la distribucion isotépica puede reformularse como el problema de encontrar los
coeficientes q; para i = 0... n del polinomio expandido. En principio, los coeficientes q; representan la probabilidad de
ocurrencia de la i-ésima variante de isétopos agregada y puede obtenerse mediante

9 = Xy (EL.6)

donde p; denota las probabilidades de todas las | variantes de is6topos con i neutrones adicionales.
Desafortunadamente, con el fin de calcular la suma en la ecuacion (EL.6), se necesita conocer todas las posibles
variantes de is6topos que contribuyen a la i-ésima variante agregada. Esto puede lograrse a través de la solucion de
una ecuacioén diofantica, que es un proceso engorroso y computacionalmente intensivo. Mas adelante, se describira
cémo estos coeficientes pueden calcularse de una manera matematica elegante mediante el uso de las propiedades de
los polinomios simétricos elementales y las sumas de las potencias de las raices del polinomio de la ecuacion (EL.2). El
método evita la solucidn de la ecuacion diofantica.

Basado en una adaptacion del teorema de Newton-Girard y las férmulas de Viéte (ver, por ejemplo, I.G. Macdonald,
"Symmetric functions and Hall polynomials”, Clarendon Press, Oxford University Press, Oxford: New York, 1979),
pueden expresarse los coeficientes gi en términos de las sumas de las potencias de las raices p.1, p-2,... del polinomio
en la ecuacion (EL.2) y el coeficiente qo,..., gi-1:

g = Ej_:ln:l Cu"]’j (1}
con
€ = =2P-G=) (2)
y por lo tanto
11 (EL.7)

q; = —7Lj=0P-i-n9;

los términos q; son los coeficientes del polinomio expandido y corresponden aqui a la probabilidad de ocurrencia de la
12
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variante de is6topos agregada con i neutrones adicionales. Esta es una ecuacion recursiva, que comienza con el
coeficiente go. El coeficiente qo puede calcularse facilmente, ya que corresponde a la probabilidad de la variante
monoisotépica. Como se sefialé por Beynon, la probabilidad de que isétopos no pesados aparezcan en un péptido de
composicion CyHwWN,OyS; fue

@n = PUEC) % P(IH) % P(MN) x P(150) x P(33S) (EL.8)
En la siguiente etapa debe calcularse la suma de las potencias de las raices p.1, p-2,... del polinomio (EL.2). Estos
términos pueden calcularse con antelacion mediante el uso de la transformacién logaritmica para mejorar la estabilidad
numeérica y pueden almacenarse en la computadora para las etapas de célculo consecutivas.

Sin embargo, puede reescribirse la relacion recursiva de las ecuaciones (1), (2) y (EL.7) en forma de matriz como:

4 Cp 0 0 o
G| _|Go Cp - 0 9 (M3)
In f:nlc. cn_j ree Cn =1 -1

donde la matriz de coeficientes es una matriz triangular inferior. Debe quedar claro para el experto que puede calcularse
cualquier gi con i > 0 como una proporcion del valor para qo mediante el uso de, por ejemplo, un algoritmo de sustitucion
directa, sin la necesidad de tener que calcular todos los g; intermedios con 0 < j < i. Esto significa ademas que no es
necesario empezar desde el valor de qo para calcular todos los qi, puede empezarse igualmente a partir de cualquier q;
con i > 0. Esto puede ilustrarse mas facilmente al reescribir la relacion recursiva de las ecuaciones (1), (2), (EL.7) y (M3)
como

qa 1 n o 09140
1 Cp 0 0 0l1g,
0=lq2|=|Coo €z 0 .. 0|9 (M4}
An cn,,';] Eﬂ.‘l e cl‘l.:l'l:—i 0]Le5
gue puede reescribirse como
0 0 0 0 ray
Gy -1 0 0 flqy
A =|Cap Can —1 0 l|9z)=0 (M5)
L-1-|.v1'l C.lt'l . Cn,n—1 =114

La solucién de este sistema de ecuaciones lineales se da por el espacio nulo de la matriz €. Si los nimeros o, q1,..., On
se toman como los (n+1) nimeros de coordenadas en un espacio (n+1)-dimensional, la solucién de la ecuacion (M5) se
da por todos los vectores a lo largo de una sola direccién en este espacio de soluciones (n+1)-dimensional. Esto puede
observarse a partir de la forma de la matriz € que claramente tiene n filas linealmente independientes y 1 fila
dependiente: la primera con todos sus elementos iguales a cero. El espacio nulo de la matriz € es por lo tanto
unidimensional. La direccion en el espacio (n+1) dimensional que define el espacio nulo se determina por un vector
(n+1)-dimensional cuyos componentes son proporcionales a las probabilidades q;, i = 0... n. Por lo tanto, todas las
probabilidades q;, i = 0... n pueden obtenerse una vez que se encuentre una solucién a la ecuacion (M5) y solo se
conozca una probabilidad, por ejemplo, go pero cualquier probabilidad lo hara. Una solucién de la ecuacion (M5) puede
encontrarse mediante el uso de un gran nimero de técnicas conocidas en la técnica: puede usarse la eliminacién de
Gauss, pero puede dar lugar a problemas de exactitud numérica debido a los errores de redondeo para las matrices
grandes; la descomposicién en valores singulares (SVD) es una técnica actual que mantiene las inexactitudes
numéricas bajo control y que puede usarse ademas para encontrar el nicleo o el espacio nulo de la matriz @ ; la bien
conocida descomposicién QR puede usarse también, etc.

El debate anterior ilustra que no es necesario comenzar con la probabilidad de la variante isotépica mas ligera qo,

cuando se calcula la distribucion isotépica agregada de una molécula. Al realizar operaciones lineales bien conocidas en
la matriz € ,tales como tomar combinaciones lineales de filas o columnas, puede ponerse la matriz € en una forma tal

13
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que permita empezar con cualquier gi, por ejemplo, gi, en cuyo caso la ecuacién (M5) puede multiplicarse por la
izquierda por la matriz invertible

1 —E__l_& o
T o 1 oo (M6)
o o . o 1
gue conduce a un conjunto de ecuaciones ¢ =10,c0n
e T Do
=|cyy oy -1 - 0 (M7)
Cr:..n Er:t.i 'fn.;--. —=1

Aqui, puede verse facilmente que qi es la primera probabilidad a partir de la cual pueden calcularse las otras
probabilidades. Puede ser beneficioso no empezar con la probabilidad de la variante isotdpica agregada mas ligera
como una probabilidad de partida qo, especialmente cuando sélo se quiere obtener un conjunto de probabilidades de las
variantes isotopicas agregadas que no incluya la variante monoisotépica mas ligera. Por lo tanto, en una modalidad
preferida, la variante isotdpica agregada de partida puede comprender la variante isotopica mas abundante y/o puede
ser la variante isotépica agregada mas abundante.

Cuando se quiere obtener solo un subconjunto de las probabilidades g;, no siempre es necesario calcular una solucién
completa de la ecuacion (M5). El lector experto apreciara que solo se requiere esa parte de una solucién para la
ecuacioén (M5) lo cual corresponde al subconjunto de probabilidades g;.

Por ejemplo, para la molécula de propano CsHs, la variante isotdpica agregada de partida es la variante monoisotépica
7 . - _ 12~ 2 1po B . A . - .
més ligera para la que se calcula la probabilidad como g, = F{";C3 “x P{;H) . La siguiente variante de is6topos

agregada se calcula como g1 = qo X p.1, donde p.; es la primera suma de las potencias 'negativas' del polinomio
(P(120)I° + P(R3C)IY)? x  (PGHDI® + PGHYI)®
gue toma la forma

Ixrgl+8xrgt (EL.9)

120910 + P(130)1Y) and (PGH)I® + PGH)I?
donde r¢ y ry son las raices de los términos (PCEOI® + PO (PGH) GHOI) respectivamente. Se

hace notar que el indice de la suma de las potencias de las raices p indica la potencia a la cual se elevan las raices
elementales individuales. Ya merece mencionar que la complejidad del calculo no depende de los valores v, w, X, y, z,
sino del nimero de variantes de is6topos agregadas requeridas, que es diferente de las técnicas anteriores, y que
resulta en un calculo y/o andlisis mejorado, mas rapido, mas eficiente y mas fiable de la distribucion isotdpica de una
muestra.

