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DESCRIPCION
Agente de captacidon marcado isotépicamente y procedimiento para identificar metabolitos reactivos

Campo de lainvencién

La presente invencion se refiere a un agente de captacion marcado isotépicamente, a procedimientos para detectar
metabolitos reactivos y a procedimientos para identificar candidatos a farmaco. Mas especificamente, el agente de
captaciéon marcado isotépicamente y los procedimientos para detectar metabolitos reactivos pueden usarse para
detectar metabolitos reactivos tanto "duros" como "blandos”, eliminando de esta manera falsos positivos.

Antecedentes de lainvencién

Una causa de morbilidad y mortalidad de pacientes, es la toxicidad idiosincrasica de los farmacos, que sigue siendo una
grave preocupacion de seguridad tanto en el desarrollo clinico del farmaco como en el posterior lanzamiento en el
mercado. Estas reacciones idiosincrasicas a farmacos pueden conducir a un uso restringido e incluso a la retirada del
mercado, que en consecuencia da como resultado mayores costes de desarrollo para la industria farmacéutica. Por
ejemplo, troglitazona, benoxaprofeno y zomepirac se retiraron del mercado poco después de su puesta en venta debido
a perfiles de toxicidad inaceptables.

Las reacciones idiosincrasicas a farmacos son un acontecimiento poco frecuente que normalmente se muestra como un
alto grado de susceptibilidad del individuo. Ademas, estas reacciones no son normalmente dependientes de la dosis.
Actualmente, no hay modelos animales que puedan usarse para evaluar dichas reacciones que ocurren exclusivamente
en seres humanos. Por lo tanto, las toxicidades idiosincrasicas del farmaco no pueden evaluarse eficazmente en
estudios preclinicos, y a menudo pasan desapercibidas en los ensayos clinicos.

En este momento, los mecanismos de las reacciones idiosincrasicas al farmaco no se entienden bien. Hay una cantidad
sustancial de evidencia que sugiere que hay metabolitos quimicamente reactivos implicados en toxicidades
idiosincrasicas, especialmente para toxicidad en el higado. Todos los farmacos asociados con toxicidad idiosincrasica
forman metabolitos reactivos por diversas rutas metabdlicas mediadas predominantemente por enzimas de tipo
citocromo P450 (CIP), asi como por otras enzimas oxidativas tales como peroxidasas, ciclooxigenasas y
mieloperoxidasas. Se plantea la hip6tesis de que los farmacos asociados con dichas toxicidades experimentan en
primer lugar una activacion metabdlica para generar metabolitos reactivos tdxicos que se unen covalentemente a
proteinas celulares. Estas proteinas modificadas covalentemente son inmundgenas y, de esta manera, desencadenan
una respuesta inmune, dando como resultado reacciones idiosincrasicas al farmaco. Una hipétesis alternativa establece
que las modificaciones covalentes de proteinas celulares por metabolitos reactivos afectan a las cascadas de
transduccion de sefiales y a las funciones vitales de las células, conduciendo a graves consecuencias observadas en la
clinica. De esta manera, sigue habiendo una necesidad de procedimientos para identificar metabolitos reactivos.

Los metabolitos quimicamente reactivos pueden clasificarse en dos categorias basandose en sus propiedades quimicas
- metabolitos reactivos "blandos" y "duros". Los metabolitos reactivos "blandos" comprenden una mayoria de
metabolitos electréfilos que incluyen quinonas, quinona iminas, iminoquinona metiuros, epoxidos, 6xidos de areno e
iones nitrenio, y reaccionan facilmente con electréfilos "blandos”, tales como el grupo sulfhidrilo en cisteina. En
contraste, los metabolitos reactivos "duros”, vistos mas habitualmente como aldehidos, reaccionan preferentemente con
electrofilos "duros”, tales como aminas de lisina, arginina y acidos nucleicos. Debido a su instabilidad, la deteccion y
caracterizacion directa de metabolitos reactivos ha resultado ser extremadamente dificil. Un procedimiento utilizado
habitualmente es atrapar los metabolitos reactivos con una molécula de captura, que da como resultado la formacién de
un aducto estable que puede caracterizarse posteriormente por procedimientos de deteccion conocidos, por ejemplo por
espectrometria de masas en tandem.

Recientemente, Avery, Michael, J., en la Publicacion de Patente Europea EP 1.150.120 desvelaron un procedimiento de
seleccion con alta capacidad de produccion para identificar compuestos de ensayo que producen metabolitos reactivos.
El procedimiento comprende incubar un compuesto de ensayo con un sistema de enzima microsomica de
metabolizacion de farmaco en presencia de glutation, y detectar aductos de glutatién formados a partir de los mismos
usando espectrometria de masas en tandem.

Sin embargo, este procedimiento, identificara metabolitos reactivos asi como componentes no reactivos, (incluyendo
tanto metabolitos no reactivos como componentes de la mezcla de reaccion), formados como resultado de una
respuesta comun en la deteccion por espectroscopia de masas, dando como resultado, de esta manera, falsos
positivos.

Yan et al., en la Publicacion de Patente de Estados Unidos 2005 0287623 Al desvelan un procedimiento para detectar
metabolitos reactivos usando captacion de is6topo estable y espectroscopia de masas. Sin embargo, el procedimiento
como se describe en Yan et al., solo detecta metabolitos "blandos", no detecta, simultdneamente, metabolitos reactivos
tanto "duros" como "blandos".
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Yan et al. describen también en Rapid Commun. Mass Spectrom. 2005, 19, 3322-3330 el uso del isétopo estable
marcado y-Glu-Cys-Gly para la captacion de metabolitos y deteccidon de aductos usando técnicas de espectrometria de
masas.

Adang et al. desvelan en Biochem. J. 1990, 269, 47-54 y-Glu-Cys-Lys no marcado como anélogos de glutation para
estudiar el sitio de unidn a glutatién en glutatién-S-transferasa.

Sumario de lainvencion

La presente invencion se refiere a un agente de captacién marcado isotépicamente para identificar metabolitos
reactivos, un compuesto de formula (I*)

NH, O* H H Ox
* H* " I l * ”
HC—C—C—=C N C—g § C C* OH
He Hy || H | |
o — O *THZ *(l;Hz
OH *SH *(!JHZ
*([:H2
g
* NH,

conocido también como acido 6-amino-2-[2-(4-amino-4-carboxi-butirilamino)-3-mercapto-propionilamino]-hexanoico, en
el que uno o més de los atomos de carbono, nitrégeno, oxigeno, azufre y / o hidrégeno no intercambiable en los grupos
con asterisco estia marcado isotopicamente.

La presente invencion se refiere adicionalmente a un procedimiento de identificacion de metabolitos reactivos que
comprende (a) incubar un compuesto de férmula (1)

NH, O 4 4 O
SO | B |

HC C C C N C——C N C C OH

He B | H | |

0 —— O (|3H2 CH,
OH SH CH,
CH,
I

NH, (),

y / 0 un compuesto marcado isotépicamente de formula (I*)
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NH, O=* H H O*
* H* ” | I* "
HC—C—C C—-N—C—g~!§—0—2—0H
He H || H ] |
0o— O *(I)Hz *(l;Hz
OH *SH *THZ
*(I;H2
*CH
(¥
* NH,

en la que uno o mas de los atomos de carbono, nitrégeno, oxigeno, azufre y / o hidrégeno no intercambiable en los
grupos con asterisco estd marcado isotopicamente;

con un compuesto de ensayo y una enzima de metabolizacién de farmaco;
para dar una mezcla de producto que comprende uno o mas aductos; y

(b) detectar dicho uno o mas aductos, de acuerdo con procedimientos conocidos y / o de acuerdo con los
procedimientos descritos en el presente documento, por ejemplo mediante espectroscopia de masas con pérdida
neutra.

La presente invencion se refiere adicionalmente a un procedimiento para detectar metabolitos reactivos de un
compuesto de ensayo que comprende

(a) incubar un compuesto de ensayo con una mezcla que comprende un compuesto de formula (1)

NH, Q . 4 0

T

HC C C C—N C C N C C OH

Hy H || H | |

o—— O (|:H2 CHZ
OH SH CH,
CH,
ik

N (),

un compuesto marcado isotépicamente de formula (I*)
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NH, O* H H O

| * H* “ | ”

HC C C C N C 9 N— C* OH

Hp H || H | |
O— (o) *?Hz *THZ

OH *SH *THZ
*TH2
G
* NH,

en la que uno o mas de los atomos de carbono, nitrégeno, oxigeno, azufre o hidrégeno no intercambiable en los grupos
con asterisco esta marcado isotépicamente; y una enzima de metabolizacion de farmaco;

para producir una mezcla de producto que comprende uno o mas aductos;

(b) detectar uno o mas dobletes isotdpicos en un espectro de masas con pérdida neutra del uno o mas aductos
producidos en la Etapa (a), en el que el doblete difiere en masa por la diferencia en masa entre el compuesto de férmula
() y el compuesto marcado isotépicamente de formula (I*).

La presente invencion se refiere adicionalmente a un procedimiento de identificacion de metabolitos reactivos
(incluyendo metabolitos reactivos tanto "blandos" como "duros"), usando una mezcla de un compuesto de férmula (1) y
un compuesto marcado isotopicamente de formula (I*), en la que uno o mas de los atomos de carbono, nitrégeno,
oxigeno, azufre o hidrégeno no intercambiable en los grupos con asterisco esta marcado isotépicamente.

La presente invencion se refiere adicionalmente a un procedimiento para detectar metabolitos reactivos de un
compuesto de ensayo que comprende

(a) incubar un compuesto de ensayo con una mezcla que comprende un compuesto no marcado isotopicamente de
formula (1)

NH O

2 |y

N

O=—=0

I
C C OH

HC—C

I
S
o
)
Iz

Hz CH,

I
@)
nNn—Q—QO I

un compuesto marcado isotdpicamente de formula (I1*)
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NH, or o, O
« Ho 7 T,
HC——C—C~——C—N—C=—C—N-—C=—C—OH
H, H, || H |
o o) *THZ *CH,
OH *SH *CH,
*CH,
*CHZ l*‘)
* NH,

en la que uno o mas de los atomos de carbono, nitrégeno, oxigeno, azufre y / o hidrégeno no intercambiable en los
grupos con asterisco estd marcado isotdpicamente, y una enzima de metabolizacion de farmaco, para producir una
mezcla de producto que comprende uno o mas aductos;

(b) medir un espectro de masas con pérdida neutra del uno o méas aductos producidos en la etapa (a); y

(c) detectar uno o mas dobletes isotépicos en el espectro de masas con pérdida neutra de la etapa (b), en el que el
doblete o dobletes isotdpicos difieren en masa por la diferencia en masa entre el compuesto no marcado isotépicamente
de férmula (1) y el compuesto marcado isotépicamente de formula (1*).

