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DESCRIPCION
Método para determinar la capacidad metabdlica de al menos una enzima

La invencion se refiere a un método para determinar la capacidad metabdlica de al menos una enzima de acuerdo
con las reivindicaciones.

Las enzimas contribuyen significativamente a la degradacion de las sustancias nocivas en el cuerpo de los animales
y los seres humanos. Hay una multitud de diversas enzimas, por ejemplo, citocromos, que convierten cataliticamente
sustratos.

Como las enzimas o los sistemas enzimaticos (en lo sucesivo se hara siempre solo referencia a las enzimas, aunque
se entienden ambos) ejercen funciones importantes, es de gran importancia determinar su capacidad funcional en
un organismo. Esto sucede hoy en dia, por ejemplo, a través de exdmenes directamente en los cultivos de células
fuera del organismo, lo que tiene la desventaja de que la enzima no se examina en su entorno nativo. Los examenes
en el organismo generalmente implican la administraciéon de sustratos marcados con isétopos, que son
metabolizados por la enzima. La administracion o aplicacién tiene lugar mediante intervenciones quirurgicas, tales
como por ejemplo la inyeccion directa en el corazon, o bien por otros métodos, tales como por ejemplo tomando el
sustrato por via oral.

Las aplicaciones no quirdrgicas aqui casi siempre tienen la desventaja de que la disponibilidad del sustrato en la
sangre conlleva varios minutos. Es decir, el periodo de tiempo que transcurre desde el momento en el que aumenta
la concentracion del sustrato S en la sangre hasta que alcanza una concentracion maxima (sin tener en cuenta
posibles disminuciones en la concentracion por el metabolismo) lleva varios minutos.

Una alternativa es la deteccion de alta sensibilidad de gases traza sin la administracién previa de un sustrato. Pero
esto tiene la desventaja de que la anamnesis exacta del individuo examinado y todas las causas del enriquecimiento
de un gas en el aire de respiracion deben ser conocidos. En principio, sin embargo, esta anamnesis no se puede
determinar con precision suficiente.

Zeng et al.: “13C-methacetin breath test parameter S for liver diseases diagnosis”, Science in China (Serie C), vol.
39, N.° 1, Febrero de 1996, paginas 87-98 describe un método para el diagnéstico hepatico que se basa en un
analisis de la absorcion del farmaco y la eliminacién del farmaco. Se describe especificamente un parametro de
diagnostico avanzado S que combina otros varios parametros como, por ejemplo, una constante de tiempo de
eliminacion.

Martin Stockmann: “Wertigkeit eines neu entwickelten Verfahrens zur Bestimmung der Leberfunktion in der
Leberchirurgie (LIMAX-Test)", Habilitacion Treatise, febrero de 2009 describe un método para el calculo de un valor
denominado LiMAXx basado en los valores de delta respecto al basal medidos de las relaciones entre 2CO2 y '*CO2
en el aire de exhalacion de un individuo sin ajuste de una curva modelo a los valores medidos.

El objetivo subyacente de la presente invencion es proporcionar un método, por el que la capacidad metabdlica de
una enzima se puede determinar de forma muy precisa y resuelta en el tiempo.

Este objetivo se consigue con un método que tiene las caracteristicas de la reivindicacion 1. Tal método para la
determinacién de la capacidad metabdlica de al menos una enzima comprende las etapas posteriormente
explicadas.

En primer lugar, se lleva a cabo una determinacion resuelta en el tiempo de la concentracion de un producto en el
aire exhalado por un individuo. El producto se genera aqui por un metabolismo de un sustrato, previamente
administrado al individuo, por al menos una enzima del individuo. A menudo, en el metabolismo de un sustrato
correspondiente intervienen sistemas enzimaticos enteros.

Posteriormente, se ajusta una funcion modelo a los valores medidos de la concentracion del producto que se
obtuvieron por la determinacién resuelta en el tiempo de la concentracion del producto. Es decir, los valores medidos
obtenidos empiricamente estan ajustados por una funcién matematica, que puede ser especificada mediante una
ecuacion.

Por ultimo, la capacidad metabdlica de la enzima se determina basandose en los parametros de la funcién modelo
que especifica la funcidon modelo. Para este fin, se pueden utilizar basicamente varios parametros de la funcién
modelo.

Lo que tiene de especial el método reivindicado es que la concentracion del producto se determina solo hasta que se
alcanza la concentracion maxima del producto en el aire exhalado por el individuo y que la determinacién de la
capacidad metabolica de la enzima se lleva a cabo basandose en al menos dos parametros de la funcién modelo.
Estos parametros no pueden, sin embargo, ser el valor maximo de la funcion modelo y de la constante de tiempo de
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la funcion modelo al mismo tiempo, especialmente no cuando la funcién modelo es una funcién mono-exponencial.
Por otra parte, un tiempo de inicio hasta y/o un tiempo de finalizacion tm de la funcion modelo no se pueden
seleccionar como pardmetros.

Cuando se cumplen estas condiciones basicas, se puede analizar la cinética del metabolismo de diferente
progresion de varios sustratos y de este modo la diversidad de cinéticas de la generacion del producto, lo que en
ultima instancia, permitira determinar la capacidad metabdlica de una enzima o un sistema enzimatico. Los
parametros seleccionados de la funciébn modelo permiten extraer conclusiones directas sobre la capacidad
metabolica de la enzima. La capacidad metabdlica de una enzima puede servir como base para la determinacion
cuantitativa del estado de salud de un individuo en relacion con las funciones corporales especificas. Esto puede
tener lugar en las etapas posteriores del proceso que no son parte del método reivindicado. Como las enzimas se
producen en diversos 6rganos o compartimentos del cuerpo, el presente método es adecuado como base para
numerosos examenes posteriores. Preferiblemente, el método puede formar la base para analizar el estado del
higado que se caracteriza por ejemplo por la capacidad de la funcién hepatica o la microcirculacién en el higado.