Las raices de los polinomios elementales son triviales y pueden almacenarse en la memoria de la computadora para su
posterior uso. Para los elementos C, H y N las raices se convierten en

i R ¢) = 20w (EL.10)

C="r00 T RGN T T R(TW)

Las raices de 0 son el nimero complejo ro y el conjugado del complejo ro que toman la forma

—p(t30)+[P(30)" 4P (*§0)P(30) _ -p(}}0)-[P(4}0)’~4p(50)P(*$0)
o= 2p(130) o= 27(50)

(EL.11)

Las raices de S son las raices de un polinomio de cuarto orden y son menos triviales, pero existe una solucién de forma
cerrada. La expresion parece no muy elegante, pero puede encontrarse mediante el uso de la solucidn de forma cerrada

14
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0 mediante algoritmos numéricos bien conocidos. Las raices del polinomio de azufre tienen dos pares de raices
complejas y conjugadas, especificamente (rs, 1, s, 1) Y (Is, 2, I's, 2)-

La suma de las potencias de las raices (EL.9) en el ejemplo anterior puede expresarse de manera mas general. Para las
proteinas y los péptidos esto se convierte en

- - - e — - —d =—d
pog = vred + wrp + gt + yrgt + yigt + vl + 2fs f + ars 4 2755 (EL.12)
La suma de las potencias de las raices complejas r y conjugadas r puede escribirse como

r=d 4 7% = 2|r|~% cos(—de (7)) (EL.13)
donde |r] y ¢(r) indican el modulo y el argumento de las raices r y F respectivamente. Dada la formulacién anterior

(EL.13), la ecuacion (EL.12) puede simplificarse al sustituir las raices complejas y conjugadas del oxigeno y el azufre
por su forma reducida. Para los elementos con méas de cuatro variantes isotdpicas, una solucién de forma cerrada de las
raices es a menudo impracticable (teorema de Abel-Ruffini), por lo tanto, las raices pueden calcularse mediante el uso
de métodos numéricos de busqueda de raices, tales como el método de Newton-Raphson o de Dandelin-Graeffe. El
valor de p.q puede calcularse facilmente mediante el uso de la vectorizacion y las formulas recursivas para los nimeros
afiadidos (por ejemplo,

rid =i Y . |

’ ’ , por lo que si ya se han calculado p.q4-1) pueden usarse para calcular p.g). En el texto anterior, las
potencias de la suma de potencias son negativas porque la teoria anterior calcula los coeficientes desde las variantes
monoisotépicas mas ligeras hasta las variantes mas pesadas. De hecho, este esquema es el opuesto al presentado en
el teorema de Newton-Girard, donde el célculo comienza con la variante mas pesada. Usualmente, la informacion
acerca de las variantes agregadas mas pesadas no es necesaria, pero si fuera necesaria el método algoritmico puede
paralelizarse al realizar el célculo desde la variante méas ligera hasta la (£)-ésima variante y desde la variante mas

pesada hasta la (2)-ésima variante. En la Gltima parte el calculo se realiza tomando las potencias naturales en lugar de

las potencias inversas como en la ecuacion (EL. 7).

Adicionalmente, puede verse que la complejidad de los calculos depende s6lo del nimero de atomos diferentes (en el
texto anterior C, H, N, O, S, pero obviamente esto puede extenderse a todos los atomos de la tabla periddica,
preferentemente, todos los atomos de la tabla periédica que tienen mas de un isétopo estable) y no depende de los
valores de v, w, X, y, z. El método usa eficientemente la memoria ya que sélo dos variables, especificamente, i y p-q,
deben almacenarse por cada variante de is6topos agregada requerida. Por lo tanto, calcular las primeras 100 variantes
de is6topos agregadas solo requiere que se almacenen 201 ndmeros.

La velocidad de calculo del método descrito es al menos comparable con, y en muchos casos mejor que, el método de
Olson y Yergey (Journal of the American Society for Mass Spectrometry 20:295-302, 2009) o el método de Rockwood y
otros (Analytical Chemistry 68:2027-2030, 1996). Sin embargo, una ventaja adicional de los métodos de la presente
invencion esta en cémo se calculan las masas centrales de las variantes de is6topos agregadas. Por definicion, la masa

central ™ de la i-ésima variante de is6topos se calcula como una suma ponderada por la probabilidad, como se debate
por Prouxl y Roussis (Analytical Chemistry 75(6):1470-1482, 2003):
Y L (EL.14)
Xjpij

donde p; y mj indican la probabilidad de ocurrencia y la masa de la j-ésima variante de is6topos que contribuye a la i-
ésima variante de is6topos agregada. Es obvio que los calculos exactos de las masas centrales sélo pueden lograrse si
todas las variantes de is6topos contribuyente se consideran, lo cual es dificil y frecuentemente impracticable debido a la
explosion combinatoria del nimero de variantes de is6topos para las moléculas grandes (es decir, el requisito de la
solucién diofantica). Sin embargo, puede intentarse eludir este calculo exhaustivo mediante el uso del teorema de
Newton-Girard y las férmulas de Viete como se propuso anteriormente. En este caso, se preferiria la solucion del
siguiente polinomio

ul;v,w,x,y,2) =Zi(2jmijpij)1i . (EL.15)

donde la suma de las masas ponderadas Zjm;p; de las variantes de is6topos con i neutrones adicionales son los objetos
de interés.

Es importante darse cuenta de que el denominador de la ecuacion (EL. 14) o, equivalentemente, la solucién de la
ecuaciéon (EL.6), ya se obtuvo mediante el teorema de Newton-Girard. En principio, el algoritmo de Newton-Girard
convierte los coeficientes del polinomio colapsado (EL.2), es decir, las probabilidades elementales
P30, .., P(325), en los coeficientes del polinomio expandido (EL.5). Debe notarse que esta transformacion sélo
puede lograrse debido a que la probabilidad de ocurrencia de una variante de is6topos particular es un producto de las
probabilidades elementales que componen la variante de is6topos. Ahora en el caso de los célculos de masa, la
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implementacion del principio de Newton-Girard es menos trivial. La masa de una variante de isétopos es aditiva en
funcién de las masas elementales que componen la variante de is6topos. Por lo tanto, con el fin de obtener los términos
en el numerador de la ecuacién (EL.14) o equivalentemente, los coeficientes del polinomio (EL.15), debe encontrarse un
método abreviado para escribir la adicion de términos como una multiplicacion de términos. Para ello se usa un principio
basico del calculo elemental:

K% x K? = Ko+P. (EL.16)

Con el fin de obtener una férmula en forma de polinomio (EL.15), se introducira una variable indicadora adicional en el
polinomio (EL.2):

(P(20)KMCEN0 4 p(3C)KMCE )

x (PCGH)KMGMO 4 p2H) KM 1)”

x (PC4MKMCII® + P(SN)K™ *5'")11)’“ | (EL.17)
x (P(60)KMCE0)10 1 p(10)KMCBOE 4 P(150)KM(EO)12)

x (P(328)k™ )10 + P(325)KMBEN + P(IES)K™M 172 + P(ES) kMBI,

donde la variable indicadora K actta como un dispositivo de seguimiento para las masas

M(20), .., M(ES). . . -
elementales (&0 s MGeS) El polinomio (EL.17) puede expresarse ahora como un producto de las probabilidades
elementales y la variable indicadora K de una manera similar como en la parte anterior donde se calcularon las

probabilidades de la variante de is6topos:
T(LK;v,w,x,y,2) = %:(; pi; K™)I* (EL.18)

En las siguientes dos etapas, se manipulara el polinomio en (EL.18) de manera que se obtendra el polinomio en la
ecuacion (EL.15). En la primera etapa se diferenciara el polinomio en K para obtener:

Ed;T(I.K: v,w,x,9,2) = 5(; mipi K™ )1 (EL.19)

En la segunda etapa, hay que evaluar la variable indicadora en la ecuacién (EL.19) para un valor de 1. De esta forma se
obtiene el polinomio U(l; v, w, X, y, z) como se define en (EL.15).