La presente invencion se refiere adicionalmente a una mezcla que comprende (a) un complejo unido covalentemente de
un metabolito reactivo y un compuesto no marcado isotopicamente de férmula (I) y (b) un complejo unido
covalentemente de un metabolito reactivo y un compuesto marcado isotépicamente de formula (I*).

La presente invencion se refiere adicionalmente a un procedimiento para identificar un candidato a farmaco que
comprende

(a) incubar un compuesto de ensayo con un compuesto no marcado isotdpicamente de férmula (1)
NH O @)
2 v
C~—N—~C—C—OH

Iz

HC—C—C—¢C
H, H, "

O=— O H2 CH2

N—0O—QO=I

H CH,

NHiz (),

un compuesto marcado isotépicamente de formula (I1*)
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NH, o% . ., O
« Ho T T,
HC C C C N C C N C C OH
H, H || H | * * | *
0= o) *(IZHZ *C|)H2
OH *SH *cle2

*
0
€I
N

T

* NH,

en la que uno o mas de los atomos de carbono, nitrégeno, oxigeno, azufre y / o hidrégeno no intercambiable en los
grupos con asterisco estd marcado isotdpicamente, y una enzima de metabolizacion de farmaco, para producir una
mezcla de producto;

(b) medir un espectro de masas con pérdida neutra de la mezcla de producto producida en la etapa (a); y

(c) detectar la ausencia de dobletes isotépicos en el espectro de masas con pérdida neutra de la etapa (b) (en el que el
doblete o dobletes isotdpicos difieren en masa por la diferencia en masa entre el compuesto no marcado isotépicamente
de férmula (1) y el compuesto marcado isotépicamente de formula (1*).

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1A ilustra el cromatograma de iones totales de exploracion con pérdida neutra de 129 Da para diclofenaco.
La Figura 1 B ilustra el espectro de masas en tandem con pérdida neutra del aducto | derivado de diclofenaco.

La Figura 1C ilustra el espectro de masas en tandem con pérdida neutra del aducto Il derivado de diclofenaco.

La Figura 2A ilustra el cromatograma de iones totales de exploraciéon con pérdida neutra de 129 Da para clozapina.
La Figura 2B ilustra el espectro de masas en tAndem con pérdida neutra del aducto | derivado de clozapina.

La Figura 3A ilustra el cromatograma de iones totales de exploraciéon con pérdida neutra de 129 Da para p-cresol.

La Figura 3B ilustra el espectro de masas en tandem con pérdida neutra del aducto | derivado de p-cresol.

La Figura 3C ilustra el espectro de masas en tandem con pérdida neutra del aducto Il derivado de p-cresol.

La Figura 4A ilustra el cromatograma de iones totales de exploracion con pérdida neutra de 129 Da para omeprazol.
La Figura 4B ilustra el espectro de masas en tandem con pérdida neutra del aducto | derivado de omeprazol.

La Figura 5A ilustra el cromatograma de iones totales de exploracion con pérdida neutra de 129 Da para furano.

La Figura 5B ilustra el espectro de masas en tAndem con pérdida neutra del aducto | derivado de furano.

La Figura 6A ilustra el cromatograma de iones totales de exploracion con pérdida neutra de 129 Da para 2-metilfurano.
La Figura 6B: espectro de masas en tandem NL de aductos isoméricos derivados de 2-metilfurano.

La Figura 7A ilustra el cromatograma de iones totales de exploracién con pérdida neutra de 129 Da para mentofurano.
La Figura 7B ilustra el espectro de masas en tAndem con pérdida neutra del aducto | derivado de mentofurano.

La Figura 8A ilustra el cromatograma de iones totales de exploracién con pérdida neutra de 129 Da para 2-[2-tienil]-
furano.

La Figura 8B ilustra el espectro de masas en tAndem con pérdida neutra del aducto | derivado de 2-[2-tienil]-furano.

La Figura 8C ilustra el espectro de masas en tandem con pérdida neutra del aducto Il derivado de 2-[2-tienil]-furano.
7
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La Figura 8D ilustra el espectro de masas en tdndem con pérdida neutra del aducto Il derivado de 2-[2-tienil]-furano.

Descripcién detallada de lainvencién

La presente invencion se refiere a un agente de captacion marcado isotépicamente, en el que el agente de captacién es
capaz de unirse a metabolitos reactivos, un compuesto de formula (I*)

NH, % o, O
« Ho T 1.l
HC—C—C—C—N—C=—C—N—C~—C~—OH
He Hp || H | |
O=— o} *(lez *c]:H2
OH *SH *C|)H2
*|H2
*CH,
| W,
* NH, .

conocido también como acido 6-amino-2-[2-(4-amino-4-carboxi-butirilamino)-3-mercapto-propionilamino]-hexanoico, en
el que uno o mas de los atomos de carbono, nitrégeno, oxigeno, azufre y / o hidrc')geno no intercambiable de los grupos
con asterisco esta marcado isotépicamente, preferentemente con uno o mas **C, *°N, 0, 2Hy / 0 **S isétopos.

Como se usa en el presente documento, a menos que se indique otra cosa, la expresion "hidrégeno no
intercambiable" significard cualquier atomo de hidrogeno que no se intercambie en solucion acuosa. Para el
compuesto de formula (1), los atomos de hidrégeno no intercambiable que pueden estar marcados isotopicamente se
designan mediante las flechas en la estructura mostrada a continuacion

NH, 0] H i @)

| Holor
HC—C—C—C—N—C—C—N—C—C—OH

Hz Ha | H | |

O— O (I:H2<_ TH24_—
OH SH (I3H2<—
CI:H2<———
CI:H2<—

El compuesto de formula (l) tiene dos "zonas de captacién”, que captan individualmente metabolitos reactivos "duros" y
"blandos". Mas especificamente, el grupo sulfhidrilo (-SH) en el compuesto de formula (I) reacciona con y capta los
denominados metabolitos reactivos "blandos", mientras que el grupo -(CH2)s-NH2 en el compuesto de formula (1)
reacciona con y capta los denominados metabolitos reactivos "duros". De esta manera, el compuesto de férmula (1) y los
compuestos marcados isotopicamente de férmula (I) son capaces de captar simultAneamente metabolitos reactivos
tanto "duros" como "blandos". Esto se muestra también esquematicamente a continuacion.
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NH,
(')H-C—C—C—N—CH-g—N—CH-(IIJ—OH

o=é H2 Hzcu) H éH,_ H ((|)H2)4
O SH r|~4H2

Compuesto de Férmula (1)

Metabolito Duro

(M-H)
Metabolito Blando
(M-S)
NH,
(I:H-C—C—C- —N—CH-g—N—-CH-g—OH
o=¢ &I by M by,
" W \
-129 Da (ll\lll-H)
0]
—e -N——CI:H-C—N—CH—g:-O
CHy " (%qu :
S NH,

|
-129 Da (M-S)

Como se usa en el presente documento, a menos que se indique otra cosa, la expresion "metabolitos reactivos”
incluird metabolitos reactivos "blandos" y "duros”.

Como se usa en el presente documento, a menos que se indique otra cosa, la expresién "metabolito blando"
significara cualquier metabolito electréfilo que comprenda al menos un grupo sustituyente que reacciona facilmente con
electrofilos "blando”, tal como el grupo sulfhidrilo en cisteina y el grupo -SH en el compuesto de formula (). Los
ejemplos adecuados de dichos grupos sustituyentes incluyen, aunque sin limitacion quinonas, quinona iminas,
iminoquinona, metiuros, epéxidos, éxidos de areno, iones nitrenio, y similares.

Como se usa en el presente documento, a menos que se indique otra cosa, la expresion "metabolito duro" significara
un metabolito electréfilo que comprende al menos un grupo sustituyente que reacciona facilmente con electréfilos
"duros”, tales como las aminas de lisina, arginina o el -(CH2)s-NH2 del compuesto de férmula (I). Los ejemplos
adecuados de dichos grupos sustituyentes incluyen, aunque sin limitacién, aldehidos y similares.

Puesto que los metabolitos reactivos estan implicados en muchos acontecimientos negativos asociados con
compuestos de ensayo, particularmente acontecimientos negativos graves y / o toxicos, es muy deseable poder detectar
todos los metabolitos reactivos producidos por un compuesto de ensayo. También es muy deseable determinar si un
compuesto de ensayo producird metabolitos reactivos antes de la administracion del compuesto de ensayo a seres
humanos.

Un especialista en la técnica reconocera que no todos los compuestos de ensayo producen metabolitos reactivos vy,
adicionalmente, que no todos los compuestos de ensayo producen metabolitos reactivos tanto "blandos" como "duros".
Algunos compuestos de ensayo produciran metabolitos no reactivos, algunos compuestos de ensayo produciran solo
metabolitos reactivos duros, algunos compuestos de ensayo produciran solo metabolitos reactivos blandos, y algunos
compuestos de ensayo producirdn metabolitos reactivos tanto duros como blandos. De esta manera, el agente de
captacion y los procedimientos de la presente invencion detectardn cualquier tipo de metabolito reactivo que se
produzca por un compuesto de ensayo.

Un especialista en la técnica reconocera adicionalmente que los procedimientos de la presente invencién, aunque se
9
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dirigen a identificar metabolitos reactivos, abarcan también el procedimiento de determinar si un compuesto de ensayo
produce o no metabolitos reactivos. En una realizacién, la presente invencién se refiere a un procedimiento para
identificar candidatos a farmaco (por ejemplo, compuestos de ensayo que no producen metabolitos reactivos). De esta
manera, los procedimientos de la presente invencion incluyen procedimientos en los que la incubacion (como se
describe con mas detalle en el presente documento) da como resultado metabolitos no reactivos y, de esta manera, no
aductos, y los espectros de masas no muestran dobletes, indicando asi que el compuesto de ensayo no produce ningin
metabolito reactivo detectable.

Para los metabolitos "blandos", el glutatién, un compuesto de la siguiente estructura quimica

O

o) NH, O HO
NH
HO HN
o) s—s\_2=o

o) NH OH
HO O H,N o)

es el agente de captacion mas habitual usado en incubaciones microsomicas, para detectar metabolitos reactivos
"blandos". Sin embargo, para metabolitos reactivos "duros”, el glutation no es un agente de captacién adecuado debido
a su baja eficacia de captacion. No obstante, para detectar metabolitos reactivos "duros" se usan agentes de captacion
alternativos, tales como semicarbazida, metoxilamina y a-acetillisina. Esto requiere dos experimentos individuales con
diferentes agentes de captacién para la deteccién de metabolitos reactivos tanto "duros" como "blandos". En contraste,
el compuesto de formula (1), los compuestos marcados isotopicamente de formula (I*) y / 0 una mezcla de compuesto no
marcado isotépicamente de férmula (I) y compuesto marcado isotopicamente de formula (I*) puede usarse para detectar
metabolitos reactivos tanto "blandos” como "duros” en un solo experimento.