Con el fin de obtener datos fiables y significativos de la capacidad metabdlica determinada de la enzima, es de gran
ventaja cuando se puede asegurar una rapida disponibilidad del sustrato en la sangre del individuo. Una ingestion
oral del sustrato es generalmente inadecuada para este proposito.

La dependencia temporal de la concentraciéon de sustrato en la sangre (sin metabolismo) se especifica por la funcién
S(t). Con el fin de dar una definicion mas precisa de la disponibilidad o la liberacién del sustrato en la sangre, se
definird aqui el periodo de liberacion FZ. Si Cmax €s la maxima concentracion de sustrato esperada en la sangre (sin
metabolismo), hasta el momento en el tiempo, en el cual la concentracién de sustrato en la sangre se ha
incrementado hasta 4 % a 6 % de la Cmax y tm €l momento en el tiempo, en el cual la concentracion de sustrato en la
sangre ha aumentado hasta el 40 % a 60 % de Cmax, €n particular, en el cual la concentracion de sustrato en la
sangre esta por encima de 40 %, por encima de 50 % o por encima de 60 % de Cmax, entonces el periodo de
liberacion FZ esta dado por la diferencia de tiempo entre tm y (FZ = tm - to). En otras palabras, el periodo de
liberacién es el periodo de tiempo que se necesita para alcanzar un aumento de la concentraciéon de sustrato en la
sangre (partiendo del supuesto de que la concentracion se encuentra ligeramente por encima del 0 % de Cmax, Sin
embargo, todavia en un rango de porcentaje de un digito de Cmax), en particular por un factor de 10, en particular por
un factor de 12, en particular por un factor de 15y, en particular, por un factor de 20.

El periodo de liberacion para una administracién oral estandar de un sustrato es generalmente mas de 5 minutos y
varia considerablemente entre individuos de un dia a otro. Por esta razén, las administraciones con un periodo largo
de liberacion conducen a resultados distorsionados, ya que los resultados de la medicion estan enrevesados con la
funcién S(t) y por lo tanto quedan “velados” con una funcién que es desconocida.

Los periodos largos de liberacién, conocidos en la técnica anterior, y las desventajas acompafiantes cuando
posteriormente se determina la capacidad metabdlica de una enzima se pueden evitar por una induccion especifica
del aparato metabdlico del individuo, que se ha de examinar, por medio de una administracion no quirirgica de un
sustrato. Para la induccion especifica, se predetermina la dosis del sustrato, de manera que en las etapas
subsiguientes de interpretacion, se pueda estimar la reaccién del aparato metabdlico en relacion con la dosis del
sustrato. Preferiblemente, los gases unicamente se examinan como productos, cuya concentracion cambia por
induccién del aparato metabdlico como resultado de la administracion del sustrato. La induccion del aparato
metabdlico por el sustrato y la rapida respuesta del metabolismo acto seguido es un punto clave para la aplicacion
posterior del método reivindicado.

En una realizacion, la induccién especifica explicada del aparato metabélico es una parte del método, que precede
al paso de la determinacion resuelta en el tiempo de la concentracién del producto.

La administracion y la liberacion del sustrato, que esta en funcién del tipo y forma de administracioén, se lleva a cabo
mejor de tal manera que el periodo de liberacién (y por tanto la disponibilidad del sustrato en la sangre) es mas
rapido de 60 segundos, en particular mas rapido de 50 segundos, en particular mas rapido de 40 segundos, en
particular mas rapido de 30 segundos, en particular mas rapido de 20 segundos y, especialmente, mas rapido de 10
segundos.

El sustrato, por lo tanto, se administra mejor en una forma de dosificacion que permite un tiempo de liberacion del
sustrato en la sangre del individuo dentro de los tiempos anteriormente mencionados. Tal periodo de liberacion corto
basicamente se puede conseguir mediante diversas formas de administracion o aplicaciones. Sin limitar la
interpretacion, aqui se presentan unas cuantas formas: a) inhalacién de un aerosol que contiene el sustrato, b)
administracién a través de la piel, por ejemplo con nanovehiculos eficientes, c) ingesta por via oral de un sustrato
conmutable (en particular sustrato activable), que se libera por absorciéon de energia. Después de ser administrado
por via oral, el sustrato, que en el estado unido es no degradable, puede asi ser liberado por completo dentro de un
segundo por aplicacién de energia, en particular por luz. Tales sustratos en el estado unido también se denominan
compuestos enjaulados en términos técnicos. El uso de tales compuestos enjaulados permiten una liberacion ultra-
rapida y selectiva del correspondiente sustrato metabolizable, inducible en cualquier momento.
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La rapida disponibilidad del sustrato en la sangre garantiza la rapida disponibilidad del sustrato en la enzima, cuya
capacidad metabolica puede ser examinada.

Cuando el sustrato esta en la sangre y se encuentra en la enzima, este puede ser metabolizado por la enzima. De
esta manera, se genera el producto o los productos, a los que en lo sucesivo solo se hara referencia como un
producto individual. Las etapas del metabolismo tienen que ser ejecutadas de forma muy rapida y exacta en 10
segundos, en particular en 5 segundos, en particular en 1 segundo, en particular en 0,1 segundos, en particular en
0,01 segundos, en particular en 0,001 segundos. En la escala de tiempo de la disponibilidad del sustrato esto
garantiza un metabolismo practicamente instantaneo. El producto o los productos P, formados durante el
metabolismo del sustrato, estan disueltos en la sangre y se exhalan a través de los pulmones, de modo que se
pueden detectar en el aire exhalado por el individuo. Aunque actualmente se hace referencia a un solo producto, las
realizaciones del método comprenden no solo la deteccién de un producto individual, sino de varios productos.