Ahora al aplicar la diferenciacién y la evaluacion de K en 1 a la forma colapsada del polinomio (EL.17) se obtendra

ull;v,w,x,y,z) =

vQ(I;v — 1,w,x,y,2) (P(ZC)M(*Z0)I° + P(RROM(EOI) (EL.20)
+w(l;v,w - 1,x,y,2)(PCHMGHI® + PGHMGH)I) (EL.21)
+x(liv,w,x — 1,y,2) (PCEN)M (NI + PCSNIM(PSN)IT) (EL.22)

+y(;v,w,x,y — 1,2) (P(OOYM(*50)1° + PCLOYM(YZOHI + P(R0)M(*80)1?%) (EL.23)
+z(Lv,w,x,y,z—1) X
(PG2S)M(3ZS)I0 + P(ESIM(ES)IT + PGESIMGES)I? + P(3SIM(IEHIY). (EL.24)

Anteriormente ya se mostré6 cémo los coeficientes del polinomio expandido Q pueden calcularse facilimente. Sélo se
necesita modificar un poco el algoritmo para tener en cuenta la multiplicacioén adicional con el polinomio que contiene las
masas elementales ponderadas. Este enfoque algoritmico dividira los céalculos del polinomio U(l; v, w, X, y, ) en cinco
partes. Esto significa que el método encuentra iterativamente los coeficientes de cada uno de los cinco polinomios
(EL.20), (EL.21), (EL.22), (EL.23), (EL.24) a partir de la masa monoisotopica; y luego afiade los coeficientes con el
mismo orden. Las masas centrales finales pueden ahora obtenerse a partir de la ecuacién (EL.14), donde los resultados
obtenidos deben ponderarse por las probabilidades de ocurrencia de la variante de is6topos agregada correspondiente.
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Para cada potencia de | (que representa el nucledn adicional), el método anterior resuelve implicitamente la ecuacion
diofantica y devuelve todas las combinaciones de is6topos para las cuales el recuento adicional de neutrones de las
variantes de is6topos se suma a la potencia. Por otra parte, puede adaptarse el esquema de calculo de manera que las
operaciones matematicas sobre el resultado de la ecuacion diofantica se habiliten sin calcular explicitamente el
resultado de la ecuacién diofantica.

El experto apreciara que los procedimientos que se describen en este documento pueden aplicarse de manera mas
amplia a las moléculas que consisten de mas atomos diferentes presentados previamente entonces. Mas
especificamente, los atomos constituyentes pueden ser cualquier combinacién de hidrégeno, helio, litio, berilio, boro,
carbono, nitrégeno, oxigeno, flior, neédn, sodio, magnesio, aluminio, silicio, fésforo, azufre, cloro, argén, potasio, calcio,
escandio, titanio, vanadio, cromo, manganeso, hierro, cobalto, niquel, cobre, cinc, galio, germanio, arsénico, selenio,
bromo, kriptén, rubidio, estroncio, itrio, circonio, niobio, molibdeno, tecnecio, rutenio, rodio, paladio, plata, cadmio, indio,
estafio, antimonio, telurio, yodo, xenén, cesio, bario, lantano, cerio, praseodimio, neodimio, prometio, samario, europio,
gadolinio, terbio, disprosio, holmio, erbio, tulio, iterbio, lutecio, hafnio, tantalio, tungsteno, renio, osmio, iridio, platino, oro,
mercurio, talio, plomo, bismuto, polonio, astato, radédn, francio, radio, actinio, torio, protactinio, uranio. Mas
especificamente, la distribucién isotopica agregada de dos moléculas que difieren en sus constituyentes soélo por un
numero de atomos monoisotdpicos parecera la misma, excepto que las distribuciones se desplazaran en la masa
absoluta. Los atomos monoisotdpicos, es decir, los atomos con sélo un isétopo estable, son berilio-9, flior-19, sodio-23,
aluminio-27, fésforo-31, escandio-45, vanadio-51, manganeso-55, cobalto-59, arsénico-75, rubidio-85, itrio-89, niobio-93,
rodio-103, indio-113, yodo-127, cesio-133, lantano-139, praseodimio-141, europio-153, terbio-159, holmio-165, tulio-169,
lutecio-175, renio 185, oro-197. Ademas, el enfoque especifico que se ha postulado sugiere un posible calculo invertido
para obtener la informacion de la molécula basado en informacién de la distribucion isot6pica.

En una modalidad, la invencion proporciona un método para analizar al menos una parte de una distribucion isotépica
de una muestra, de manera que dicha férmula quimica se describe por My(Z)ne con

. a, un indice que recorre todas las especies atdmicas constituyentes de la molécula;

. Za4, la a-ésima especie atomica de la molécula; y

. Ng, €l nimero de atomos de la especie Z, en la molécula,

y de manera que el método comprende ademas las etapas de:

. generar los datos que comprenden las masas promedio ponderadas pf de cada especie atomica Z, dentro de
dicha i-ésima variante isotépica agregada de dicha molécula con un nimero de masa A;;

. calcular una masa central M; de dicha i-ésima variante isotépica agregada de dicha molécula a partir de dichas

masas promedio ponderadas pf de cada especie atomica Zq y a partir de dicha probabilidad g;.

En una modalidad preferida, dicha masa central M; se calcula de acuerdo con:

My =2 Sonepf. | | (5)

Las masas promedio ponderadas pf son las contribuciones relativas de la especie atémica Z, a la masa de la i-ésima
variante isotépica agregada, normalizadas a la probabilidad ¢i. En otras palabras, pf es la contribucién de masa de 1

atomo de la especie Z, a la masa M; de la i-ésima variante isotopica agregada, ponderada por las probabilidades
relativas con las que los diferentes iso6topos de la especie atdmica ocurren en la i-ésima variante isotdpica agregada,
estas probabilidades relativas que se normalizan a la probabilidad g; con la que la i-ésima variante isotdpica agregada
ocurre en la distribucion isotépica agregada. Un simple ejemplo puede explicar mejor el significado de #¥. Se refiere el

ejemplo 2 para esta explicacion.

La generacion de datos que comprenden las masas centrales de las variantes isotopicas agregadas de una molécula
puede hacerse en el mismo sentido que la generacién de las probabilidades con las que las variantes isotdpicas
agregadas de una molécula ocurren en una distribucién isotopica agregada. La masa central M; de la i-ésima variante
isotépica agregada de una molécula se define por:

M, = XMy jpij (5a)
Zjpij .
con M;;j la masa de la j-ésima variante isotdpica contribuyente a la i-ésima variante isotdpica agregada de la molécula y
pij la probabilidad con la que una variante isotopica (se hace notar que esta no es una variante isotopica agregada)
contribuye a la distribucion isotépica de la molécula, y de manera que la suma en j recorra todas las variantes isotopicas
que contribuyen a la i-ésima variante isotopica agregada. Se hace notar que el denominador en la ecuacion (5a): 2jpi; =
gi, de manera que q; es la probabilidad con la que la i-ésima variante isotopica agregada de dicha molécula con un
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ndmero de masa A ocurre en la distribucion isotépica agregada de la molécula. Se hace notar que la ecuacién (5a) es la

. ., ;=i and M;; = my;.
misma que la ecuacion (EL. 14) para M; =m; and My, =m;

En el caso de que la variante isotpica agregada de partida sea una variante monoisotopica, la masa central Mo de la
variante isotopica agregada de partida de la molécula con un nimero de masa predeterminado Ao se da por la suma de
las masas de esos is6topos de los atomos constituyentes que contribuyen a dicha variante isotdpica agregada de
partida. En el caso de que la variante isotdpica agregada de partida sea la variante isotopica mas ligera, la masa central
Mo de la variante isotdpica agregada de partida de la molécula con un nimero de masa predeterminado Ao se determina
por la suma de las masas de los isétopos mas ligeros de los atomos constituyentes. En el caso de que la variante
isotépica agregada de partida sea la variante isotopica mas pesada, la masa central My de la variante isotépica
agregada de partida de la molécula con un nimero de masa predeterminado Ao se determina por la suma de las masas
de los is6topos mas pesados de los atomos constituyentes. Aunque es posible elegir cualquier variante isotdpica
agregada como una variante isotdpica agregada de partida para la cual va a generarse la masa central My, es mas facil
elegir una variante monoisotépica, ya que esto requiere menos tiempo de célculo y/o de recuperacion de datos. Se
hace notar que en lo anterior, el indice "0" se us6 para denotar la variante isotdpica agregada de partida, y no
necesariamente, por ejemplo, la mas ligera.