Como se usa en el presente documento, a menos que se indique otra cosa, la expresion "compuesto marcado
isotopicamente de formula gl)" S|gn|f|cara un compuesto de féormula (I) que esta marcado con al menos un isétopo, por
ejemplo, 2C, N S, y similares. Preferentemente, el isétopo es *C *°N, 0 o 2H. Los ejemplos
adecuados de compuesto marcado isotopicamente de férmula (I*) incluyen, aunque sin limitacién, compuestos de
férmula (1) marcados con Bc y/o °N en su cisteina; compuestos de férmula (I) marcados isotGpicamente en sus grupos
tanto cisteina como lisina; compuestos de férmula (I) marcados en una sola o en multiples posiciones, que varian de 1 a
28, preferentemente de 1 a 10 posiciones, mas preferentemente de 3 a 8 posiciones, aun méas preferentemente 8
posiciones; y similares. Preferentemente, el compuesto marcado |sotop|camente de formula (I*) estd marcado con al
menos un is6topo seleccionado entre el grupo que consiste en *C, N, ®0 y *H. Mas preferentemente, el compuesto
marcado isotépicamente de féormula (I*) (1) estd marcado con dos is6topos e\ y seis 3¢,

En una realizacién, el compuesto marcado isotopicamente de férmula (I*) esta marcado isotdpicamente como se indica
en la estructura quimica (I-1S) mostrada a continuacion
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NH, o) o)
H H
| Ho o Ll
HC—C—C—C—N—C—C—""N—"3Cc—"*C—0H
Ho H || H | |
O=—= o] CH, 3CH,
| |
OH SH 13<|:H2
13(|3H2
13CI:H2
"NH, (I-1S).

Como se usa en el presente documento, a menos que se indique otra cosa "enzima de metabolizacién de farmaco"
significard cualquier enzima o mezcla de las mismas, derivada de tejidos humanos o animales, preferentemente
derivada de tejidos humanos, mas preferentemente derivada de tejido de higado humano, que puede metabolizar un
compuesto de ensayo. (Véase, por ejemplo, Drug Metabolizing Enzymes, Editado por Jae S. Lee, R. Scott Obach y
Michael B. Fisher, Marcel Dekker, Inc. (2003)). Los ejemplos adecuados incluyen, aunque sin limitacion, microsomas
hepéticos, enzimas de tipo citocromo P450 o mezclas de diferentes isoformas de enzimas de tipo citocromo P450,
peroxidasas, ciclooxigenasas, mieloperoxidasas, y similares. Preferentemente, las enzimas de metabolizacién de
farmaco son microsomas hepaticos humanos, mas preferentemente, enzimas de tipo citocromo P450. Un especialista
en la técnica reconocera que cuando se incuba un compuesto de ensayo con enzimas de tipo citocromo P450 o
mezclas de diferente isoformas de enzimas de tipo citocromo P450, las enzimas de tipo citocromo P450 o mezclas de
diferentes isoformas de enzimas de tipo citocromo P450 se incuban en combinacion con el co-factor NADPH o el
sistema de regeneracion de NADPH.

Como se usa en el presente documento, a menos que se indique otra cosa, la expresion "compuesto de ensayo"
significara cualquier compuesto quimico que se ensaye para la formacion del metabolito o metabolitos reactivos.
Preferentemente, el compuesto de ensayo es un agente farmacéutico o sal, éster o profarmaco del mismo.

Como se usa en el presente documento, a menos que se indique otra cosa, la expresion "candidato a farmaco"
significara cualquier compuesto quimico o compuesto de ensayo que no produzca un metabolito o metabolitos reactivos.
Preferentemente, el candidato a farmaco es un agente farmacéutico o sal, éster o pro-farmaco del mismo.

Como se usa en el presente documento, a menos que se indique otra cosa, el término "aducto" significara cualquier
complejo unido covalentemente de un metabolito reactivo con un compuesto marcado isotopicamente de formula (1*) o
con un compuesto no marcado isotépicamente de formula (1).

Las abreviaturas usadas en la memoria descriptiva, particularmente en los Esquemas y Ejemplos, son las siguientes:
IQPA-EM/EM = lonizacion quimica a presion atmosférica- espectrometria de masas en tandem

CIP= Enzimas de tipo citocromo P450

Da = Dalton

IEN-EM/EM = lonizacion por electronebulizacion-espectrometria de masas en tandem

HPLC = Cromatografia liquida a alta presion

EM = Espectroscopia de masas

NADPH = p-nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (reducido)

EFS Extraccion en fase solida

En una realizacion, la presente invencion se refiere a un compuesto marcado isotépicamente de férmula (I*) en la que
uno o mas de los atomos de carbono, nitrégeno, oxigeno, azufre y / o hidrégeno no intercambiable de los grupos con
asterisco estd marcado isotpicamente, preferentemente con uno o mas isétopos *C, N, **0, ?H, *H y / o0 *s. El
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compuesto marcado isotépicamente de féormula (I*) puede prepararse de acuerdo con procedimientos conocidos, por
ejemplo por intercambio de isétopo o por sintesis de acoplamiento peptidico usando un reactivo marcado
isotopicamente/material de partida. (Véase, por ejemplo, Ott, Donald G., Syntheses with Stable Isotopes of Carbon,
Nitrogen, and Oxygen, (1981), Wiley, Nueva York, N. Y; Keliher, Edmund J.; Burrell, Ricduro C.; Chobanian, Harry R.;
Conkrite, Karina L; Shukla, Rajesh; Baldwin, John E., Efficient syntheses of four stable - isotope labelled (IR)-menthyl
(1S,2S)-(+)-2-phenylcyclopropanecarboxylates, Organic & Biomolecular Chemistry, (2006), 4(14), pag. 2777-2784;
Schippers, Nicole; Schwack, Wolfgang, Synthesis of the 15N-labelled insecticide imide-cloprid, Journal of Labelled
Compounds and Radiopharmaceuticals, (2006), 49(3), pag. 305-310; y Bretz, Michael; Beyer, Marita; Cramer, Benedikt;
Humpf, Hans-Ulrich, Synthesis of stable isotope labelled 3-acetyldeoxynivalenol, Molecular Nutrition & Food Research,
(2005), 49(12), pag. 1151-1153).

En una realizacion, la presente invencion se refiere a un compuesto marcado isotépicamente de formula (I-IS). El
compuesto de formula (I-1S) puede prepararse como se indica en el Esquema 1 a continuacion.

NH2 ﬁ 13(I:H2
H
HC—C—C—C—N—C—C—O0H ~+ %H
H, H, || H | 2
0= O THz 3CH,
OH SH 13C|)H2
5l
NH, 0
"I R
HC—C—C—C—N-—C—C—""N—"C—"3C—o0H
- Hy H, || H | |
o= o} CH, BCH,
| o
OH SH THz
13CI;H2
(I-18) ‘3TH2
15NH2
Esquema 1

Por consiguiente, se hace reaccionar el &cido 2-amino-4-(1-carboxi-2-mercapto-etilcarbamoil)-butirico con lisina
marcada isotdpicamente, de acuerdo con la quimica conocida (por ejemplo por condensacion acido-amina con pérdida
de agua; véase, por ejemplo, Wade, L.G., Organic Chemistry, Cuarta Edicion, Prentice Hall, 1999, pag.. 136-137), para
producir el compuesto de formula (I-IS).

La presente invencion se refiere al uso de un compuesto de formula (1)
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NH, O 4, 4 ©
Ho o1l
HC—C—C—C~—N—C—C—N—C—C—O0OH
e Hy | H
= 0 cI:H2 CH,
OH SH CH,
CH,
[
0 un compuesto marcado isotépicamente de formula (1*)
NH2 O* H H O=*
= Ho L Tl
HC—C—C—FC—N—C—(C—N—C—C—0OH
He Hp ) WO 7% |7
0== 0 *(|3H2 *(|3H2
OH *SH *CH,
*CH,
*CH
(¥
* NH,

en la que uno o mas de los atomos de carbono, nitrégeno, oxigeno, azufre o hidrégeno no intercambiable en los grupos
con asterisco esta marcado isotopicamente;

0 una mezcla de un compuesto de formula (I) y un compuesto marcado isotépicamente de formula (I1*);
para detectar metabolitos reactivos.

La presente invencion se refiere adicionalmente a un procedimiento para detectar metabolitos reactivos usando
captacion de isétopos y espectroscopia de masas, en el que el procedimiento elimina falsos positivos. La presente
invencion proporciona adicionalmente un procedimiento altamente sensible para detectar metabolitos reactivos a niveles
bajos. Ademas, la presente invencion puede aplicarse a la deteccion de metabolitos reactivos de una manera manual o
totalmente automatizada usando reconocimiento de patrones de EM.

La presente invencion se refiere adicionalmente a un procedimiento para detectar metabolitos reactivos que comprende

(a) incubar un compuesto de formula (I) o un compuesto marcado isotépicamente de férmula (1*), en la que uno o mas
de los &tomos de carbono, nitrégeno, oxigeno, azufre y/o de hidrégeno no intercambiable en los grupos con asterisco
esta marcado isotdpicamente, con un compuesto de ensayo y una enzima de metabolizacion de farmaco para producir
una mezcla de producto que comprende uno o mas aductos; y

(b) detectar dichos aductos (de acuerdo con procedimientos conocidos).

Por ejemplo, un procedimiento para detectar metabolitos reactivos sin captacion de isotopo estable (por ejemplo, sin el
uso de un agente de captacion marcado isot6picamente, tal como un compuesto marcado isotdpicamente de férmula (1*)
emplea un espectrometro de masas de triple cuadrupolo que puede iniciar una exploracion EM/EM completa usando
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pérdida neutra como una exploracidon de inspeccion. Usando este sistema, pueden obtenerse espectros de EM en
tandem de los aductos en un solo ensayo, y la identificacion estructural puede conseguirse examinando los iones
producidos caracteristicos. Sin embargo, debido a la menor proporcidon de sefial a ruido conseguida tipicamente con
exploraciones EM completas respecto a exploraciones EM con pérdida neutra, puede ser dificil detectar un metabolito
reactivo minoritario usando los sistemas de exploracion EM completa. Ademas, las exploraciones EM completas tardan
relativamente mucho tiempo y son laboriosas.