Para especificar la capacidad metabdlica de la enzima se pueden usar diferentes parametros de varias funciones de
ajuste. Ejemplos de parametros adecuados son los parametros del grupo que comprende el valor maximo de la
funciéon modelo, en el momento i-ésimo de la funcién modelo con i =1, 2, 3, 4, ..., el momento central j-ésimo de la
funcién modelo con j = 1, 2, 3, 4, ..., la desviacion estandar de la funcion modelo, una constante de tiempo de la
funcién modelo, el centro de gravedad de las constantes de tiempo, la desviacidon media de las constantes de tiempo
del centro de gravedad, la variacién de las constantes de tiempo, la distribucién de las constantes de tiempo, la
ponderacion de las constantes de tiempo, la ponderacién de la distribucién de las constantes de tiempo, el
coeficiente corrector de la variacion de las constantes de tiempo.

Los momentos de una funcién modelo se explican, por ejemplo, en el Handbook of mathematics de Bronstein y
Semendjajew (p. 665 a la 668, 252 ed., 1991). En esta referencia también se pueden encontrar numerosas otras
funciones modelo y parametros del modelo, que pueden ser utilizados individualmente o en combinaciéon unos con
otros dentro del alcance de la presente invencion.

Un ejemplo de dos parametros que son muy adecuados para especificar la funcién modelo son la concentracion
maxima o cantidad Pmax del producto P en el aire de respiracion y el primer momento de la funcién modelo de to a tm.

_ i
El primer momento M1 se define por: M, = Z‘kpk » coni=1, en el que la suma se calcula sobre todos los puntos
k

de medicion k entre a y tm. Aqui, tk es el tiempo del punto de medicion k-ésima y p« el valor medido de la
concentracion del producto P en el aire de respiracion en el tiempo tx.

Un ejemplo adicional de dos parametros que son muy adecuados para especificar la funcion modelo son la
concentracion maxima o la cantidad Pmax del producto P en el aire de respiracion y el segundo momento central de la

_ _ i
MZ =X (1, M)

funcién modelo desde to hasta tm. El segundo momento central MZ2 se define por: »coni=2.

k
El segundo momento central es la varianza del primer momento y da la anchura de la distribuciéon de la funcion de
aumento del metabolismo examinado.

Otras combinaciones de parametros, por ejemplo de Pmax, M1 y MZ2, asi como de los momentos mas altos,
momentos centrales mas altos u otros parametros, en particular los otros parametros mencionados anteriormente,
son posibles y dan, dependiendo de la enzima examinada, informacién directa acerca de la capacidad metabdlica de
la enzima.

La funcién modelo puede tener basicamente una o varias constantes de tiempo. Por ejemplo, en el caso en el que
una combinacién de multiples funciones se utiliza como funcién modelo, la funcién modelo tiene multiples constantes
de tiempo. La existencia de multiples constantes de tiempo es un requisito previo para el hecho de que se puedan
seleccionar como parametros, por ejemplo, el centro de gravedad de las constantes de tiempo, la desviacion media
de las constantes de tiempo del centro de gravedad, la variacién de las constantes de tiempo, la distribuciéon de las
constantes de tiempo, la ponderaciéon de las constantes de tiempo, la ponderacion de la distribucién de las
constantes de tiempo o la ponderacién de la variacion de las constantes de tiempo.

Preferiblemente, la funcion modelo (o funcién de ajuste) es una funcion de la solucion de una ecuacion diferencial de
primer orden, una funcion de la soluciéon de una ecuacion diferencial de segundo orden, una funcién de la solucion
de una ecuacion diferencial de tercer orden, una funcion de la solucibn de una combinacién de ecuaciones
diferenciales de diversos érdenes o una funcién multi-exponencial como una funcién del tiempo. Cuando se utiliza
una combinacion de las ecuaciones diferenciales de varias 6rdenes, la funcion de la solucion también puede incluir
contribuciones de una ecuacion diferencial de orden cero.

Para permitir una medicion especialmente sencilla del aire exhalado y para lograr una alta precisién de las
mediciones al mismo tiempo, por lo que el valor informativo de los valores medidos obtenidos mejora
significativamente, la determinacién de la concentracion del producto se lleva a cabo mejor en flujo continuo .
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Mediante una medicién de la absorcion de acuerdo con la ley de Beer-Lambert con un coeficiente de extincion
conocido y una longitud de la trayectoria conocida de la célula de medicion, se puede obtener inmediatamente la
concentracion de la sustancia examinada. Preferiblemente, ademas, también se determina la velocidad de flujo del
aire exhalado, que fluye a través de un aparato de medida utilizado para determinar la concentracion. A
continuacién, la cantidad del producto examinado puede calcularse a partir del producto de la concentracién y el
volumen que fluy6 a través del aparato de medicion. El volumen, que fluy6é a través del aparato de medicién, se
obtiene multiplicando el flujo de volumen por el tiempo durante el que se observé el flujo de volumen.

La resistencia a la respiracion del instrumento de medida es aqui preferiblemente de menos de 100 mbar, en
particular menos de 80 mbar, en particular menos de 70 mbar y en especial de menos de 60 mbar. Esto se consigue
por ejemplo, por una estructura abierta sin valvulas y sin trampillas de aire.