En una modalidad en la que se calcula una masa central, al menos una masa promedio ponderada p¥ se calcula
tomando una combinacion lineal de las masas promedio ponderadas ©f de la especie atdmica Z, dentro de las variantes

p{ = Tjzs DEpf

isotdpicas agregada de dicha molécula con nimeros de masa A, diferentes de A;, es decir ,con DF;-

los coeficientes de la combinacion lineal. Los beneficios de este enfoque para calcular la masa central de la i-ésima
variante isotopica agregada en este sentido es que no se necesita ni hay que calcular ninguna informacion sobre la
variante isotdpica independiente que contribuye a la i-ésima variante isotopica agregada, con el consiguiente ahorro en
el tiempo de calculo o de recuperacion de datos en comparacidon con las técnicas anteriores. La masa promedio
ponderada pf para una especie atémica Z, y la i-ésima variante isotopica agregada puede calcularse a partir de las

masas promedio ponderadas pf de la misma especie atomica Z, y de otras variantes isotopicas agregadas con el indice

j # i, que pueden obtenerse a partir de una base de datos, calculadas de acuerdo con una técnica anterior, calculadas a
partir de los principios basicos, calculadas de acuerdo con cualquier técnica especificada en este documento o cualquier
otra técnica. Los valores exactos de los coeficientes DJF dependeran de los indices i, j, a y de la formula quimica de la

molécula, pero son Unicos, es decir, si se conocen las masas promedio ponderadas pf para las variantes isotopicas
agregadas con los nimeros de masa A; # Ai y para la especie atdmica Z,, los coeficientes DfJ para calcular la masa
promedio ponderada p§ se determinan univocamente. En una modalidad preferida, dicha masa promedio ponderada pf
se calcula recursivamente comenzando a partir de una masa promedio ponderada pj de cada especie atémica Zq
dentro de una variante isotdpica agregada cero o de partida de dicha molécula con nimero de masaA,. En tal
modalidad, las masas centrales de una 0 mas variantes isotépicas agregadas pueden calcularse de manera mas precisa
y rapida que con las técnicas anteriores. Ademas, calcular las masas promedio ponderadas recursivamente reduce la

necesidad de consultar bases de datos, con la posible reduccion del tiempo de céalculo. En una modalidad preferida, un
coeficiente D"J para un valor predeterminado de a se obtiene mediante el uso de las etapas de:

* obtener para cada valor de a, cada raiz rq,q, con ig = 1... Ng, de una ecuacion polinomial elemental de Ng-ésimo

. o " : : P(*"Z,)

orden cuyo coeficiente del término de mg-ésimo orden se determina por una abundancia elemental “
del is6topo de la especie atdmica Z, con mg neutrones mas que el isétopo estable mas ligero de dicha especie
atomica que tiene un nimero masico Ag;

* obtener para dicho valor predeterminado de a, cada raiz Sa,a, CON ic = 1... Ng, de una ecuacién polinomial
extendida de Ng-ésimo orden cuyo coeficiente del ms-ésimo orden se determina por el producto de una

. p(fe*mez PM(ATEZL) . .
abundancia elemental - "% y l]a masa “““del is6topo de la especie atdmica Z, con mq neutrones

mas que el isétopo estable mas ligero de dicha especie atdbmica que tiene un nimero masico Ag;
e calcular dicho coeficiente D“J a partir de dichas raices rg;q Y Sajia-

Las ecuaciones polinomiales elementales y las raices rq, is ya se han discutido anteriormente, por ejemplo, en las
ecuaciones (EL.25), (3a), (3b) y (3c) y en el texto. Las ecuaciones polinomiales extendidas usan las masas de los
isbtopos de la especie atémica constituyente. Mas particularmente, las ecuaciones polinomiales pueden escribirse
como:
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T MRz PR Z )™ = 0 (6)

me=0

en el caso de que la formula quimica de la molécula se dé por Mu(Za)ne de manera que Z3,Z,...,Zy SON especies
atomicas constituyentes de la molécula, con y el nimero de diferentes especies atomicas que constituyen la molécula.
Las ecuaciones polinomiales extendidas son asi:

M(EZ)P(RZ)I0 + MW Rz)P( Lz + o+ MW RZ)P(RTEZ)M =0 (72)

M(R2,)P(2Z,)I° + M AL )P Z )t + e+ M2z, P("22,)IM =0 (7b)

M(22,)P(72,)10+M (uz)P(Vozy) M (" 3z, P (Y Rz,) 1 =0 (7¢)

Aqui, | es la variable desconocida que puede representar el nimero de neutrones excedentes en las variantes
isotdpicas en comparacion con la invariante isotopica estable mas ligera; Ai,Az,...,Ay pueden ser nimeros de masa de la
variante isotdpica estable mas ligera de las especies de atomos Z:,Z»,...,Zy respectivamente; Ni,Na,...,Ny pueden
representar el nUmero maximo de neutrones excedentes que pueden afiadirse a la variante isotopica mas ligera de las
especies atémicas Z1,7»,...,Zy respectivamente, para obtener la variante isotépica estable méas pesada. Los coeficientes

i i i i Ay+k Ay+k
M 52)P(M5i2,), M(522)P(7520). M (P32, ) P ( )
de las ecuaciones polinomiales son productos

de las abundancias elementales y las masas de los is6topos de las especies de atomos Z3,Z,...,Zy con numeros de
masa A1 + i, A2 +j,..., Ay + k respectivamente. La solucion de las ecuaciones (7a)-(7c) son un conjunto de N1 + N +---+
Ny raices (S1,1,51,2,.--,51,N1;52,1,52,2,-..,52,N2;--+; Sy,1,Sy,2,---,Sy,Ny) que pueden ser nimeros complejos. En una modalidad méas
preferida, dicha variante isotépica agregada cero o de partida de dicha molécula es la variante isotopica mas ligera, y
dichos coeficientes D"; se calculan de acuerdo con

1 SN i) =D
D = _7[2,1, (na, e Tm,(it,,l ) L ] (8)

donde a' es un indice que recorre todas las especies atdbmicas que constituyen la molécula, es decir, a' = 1... y. En otra
modalidad mas preferida, dicha variante isotépica agregada cero de dicha molécula es la variante isotopica mas pesada
y los coeficientes D"; se calculan como la suma de las potencias positivas de las raices de las ecuaciones polinomiales

elementales y extendidas.

. n. . . - 2 .

En una modalidad, las masas centrales M; para las (=} variantes isotopicas agregadas mas ligeras se calculan
. . . . ;. z . 1 -

recursivamente a partir de la variante isotopica agregada mas ligera y las masas centrales M; para las (=} variantes

isotopicas agregadas mas pesadas se calculan recursivamente a partir de la probabilidad de la variante isotépica
agregada mas pesada. Los coeficientes D"; se calculan en este caso de acuerdo con la ecuacién (8) para las [?j.

variantes isotopicas agregadas mas ligeras como una suma de las potencias positivas de las raices de las ecuaciones
polinomiales elementales y extendidas para las {;j variantes isotopicas agregadas mas pesadas.

—(i-) )
En una modalidad preferida, las potencias de dichas raices “*“ ylo “®i« en el calculo de dichos coeficientes DFJ

se calculan recursivamente, es decir, en un calculo recursivo, la (i - j-1)-ésima potencia negativa de dichas raices ya se
ha obtenido y puede almacenarse para su uso posterior cuando se calcula la (i-j)-ésima potencia negativa:

i) ity ) _ D) -1
(=) — =) Iyt Sai = Saig Saiy-

Es evidente que tal procedimiento reduce el tiempo de calculo

T iy iy iy @l

considerablemente para las potencias grandes.

En un aspecto adicional, la presente invencion proporciona un dispositivo capaz de analizar al menos una parte de una
distribucién isotopica de una muestra y/o de una molécula en una muestra, mediante el uso de un método para analizar
al menos una parte de una distribucion isotopica de una muestra como se describe en este documento. Esto incluye,
pero no se limita a, una computadora y un espectrometro de masa.

En aun otro aspecto, la presente invencion proporciona un dispositivo instalable en computadora que comprende una
implementacion de un método para analizar al menos una parte de una distribucion isotépica de una muestra como se
describe en este documento. Tal dispositivo instalable en computadora puede ser un disco duro, un disquete, una
memoria USB u otro tipo de memoria flash, una conexion de internet a una base de datos o sitio web donde esta
disponible una implementacion de tal método.
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En aun otro aspecto, la presente invencidn proporciona un uso de un método para analizar al menos una parte de una
distribucion isotépica de una muestra como se describe en este documento, preferentemente, en una computadora y/o
un espectrometro de masa y/o un instrumento periférico de un espectrémetro de masa y/o cualquier otro aparato.

En un aspecto adicional, la presente invencion proporciona un método para identificar la composiciéon elemental y/o
cuantificar la presencia de elementos monoisotdpicos en una molécula en una muestra, de manera que dicha molécula
tiene una formula quimica My(Za)na CON

. a, un indice que recorre un nimero de especies atdmicas constituyentes esperadas de dicha molécula;

. Zq, la a-ésima especie atomica esperada de la molécula; y

. Ng, €l nimero de atomos de la especie Z4 en la molécula,

gue comprende las etapas de:

. obtener al menos una parte de una distribucién isotdpica a partir de dicha muestra;

. obtener un conjunto de N, alturas de los picos tj con j = 1...Np, de al menos una parte de una distribucion
isotopica agregada a partir de dicha distribucion isotopica;

. calcular a partir de dicho conjunto de alturas de los picos un conjunto de N, -1 alturas relativas de los picos fi
coni=1---Np-1;

. obtener un valor de nq para al menos una especie atdmica Zq a partir de dicho conjunto de alturas relativas de
los picos,

caracterizado porque dicho valor de nq se obtiene al calcular una soluciéon de un sistema de ecuaciones lineales
>aEiaNa = Fi, preferentemente, esta solucidon puede redondearse a los enteros mas préoximos o la solucién puede
calcularse mediante el uso de un algoritmo de optimizacién discreta, de manera que el conjunto de nimeros F;
comprende dicho conjunto de alturas relativas de los picos y los coeficientes Ei; de dicho sistema lineal comprenden las
potencias y/o las sumas de las potencias de las raices rq,q, cONn ig = 1...Nq, de una ecuacion polinomial elemental de Ng-
ésimo orden cuyo coeficiente del término de mg-ésimo orden se determina por una abundancia elemental
P(A**"8Z,) . o . . o .