La presente invencion se refiere a un procedimiento para detectar metabolitos reactivos de un compuesto de ensayo
gue comprende

(a) incubar un compuesto de ensayo con una mezcla que comprende un compuesto no marcado isotopicamente de
férmula (1), un compuesto marcado isotopicamente de férmula (I*), en la que uno o mas de los atomos de carbono,
nitrégeno, oxigeno, azufre y / o hidrégeno no intercambiable en los grupos con asterisco estd marcado isotopicamente, y
una enzima de metabolizacion de farmaco para producir una mezcla de producto que comprende uno o mas aductos;

(b) detectar uno o més dobletes isotépicos en un espectro de masas con pérdida neutra de los aductos de la etapa (a),
en el que el doblete difiere en masa por la diferencia en masa entre el compuesto no marcado isotépicamente de
formula () y el compuesto marcado isotopicamente de formula (I*).

En una realizacion, la presente invencion se refiere a un procedimiento para detectar metabolitos reactivos de un
compuesto de ensayo que comprende

(a) incubar un compuesto de ensayo con una mezcla que comprende un compuesto de férmula (1),

NH, O 4, 4 O
Hollor r
HC—C—C—C—N—C—C—N—C—C—0H
He W || H | |
O= O (I:Hz (|:H2
OH SH (I)H2
I
I
NH, (1
un compuesto marcado isotépicamente de formula (I-IS)
NH, O H H
i ” 15,0 _13] 13"
HC—C—C—C—N—C—C—"N—"C—"C—OH
H, Hy || H |
0= o) CH; BCH,
OH éH BCH
2
13(|3H2
13(in2
"*NH, (-1S),

y una enzima de metabolizacién de farmaco;
para producir una mezcla de producto que comprende uno o mas aductos;
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(b) medir un espectro de masas con pérdida neutra del uno o mas aductos producidos en la etapa (a); y

(c) detectar uno o mas dobletes isotopicos en el espectro de masas con pérdida neutra de la etapa (b), en el que los
dobletes isotopicos difieren en masa de 8 Da.

En una realizacion, la presente invencion se refiere a un procedimiento para detectar metabolitos reactivos de un
compuesto de ensayo que comprende

(a) incubar un compuesto de ensayo con una mezcla que comprende un compuesto no marcado isotépicamente de
férmula (1), un compuesto marcado isotépicamente de féormula (I*), en la que uno o méas de los 4&tomos de carbono,
nitrégeno, oxigeno, azufre y / o hidrégeno no intercambiable en los grupos con asterisco estd marcado isotopicamente, y
una enzima de metabolizacién de farmaco para producir una mezcla de producto que comprende uno 0 mas aductos;

(b) separar el uno o mas aductos de la etapa (a); (de acuerdo con procedimientos conocidos, preferentemente, por
centrifugacion)

(c) medir un espectro de masas con pérdida neutra de dichos aductos separados

(d) detectar uno o mas dobletes isotdpicos en el espectro de masas con pérdida neutra de dichos aductos separados,
en el que el doblete difiere en masa por la diferencia en masa entre el compuesto no marcado isotépicamente de
férmula () y el compuesto marcado isotopicamente de féormula (I*).

En una realizacion, la presente invencion se refiere a un procedimiento para detectar metabolitos reactivos de un
compuesto de ensayo que comprende

Etapa A: incubar una mezcla que comprende
(a) un compuesto de ensayo;

(b) un compuesto de férmula (1)

NH, 8 . o 9
N
HC—C—C—C——N—C—C—N—C—C—0H
Hy Hp || H | |
0= O ?Hz C|;H2
OH SH CI;HZ
I
[
NH, (;

(c) un compuesto marcado isotopicamente de formula (I-1S)
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NH, o 4 oy O

Hol o0 Tl
HC—C—C—C—N—C—C—""N—"3Cc—"*C—O0H

Hy Hp || H ] |

.— o) CH, 13cI;H2

OH éH BCH,

13(:3H2

13TH2

15NH2

(l-lS),

en la que la proporciéon molar del compuesto de férmula (I) al compuesto marcado isotopicamente de férmula (I-IS) es de
aproximadamente 1:1;y

(c) una enzima de metabolizacion de farmaco seleccionada entre el grupo que consiste en microsomas hepaticos
humanos, enzimas de tipo citocromo P450 en combinacion con el co-factor NADPH y enzimas de tipo citocromo P450
en combinacion con el sistema de regeneracién NADPH,;

para producir una mezcla de producto que comprende uno o méas productos de incubacion seleccionados ente el grupo
gue consiste en un metabolito no reactivo;

(a) un aducto formado entre el compuesto de formula (I) y un metabolito reactivo; y
(b) un aducto formado entre el compuesto marcado isotépicamente de formula (I-IS) y un metabolito reactivo;
Etapa B: medir un espectro de masas con pérdida neutra de la mezcla de producto producida en la Etapa (A); y

Etapa C: detectar uno o méas dobletes isotdpicos en el espectro de masas con pérdida neutra de la Etapa (B), en el que
los dobletes isotopicos difieren en masa de 8 Da.

En una realizacion de la presente invencion, el compuesto marcado isotdpicamente de féormula (I) esta marcado con al
menos un is6topo seleccionado entre el grupo que consiste en *C, *N, 0 y 2H. En otra realizacién de la presente
invencion, el compuesto marcado isotdpicamente de formula (I*) estd marcado con 1 a 28 is6topos, preferentemente 1 a
10 is6topos. En otra realizacién de la presente invencion, el compuesto marcado isotdpicamente de formula (I*) esta
marcado con seis atomos ‘°C y dos ®N. En otra realizacion de la presente invencién, el compuesto marcado
isotopicamente de férmula (I*) es el compuesto de formula (I-IS)

NH,

HC

TO

N
)

N
o=0
Tz

(I-1S).
En una realizacion de la presente invencion, el espectro de masas con pérdida neutra se usa para detectar la pérdida de

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2359 109 T3

129 Da (correspondiente a la pérdida de la parte -C(O)-CH,-CH,-CH(NH2)-CO,H del compuesto no marcado
isotopicamente o marcado isotopicamente de férmula (I1*).

En una realizacién de la presente invencion, el doblete o dobletes isotopicos se detectan siguiendo IQPA-EM/EM, IEN-
EM/EM, y similares; preferentemente IEN-EM/EM. En otra realizacion de la presente invencion, el doblete o dobletes
isotopicos en el espectro de masas con pérdida neutra difiere en una masa de entre 1 y 28 unidades de masa,
preferentemente entre 2 y 10 unidades de masa, mas preferentemente en 8 unidades de masa.

En una realizacion de la presente invencion, la enzima de metabolizacién de farmaco se selecciona entre el grupo que
consiste en microsomas hepaticos humanos, enzimas de tipo citocromo P450, peroxidasas, ciclooxigenasas y
mieloperoxidasas. Preferentemente, la enzima de metabolizacién de farmaco son enzimas de tipo citocromo P450.

En una realizacion, la presente invencidn se aplica a la deteccién de metabolitos reactivos formados incubando un
compuesto de ensayo con cualquier fraccién de células que contienen enzimas de metabolizacién de farmacos, por
ejemplo, S9, enzimas recombinantes o enzimas microsdmicas. En una realizacion, los procedimientos de la presente
invencion se aplican a la predicciéon de si un compuesto de ensayo formar4 o no metabolitos reactivos en sujetos
humanos (es decir, después de la administracion del compuesto de ensayo a un ser humano).

Un especialista en la técnica entendera que la abreviatura "S9" se refiere a la fraccion S9 (fraccion de sobrenadante
post-mitocondrial) que es una mezcla de microsomas y citosol. Por consiguiente, contiene una gran diversidad de
enzimas de fase | y fase I, incluyendo enzimas P450, flavina-monooxigenasas, carboxilesterasas, epdxido hidrolasa,
UDP-glucuronosiltransferasas, sulfotransferasas, metiltransferasas, acetiltransferasas, glutation S-transferasas y otras
enzimas de metabolizacion de farmacos.

La presente invencion se refiere adicionalmente a una mezcla que comprende (a) un complejo unido covalentemente de
un metabolito reactivo y un compuesto no marcado isotopicamente de formula (I) y (b) un complejo unido
covalentemente de un metabolito reactivo y un compuesto marcado isotépicamente de férmula (I*), en la que uno o mas
de los atomos de carbono, nitrégeno, oxigeno, azufre y / o hidrégeno no intercambiable en los grupos con asterisco esta
marcado isotGpicamente.

En una realizacion de la presente invencién, la proporcion molar del compuesto no marcado isotépicamente de féormula
() y el compuesto marcado isotépicamente de férmula (I*) estd en el intervalo de aproximadamente 1:1 a
aproximadamente 1:2, preferentemente en el intervalo de aproximadamente 1:1 a aproximadamente 1:1,5, mas
preferentemente aproximadamente 1:1.

En una realizaciéon de la presente invencion, la proporcién molar del complejo unido covalentemente de un metabolito
reactivo y un compuesto no marcado isotépicamente de formula (1) y el complejo unido covalentemente de un metabolito
reactivo y un compuesto marcado isotopicamente de formula (I*) estd en el intervalo de aproximadamente 1:1 a
aproximadamente 1:2, preferentemente en el intervalo de aproximadamente 1:1 a aproximadamente 1:1,5, mas
preferentemente aproximadamente 1:1.

La presente invencion se refiere adicionalmente a un procedimiento para detectar metabolitos reactivos. Mas
especificamente, en el procedimiento de la presente invencién, un compuesto de ensayo se incuba con una mezcla que
comprende

(a) un compuesto no marcado isotépicamente de formula (1);

(b) un compuesto marcado isotdpicamente de formula (I*), en el que el compuesto marcado isotépicamente de férmula
(I*) contiene seis atomos **C y dos **N;

en el que la proporcion molar de compuesto no marcado isotépicamente de féormula (I) a compuesto marcado
isotopicamente de férmula (I*) es de aproximadamente 1:1 (para producir dobletes en el espectro de masas que tienen
aproximadamente la misma intensidad); y

(c) una enzima de metabolizacion de farmaco tal como, microsomas hepaticos humanos, enzimas de tipo citocromo
P450 (CIP) (purificadas, recombinantes, en microsomas, en células hepaticas, y similares) en combinacion con el co-
factor NADPH, enzimas de tipo citocromo P450 (CIP) (purificadas, recombinantes, en microsomas, en células hepaticas,
y similares) en combinacion con el sistema de regeneracion de NADPH, peroxidasas, ciclooxigenasas,
mieloperoxidasas, y similares; preferentemente microsomas hepaticos humanos;

de acuerdo con procedimientos conocidos;

para producir una mezcla de producto que comprende uno o mas productos de incubacién seleccionados entre el grupo
gue consiste en

(a) un metabolito no reactivo;
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(b) un aducto formado entre un compuesto no marcado isotépicamente de formula (I) y un metabolito reactivo; y
(c) un aducto formado entre un compuesto marcado isotépicamente de formula (I*) y un metabolito reactivo.