El aumento del producto en la sangre se refleja proporcionalmente en el aire de respiracion. La cantidad o
concentracién del producto se mide en el aire de respiracion como una funcién del tiempo. En una realizacién el aire
exhalado es en su totalidad (completamente) canalizado a través de un instrumento de medicién, por medio del cual
se detecta el producto. Es decir, en esta realizacion todo el aire exhalado de al menos un aliento del individuo se usa
como el aire exhalado. Por lo tanto, la concentraciéon del producto en el aire de respiracion se puede determinar de
una manera especialmente ventajosa minimizando el error de medicién al no utilizar interpolaciones.

En otra realizacién, el aire exhalado de una respiracion o de multiples respiraciones (aproximadamente de 2 a 20
respiraciones, en particular de 3 a 15 respiraciones, en particular de 4 a 10 respiraciones, en particular de 5 a 8
respiraciones) se mezcla completamente entre si y una parte de esta mezcla es entonces canalizada a través de un
instrumento de medicién, por medio del cual se detecta el producto.

Con el fin de obtener datos que se puedan reproducir especialmente bien el individuo examinado deberia estar
mejor situado en una fase estable mientras se determina la concentracién del producto en el aliento. Con los seres
humanos y los animales esto se puede garantizar, por ejemplo, no sometiendo al organismo a fuertes movimientos
durante la determinacion de la concentracion del producto en el aire exhalado. Por ejemplo, en el estado tumbado
del individuo, el levantamiento de las piernas 45 grados desde la posiciéon horizontal puede cambiar los valores
medidos de la concentracién del producto en el aire de respiracion. A causa de la funciéon de almacenamiento de la
sangre y su distribucién en el organismo, caminar, correr o los movimientos al estar de pie conducen a valores
modificados de la concentracion del producto en el aire exhalado. Por lo tanto, la determinacién de la concentracion
del producto se lleva a cabo mejor cuando el individuo esta esencialmente en una posicion de reposo. Esta posicion
de reposo puede ser una posicién tumbada o sentada. Es ventajoso cuando la posicion de las piernas y/o de la parte
superior del cuerpo del individuo cambia en menos de 45 grados, en particular en menos de 30 grados vy,
especialmente, en menos de 15 grados en comparacion con la posicion predeterminada. En la posicién de tumbado
del individuo esta posicion predeterminada es por ejemplo una posiciéon esencialmente horizontal del individuo.

De acuerdo con la invencion reivindicada, solo el aumento de la concentracién del producto (es decir, la dindmica del
metabolismo) se analiza hasta el maximo. Este maximo corresponde a la concentracién maxima de un producto en
el aire exhalado por el individuo. Este aumento se consigue preferiblemente en menos de 40 minutos, en particular
menos de 20 minutos y, especialmente, menos de 10 minutos. Cuanto mas tiempo se necesita para lograr el
aumento, mas probabilidades existen de que los propios procesos del cuerpo puedan influir en el resultado, por lo
que la precision global de los datos de medicién obtenidos disminuye.

La ejecucion del método actualmente reivindicado con la ayuda de la espectroscopia de RMN y/o TC es ligeramente
diferente a la ejecucion mediante espectroscopia de infrarrojos y/o la espectrometria de masas. La espectroscopia
de RMN y la TC son métodos de estudios de imagen y se pueden emplear, por ejemplo, de las siguientes maneras:

a) Por medio de la espectroscopia de RMN y la TC se examina el area espacial de interés. Ademas, se analiza el
producto en el aire de respiraciéon. Una comparacién de ambas mediciones proporciona nueva informacion.

b) Por medio de la espectroscopia de RMN y la TC se examina el area espacial de interés, mientras que ademas
se analiza el producto en el aire exhalado. Una comparacién de las secuencias cronolégicas de ambas
mediciones proporciona nueva informacién. La espectroscopia de RMN y la TC pueden rastrear el aumento y
disminucion de la concentracién de producto de una manera espacialmente resuelta. El uso de sustratos
marcados con iso6topos o de sustratos con alta densidad electrénica permite aqui el uso de la espectroscopia de
RMN y la TC de una manera especialmente ventajosa.

Con el fin de permitir una comparacién con otros individuos, se hace preferiblemente una normalizacion con
respecto al peso corporal del individuo examinado. En particular, dicha normalizaciéon puede realizarse dividiendo el
valor obtenido de ser indicativo de la capacidad metabdlica por el peso corporal del individuo. En caso de que el
peso corporal ya se considere en la funcién modelo que se utiliza para la obtencién de un valor indicativo de la
capacidad metabdlica, el peso corporal se considera dos veces durante todo el método. A modo de ejemplo, es
concebible que el valor que sea indicativo de la capacidad metabolica lleve una unidad en la que kg? esté presente
en el denominador. Este seria el resultado de dos divisiones consecutivas por el peso corporal del individuo (o una
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divisién por el cuadrado del peso corporal del individuo).

En una realizacion, la funcién modelo se puede expresar mediante la siguiente formula:

CapMet = cal* [F{producto,t)-f(oroducto,t)na]* g(P)* h(n)* L{n/M)* (n/M2)* V(n/M},

en la que

CapMet indica la capacidad metabdlica,

cal es una constante en la que se tiene en cuenta las correcciones,

F(producto, t) es una funcion que expresa la dinamica del producto exhalado,

f(producto,t)nat es una funcién que expresa la abundancia natural del producto en el aire
exhalado por el individuo antes de la administracion del sustrato,

a(P) es una funcion que expresa la dependencia de la velocidad de produccién del
producto P del individuo del estado de actividad del individuo,

h(n) es una funciéon que expresa el nimero de moléculas de producto generadas
por molécula de sustrato,

L(n/M) es una funcién que expresa un comportamiento no lineal de la capacidad

metabolica dependiente del nUmero de moléculas de sustrato administradas n,
en la que M indica el peso corporal del individuo y

V(n/M) es una funcidon que expresa las dependencias debidas a los diferentes
procedimientos de administracion del sustrato.