« del is6topo de la especie de atomo Z; con mq neutrones mas que el isétopo estable mas ligero de dicha
especie de atomo que tiene un namero masico Aq. Debe quedar claro que obtener al menos un valor de nq para al
menos una especie atdmica Zq en la forma prescrita anteriormente reduce drasticamente el tiempo para identificar la
composicién elemental y/o cuantificar la presencia de elementos monoisotopicos en una molécula en una muestra, ya
que no se usa ningln método de ensayo y error o de ajuste como en la técnica anterior para obtener este ny, mediante
el cual se hizo una estimacion en cuanto al valor de ng, la distribucién isotopica (agregada) para este valor estimado
tuvo que calcularse o recuperarse de una base de datos y, posteriormente compararse con la distribucién isotopica
obtenida de la muestra, después de lo cual otra estimacion para nq se probé y comprobdé. Por lo tanto, el método de la
presente invencion es una clara mejora respecto a los métodos de la técnica anterior, por ejemplo, los métodos
descritos en los documentos que se debatieron anteriormente.

En una modalidad, en el método para identificar la composicion elemental y/o cuantificar la presencia de elementos
monoisotdpicos en una molécula en una muestra, dicho conjunto de alturas de los picos t; se ordena de acuerdo con la
masa en la que se observa una altura del pico. Esto hace que el célculo de los coeficientes Eix sea mas facil y mas
sencillo. En una modalidad preferida, no se observa ningln pico en dicha distribucién isotopica o dicha distribucion
isotépica agregada alrededor de una masa que es esencialmente 1 Da menor que la masa en la que se observa el
primero de dicho conjunto de alturas de los picos t;, es decir t1. De nuevo, esto hace que el célculo de los coeficientes Eiq
sea mas facil y mas sencillo. En una modalidad preferida, las masas en las que se observan las alturas de los picos tj se
separan esencialmente en 1 Da. Esto también hace que el calculo de los coeficientes Eiqs sea mas facil y mas sencillo.

En una modalidad del método para identificar la composicion elemental y/o cuantificar la presencia de elementos
monoisotdpicos en una molécula en una muestra, dicho conjunto de N, - 1 alturas relativas de los picos ticoni=1... N, -
1 se calcula recursivamente a partir de dicho conjunto de Np alturas de los picos tj con j = 1...Np, mediante el uso de las
etapas de:

. calcular

£ = _%; » (9a)
J calcular

By = = [+ Dz + Bja bijratyia] for i = 2..N, = 1. (9b)

Como tal, puede calcularse facil, rapida y exactamente las alturas de los picos normalizadas que son directamente
comparables con las probabilidades g; normalizadas a una probabilidad g; correspondiente al pico t1, es decir, el pico t;
se observa en el nimero de masa A; al que corresponde una gj. Ademas, debe notarse que la relacion ti/g; es una
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medida de la cantidad de la molécula en la muestra, es decir, a partir del valor de t1/q;, puede derivarse la cantidad de la
molécula en la muestra. En una modalidad preferida, dichos coeficientes Ej, de dicho sistema lineal se dan por la suma
de la (-i)-ésima potencia de las Nq raices de la ecuacion polinomial elemental de Ng-€simo orden cuyo coeficiente del
Ag+my

término de mqg-ésimo orden se determina por la abundancia elemental P( Zaz”‘)del isétopo de la especie atdmica Zq
con mq neutrones mas que el isétopo estable mas ligero de dicha especie atdmica que tiene un nimero masico Aq, €s
- Ei = Yt Tk . . . . . .
decir “ y de manera que dicho conjunto de nimeros F; se da por dicho conjunto de alturas relativas de los
picos f;, es decir F; = f.. Esta modalidad permite un célculo de n, para al menos una y posiblemente todas las especies
atémicas Zg, sin necesidad de consultar una base de datos exterior, es decir, todo lo que se necesita es el conjunto de
alturas de los picos tj con j = 1...N,, de al menos una parte de una distribucion isotopica agregada a partir de una
distribucién isotépica obtenida de una muestra.

En una modalidad del método para identificar la composicion elemental y/o cuantificar la presencia de elementos
monoisotdpicos en una molécula en una muestra, dicho nimero N, - 1 de alturas relativas de los picos es al menos
dicho nimero y de especies atémicas constituyentes esperadas de dicha molécula con dos o mas is6topos estables.
Como tal, se tiene la posibilidad de calcular los valores nq para todas las especies atdbmicas mediante el uso de las
técnicas rapidas y exactas descritas en este documento.

En una modalidad del método para identificar la composicion elemental y/o cuantificar la presencia de elementos
monoisotdpicos en una molécula en una muestra, dicho nimero Np - 1 de las alturas relativas de los picos es mayor que
el nimero de especies atémicas constituyentes esperadas de dicha molécula con dos o mas isétopos estables y los
valores de nq para cada valor de a se obtienen al resolver un sistema sobredeterminado de ecuaciones lineales 3 «E;aNq
= F;. Esta solucion puede obtenerse mediante cualquier técnica anterior, por ejemplo, mediante el uso de un algoritmo
de resolucion de minimos cuadrados y, preferentemente, un posterior redondeo de las soluciones resultantes a los
enteros mas proximos. La ultima técnica ofrece la posibilidad de estimar el error en las soluciones obtenidas para los
valores de ng.

En una modalidad del método para identificar la composicion elemental y/o cuantificar la presencia de elementos
monoisotépicos en una molécula en una muestra, dicha parte de una distribucién isotépica se proporciona mediante el
andlisis de una medicion espectrométrica de masa. Las mediciones espectrométricas de masa son, por mucho, la forma
mas popular de obtener una distribucion isotdpica de una muestra. El método presentado puede usarse en el andlisis de
la composicion de una muestra por medio de la espectrometria de masa. Dado que el método presentado es, en
muchos casos, mas rapido, mas exacto y mas fiable que las técnicas existentes para identificar la composicion
elemental y/o cuantificar la presencia de elementos monoisotopicos en una molécula en una muestra, es una mejora
importante con respecto a las técnicas anteriores, especialmente si la muestra consiste de moléculas grandes. El
método puede servir ademas como una métrica adicional de la calidad, de manera que la estimacion de la composicion
elemental puede compararse con el resultado de una basqueda en base de datos mediante el uso de Sequest o Mascot
para la identificacion de péptidos. Las moléculas grandes se encuentran tipicamente en las muestras biologicas. Por lo
tanto, en una modalidad, dicha muestra comprende las moléculas de polipéptidos. Dado que estas moléculas de
polipéptidos consisten, en gran parte, de un pequefio conjunto de elementos quimicos y el método presentado para
identificar la composicion elemental y/o cuantificar la presencia de elementos monoisotépicos en una molécula en una
muestra aun requiere una eleccion en cuanto a qué especies atdbmicas pueden encontrarse en la muestra, en una
modalidad del método para identificar la composicién elemental y/o cuantificar la presencia de elementos
monoisotépicos en una molécula en una muestra, dichas especies atomicas esperadas comprenden carbono,
hidrégeno, nitrégeno, oxigeno y/o azufre. En una modalidad del método para identificar la composicion elemental y/o
cuantificar la presencia de elementos monoisotépicos en una molécula en una muestra, dichas especies atémicas
esperadas comprenden hidrégeno, helio, litio, berilio, boro, carbono, nitrégeno, oxigeno, flGor, neén, sodio, magnesio,
aluminio, silicio, foésforo, azufre, cloro, argon, potasio, calcio, escandio, titanio, vanadio, cromo, manganeso, hierro,
cobalto, niquel, cobre, cinc, galio, germanio, arsénico, selenio, bromo, kriptén, rubidio, estroncio, itrio, circonio, niobio,
molibdeno, tecnecio, rutenio, rodio, paladio, plata, cadmio, indio, estafio, antimonio, telurio, yodo, xenoén, cesio, bario,
lantano, cerio, praseodimio, neodimio, prometio, samario, europio, gadolinio, terbio, disprosio, holmio, erbio, tulio, iterbio,
lutecio, hafnio, tantalio, tungsteno, renio, osmio, iridio, platino, oro, mercurio, talio, plomo, bismuto, polonio, astato,
radon, francio, radio, actinio, torio, protactinio y/o uranio.