Un especialista en la técnica reconocera que los metabolitos no reactivos (estables), producidos como resultado de la
incubacién descrita anteriormente, no reaccionaran ni con el compuesto no marcado isotdpicamente de férmula (1) ni
con el compuesto marcado isotopicamente de formula (I*), sino que en lugar de ello permaneceran en la mezcla de
producto sin alterarse.

Preferentemente, el compuesto marcado isotdpicamente de férmula (I*) estd marcado con uno o mas is6topos que se
seleccionan para que sean estables. Los is6topos adecuados incluyen, aunque sin limitacion, **C, **N, ?H, *H; 0, **s,
y similares. Preferentemente, los is6topos se seleccionan entre el grupo que consiste en **C, *N, 0 y ?H, mas
preferentemente B¢ y N, Preferentemente, el compuesto marcado isotépicamente de formula (1*) difiere en masa del
compuesto no marcado isotdpicamente de formula (1) por entre 1 y 28 unidades de masa, mas preferentemente entre 2
y 10 unidades de masa, aun mas preferentemente 8 unidades de masa.

La mezcla del producto que contiene uno o mas de los productos de incubacion (metabolito o metabolitos no reactivos,
aductos formados entre el metabolito o0 metabolitos reactivos y el compuesto no marcado isotopicamente de formula (I) y
/ 0 aductos formados entre el metabolito o0 metabolitos reactivos y el compuesto marcado isotopicamente de formula (1*)
se limpia y concentra, preferentemente, de acuerdo con procedimientos conocidos, por ejemplo por centrifugacion, EFS
0 extracciones liquido-liquido, para producir un concentrado de producto. El concentrado de producto se disuelve
después en un disolvente adecuado para su uso en espectroscopia de masas (es decir, es adecuado para inyeccion en
un espectrometro de masas), por ejemplo, 5% de acetonitrilo en agua, 5% de metanol en agua, y similares.

Preferentemente, la mezcla de producto se separa en los componentes individuales del aducto, de acuerdo con
procedimientos conocidos, por ejemplo por cromatografia liquida, HPLC, electroforesis capilar, u otra técnica de
separacion. Un espectro de masas con pérdida neutra se mide después para cada aducto o componente del aducto. El
espectro de masas con pérdida neutra puede medirse de acuerdo con procedimientos conocidos, usando cualquier
fuente de ionizacion, por ejemplo por IQPA-EM/EM, IEN-EM/EM, y similares, preferentemente por IEN-EM/EM. Como
alternativa, la medicién de la separacién y el espectro de masas puede completarse en una etapa usando un sistema de
bucle, tal como CL/EM, y similares.

Si se producen metabolitos reactivos a partir del compuesto de ensayo y estan presentes (como aductos con el
compuesto no marcado isotépicamente de féormula () y el compuesto marcado isotopicamente de férmula (I*), el
espectro de masas correspondiente presentard uno o mas dobletes espaciados por la diferencia en masa entre el
compuesto no marcado isotdpicamente de férmula (I) y el compuesto marcado isotépicamente de formula (I*). Un
especialista en la técnica reconocera que el doblete o dobletes pueden identificarse por reconocimiento visual o usando
un programa informatico que evalle los patrones de EM.

Como un ejemplo, en el que el compuesto marcado isotépicamente de formula (I*) estd marcado con seis atomos B¢ y
dos N, como en el compuesto de férmula (I-1S), y el compuesto no marcado isotdpicamente de formula (1) y el
compuesto marcado isotépicamente de férmula (I*) estan presentes a una proporcion molar de preferentemente
aproximadamente 1:1, en disociacién inducida por colision, ambos aductos no marcado isotdpicamente y marcado
isotopicamente experimentaran una pérdida neutra de piroglutamato (129 Da). Como resultado de ello, el espectro de
masas de los aductos formados entre metabolitos reactivos y el compuesto no marcado isotépicamente de formula (1) y
el compuesto marcado isotépicamente de férmula (I*) presentara dos iones moleculares isotdpicos que difieren en masa
de 8 Da, y el doblete isotépico mostrara intensidades aproximadamente iguales. Una diferencia en masa consistente de
8 Da y una intensidad aproximadamente igual de dichos picos del doblete proporcionarén, por lo tanto, una firma de EM
Unica que identificaria al aducto del metabolito reactivo.

En los procedimientos de la presente invencién, los falsos positivos se eliminan facilmente puesto que no presentan un
doblete caracteristico en el espectro de masas con pérdida neutra medido.

La automatizacion de los procedimientos de la presente invencién puede realizarse, por ejemplo, usando
reconocimiento de patrones de EM asistida por ordenador. Como un ejemplo, se concibié un diagrama logico para
programar un ordenador para realizar la deteccion automatica de los metabolitos reactivos. Mas especificamente, el
procedimiento de reconocimiento de patrones consistia en las siguientes etapas:

1. definir la tolerancia del error para el valor de m/z;
2. definir el intervalo de error de la proporcion de intensidad de pico para un doblete isotopico potencial;

3. determinar los picos cromatogréficos en el cromatograma de iones totales con un ajuste seleccionado de ruido a
sefial;

4. detectar los valores de m/z de iones moleculares principales de picos cromatograficos individuales;
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5. buscar dobletes que difieran en masa en el nimero de Daltons apropiado (basado en los tipos y nimero de is6topos
seleccionados) usando la tolerancia de error definida;

6. determinar las proporciones de intensidad de los dobletes identificados;
7. identificar los aductos.

Al usar este enfoque, la proporcién de intensidad y la diferencia de masa del doblete o dobletes son los pardmetros mas
determinantes en el reconocimiento de patrones. Los intervalos de error de la proporcién de intensidad se determinan
por la pureza del compuesto no marcado isotopicamente de féormula (I) y el compuesto marcado isotépicamente de
formula (I*), mientras que la tolerancia del error de los valores m/z depende del rendimiento de los espectrometros de
masas.

Los procedimientos de la presente invencién pretenden determinar si un compuesto de ensayo producird metabolitos
reactivos "duros" y / o "blandos”, en un solo experimento. Un especialista en la técnica reconocera que aunque los
procedimientos de la presente invencidon detectaran simultdneamente metabolitos reactivos tanto "duros" como
"blandos”, si cualquiera de los metabolitos reactivos "duro” o "blando” no se forma a partir de un compuesto de ensayo
particular, el procedimiento detectara qué tipo de metabolito reactivo se forma. Ademas, si se forman metabolitos no
reactivos, el procedimiento producird un espectro de masas sin los dobletes caracteristicos, identificando de esta
manera el compuesto de ensayo como un candidato a farmaco.

La presente invencion se refiere adicionalmente a un procedimiento para identificar un candidato a farmaco (es decir, un
compuesto de ensayo que no produce metabolitos reactivos) que comprende

(a) incubar un compuesto de ensayo con una mezcla que comprende un compuesto no marcado isotépicamente de
férmula (1), un compuesto marcado isotopicamente de férmula (I*), en la que uno o mas de los atomos de carbono,
nitrégeno, oxigeno, azufre y / o hidrégeno no intercambiable en los grupos con asterisco estd marcado isotdpicamente, y
una enzima de metabolizacién de farmaco, para producir una mezcla de producto;

(b) medir un espectro de masas con pérdida neutra de la mezcla de producto producida en la etapa (a); y

(c) detectar la ausencia de dobletes isotdpicos en el espectro de masas con pérdida neutra de la etapa (b) (en el que el
doblete o dobletes isotdpicos difieren en masa por la diferencia en masa entre el compuesto no marcado isotépicamente
de férmula (1) y el compuesto marcado isotépicamente de formula (1*).

En una realizacién, la presente invencion se refiere a un procedimiento para identificar un candidato a farmaco que
comprende

(a) incubar un compuesto de ensayo con una mezcla que comprende un compuesto no marcado isotépicamente de

formula (1)
NH, O H H O
Holor ol
HC—C—C——C N—C—C—N—C—C—0OH
H Hp || H | |
o) O cI:H2 cI:H2
OH SH cI:H2
I
I
NH,

(1);

un compuesto marcado isotépicamente de formula (I-1S)
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NH, (I-18),

en la que uno o mas de los atomos de carbono, nitrégeno, oxigeno, azufre o hidrégeno no intercambiable en los grupos
con asterisco esta marcado isotopicamente;

y una enzima de metabolizacion de farmaco; para producir una mezcla de producto;
(b) medir un espectro de masas con pérdida neutra de la mezcla de producto producida en la Etapa (a); y

(c) detectar la ausencia de dobletes isotpicos en el espectro de masas con pérdida neutra de la Etapa (b) (en el que el
doblete o dobletes isotopicos difieren en masa por la diferencia en masa de 8 Da).

Los siguientes Ejemplos se exponen para ayudar a comprender la invencién, y no pretenden ni deben considerarse
limitantes de ninguna manera de la invencion expuesta en las reivindicaciones que siguen mas adelante.

Ejemplo 1 - Procedimientos Convencionales

A. Incubacién y Captacién de Isétopos Estables:

Todas las incubaciones microsdmicas descritas en el presente documento se realizaron a 37°C en un bafio de agua. El
compuesto de ensayo se mezcld con preparaciones microsémicas de higado humano (preparaciones de enzima de tipo
citocromo P450) en tampon fosfato potasico 50 mM (pH 7,4) complementado con el compuesto no marcado
isotopicamente de formula (1) y el compuesto marcado isotépicamente de férmula (I-S) que se pre-mezclaron a una
proporcién molar equitativa de 1:1. Las mezclas resultantes se pre-calentaron a 37°C durante 5 min. A las mezclas de
reaccion se les afiadié después el sistema generador del co-factor - NADPH - (para iniciar la reaccion) para producir un
volumen final de 1000 pl.

Las mezclas de reaccidn resultantes contenian compuestos de ensayo 10 uM, 1 mg/ml de proteinas microsémicas, una
mezcla 1 mM del compuesto no marcado isotépicamente de férmula (I) y el compuesto marcado isotépicamente de
férmula (I-1S), NADP+ 1,3 mM, glucosa-6-fosfato 3,3 mM, 0,4 U/ml de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, cloruro de
magnesio 3,3 mM.