Todas estas funciones y constantes individuales de la funcion modelo ilustrativa se explicaran con mas detalle en lo
sucesivo con respecto a una realizacion especifica relativa a '3CO2 como producto del metabolismo de un sustrato
marcado con '3C. Estas explicaciones no deben interpretarse como limitantes de la formula general de la CapMet
indicada anteriormente, pero ayudara a comprender mejor los parametros individuales de esta funcién modelo.

Un ejemplo preferido del método reivindicado es la determinacion de la funcién metabdlica de un érgano, por
ejemplo, el higado, medida a través de la dinamica del metabolismo de un sustrato marcado con "*C por medio de la
determinacion de la capacidad metabolica de una enzima. Un sustrato posible es la '*C-metacetina que se
metaboliza a '*CO2 y paracetamol en las células del higado por la enzima CYP450 1 A2. Otros sustratos, tales como
3C-cafeina, también son adecuados para una determinacion acorde.

La dinamica del '3CO- generado por el metabolismo proporciona informacién sobre la funcién metabdlica del higado
u otro 6rgano. Desafortunadamente, el '3CO- tiene una abundancia natural de aproximadamente 1,1 % del total de
CO:z2 en el cuerpo humano. Por lo tanto, hay que discriminar entre la abundancia natural en el cuerpo y el *CO2
adicional generado por el metabolismo de sustrato en el higado. Otros sustratos con diferentes productos del
metabolismo pueden no sufrir estas limitaciones. Una forma comun de determinar la abundancia natural de '*CO2 en
el cuerpo es medir la relacién entre '3CO2 y '2CO2 antes de la administracion del sustrato. Dependiendo del
procedimiento de medicion, la abundancia natural se calculara mediante una funcion f('3CO2, '2CO2)nat. Dos
ejemplos posibles para esta funcién son:

f(*°COg, ?COz)ra = k1 * °CO2/ 2CO, * 0,011,

con un numero constante k1; o
f(*COsz, “CO2)nat = k2 * (k3" °CO, = C03)/( *CO2 = "2CO2),

con numeros constantes k2 y k3.

También son posibles otras funciones. En particular, si la abundancia natural de '*CO2 en el cuerpo se determina
durante un cierto periodo de tiempo o se expresa como un valor medio de diferentes medidas en los distintos puntos
de tiempo, hay que considerar una dependencia del tiempo. Entonces, esta funcion debe escrita como
f('3C02,"2COy, tnat. Si no existe una dependencia del tiempo, f('*CO2, 2CO2, tnat €s igual a f('*CO2, 2CO2)nat.

Con el fin de determinar la funcion metabolica de la dinamica del '3CO2 exhalado o de la dinamica de la relacion
13C02/'3CO2 exhalada, se usa la funcion F('3C0O2,'2CO, t). La forma mas facil de la funcion F es tomar el valor
maximo de la dinamica en el tiempo tmax. Otra opcion es utilizar el primer o segundo momento de la dinamica o
utilizar una combinacién del area bajo la curva hasta el valor maximo, el area bajo la curva hasta el medio valor de la
maxima y la duracion de estos puntos de tiempo. Otras combinaciones son también posibles utilizando las funciones
descritas anteriormente.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2593797 T3

En una realizacion, la funcién total que describe la capacidad metabdlica (CapMet) del higado (idéntica a la
capacidad metabdlica de una enzima seleccionada) viene dada por la siguiente formula:

CapMet = cal* [F("*COz,2C02,1)-f(*CO2,"?COz,nal* 9(Pcoz)* h(n)* LI/M)* (n/M2)* V(n/M)

En esta formula, el nimero constante cal tiene en cuenta las correcciones, en particular debido a la calibracion de
los experimentos y debido a aplicaciones médicas.

Pcoz indica la tasa total de producciéon de CO2 que depende de la situacion de actividad del individuo para respirar
(en reposo o practicando deporte) que determina los valores naturales de '2COz y '*COz en el aire exhalado. Por lo
tanto, la velocidad total de produccion de CO:z se describe aqui mediante la funcion g(Pcoz2). En el caso mas sencillo
de un individuo en reposo la funcion esta dada por g(Pco2) = K4 * Pco2, con k4 = 1.

La funcion h(n) describe la parte de las moléculas que se metabolizaran por el higado en '3CO2. El numero de
moléculas de sustrato n se da en mol. Dependiendo del sustrato puede variar entre x y 0, siendo x un niumero mayor
que 0. Los substratos muy funcionales tienen valores de x cerca o por encima de 1. Un sustrato con x = 3 significa
que por molécula de sustrato se generaran 3 moléculas de '*CO- por el metabolismo.

La funcién V(n/M) describe dependencias debido a diversos procedimientos de administracion de los sustratos. Por
ejemplo, las administraciones oral e intravenosa tienen como resultado diferentes procesos metabolicos y
constantes de tiempo. Estas diferencias se corrigen por la funciéon V(n/M).