En una modalidad del método para identificar la composicion elemental y/o cuantificar la presencia de elementos

monoisotépicos en una molécula en una muestra, dicha molécula comprende al menos un atomo constituyente
monoisotépico en su férmula quimica, y el método comprende ademas una combinacion de las etapas de:

o obtener a partir de dicha distribucién isotépica una masa medida, dentro de una precision de +0.9 Da, +0.8 Da,
10.75 Da, #0.6 Da, #0.5 Da, #0.4 Da, 0.3 Da, #0.25 Da, +0.1 Da, en la que aparece un pico de is6topo;
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. calcular una masa esperada en la que aparece dicho pico de is6topo para una segunda molécula con una
segunda férmula quimica que es dicha férmula quimica a partir de la cual se elimina el &tomo constituyente
monoisotépico;

. comparar dicha masa medida con dicha masa esperada para deducir la presencia de dicha molécula que
comprende al menos un a&tomo constituyente monoisotépico en dicha muestra.

Una de las ventajas del presente método para identificar la composicion elemental y/o cuantificar la presencia de
elementos monoisotopicos en una molécula en una muestra, es que puede derivar los valores de nq para al menos uno
y posiblemente cada valor de a en la formula quimica de una molécula, en esta sélo a partir del tamafio del pico relativo
de al menos una parte de una distribucién isotépica agregada. No se requieren las masas exactas y/o centrales en las
gue se observan estos picos. Sin embargo, este método solo puede identificar los valores de nq para las especies
atdmicas con al menos dos isétopos estables. Cuando una molécula comprende al menos una especie atdmica
monoisotépica, esta especie no altera la distribucion isotdpica o la distribucién isotépica agregada con respecto a las
alturas de los picos. Sélo resultara en un cambio de las masas en la que se observan los picos. Por lo tanto, cuando se
emplea el método descrito aqui anteriormente, puede calcularse qué cantidad de la masa de una molécula de la que se
mide u observa una distribucion isotopica surge de las especies atdbmicas monoisotopicas que constituyen la molécula.
Para ello, hay que comparar al menos una masa en la que se observa una variante isotdpica agregada con la masa de
esta variante isotdpica agregada calculada a partir de la formula quimica de la molécula, como se deriva al usar un
método para identificar la composicién elemental y/o cuantificar la presencia de elementos monoisotdpicos en una
molécula en una muestra como se describe en este texto. De esta manera, la diferencia de masa puede atribuirse a las
especies atbmicas no monoisotopicas comprendidas en la molécula presente en la muestra. La diferencia de masa asi
obtenida puede compararse con las masas de las especies atobmicas monoisotépicas. En una modalidad preferida del
método para identificar la composicién elemental y/o cuantificar la presencia de elementos monoisotdpicos en una
molécula en una muestra, dicho al menos Unico atomo constituyente monoisotopico es el fésforo-31. En otra modalidad
preferida, dicha diferencia de masa se atribuye a una combinacion de los siguientes elementos monoisotopicos
presentes en la molécula: berilio-9, flor-19, sodio-23, aluminio-27, fésforo-31, escandio-45, vanadio-51, manganeso-55,
cobalto-59, arsénico-75, rubidio-85, itrio-89, niobio-93, rodio-103, indio-113, yodo-127, cesio-133, lantano-139,
praseodimio-141, europio-153, terbio-159, holmio-165, tulio-169, lutecio-175, renio-185, oro-197.

En un aspecto adicional, la presente invencion proporciona un dispositivo capaz de identificar la presencia, composicion
elemental y/o cantidad de una molécula en una muestra mediante el uso del método como se describe anteriormente.
Preferentemente, este dispositivo comprende una instalacion espectrométrica de masa o es un espectrometro de masa
con aparato de andlisis correspondiente. El dispositivo puede comprender ademas una computadora implementada con
el método descrito anteriormente.

En aln otro aspecto, la presente invencion proporciona un dispositivo instalable en computadora que comprende una
implementacion del método para identificar la composicion elemental y/o cuantificar la presencia de elementos
monoisotépicos en una molécula en una muestra como se describe en este documento. Tal dispositivo instalable en
computadora puede ser un disco duro, un disquete, una memoria USB u otro tipo de memoria flash, una conexién de
internet a una base de datos o sitio web donde esta disponible una implementacion de tal método.

En aun otro aspecto, la presente invencién proporciona un uso de un método para identificar la composicion elemental
y/o cuantificar la presencia de elementos monoisotdpicos en una molécula en una muestra como se describe en este
documento, preferentemente, en una computadora y/o un espectrometro de masa y/o un instrumento periférico de un
espectrémetro de masa y/o cualquier otro aparato.

Se supone que la presente invencion no se limita a cualquier modalidad descrita anteriormente y que algunas
modificaciones pueden afiadirse a la metodologia y/o dispositivos presentados sin la revaluacién de las reivindicaciones
adjuntas. Por ejemplo, la presente invencion se ha descrito en este documento principalmente en referencia a las
moléculas de polipéptidos, pero esta claro que la invencién puede aplicarse a todo tipo de moléculas.

EJEMPLOS
Ejemplo 1:
Para el monéxido de carbono, CO, puede elegirse Ay = 28, es decir, la variante monoisotdpica mas ligera. Entonces

A qo = P(12C)P(1§0) = 0.986896001. - |
facilmente se calcula Para calcular la probabilidad g con la que ocurre la variante

P-1
. . 41 = L3=0 €100 Cio=——"
isotopica agregada de CO con nimero de masa A 1 = 29, puede usarse = =% con “*° 1

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

R
py=1c +1g tip,

y

ecuaciones

0.011049933. En las siguientes etapas, se obtiene P-2 =

0.002032131, y

tabla:

| Ai
0 28
1 29
2 30
3 31

c
de manera que
P(R20) + PR30 =0 y

3 =153+ 75% +75° = 0.000001083120

ES 2539710 T3

_ —P(H0)+yr(*40)’~4P(50)r (*50)

_PCE)

-P(140)-JP(30)" ~P(*40)r(*§0)

7y =

y

S TRy 0T 2#(50) 2r(*80)

P(1§0) + P(X30)I + P(*80)I% = 0.

152 + 152 + 7,2 = —0.003992862186

pi=Te+ri+ Ty
-0.011196653942

-0.003992862186
0.000001083120

Para C3Hg, puede construirse una tabla similar:

i Ai

44
45
46
47
48
49
50

ol b~ WIN | O

pi=Tg 15+ TG

-0,033367290690
0,000351045760
-0,000003795683
0,000000041053
-0,000000000444
0,000000000005

son las raices de las

Esto conduce a p.1 = -0.011196653942 y Q1

y g2 = 0.002032131, y Q2 =

qi

0.986896001
0.011049933
0.002032131
0.000021935

qi

0,967351820549
0,032277909396
0,000368720815
0,000001547984
0,000000001255
0,000000000000
0,000000000000

En esta tabla se ve que sélo los primeros pocos picos pueden observarse en una medicion de MS.

Ejemplo 2: Ejemplo del célculo de las masas centrales de las variantes isotopicas agregadas de CO.

y gs = 0.000021935. Estos nameros se resumen en la siguiente

Se proporciona una distribucién isotépica de una muestra, y quiere analizarse la muestra para el CO. De esta manera,
quiere compararse una parte de la distribucidn isotdépica medida con la distribucion isotépica agregada, también con
respecto a las masas centrales. De esta manera, se necesita obtener esta distribucién isotdpica agregada y las masas
centrales. Después, puede hacerse la comparacion entre la distribucion isotopica agregada y las masas centrales
obtenidas, y la distribucion isotépica agregada derivada de la distribucion isotépica medida.

Anteriormente, ya se ha explicado la distribucién isotépica de la molécula de CO.

Para la variante mas ligera, que puede tomarse como la variante de partida o cero, se tiene:

Ay, = A(2C) + A(P§0) = 28,
M, = M(*2C) + M(*§0) = 27.995Da,
qo = P(*2C)P(*§0) = 0.986896001.
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Se hace notar que, dado que es una variante monoisotopica, la masa central es ademas la masa isotépica.

Obviamente, la masa central de una variante monoisotépica se calcula facilmente mediante la suma de las masas de los
-z . . = 12 16 = . . . . z . .z
iso6topos constituyentes, es decir, Mo = M(EC) + M('30) = 27.995Da Sin embargo, se ilustrara a continuacién que el
método descrito en este texto puede aplicarse ademas a las variantes monoisotépicas.