Después de una incubacion de 60 min, las reacciones se terminaron mediante la adicién de 150 ul de tricloroacético
acido (10%). Las mezclas resultantes se centrifugaron a 10.000 g durante 15 min a 4°C para sedimentar la proteina
precipitada, y los sobrenadantes se sometieron a extracciones en fase sélida. Como alternativa, las mezclas de reaccion
se sometieron a extracciones liquido-liquido para recuperar los metabolitos de los sobrenadantes.

B. Espectrometria de Masas:

Los andlisis de EM se realizaron en un espectrometro de masas de triple cuadrupolo Micromass (Manchester, RU)
Quattro Micro. La fuente de iones de IEN se hizo funcionar en el modo ién positivo, y los parametros experimentales se
establecieron de la siguiente manera:

tension capilar 3,2 kV, temperatura de la fuente 120°C, temperatura de desolvatacion 300°C, tension de cono de
muestra 26 V. Los espectros de masas recogidos en el modo de exploracion con pérdida neutra se obtuvieron por
exploracion en un intervalo m/z 400-800 en 2,0 s.
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C. Andlisis CL-EM/EM:

Para hacer un perfil completo de los metabolitos reactivos, las muestras se sometieron en primer lugar a separaciones
cromatograficas con un sistema Agilent 1100 HPLC con un tomamuestras automatico (Agilent Technologies, Palo Alto,
CA), y los eluyentes se introdujeron en el espectrémetro de masas de triple cuadrupolo Quattro Micro que funcionaba en
el modo de exploracion con pérdida neutra. Se us6 una columna Agilent Zorbax SB C18 (2,1 x 50 mm) para la
separacion cromatografica. La fase mavil inicial consistia en 95% de agua (0,5% acido acético), y los metabolitos se
eluyeron usando un solo gradiente de 95% agua a 95% de acetonitrilo en 7 min a un caudal de 0,3 ml/min. A los 7 min,
la columna se lavé abundantemente con 95% de acetonitrilo durante 2 min antes de re-equilibrarla a las condiciones
iniciales. Se realizaron analisis CL-EM/EM en alicuotas de 10 pl de muestras limpias. Los datos se procesaron usando
el hardware Masslynx, version 4,0 de Micromass. Después se detectd un pico positivo, los espectros EM/EM se
obtuvieron posteriormente para confirmar adicionalmente la estructura del aducto o aductos. Para adquirir los espectros
DIC (Disociacién Inducida por Colision), el espectrometro de masas se hizo funcionar en el modo de control de multiples
reacciones (CMR).

Ejemplo 2-9: Deteccidn de Metabolitos Reactivos Blandos vy /o Duros

Siguiendo el procedimiento descrito en el Ejemplo 1 anterior, el procedimiento de la presente invencion se aplico a la
deteccién de metabolitos reactivos de compuestos de ensayo conocidos, mas particularmente a compuestos de ensayo
gue se conocen para producir metabolitos "blandos" y / o "duros", explorar el espectro de masas con pérdida neutra a
una pérdida de 129 Da, y usar el compuesto marcado isotépicamente de formula (I-1S), que difiere del compuesto no
marcado isotépicamente de formula (I) correspondiente en 8 unidades de Da.

Ejemplo 2: Diclofenaco

El diclofenaco se seleccion6 como un compuesto de ensayo para demostrar la aplicabilidad del procedimiento de la
presente invencion a la deteccion de metabolito o metabolitos reactivos blandos.

La formacion de dos metabolitos reactivos de diclofenaco y los aductos correspondientes, es como se indica en el
Esquema E1, a continuacion. En la reaccion descrita a continuacion, los metabolitos reactivos de diclofenaco forman
aductos con el compuesto no marcado isotopicamente de férmula (I) y el compuesto marcado isotépicamente de
formula (I-IS) a través del resto -SH. Por claridad, a continuacién solo se muestran los aductos con el compuesto no
marcado isotépicamente de formula (l). Un especialista en la técnica reconocera que los aductos con el compuesto
marcado isotopicamente de férmula (I-IS) tendrian la misma estructura, difiriendo solo en el marcaje isotdpico.
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O Cl Cl
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Metabolito reactivo | Metabolito reactivo ||
COOH
cl COOH
H
N
+
HO Cl
S Aducto | Aductoll
1 S
NH, O CH; H Q NH, O  CH, iy B
HE—C-C~CN-C-eN—C—C-0n Lo o L L0 B0
o=| HoHz  HH G H by, od MM, HHEHR L
|
GH2 CH,
GHz CH,
NH, iy
Esquema E1

La Figura 1A muestra el cromatograma de iones totales (EM) de la exploracion con pérdida neutra de 129 Da obtenido
para la mezcla de reaccion. Varios componentes mostraron una respuesta positiva a la exploracion neutra, y dos de los
componentes mostraron el doblete isotdpico esperado (con una diferencia de masa de 8 Da). El aducto | se eluy6 a un
tiempo de retencidon de 5,9 min y present6 el doblete isotopico caracteristico a m/z 688 y 696, como se muestra en la
Figura 1B, mientras que el Aducto Il aparecia a un tiempo de retenciéon de 5,8 min y presentaba el doblete isotopico
caracteristico a m/z 654 y 662 Da, como se muestra en la Figura 1C.
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Ejemplo 3: Clozapina

La clozapina se seleccioné como un compuesto de ensayo para demostrar la aplicabilidad del procedimiento de la
presente invencion para la deteccién de un metabolito 0 metabolitos reactivos blandos.

La formacion de un solo metabolito reactivo de clozapina y el aducto correspondiente, es como se indica en el Esquema
E2, a continuacion. En la reaccién descrita a continuacion, el metabolito reactivo de clozapina forma un aducto con el
compuesto no marcado isotépicamente de formula (I) y el compuesto marcado isotépicamente de férmula (I-1S) a través
del resto -SH. Por claridad, a continuacién solo se muestran los aductos con el compuesto no marcado isotépicamente
de formula (I). Un especialista en la técnica reconocera que los aductos con el compuesto marcado isotépicamente de
formula (I-IS) tendrian la misma estructura, difiriendo Unicamente en el marcaje isotdpico.

/CH3 /CH3
4N> N
N N
Ne= N
CI\Q —_— &
N ( 1
N
H +
Clozapina ) .
P Metabolito reactivo
CH,
N
",
. Cl N
N
Aducto |
OH ? H ucto
O O CH, H O

Esquema E2

La Figura 2A muestra el cromatograma de iones totales (EM) de la exploracion con pérdida neutra de 129 Da obtenido
para la mezcla de reaccion. Varios componentes mostraron una respuesta positiva a la exploracion neutra, pero solo un

23



10

15

20

25

30

35

40

ES 2359 109 T3

componente, a un tiempo de retencidn de 5,4 min, presenté el doblete isotopico caracteristico a m/z 703 y 711 Da, como
se muestra en la Figura 2B.

Ejemplo 4: p-Cresol

Se seleccioné p-cresol como un compuesto de ensayo para demostrar la aplicabilidad del procedimiento de la presente
invencion para la deteccion de un metabolito o metabolitos reactivos blandos.

La formacién de dos metabolitos reactivos de p-cresol y los aductos correspondientes, es como se indica en el Esquema
E3, a continuacion. En la reaccion descrita a continuacion, los metabolitos reactivos de p-cresol forman aductos con el
compuesto no marcado isotépicamente de férmula (1) y el compuesto marcado isotopicamente de formula (I-IS) a través
del resto -SH. Por claridad, a continuacién solo se muestran aductos con el compuesto no marcado isotopicamente de
férmula (I). Un especialista en la técnica reconocera que los aductos con el compuesto marcado isotépicamente de
férmula (I-IS) tendrian la misma estructura, difiriendo Unicamente en el marcaje isotépico.

HO CH,
p-Cresol
o
0 CH, + 0 CH,
Metabolito reactivo | Metabolito reactivo Il
OH
- (|:H2 + OH CHs
P . 3
Mo & b B B e @ G HQ
HoH, HH L gy I HC—C—C—C—N-C—C~N—C—C—OH
o=| 2 Ha o H cH, HpH, HH QX [/
OH CH % 2 " GH
L H2 OH CH,
<':H2 G
Aducto | i CH
NH, Aducto Il T2
NH

Esquema E3

La Figura 3A muestra el cromatograma de iones totales (EM) de la exploracién con pérdida neutra de 129 Da obtenido
para la mezcla de reaccién. Dos componentes mostraron el doblete isotépico caracteristico. ElI Aducto I, con un tiempo
de retencién de 0,64 min, mostro el doblete isotopico a m/z 485 y 493 Da, como se muestra en la Figura 3B. El Aducto
II, con un tiempo de retencion de 0,71 min, mostro el doblete isotépico a m/z 501 y 509 Da, como se muestra en la
Figura 3C.
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Ejemplo 5: Omeprazol

El omeprazol se seleccioné como un compuesto de ensayo para demostrar la aplicabilidad del procedimiento de la
presente invencion para la deteccién de un metabolito 0 metabolitos reactivos blandos.

La formacion de un solo metabolito reactivo de omeprazol y el aducto correspondiente, es como se indica en el
Esquema E4, a continuacion. En la reaccion descrita a continuacion, el metabolito reactivo de omeprazol forma un
aducto con el compuesto no marcado isotépicamente de férmula (I) y el compuesto marcado isotépicamente de férmula
(-1S) a través del resto -SH. Por claridad, a continuaciéon solo se muestran aductos con el compuesto no marcado
isotopicamente de férmula (I). Un especialista en la técnica reconocera que los aductos con el compuesto marcado
isotopicamente de férmula (I - IS) tendrian la misma estructura, difiriendo Gnicamente en el marcaje isotépico.

OCH,
OCH
HsC CH, 3
HiC A CH,
H3C X 4 I
5 N
=z
S
HN” SN d
OCH3
Omeprazol OCH, Metabolito reactivo

OH /
C=0

|
H,N—C—C—C—C—C-H

Hy Hy Hy Hy
"y
O=C|3

HC—C—-S—S
! H
i
?:
G
G

H,N—C OH Aducto |
H S
OCH3,
Esquema E4
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La Figura 4A muestra el cromatograma de iones totales (EM) de la exploracién con pérdida neutra de 129 Da obtenido
para la mezcla de reaccién. Solo un componente a un tiempo de retenciéon de 5,3 min presentaba el doblete isotopico
caracteristico a m/z 723 y 731 Da, como se muestra en la Figura 4B.

Ejemplo 6: Furano

El furano se seleccioné como un compuesto de ensayo para demostrar la aplicabilidad del procedimiento de la presente
invencion para la deteccion de un metabolito o metabolitos reactivos duros.