Dado que el numero de moléculas de sustrato que se metabolizan aumenta con el aumento moléculas de sustrato,
los valores de sefial medidos de la dindAmica aumentan al aumentar el numero de moléculas de sustrato. Para el
metabolismo hepatico es til administrar una cantidad especifica de moléculas por peso corporal cuadrado M2. Esto
tiene en cuenta que el higado aumenta su potencia con el aumento del peso corporal al cuadrado. Por lo tanto, la
capacidad metabodlica del higado es proporcional a n/M>2.

Finalmente, debido a los procesos de distribucion dentro del cuerpo, los procesos de difusion y de transporte en las
membranas celulares de las células del higado, la capacidad metabdlica del higado determinada “CapMet” depende
de forma no lineal del numero de moléculas de sustrato administradas n. La funcién L(n/M) describe esta
funcionalidad. La funciéon L(n/M) tiene algunas regiones, donde se muestra la dependencia lineal, pero con
dosificaciones de administracion crecientes, se aparta cada vez mas de una dependencia lineal.

En una realizacion, g(P) es P - o si el producto es CO2, g(Pco2) es Pco, respectivamente - y/o V(n/M) es 1 y/o h(n)
es 1.

En el caso mas simple, lo que representa una realizacién preferida adicional, cuando g(Pco2) = Pcoz, V(n/M)=1 y
h(n)=1 la capacidad metabdlica hepatica se calcula mediante:

CapMet = cal”* [F(**COz,?COa,t)-f("3CO2,"2COxz,t)nal]™ Pcoz* (n/M?)* L(n/M)

En una realizacion, es posible calcular F('3CO2,'2COz,t) de la misma manera que f('3CO2,"2CO2)nat, p.€j. mediante
una de las dos ecuaciones segun se ha indicado anteriormente.

La capacidad metabodlica CapMet se puede usar para determinar la capacidad hepatica maxima posible mediante la
variacion de la dosificaciéon (n/M) y la interpolacion de la funcién L(n/M). En cualquier caso, la capacidad metabolica
puede ser considerada como equivalente a la capacidad metabolica de una enzima seleccionada.

Aunque la capacidad metabdlica del higado se elige aqui como ejemplo ilustrativo, todas las explicaciones anteriores
también se pueden transferir a la capacidad metabodlica de un 6rgano en general y también se aplican a la
determinacion de la capacidad metabdlica de una enzima sin mas deducciones a la funcién o potencia metabdlica de
un 6rgano.

Con el fin de determinar la concentracion del producto, se pueden usar varios métodos de medicion de alta
sensibilidad y resueltos en el tiempo tales como por ejemplo espectroscopia de absorcion de infrarrojos,
espectrometria de masas, espectroscopia de resonancia magnética nuclear (espectroscopia de RMN) o la
tomografia computarizada (TC), por ejemplo en la forma de TC de volumetria, individualmente o en cualquier
combinacion entre si. Mediante una combinacion de este tipo, se pueden combinar entre si las ventajas respectivas
de los métodos de medicion individuales para de este modo poder hacer declaraciones complementarias o mas
precisas sobre la capacidad metabdlica de la enzima.

Los sustratos adecuados, que por un lado pueden ser metabolizados por las enzimas del individuo examinada y
cuyos metabolitos se pueden detectar facilmente, son metacetina marcada con '°C, fenacetina marcada con '°C,
aminopirina marcada con '3C, cafeina marcada con '3C, eritromicina marcada con '3C y/o etoxicumarina marcada
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con '®C. El uso de estos sustratos, individualmente o en combinacién, en un método de acuerdo con las
explicaciones anteriores también se divulga aqui.

Las dosis preferibles aqui son aproximadamente 0,1 mg a 10 mg por kilogramo de peso corporal del individuo, en
particular 0,5 mg a 9 mg, en particular 1 mg a 8 mg, en particular 2 mg a 7 mg, en particular 3 mg a 6 mg y
especialmente 4 mg a 5 mg por kilogramo de peso corporal del individuo.

Dentro del alcance del presente método, se determina preferiblemente el contenido absoluto de un producto del
metabolismo marcado con '3C, en particular el contenido de CO2, en el aire exhalado. Aqui, la medicion del
contenido del producto marcado con '3C, en particular del contenido de '3CO2, en el aire exhalado puede tener lugar
tanto en tiempo real como de forma continua. La determinacién continua de la concentracién del producto del
metabolismo marcado con '3C, en particular de la concentracion de '*COz, en el aire exhalado en el instrumento de
medicién tiene como resultado la deteccion de mas puntos de datos, con la consiguiente mayor resolucién y
precision de la curva de medicion, calculada a partir de los puntos de datos detectados.

Muchos sustratos, lo que seria adecuado para la deteccion directa de una dinamica del metabolismo mediante la
determinacién de la concentraciéon del producto en el aire exhalado por un individuo, son por desgracia dificil de
disolver. Eso no es una desventaja cuando se toman por via oral estos sustratos y posteriormente se activan en la
sangre mediante la induccion luminica (compuestos enjaulados). Las formas alternativas de administracion, en
parte, dependen del hecho de que estos sustratos se pueden disolver por ejemplo, en una solucién acuosa o una
solucién ligeramente volatil. Para este fin se pueden emplear nanovehiculos, que pueden ser modelados
especificamente y por lo tanto contienen areas que pueden absorber el sustrato de una forma suficiente. El
desarrollo de nanovehiculos ofrece posibilidades de gran alcance y se pueden emplear para el andlisis de la
respiracion en la espectroscopia de infrarrojos, espectrometria de masas, TC y/o espectroscopia de RMN.

