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Relatério Descritivo da Patente de Invengdo para "METODOS
DE ENSAIO DE CICLIZAGAO ENZIMATICA PARA HOMOCISTEINA E
CISTATIONINA E DE TESTE DE AMOSTRAS CONTENDO HOMOCISTEI-
NA, BEM COMO KIT DE TESTE PARA QUANTIFICAR HOMOCISTEINA E
ENSAIOS DE AVALIAGAO DA QUANTIDADE DE HOMOCISTEINA".
PEDIDOS RELACIONADOS

Este pedido € um pedido de continuagdo-em-parte do Pedido de
Patente U.S. N° de Série 09/704.036 depositado em 1 de novembro de
2000, o qual reivindica beneficio dos Pedidos de Patente Provisérios N° de
Série 60/163.126 depositado em 2 de novembro de 1999 e N° de Série
60/203.349 depositado em 10 de maio de 2000, cujos ensinamentos de cada
um desses pedidos anteriores s&o aqui incorporados a titulo de referéncia.
LISTAGEM DE SEQUENCIA

Uma listagem de seqiiéncia contendo 21 seqiiéncias na forma
de um arquivo ASCII legivel por computador em conexao com a presente
invengao € incorporada aqui a titulo de referéncia e anexada a ela como dois
(2) discos compactos de acordo com 37 CFR 1.821(c) e sua cépia idéntica
de acordo com 37 CFR 1.821(e) e uma (1) cépia idéntica dela de acordo
com 37 CFR 1.52(e).

ANTECEDENTES DA INVENCAO

Altos niveis de homocisteina no plasma humano estéo relacio-
nados a altos riscos de doenga cardiaca coronaria, derrame, arteriosclerose
e outras doengas. Como resultado, € desejavel avaliar a populagdo geral
quanto a quantidades elevadas deste aminoacido. Para fazer teste em larga
escala para homocisteina praticaveis, ensaios novos € menos onerosos pre-
cisam ser desenvolvidos.

A homocisteina no plasma é rotineiramente medida através de
cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC) e cromatografia de gas/espec-
trometria de massa (GC/MS) de um custo de mais de $ 100 por ensaio, tor-
nando esses métodos de separagao fisica muito onerosos para uma popula-
¢ao de estudo grande. Por exemplo, amostras de urina ou sangue podem

ser preparadas para cromatografia de aminoacido, e a L-homocisteina medi-

Segue-se folha 1a
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separacao de e detecgdo de HPLC do derivado de L-homocisteina de varios
outros compostos contendo enxofre. No entanto, tais métodos tipicamente
levam muito tempo, s&o onerosos e n3o estdo prontamente disponiveis para
muitos laboratérios.

Imunoensaios indiretos para homocisteina foram também des-
envolvidos, no entanto, esses métodos de anticorpo sdo ainda relativamente
onerosos por volta de $24 délares por teste. Um imunoensaio indireto parti-
cular enzimaticamente converte homocisteina em adenosil homocisteina e a
quantidade de adenosil homocisteina é determinada através de um ELISA
competitivo (imunoensaio ligado a enzima), usando um anticorpo antiadeno-
sil homocisteina (por exemplo, vide Patente U.S. 5.827.645, cujo conteudo é
aqui incorporado a titulo de referéncia).

Ensaios de enzima indiretos foram desenvolvidos para a quanti-
ficagdo de L-homocisteina. Por exemplo, a enzima S-adenosil-homocisteina
hidrolase e a adenosina s3o adicionadas a uma amostra de teste. A concen-
tracao resultante, ou mudanga na concentragdo, de adenosina na mistura de
reagao é usada como um indicador para a concentragao inicial de homocis-
teina na amostra.

Ensaios de enzima diretos foram também descritos para medi-
¢ao de homocisteina. Tipicamente, esses protocolos irreversivelmente con-
vertem homocisteina em outros compostos que sdo quantificaveis. Por
exemplo, a enzima homocisteina desidratase foi usada para remover o gru-
po sulfidrila da homocisteina. A concentragéo da porgéo sulfidrila removida é
entao medida. Um inconveniente principal com esse e outros ensaios de en-
zima para homocisteina é que as enzimas empregadas reagem com outros
aminoacidos contendo enxofre e compostos relacionados a homocisteina,
levando a uma base alta e inconsistente e medicdes de homocisteina do
plasma que sdo imprecisas.

Ensaios de ciclizagdo enzimatica (ou enzimica) foram descritos
para um nimero muito pequeno de analitos. Em um ensaio de ciclizagdo
enzimatica, duas ou mais atividades de enzima sd3o usadas com substrato

de reciclagem e ndo convertem irreversivelmente o composto medido. Ao
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invés disso, o "composto” é usado cataliticamente para controlar a taxa de
conversao do composto quantificado no ensaio. Como resultado, o analito de
interesse permanece em uma concentragdo de estado fixo que é baixa o
suficiente para criar uma pseudo taxa de primeira ordem da reagao. A con-
centragao de estado fixo do analito é ent&o linearmente relacionada a taxa
do ensaio geral. Através de medigo das taxas de reagdo, a quantidade do
analisado ¢ facilmente determinada. Ensaios de ciclizagdo enzimatica sio
algumas vezes chamados ensaios de "amplificagcdo”, porque os métodos
tipicamente aumentam a sensibilidade de medicdo para um analito em 100 a
1000 vezes. A amplificagdo na medida é um resultado direto de ndo-redugdo
da concentracdo de estado fixo do composto. Nenhum ensaio de ciclizagéo
enzimatica foi descrito para medigdo de homocisteina.