La formacién de un solo metabolito reactivo de furano y el aducto correspondiente, es como se indica en el Esquema
E5, a continuacion. En la reaccién descrita a continuacion, el metabolito reactivo de furano forma un aducto con el
compuesto no marcado isotépicamente de férmula (1) y el compuesto marcado isotopicamente de formula (I-IS) a través
tanto del resto -SH como del resto terminal -NH,. Por claridad, a continuacién solo se muestran aductos con el
compuesto no marcado isotépicamente de férmula (I). Un especialista en la técnica reconocera que los aductos con el
compuesto marcado isotépicamente de férmula (I-1S) tendrian la misma estructura, difiriendo Unicamente en el marcaje

isotopico.
Z/ \S — H H >
O O O
Furano Metabolito reactivo
Q H
Ho——u—(I:—NH2
N CH,
== H, C= CH,
N—C-C—C—C—C-H 1
S H2 H2 H2 N H O—'
&= NH
I
HS—C~CH S—C—CH
"2 J -\ " e
0=C

Aducto Intermedio CH, N N—H
e H,C—C—C—C—C~H

HO—~C—NH, 2 _H—H—H_,‘
o H 2 Hz A2 (|:=O

Aductol  ©F

Esquema E5

La Figura 5A muestra el cromatograma de iones totales (EM) de la exploracién con pérdida neutra de 129 Da obtenido
para la mezcla de reacciéon. El componente eluido a un tiempo de retencion de 8,9 min presentaba el doblete isotopico
caracteristico a m/z 427 y 435 Da, como se muestra en la Figura 5B.

Ejemplo 7: 2-Metilfurano

Se selecciond 2-metilfurano como un compuesto de ensayo para demostrar la aplicabilidad del procedimiento de la
presente invencion para la deteccion de un metabolito o metabolitos reactivos duros.

La formacion de un solo metabolito reactivo de 2-metilfurano y los dos aductos de isémero estructural correspondientes,
es como se indica en el Esquema EB6, a continuacion. En la reaccion descrita a continuacién, el metabolito reactivo de 2-
metilfurano forma dos aductos de isémero estructural con el compuesto no marcado isotépicamente de formula (1) y el
compuesto marcado isotopicamente de férmula (I-1S) a través tanto del resto -SH como del resto terminal -NH,. Por
claridad, a continuacion solo se muestran aductos con el compuesto no marcado isotdpicamente de formula (l). Un
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especialista en la técnica reconocera que los aductos con el compuesto marcado isotopicamente de formula (I-IS)
tendrian la misma estructura, difiriendo Unicamente en el marcaje isotépico. Un especialista en la técnica reconocera
adicionalmente que los dos aductos de isémero estructural formados en este experimento producirdn espectros de
masas aproximadamente idénticos.

@CH;i

(@)

2-Metil-furano
OH

|
= H, ?=O
N—-C—C—C—~C~C-h

|
PR C=0
H_<—>-CH3 CH,
O O

|
HS—C—-CH

Y

Ho N
Metabolito Reactivo o=C
|
Aducto Intermedio e
G
HO——C—NH
o H 2
0O H :
H
Ho—L—c—nn, Ho—Lc—nw,
GH, CH,
CH (|3H2
I
o= o=
|
NH + di
Hy L _ Ho
/ § J\ c=o0
CH
N i 'I"_H e N IL—H
H,C—C—C—C—C-H H C—C——C—C—(|3—H
(I;—O 2 2 2 C=0
OH i)

Mezcla de Dos Aductos de Isémero Estructural
Esquema E6

La Figura 6A muestra el cromatograma de iones totales (EM) de la exploracién con pérdida neutra de 129 Da obtenido
para la mezcla de reaccion. Dos aductos isoméricos (isdmeros estructurales) con tiempos de retencion de 5,6 miny 5,9
min presentaron cada uno un doblete isotopico caracteristico a m/z 441 y 449 Da, como se muestra en la Figura 6B.
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Ejemplo 8: 2-Mentofurano

El mentofurano se seleccioné como un compuesto de ensayo para demostrar la aplicabilidad del procedimiento de la
presente invencion para la deteccién de un metabolito o metabolitos reactivos duros.

La formacién de un solo metabolito reactivo de mentofurano y el aducto correspondiente, es como se indica en el
Esquema E7, a continuacion. En la reaccién descrita a continuacion, el metabolito reactivo de mentofurano forma un
aducto con el compuesto no marcado isotépicamente de férmula (I) y el compuesto marcado isotépicamente de férmula
(-1S) a través del resto terminal -NH,. Por claridad, a continuacion solo se muestran aductos con el compuesto no
marcado isotépicamente de formula (l). Un especialista en la técnica reconocera que los aductos con el compuesto
marcado isotépicamente de formula (I-IS) tendrian la misma estructura, difiriendo Gnicamente en el marcaje isotépico.

/Y — .
O\ 4

O O
Mentofurano Metabolito reactivo
(I)H
—— H2 (|:=
—=N—C—-C—C—-C—C-H
O Hz Ha Hz y-H
|
Cl:z
HS—C—(IZH
Aducto | H; rI\lH
O='
g
Ghp
HO——C—NH,
0 H

Esquema E7

La Figura 7A muestra el cromatograma de iones totales (EM) de la exploracién con pérdida neutra de 129 Da obtenido
para la mezcla de reaccion. Un componente a un tiempo de retencidon de 5,9 min presentaba el doblete isotdpico
caracteristico a m/z 527 y 535 Da, como se muestra en la Figura 5B.

Ejemplo 9: 2-(2-Tienil)-furan

Se seleccioné 2-(2-tienil)-furano como un compuesto de ensayo para demostrar la aplicabilidad del procedimiento de la
presente invencion para la deteccion de un metabolito o metabolitos reactivos tanto duros como blandos.

La formacion de metabolitos reactivos de 2-(2-tienil)-furano y los aductos posteriores con una mezcla del compuesto de
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férmula () y un compuesto marcado isotopicamente de férmula (I-1S), denominado posteriormente en el presente
documento como "agente de captacion GSK" es como se indica en los Esquemas E8 y E9, a continuacion. Mas
especificamente, el Esquema 8 muestra la abertura del anillo de furano que genera un metabolito reactivo duro (H1), la
epoxidacion del anillo de tiofeno que genera un metabolito reactivo blando (S1), y la formacién de los aductos
correspondientes. Ademas, el Esquema 9 muestra la isomerizacion del metabolito reactivo (S1) para formar un segundo
metabolito reactivo duro (H2), y la formacién de su aducto correspondiente. El metabolito reactivo (H1) forma un aducto
con el compuesto no marcado isotdpicamente de férmula (I) y el compuesto marcado isotopicamente de férmula (I-1S) a
través tanto del resto -SH como del resto terminal -NH>; el metabolito reactivo (S1) forma un aducto con el compuesto
no marcado isotépicamente de formula (I) y el compuesto marcado isotépicamente de formula (I-1S) a través del resto -
SH; y el metabolito reactivo (H3) forma un aducto con el compuesto no marcado isotépicamente de férmula (I) y el
compuesto marcado isotopicamente de férmula (I-IS) a través del resto terminal -NH,. Por claridad, a continuacién solo
se muestran aductos con el compuesto no marcado isotopicamente de férmula (I). Un especialista en la técnica
reconocera que los aductos con el compuesto marcado isotopicamente de férmula (I-IS) tendrian la misma estructura,
difiriendo Unicamente en el marcaje isotopico.

S

\

O
Y2
2-[2-Tienil]-furano

S o

X

oo S l o)
U+ ()

(S1) Metabolito Reactivo Blando

(H1) Metabolito Reactivo Duro

SH,
H,
o=¢
r:\IH
O
/ \ C=0 o
s | |
\/J - I,
(o H;C—C—C—C—C—H
e (l-:iz Sz lC_:|2 E=HO ’ Hy H; Hy (:3=O
Aducto | cI)H Aducto Il S

Esquema E8
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(S1) Metabolito reactivo blando

La Figura 8A muestra el cromatograma de iones totales (EM) de la exploracién con pérdida neutra de 129 Da obtenido
para la mezcla de reaccién. El Aducto I, con un tiempo de retencién de 6,5 min, mostraba el doblete isotépico
caracteristico a m/z 509 y 517 Da, como se muestra en la Figura 8B; el Aducto Il mostraba el doblete isotépico
caracteristico a m/z 527 y 535 Da, como se muestra en la Figura 8C; y el Aducto Ill mostraba el doblete isotépico

ES 2359 109 T3

(H2) Metabolito
Reactivo Duro

SH
OH
Ho ﬁ) o
i N—C—C—C——(ISH
H H, H
o) 2 72 NH,
Aducto lll
Esquema E9

caracteristico a m/z 495 y 503 Da, como se muestra en la Figura 8D.

La memoria descriptiva anterior muestra los principios de la presente invencion, proporcionandose ejemplos con el fin

de ilustracion.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto marcado isotopicamente de férmula (I1*)

NH2 O* H (l)*

| (%)

en la que uno o mas de los atomos de carbono, nitrdgeno, oxigeno, azufre o hidrégeno no intercambiable en los grupos
con asterisco esta marcado isotopicamente.

2. Un compuesto marcado isotopicamente de formula (I-1S)

HEC GOl
H, H

"°NH, (I-1S).

3. Un procedimiento para detectar metabolitos reactivos de un compuesto de ensayo que comprende

(a) incubar un compuesto de ensayo con una mezcla que comprende un compuesto de formula (1)

NH, 0 0
H H
S
HC—C—C—C—N—C—C—N—"C—C—OH
He H || H | |
O— (0] ?Hz ?Hz
OH SH C|:H2
i
I
Bk (.
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un compuesto marcado isotépicamente de formula (I1*)

NHZ Q* H H O
| P R
HC—C—C—C—N—C—C—N—C—C—O0H
R L N
o= o) *(lez *(|3H2
OH *SH *(l:H2
:\—TH2
*ICHZ Qf)
* NH,

en la que uno o mas de los atomos de carbono, nitrégeno, oxigeno, azufre o hidrégeno no intercambiable en los grupos
con asterisco esta marcado isotopicamente; y una enzima de metabolizacion de farmaco;

para dar una mezcla de producto que comprende uno o mas aductos;

(b) detectar uno o mas dobletes isotépicos en un espectro de masas con pérdida neutra del uno o mas aductos
producidos en la Etapa (a), en el que el doblete difiere en masa por la diferencia en masa entre el compuesto de férmula
(I) y el compuesto marcado isotopicamente de férmula (I*).