El isétopo 1§,C ocurre en la variante isotdpica (agregada) cero del CO con probabilidad = 1. Por lo tanto, la masa
promedio ponderada de la especie atdmica carbono en la variante isotopica mas ligera del CO se determina por

o S =P(2C)P(EOIM(1IC) = 11.842752012Da,

12 16
debido a que esta masa promedio ponderada deberia normalizarse a la probabilidadqe = PCSCIPC 80),es decir, si las
masas de todos los is6topos atémicos fueran 1, la masa promedio ponderada p§ serfa igual a la probabilidad .

Un calculo similar para el O conduce a
e p?=P(*20)P(*50)M(*§0) = 15.785317274Da.

La masa central para la variante isotdpica agregada mas ligera entonces se calcula facilmente como

c, .0 12 16 12 12, 16 16
_ p§+p§ _ (Zc)p(*goIm(1ec)+P(*Ec)P(180)M(*80) _ pr 12 160} = 27.995Da.
= °q0 0 =20 (207 (350) M2C) + M(*30)

™ M0

El céalculo de la masa central de la variante isotopica agregada con nimero de masa molecular 29 es un poco mas
complicado. Se tienen dos variantes isotdpicas contribuyentes. **C*°0 con

. abundancia Pro = PCACIP(*50) = 0.010673999

my e = MC3C) + M(10) = 28.9982695Da
b masa '

y *c'’0 con
. abundancia P11 = PCECIP(*30) = 0.000375934

my 1 = M('3C) + M(*}0) = 289991317Da
. masa '
y abundancia total

e g, =P+ p1a = 0.011049933.

El is6topo lé,C' ocurre en la primera variante isotopica agregada del CO con una probabilidad directamente proporcional

a la abundancia relativa p11 con la que la variante isotopica 2ct’o contribuye a la primera variante isotopica agregada.
El is6topo lgf ocurre en la primera variante isotopica agregada del CO con una probabilidad directamente proporcional

a la abundancia relativa p1,0 con la que la variante isotopica Bcteo contribuye a la primera variante isotopica agregada.
Por lo tanto, la masa promedio ponderada de la especie atémica carbono en la primera variante isotdpica agregada del
CO se da por

o S = proM(*3C) + praM(2C) = PCIOIP(E0IM(PIC) + P(ZOIP(F0)M (13C) = 0.14331Da

Un célculo similar para el O conduce a
o p? =p, M(X0) +py M(PZ0) = PCICIP(F§0IM(*€0) + P(ECIP(HR0IM (F50) = 0.17712Da

Se hace notar nuevamente, que si se ponen todas las masas de todos los is6topos iguales a uno, las masas promedio
ponderadas tanto de la especie carbono como de la especie oxigeno serian iguales a qi, es decir, las masas promedio
ponderadas se normalizan a qs.

La masa central para la primera variante isotopica agregada se calcula entonces como
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pf+p1° p(*% C)P(lGO)[M( C)+M(120)]+P(1§C)P(1Z,o)[M(1§C)+M(1§g)1 - Piom10tP1ATL _
My==0% »(20)P(50)+P(20)P(130) a
28.99838888Da,

que claramente es un valor entre las masas de las dos variantes isotépicas, mas préximo a la masa de la variante mas
promlnente cto.

Para la segunda variante isotdpica agregada, se obtienen las masas promedio ponderadas, por ejemplo, al tomar una
CO _y1 pCo0.CO

L . Py =Xj=0D2i B,

combinacién lineal de las masas promedio ponderadas ya calculadas

de manera que los
coeficientes DC'? ¥ se calculan de la siguiente manera:

o Diy= %[(rc +Toz+7’02)—7’c2+5c J
e Df;=- %[(T’C +rgt+ ) =t +sc)
o DYy=-— %[(rc +152 4758 —15% +55°)
o DY =[Gt +rot 7N ~ 15" +507]

Mediante el uso de las ecuaciones (EL. 10) y (EL.11) para las raices rc, y expresiones similares (con el cambio de las
abundancias isotdpicas atémicas en (EL.10) y (EL.11), por el producto de las abundancias isotopicas atomicas y las
masas isotopicas atdmicas) para las raices s, Se obtiene

e pS = DEopS + DS,pf = POEC)P(F0IM(KC) + P(HZCIP(§0IM(FEC) = 0.024389652Da,
o pf =DZp? + DYyp? = P(ECIP(F0IM(L0) + PCECIP(10IM(§0) = 0.036572587Da,

con la probabilidad
o gy =P(BC)P('30) + P(*3C)P(*30) = 0.002032131.

Esto da para la masa central
p§+pd
o M,=2"%2 =299991678Da.

qz

Para la tercera variante isotépica agregada, que es la mas pesada y por lo tanto una variante monoisotodpica, aln puede

usarse el mismo procedimiento que el anterior, lo que conduce a Ps" = 21'0 D3J pl con
o D§o=—2l0g?+75° +75%) =157 +55°)
o DS =07t +15t + 750 — 1t +5¢7]
e« D= “‘[(Tc1+7'o +7pN) —ret+sc7]
o DSy =—[07 +75° +75°) —15° +55°]
o DYy =—2l0ct+157 + 757 — 157 +55°]
o D9 =3[0t +15t + 75N 5t + 5]

Esto conduce a

o p§ = DSpS + DS1pf + DE,pf = P(RCIP(HR0IM(FEC) = 0.0002852286Da,
o p9 =D%pg +DSp? + DY,pg = P(ICIP(§0IM(*30) = 0.0003948116Da,

con la probabilidad
25
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e gs =PC2C)P(*80) = 0.000021935.

Esto da para la masa central
r§+p
2

que puede observarse que es igual a la masa de la variante de is6topos mas pesada HEeitn.

M(*3C) + M(§0).

Ejemplo 3: Ejemplo del célculo de la formula quimica cuando se proporciona una distribucion isotopica.

La figura 1 presenta la distribucién isotopica agregada de una molécula en una muestra segun lo observado mediante la
espectrometria de masa, de manera que los picos de las variantes isotopicas agregadas se indican con puntos (1), y de
manera que la distribucién en los valores de m/z inferiores (2) puede atribuirse a las moléculas no fosforiladas, mientras
que la distribucion observada en los valores de m/z superiores (3) puede atribuirse a las moléculas fosforiladas.

La molécula bajo escrutinio en la figura 1 es la beta-caseina con una masa monoisotépica de 23568.3197 Da para las
moléculas no fosforiladas. La molécula tiene una carga de z igual a 8. Por lo tanto, la masa monoisotopica observada en
términos de m/z es igual a (23568.3197+8)/8. El célculo invertido puede aplicarse para calcular la masa monoisotopica
basado en las m/z y z observadas. Por ejemplo, el pico monoisotépico observado se observa en 2947.04779227045
m/z. La carga de las moléculas es 8, por lo tanto 2947.04779227045x8-8 = 23568.3823381636 Da es la masa de la
variante monoisotdpica mas ligera. La distribucion alrededor de m/z = 2949 (2) se provoca por la variante no fosforilada
de la betacaseina mientras que la distribucién alrededor de m/z = 2959 (3) se provoca por la variante fosforilada. Una
Unica fosforilacion provoca un desplazamiento de masa de 80 dalton debido a la adicién de HPOs;. A partir de la
distribucién observada (2) las alturas de los picos y sus rangos en la distribucién agregada se extraen mediante el uso
de un algoritmo de extraccion de picos de acuerdo con la presente invencion. Los picos detectados se indican por
puntos (1) y el resultado se enumera a continuacion:

t; = 100000
t, = 1303159.40498057
t; = 8575419.36617413

tso = 2.39573123747609

Estas alturas de los picos pueden transformarse a nimeros tipo fraccion mediante el uso de las ecuaciones (9a) y (9b)
de la siguiente manera:

11

Lhi=-1tyxty = -13.0315940498057
£, = -1/t x (2xt3 + £1xt;) = -1.6859438445517
f3 = -1/t1 X (3Xt4 + sztz + f1Xt3) = 0.00585728955879807

1]

f49 ="1/t1 X (49Xt50 + f4gxt2 + f47Xt3 + ...+ flxt49) = 1.3669076173386e-008

Mientras tanto basado en la informacion del rango y las raices de los cinco elementos supuestos (C, H, N, O, S) se
construye una matriz A de 49x5. El ejemplo 1 explica como pueden calcularse las raices. Las cinco columnas de la
matriz A contienen una suma de las potencias de las raices de C, H, N, O y S, respectivamente. La potencia de la suma
de potencias se determina por el indice de la fila. Por ejemplo, matriz A =

- - B - I, =-1 -1 -1 1 - L

Flal: [rc Lt rntira + Fal P+ Frg + T + s
] 2 g 1, -2 2, = 3 2 A3

Fla2: [rc” T rat + fol rust ok Fust b rasT P

= . . o -3 i 3 -3 <3
Fila 3: [re 3| T!-13- N :II raJ + iy 3_, T8 + Pgs +ras™ + Fas ]

] 43 49 %

i -4 = =if 45 - &4 .n-] = &
Rlads : fre™ ra ™, Py Ta -~k Fa s Tis ~F Fig * Fae + 25 "
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La solucion del sistema de ecuaciones, t = A.M, de manera que M es una matriz columna de los valores nq para las
especies atébmicas a = C, H, N, O, S, da una estimacion de la composicion elemental de la muestra analizada mediante
la espectrometria de masa. En este caso se resuelve el sistema de ecuaciones con un método de minimos cuadrados y
redondeo consecutivo. Esto resulta en las siguientes estimaciones:

nc = 1080
ny = 1699
nn = 268
no =310
Ns=6

Debe notarse que si se usara como referencia una altura de pico o una combinacion lineal de las alturas de los picos
diferente, es decir, cuando t; se reemplace por otro ndmero, la misma solucién para los valores de nq se hubieran
obtenido trivialmente mediante el uso de una matriz A reescalada.