Si no se quiere depender de cualquiera de los compuestos o nanovehiculos enjaulados, es recomendable el uso de
un agente solubilizante tal como, por ejemplo, propilenglicol para lograr una mejor solubilidad del sustrato. El uso de
una solucion acuosa de ®C-metacetina y un solubilizante, en particular propilenglicol, en un método de acuerdo con
las explicaciones anteriores, también se describe en el presente documento.

La concentracion del solubilizante, especialmente del propilenglicol, aqui preferiblemente es de 10 a 100 mg/ml, en
particular 20 a 80 mg/ml, en particular 30 a 70 mg/ml y especialmente de 40 a 60 mg/ml y la concentracion de 3C-
metacetina es preferiblemente de 0,2 a 0,6 % en peso por peso, en particular 0,3 a 0,5 % en peso por peso o
aproximadamente 0,4 % en peso por peso.

En una realizacion alternativa, la '*C-metacetina se emplea en una concentracion ain mayor, es decir, en una
concentracién de mas de 3 % en peso por peso, particularmente mas de 4 % en peso por peso, particularmente mas
de 5 % en peso por peso. La concentracién del solubilizante aqui puede estar en los intervalos mencionados
anteriormente.

Otras ventajas y detalles de la invencién reivindicada actualmente se explicaran adicionalmente con la ayuda de las
figuras de ejemplos de realizacion.

Fig. 1 muestra una representacion grafica de la cinética de la concentracién de un producto metabolizado
durante el periodo de medicion y

Fig. 2 muestra una representacion grafica de la no linealidad de la capacidad metabélica del higado
determinada de acuerdo con una realizacion.

La figura 1 muestra una representacion grafica de la concentracion de producto medida en el aire exhalado por un
individuo como una funcion del tiempo. Como sustrato, se administré al individuo metacetina marcada con '°C a una
dosis de 2 mg por kilogramo de peso corporal del individuo, en el que el periodo de liberacion fue inferior a 60
segundos. En el cuerpo del individuo la metacetina marcada con '3C se metaboliza en el higado en paracetamol y
CO2 marcado con *C. Este ultimo se detect6 como producto en el aire exhalado por el individuo.

El diagrama de la Figura 1 muestra un aumento de la concentracion de '*CO2 en la forma de valor delta respecto al
valor basal (valor DOB) en el aire exhalado. Un DOB aqui se refiere a un cambio en la relacion '*CO/'2CO2 de una
milésima por encima de la relacién natural. Los valores de medicion obtenidos, ilustrados en la Figura 1, son
posteriormente ajustados con una funcion modelo adecuada. Esto todavia no se ilustra en la Figura 1. A partir de
esta funcién modelo - con una ecuacion de la funcion familiar como tal — se pueden ahora derivar diferentes
parametros que especifican la funcién. A partir de estos parametros se pueden sacar conclusiones acerca de la
capacidad metabdlica del sistema enzimatico examinado.

El punto de tiempo del metabolismo maximo de la metacetina (tmax, aproximadamente a 6,5 minutos) y el punto de
tiempo del metabolismo semi-maximo de la metacetina (12, aproximadamente a 1,5 minutos) se indican en la Figura
1.
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Como la metacetina se metaboliza casi exclusivamente en el higado, con la dinamica del metabolismo especificada
es posible rastrear directa e inmediatamente el metabolismo del sustrato administrado por las enzimas existentes en
el higado. De esta manera, la metacetina administrada es desmetilada por la enzima CYP450 1A2 en el higado.
Mediante la interpretacion del aumento de la cinética de la metacetina administrada y los parametros derivados de la
misma es ahora posible determinar directamente la funcién hepatica. Aqui, por ejemplo el valor de la concentracion
méaxima del producto en el aire exhalado Pmax permite hacer una declaracién sobre el numero de las células
hepaticas sanas y el volumen del higado, que esta por lo tanto disponible para el metabolismo; mientras que el
aumento en la forma de la(s) constante(s) de tiempo de la funcién modelo, ajustada a los valores de medicién,
permite hacer declaraciones sobre la velocidad de entrada del sustrato en las células del higado. La(s) constante(s)
de tiempo de la funcion modelo por lo tanto permiten hacer declaraciones sobre si el higado es en absoluto capaz de
absorber sustratos. A partir de la dispersién de las constantes de tiempo se pueden extraer conclusiones sobre las
diferencias intercelulares con respecto a una susceptibilidad del sustrato de las células del higado.

La Figura 2 muestra la no linealidad de la capacidad metabélica del higado determinada por el metabolismo de la
metacetina. La capacidad metabdlica se determin6 de acuerdo con las féormulas indicadas anteriormente para
diferentes metabolismos de la metacetina observados después de la administracion de metacetina en diferentes
dosis. Especificamente, se administraron 1 mg de metacetina marcada con "3C por kg de peso corporal, 2 mg/kg, 4
mg/kg y 8 mg/kg.

Un mg de metacetina marcada con '*C por kg de peso corporal M, asi como 2 mg/kg muestran una dependencia
lineal en las sefales medidas. El aumento de la administracién hasta 4 mg/kg muestra 10 % de desviacion del
comportamiento lineal y la administracién de 8 mg/kg muestra mas de 20 % de desviacioén del comportamiento lineal.