4. El compuesto de la reivindicaciéon 1 o el procedimiento de la reivindicacién 3, en el que el compuesto marcado
isotéPicamente de formula (I*) esta marcado con al menos un isétopo seleccionado entre el grupo que consiste en B¢,
15N, 80 y 2y

5. El compuesto o el procedimiento de la reivindicacion 4, en el que el compuesto marcado isotdpicamente de férmula

(I*) estd marcado con de uno a diez is6topos seleccionados entre el grupo que consiste en 3¢ y =\

6. El procedimiento de la reivindicacion 3, en el que la proporcion molar del compuesto de formula (I) al compuesto
marcado isotopicamente de formula (I*) es 1:1 y en el que el doblete isotdpico difiere en una masa de 8 unidades de
masa.

7. El procedimiento de la reivindicacién 3, en el que el compuesto marcado isotépicamente de férmula (I) es el
compuesto de formula (I-1S)

1oNH, (1-1S).
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8. El procedimiento de la reivindicacion 7, en el que la proporcion molar del compuesto de formula (I) al compuesto
marcado isotopicamente de férmula (I-IS) es 1:1.

9. El procedimiento de la reivindicacion 8, en el que la enzima de metabolizacion de farmaco se selecciona entre el
grupo que consiste en microsomas hepaticos humanos, enzimas de tipo citocromo P450 en combinacion con el co-
factor NADPH y enzimas de tipo citocromo P450 en combinacion con el sistema de regeneracion de NADPH.

10

15

20

25

30

35

10. Una mezcla que comprende un compuesto de formula (1)

NH, e} 0
H H
Hollo7 T
HC—C—C—C—N—C—C—N—C—C—OH
Hy B || H | |
O— (0] (i.;Hz (|:H2
OH SH THZ
"
i
NH; m
y un compuesto marcado isotopicamente de formula (I*)
NH, O* H H O
I * H, ” I |« ”
HC—C—C—C—N—"C—C—N—C—C—O0OH
Hp Hp ] B ] % % |
o F— (o] *(I:Hg *(|3H2
OH *SH *(]IHz
,w(l_‘,H2
*CH,
| ()
* NH,

en la que uno o mas de los a4tomos de carbono, nitrégeno, oxigeno, azufre o hidrégeno no intercambiable en los grupos

con asterisco estia marcado isotopicamente.
11. Un procedimiento para detectar metabolitos reactivos de un compuesto de ensayo que comprende

(a) incubar un compuesto de ensayo con una mezcla que comprende un compuesto de formula (1),

NH, @ o

NH, )
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un compuesto marcado isotépicamente de formula (I-IS)

NH, o)
H
HC—C—C—C—N—C
Ho Hy || H |
o— o) (|3H2
OH SH

y una enzima de metabolizacién de farmaco;

para dar una mezcla de producto que comprende uno o mas aductos;

(I-1S),

(b) medir un espectro de masas con pérdida neutra del uno o mas aductos producidos en la etapa (a); y

(c) detectar uno o mas dobletes isotopicos en el espectro de masas con pérdida neutra de la etapa (b), en el que los

dobletes isotdpicos difieren en masa de 8 Da.

12. Un procedimiento para detectar metabolitos reactivos de un compuesto de ensayo que comprende

Etapa A: incubar una mezcla que comprende
(a) un compuesto de ensayo;

(b) un compuesto de formula (1)

NH,
H
HC—C—C—C—N—C—
H, H, || H |
O== o} <|:|-|2
OH SH

(c) un compuesto marcado isotépicamente de formula (I-1S)

34
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SNH, (1-1S),

en la que la proporcién molar del compuesto de férmula (I) al compuesto marcado isotopicamente de formula (I-1S) es
11y

(c) una enzima de metabolizacion de farmaco seleccionada ente el grupo que consiste en microsomas hepaticos
humanos, enzimas de tipo citocromo P450 en combinacion con el co-factor NADPH y enzimas de tipo citocromo P450
en combinacidn con el sistema de regeneracion de NADPH;

para dar una mezcla de producto que comprende uno o mas productos de incubacién seleccionados ente el grupo que
consiste en

(a) un metabolito no reactivo;

(b) un aducto formado entre el compuesto de formula (I) y un metabolito reactivo; y

(c) un aducto formado entre el compuesto marcado isotopicamente de formula (I-1S) y un metabolito reactivo;
Etapa B: medir un espectro de masas con pérdida neutra de la mezcla de producto producida en la Etapa (A); y

Etapa C: detectar uno o mas dobletes isotopicos en un espectro de masas con pérdida neutra de la Etapa (B), en el que
los dobletes isotopicos difieren en masa de 8 Da.

13. Un procedimiento para detectar metabolitos reactivos de un compuesto de ensayo que comprende

(a) incubar un compuesto de ensayo con una mezcla que comprende un compuesto no marcado isotopicamente de
férmula (1)

NH, g ooy ©
| Ho 7T
HC—C—C—C—N—C—C—N—C—C—0H
Ho Hy || H | l
O] O (|3H2 CI:H2
OH SH cl:H2
I
1
NH, (y;

un compuesto marcado isotépicamente de formula (I1*)
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NH,
*
HC—C—C—C—N
H, H, || H
0= 0
OH

en la que uno o mas de los atomos de carbono, nitrégeno, oxigeno, azufre y / o hidrégeno no intercambiable en los

grupos con asterisco estd marcado isotopicamente;

y una enzima de metabolizacién de farmaco para dar una mezcla de producto que comprende uno o mas aductos;

(b) separar el uno o més aductos de la etapa (a);

(c) medir un espectro de masas con pérdida neutra de dichos aductos separados;

(d) detectar uno o mas dobletes isotdpicos en el espectro de masas con pérdida neutra de dichos aductos separados,
en el que el doblete difiere en masa por la diferencia en masa entre el compuesto no marcado isotépicamente de

férmula (1) y el compuesto marcado isotdpicamente de férmula (1).

G

14. Un procedimiento para detectar metabolitos reactivos de un compuesto de ensayo que comprende

(a) incubar un compuesto de ensayo con una mezcla que comprende un compuesto no marcado isotépicamente de

formula (1)

un compuesto marcado isotépicamente de formula (I-IS)

36
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15
NH; (HS),
en la que la proporcion molar del compuesto de formula (I) al compuesto marcado isotopicamente de formula (I-1S) es
1:1; y una enzima de metabolizacién de farmaco para dar una mezcla de producto que comprende uno o mas aductos;
(b) separar el uno o mas aductos de la etapa (a);
(c) medir un espectro de masas con pérdida neutra de dichos aductos separados;

(d) detectar uno o mas dobletes isotépicos en el espectro de masas con pérdida neutra de dichos aductos separados,
en el que el doblete difiere en masa de 8 Da.

15. Un procedimiento para identificar un candidato a farmaco que comprende

(a) incubar un compuesto de ensayo con una mezcla que comprende un compuesto no marcado isotépicamente de
formula (1)

NH, g ooy @
Hollov ol
HC—C—C—C~—N—C—C—N—C—C—OH
Hy H || H | |
O=== o) c|:H2 C!:Hg
OH SH TH2
[
i
NH, )

un compuesto marcado isotépicamente de formula (I1*)
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NH2 O=* H H O
P T | A |
HC—C——C-——*_C—N-—C—*C}——QI—C—*(;‘;——OH
H, H || H | |
o= o) *THZ *THz
OH *SH *THZ
*(i:Hz
*CH,
| Gy
* NH,

en la que uno o mas de los atomos de carbono, nitrégeno, oxigeno, azufre o hidrégeno no intercambiable en los grupos
con asterisco esta marcado isotépicamente;

y una enzima de metabolizacién de farmaco; para dar una mezcla de producto;
(b) medir un espectro de masas con pérdida neutra de la mezcla de producto producida en la Etapa (a); y
(c) detectar la ausencia de dobletes isotdpicos en el espectro de masas con pérdida neutra de la Etapa (b).

16. El procedimiento de la reivindicacién 1, el compuesto de la reivindicacion 3 o el procedimiento de la reivindicacion
15, en el que el compuesto marcado isotdpicamente de férmula (l) esta marcado con seis atomos B¢ y dos atomos BN,

17. La mezcla de la reivindicaciéon 10 o el procedimiento de la reivindicacion 16, en el que el compuesto marcado
isotopicamente de férmula (I*) esta marcado con seis atomos Bc y dos atomos N y en el que la proporcion molar del
compuesto de férmula (1) al compuesto marcado isotépicamente de formula (1*) es 1:1.

18. El procedimiento de la reivindicaciéon 17, en el que la enzima de metabolizacion de farmaco son enzimas de tipo
citocromo P450 en combinacion con el co-factor NADPH o enzimas de tipo citocromo P450 en combinacién con el
sistema de regeneracion de NADPH.

19. Un procedimiento para identificar un candidato a farmaco que comprende

(a) incubar un compuesto de ensayo con una mezcla que comprende un compuesto no marcado isotopicamente de
formula (1)

NH, 8 4 g @
Hol o1
HC—C—C—C—N—C—C—N—C—C—0H
H, H || H [
O ——" O THz (I:Hz
OH SH ?Hz
P
P
NH, (M

un compuesto marcado isotépicamente de formula (I-IS)
38
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NH, o 4 4 O
H ” 15I 13' 13”
HC—C—C C C—C N—-"C c—0
Hy, Hj || H i 13|
o= o CH, CH,
| N
OH SH cI:H2
13TH2
"NH, (I-1S);

y una enzima de metabolizacién de farmaco; para dar una mezcla de producto;
(b) medir un espectro de masas con pérdida neutra de la mezcla de producto producida en la Etapa (a); y
(c) detectar la ausencia de dobletes isotdpicos en el espectro de masas con pérdida neutra de la Etapa (b).

20. El procedimiento de la reivindicacion 3, la mezcla de la reivindicacion 10 o el procedimiento de la reivindicacion 19,
en el que la proporcion molar del compuesto de formula (I) al compuesto marcado isotépicamente de férmula (1*) es 1:1.

21. El procedimiento de la reivindicacidon 3, en el que la enzima de metabolizaciéon de farmaco son enzimas de tipo
citocromo P450 en combinacién con el co-factor NADPH o enzimas de tipo citocromo P450 en combinacién con el
sistema de regeneracion de NADPH.

22. El procedimiento de la reivindicacion 19, en el que la proporcion molar del compuesto de formula (l) al compuesto
marcado isotépicamente de formula (I*) es 1:1 y en el que la enzima de metabolizacién de farmaco son enzimas de tipo
citocromo P450 en combinacién con el co-factor NADPH o enzimas de tipo citocromo P450 en combinacién con el
sistema de regeneracion de NADPH.

23. El procedimiento de la reivindicacion 3, el procedimiento de la reivindicacion 9 o el procedimiento de la reivindicacion
21, en el que el espectro de masas con pérdida neutra se mide usando IEN-EM/EM o EM/EM.
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