Basado en los resultados anteriores la masa monoisotdpica se calcula como se explica en el ejemplo 2. Esto conduce a
23575.3745131315 Da. Debido a que la molécula tiene una carga de ocho, hay que restar este nimero de atomos de
hidrégeno. Esto da 23567.3745131315 Da. Debe notarse que debido a la optimizacion simplista, la variacion de la sefial
y el redondeo mas proximo ha ocurrido una pequefia estimacién incorrecta de un atomo de hidrégeno.

Ejemplo 4: Ejemplo de la observacion de la presencia de un atomo de fésforo en una molécula de la que se proporciona
la distribucion isotépica.

El procedimiento explicado en el ejemplo 3 se repite para la distribucion mas pesada (3). Esto resulta en las
estimaciones:

nc = 1080
ny = 1699
nn = 268
no = 313
Nns=6

La masa monoisotépica se calcula mediante el uso de los resultados anteriores como 23623.3592569315 Da. Después
de la resta de los ocho atomos de hidrégeno, se obtiene: 23615.3592569315 Da. La masa monoisotdpica de la
distribucién mas pesada (3) se observa en 2957.04358337446 m/z o equivalentemente en una masa de
2957.04358337446x8-8 = 23648.3486669957 Da. La diferencia entre la masa observada y la masa estimada basada en
la distribucién observada es 23648.3486669957 - 23615.3592569315 = 32.9894100641977. Nuevamente ocurre un
pequefio error en la estimacion del nimero de atomos de hidrégeno. En este caso, faltaron dos atomos de hidrégeno.
Sin embargo, la discrepancia entre la masa observada y estimada es demasiado grande para explicarse por errores de
redondeo. Por lo tanto, se concluye que la diferencia de masa se debe a la presencia de un elemento monoisotépico. El
elemento mas proximo a 32.9894100641977 Da es el fosforo con una masa de 30.97376 Da.
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Reivindicaciones

1.

2.

3.

4.

Método para identificar la composicion elemental de una molécula y/o cuantificar la presencia de elementos

monoisotépicos en una molécula en una muestra, de manera que dicha molécula tiene una formula quimica Mu(Zo)na

con

« a, un indice que recorre un nimero de especies atdmicas constituyentes esperadas de dicha molécula;

¢ Z4, la a-ésima especie atdmica esperada de la molécula; y

* Ng, €l nimero de atomos de la especie Z, en la molécula,

gue comprende las etapas de:

« obtener al menos una parte de una distribucion isotopica a partir de dicha muestra;

« calcular un conjunto de Np alturas de los picos t; con j = 1...N,, de al menos una parte de una distribucién isotopica

agregada a partir de dicha distribucion isotopica;

« calcular a partir de dicho conjunto de alturas de los picos un conjunto de Np-1 relaciones de las alturas de los picos

ficoni=1..Np-1;

< obtener un valor de nq para al menos una especie atdmica Zq a partir de dicho conjunto de alturas relativas de los

picos,

en donde dicho valor de nq se obtiene al calcular una solucién de un sistema de ecuaciones lineales Y (Eiang = Fi, de

manera que el conjunto de nimeros F; comprende dicho conjunto de alturas relativas de los picos y los coeficientes

Ei« de dicho sistema lineal comprenden las potencias y/o las sumas de las potencias de las raices rq,q, CON iq =

1...Nq, de una ecuacion polinomial elemental de Nq-ésimo orden cuyo coeficiente del término de mg-€simo orden se
. . P(**¢z,) . , } .

determina por una abundancia elemental Z~%/ del is6topo de la especie de atomo Z4 con mg neutrones mas

que el isétopo estable mas ligero de dicha especie de atomo que tiene el nimero masico A, de manera que las

masas en las que se observan las alturas de los picos {; se separan esencialmente en 1 Da, de manera que dicho

conjunto de Np - 1 relaciones de las alturas de los picos ticon i = 1... N, - se calcula recursivamente a partir de dicho

conjunto de N, alturas de los picos t; con j = 1....Np, mediante el uso de las etapas de:

e  Calcular f

=_L[¢ . i Fo ] i = - ._
. Calcular ta =~ [+ Dties + Biey fimjuaties] fOr i=2..N, =1

Método para identificar la composicion elemental de una molécula y/o cuantificar la presencia de elementos
monoisotépicos en una molécula en una muestra de acuerdo con la reivindicacion 1, de manera que dicho conjunto
de alturas de los picos t; se ordena de acuerdo con la masa en la que se observa una altura del pico, de manera que
no se observa ningln pico en dicha distribucion isotopica o dicha distribucion isotdpica agregada alrededor de una
masa que es esencialmente 1 Da menor que la masa en la que se observa el primero de dicho conjunto de alturas
de los picos ti,, es decir, t;, de manera que dichos coeficientes Eiq de dicho sistema lineal se dan por la suma de la (-
i)-ésima potencia de las Nq raices de la ecuacién polinomial elemental de Ng-ésimo orden cuyo coeficiente del

P(Aa+maz )

P . L - . . Zg~a .. .
término de mgy-ésimo orden se determina por la abundancia elemental “ del isétopo de la especie
atémica Zq con mq neutrones mas que el isétopo estable mas ligero de dicha especie atébmica que tiene un ndmero

N
. e B = Xl ek . . . . .
masico Aq, es decir y de manera que dicho conjunto de nimeros F; se da por dicho conjunto de
relaciones de las alturas de los picos t;, es decir, Fi = t, y de manera que dicho nimero N, -1 de las relaciones de las
alturas de los picos es al menos dicho niUmero de especies atdmicas constituyentes esperadas de dicha molécula

con dos 0 mas isétopos estables.

Método para identificar la composicion elemental de una molécula y/o cuantificar la presencia de elementos
monoisotépicos en una molécula en una muestra de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a la 2, de
manera que dichas especies atdmicas esperadas comprenden carbono, hidrégeno, nitrdgeno, oxigeno y/o azufre.

Método para identificar la composicion elemental de una molécula y/o cuantificar la presencia de elementos
monoisotépicos en una molécula en una muestra de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a la 3, de
manera que dicha molécula comprende al menos un atomo constituyente monoisotépico en su férmula quimica, que
comprende ademas las etapas de:

« obtener a partir de dicha distribucion isotopica una masa medida, dentro de una precision de +0.5 Da, en la que
aparece un pico de isétopo;

« calcular una masa esperada en la que aparece dicho pico de is6topo para una segunda molécula con una segunda
férmula quimica que es dicha férmula quimica a partir de la cual se elimina el atomo constituyente monoisotopico;
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e comparar dicha masa medida con dicha masa esperada para deducir la presencia de dicha molécula que
comprende al menos un a&tomo constituyente monoisotépico en dicha muestra.
de manera que al menos dicho a&tomo constituyente monoisotépico es el fosforo.

5. Dispositivo adaptado para identificar la composicién elemental de una molécula y/o cuantificar la presencia de
elementos monoisotdpicos en una molécula en una muestra mediante el uso del método de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 1 a la 4.

6. Dispositivo de acuerdo con la reivindicacion 5, que comprende una instalacion espectrométrica de masa y una unidad
de célculo conectada funcionalmente a la instalacion espectrométrica de masa, la unidad de calculo dispuesta para
identificar la composicion elemental de una molécula y/o cuantificar la presencia de elementos monoisotdpicos en una
molécula en una muestra mediante el uso del método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a la 4.

7. Dispositivo instalable en computadora que comprende una implementacion del método de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 1 a la 4.
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