Esta no linealidad se expresa por la funcion L(n/M), en la que n indica el nUimero de moléculas de sustrato, es decir,
moléculas de metacetina y M indica el peso corporal en kg. Esta funcién L(n/M) forma parte de la curva de ajuste
representada en la Figura 2 por la curva de interpolacion entre los puntos de medicién individuales. La curva recta
indica una curva de interpolacion hipotética si se asume una dependencia lineal de la capacidad metabdlica de la
dosis del sustrato, considerandose los efectos como no lineales.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2593797 T3

REIVINDICACIONES
1. Método para determinar la capacidad metabdlica de al menos una enzima, que comprende las etapas siguientes:

e determinacion resuelta en el tiempo de la concentracion de un producto en el aire exhalado por un individuo,
en donde el producto ha sido creado por el metabolismo de un sustrato, administrado previamente al individuo,
por al menos una enzima del individuo,

e ajuste de una funcidén modelo a los valores medidos de la concentracion del producto, que se obtuvieron
mediante la determinacion resuelta en el tiempo de la concentracion del producto y

e determinacion de la capacidad metabolica de la enzima basandose en parametros de la funcién modelo, que
especifica la funcién modelo,

caracterizado por que

la concentracién del producto solo se determina hasta que se alcanza la concentracion maxima del producto en el
aire exhalado por el individuo y por que la determinacion de la capacidad metabdlica de la enzima se lleva a cabo
basandose en al menos dos parametros de la funcién modelo, con la condicién de que el valor maximo de la funcién
modelo y de la constante de tiempo de la funcién modelo no se seleccionen al mismo tiempo como parametros, en la
medida en que la funcién modelo es una funcién mono-exponencial y con la condicién adicional de que un tiempo de
inicio y/o un tiempo final de la funcién modelo no se seleccionen como parametros.

2. Método segun la reivindicacion 1, caracterizado por que los parametros se seleccionan del grupo que
comprende el valor maximo de la funcion modelo, el momento i-ésimo de la funcién modelo coni =1, 2, 3, 4, ..., el
momento central j-ésimo de la funcién modelo con j=1, 2, 3, 4, ..., la desviacion estandar de la funcién modelo, una
constante de tiempo de la funcién modelo, el centro de gravedad de las constantes de tiempo, la desviacion media
de las constantes de tiempo del centro de gravedad, la variacién de las constantes de tiempo, la distribucién de las
constantes de tiempo, la ponderaciéon de las constantes de tiempo, la ponderacion de la distribucién de las
constantes de tiempo, la ponderacién de la variacion de las constantes de tiempo.

3. Método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que la determinacion de la
concentracién del producto se lleva a cabo de forma continua de tal manera que el aire exhalado fluye a través de un
aparato de medicion que se utiliza para determinar la concentracion, en el que se determina una velocidad de flujo
del aire exhalado.

4. Método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que todo el aire exhalado de
al menos un aliento del individuo se usa como el aire exhalado.

5. Método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que la determinacion de la
concentracion del producto se lleva a cabo mientras el individuo esta esencialmente en una posicion de reposo.

6. Método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que la determinacién de la
concentracion del producto se lleva a cabo mientras el individuo esta en una posicion tumbada o sentada, en la que
la posicion de las piernas y/o de la parte superior del cuerpo del individuo cambia menos de 45 grados, en particular
menos de 30 grados y, especialmente, menos de 15 grados en comparacién con una posicién predeterminada.

7. Método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que la funcién modelo se
puede expresar por la siguiente férmula:

CapMet = ¢al* [F(producto,t)-f(oroducto,t)na]* g(P)* h(n)* L(n/M)* (n/M?)* V(n/M),
en la que

CapMet indica la capacidad metabdlica,

cal es una constante en la que se tienen en cuenta las correcciones,

F(producto, t) es una funcién que expresa la dinamica del producto exhalado,

f(producto,t)nat €s una funcién que expresa la abundancia natural del producto en el aire exhalado por
el individuo antes de la administracion del sustrato,

g(P) es una funcion que expresa la dependencia entre la velocidad de produccion del producto P del
individuo y el estado de actividad del individuo,

h(n) es una funcién que expresa el niumero de moléculas de producto generadas por molécula de
sustrato,

L(n/M) es una funcién que expresa un comportamiento no lineal de la capacidad metabdlica
dependiente del numero de moléculas de sustrato administradas n, en la que M indica el peso
corporal del individuo y

V(n/M) es una funcién que expresa las dependencias debidas a los diferentes procedimientos de
administracién del sustrato.

10
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8. Método segun la reivindicacién 7, caracterizado por que g(P) = P y/o h(n) = 1 y/o V(n/M) = 1.

9. Método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que la funcion modelo se
puede expresar por la siguiente formula:

5
CapMet = cal* [F(*COg,"2CO,1)-f("*CO.,2CO tna]* 9(Pccz)™ h(n)*L{n/M)*(n/M?)* V(n/M),
en la que
CapMet indica la capacidad metabdlica,
cal es una constante en la que se tienen en cuenta las correcciones,
F('3CO2, 2C02,t) es una funcion que expresa la dinamica del '*CO2 exhalado como producto o
expresion de la dinamica de la relacion exhalada *CO2/2CO»,
f('3COz2, "2CO2,)nat €s una funcién que expresa la abundancia natural de '*CO2 y 12CO2 en el aire
exhalado por el individuo antes de la administracion del sustrato,
d(Pco2) es una funcion que expresa la dependencia entre la tasa de produccion de Pcoz del individuo y
el estado de actividad del individuo,
h(n) es una funcién que expresa el nimero de moléculas de CO2 generadas por molécula de sustrato,
L(n/M) es una funcién que expresa un comportamiento no lineal de la capacidad metabdlica
dependiente del nUmero de moléculas de sustrato administradas n, en la que M indica el peso corporal
del individuo y
V(n/M) es una funcion que expresa dependencias debidas a los diferentes procedimientos de
administracién del sustrato.
10

10. Método segun la reivindicacién 9, caracterizado por que g(Pcoz) = Pcoz y/o h(n) = 1 y/o V(n/M) = 1.
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