A presente invengdo prové um ensaio de ciclizagdo enzimatica
para homocisteina e/ou cistationina que é mais econdmico e prové um re-
sultado de amostra maior do que os ensaios de diagndstico atualmente dis-
poniveis. Ainda, a invengdo prové métodos e vetores para a produgao re-
combinante de enzimas que podem ser usadas na produgdo de reagentes
de ensaio e kits de teste para avaliacdo da quantidade de homocisteina e
cistationina na amostra.

SUMARIO DA INVENCAO

A presente invengdo prové um método de ensaio de ciclizagao

enzimatica para avaliagdo da quantidade de homocisteina efou cistationina
em uma solugéo. O ensaio leva vantagem da reagdo de homocisteina e L-
serina para formar cistationina através da enzima cistationina B-sintase
(CBS), ou um seu derivado, e a conversdo enzimatica pela cistationina -
liase (CBL) de cistationina em homocisteina, piruvato e aménia. O ensaio
prové uma concentragdo de estado fixo da homocisteina e/ou cistationina
que € linearmente relacionada a taxa da reagdo geral. A quantidade de ho-
mocisteina e/ou cistationina determinada em uma amostra é baseada na
quantidade de piruvato e/ou aménia que é formada ou a quantidade de seri-
na removida da mistura de reagdo. Solugdes que podem ser testadas usan-

do o ensaio da presente invengdo podem incluir amostras laboratoriais de



10

15

20

25

30

sangue, de soro, plasma, urina e outras amostras biolégicas. Adicionalmen-
te, qualquer outra amostra liquida pode ser testada.

Em uma modalidade, a presente invengdo prové um método
para avaliagdo da quantidade de homocisteina efou cistationina em uma so-
lugdo compreendendo a etapa de:

(a) contato da solugdo contendo homocisteina efou cistationina
(ou antes efou apés realizagdo de uma etapa de redugio dissulfeto) para
formar uma mistura de reagéo, com CBS, ou um seu derivado, L-serina e
CBL, ou um seu derivado, por um periodo de tempo suficiente para catalisar
a conversao ciclica de homocisteina em cistationina, e reconversio de cista-
tionina em homocisteina com a producdo de piruvato e amonia;

(b) determinagdo da quantidade de piruvato e/ou aménia pre-
sente na mistura de reagdo; e

(c) avaliagdo da quantidade de homocisteina efou cistationina
presente na solugdo com base na quantidade de piruvato e/ou aménia for-
mada.

Mais particularmente, o método prové a avaliagdo da quantidade
de homocisteina através da adi¢do de aminoacido L-serina econdmico. A
quantidade de piruvato presente na mistura de reagao pode ser medida de
varias maneiras. Em uma modalidade particular da presente invengao lactato
desidrogenase (LDH), ou um seu derivado, e NADH (co-fator de nicotinami-
da reduzida), ou um seu derivado, estdo presentes na mistura de reagao.
LDH na presenga de NADH converte piruvato em lactato com a oxidagao de
NADH em NAD+ (co-fator de nicotinamida oxidada).

A oxidagéo de NADH em NAD+ pode ser medida através de va-
rios métodos conhecidos na técnica incluindo monitoramento da mistura de
reagé@o a 340 nm. Produgdo de NAD+ pode ser também monitorada através
da oxidagdo de um corante para produzir uma mudanga da cor observavel.
Corantes preferidos para uso na presente invengéo incluem, mas ndo estio
limitados a, 5,5"-ditiobis(acido 2-nitrobenzdico), 2 ,6-diclorofenilindolfenol,
compostos tetrazélio, metossulfato de fenazina, metil viologen, ou derivados

de qualquer um desses corantes. A quantidade de homocisteina efou cistati-
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onina presente na solugéo é baseada na intensidade da cor observada com-
parada com uma curva padrao construida para amostras de concentragao
conhecida de analito.

Em uma modalidade alternativa, piruvato oxidase, com peroxi-
dase de rabano silvestre, na presenca de peroxido de hidrogénio e um cro-
mogeno sdo usadas para detectar a quantidade de piruvato presente na
amostra. N-etil-N-(2-hidrdxi-3-sulfopropil) m-toluidina de sédio (TOOS) e ou-
tros derivados de N-etil-N-(2-hidréxi-3-sulfopropil)-anilina sdo cromogenos
preferidos para esta reagdo colorimétrica. Como acima, a quantidade de
homocisteina e/ou cistationina presente na amostra é baseada na intensida-
de da cor observada comparada com uma curva padrdo construida para
amostras de concentragdes conhecidas de analito.

A quantidade de homocisteina ef/ou cistationina presente em
uma solugéo pode ser também medida com base na quantidade de aménia
presente na mistura de reag&o. Métodos para determinagéo da concentragéo
de amodnia em uma solugdo sdo em nimero grande. Em uma modalidade
particular da presente invengao, a quantidade de aménia é medida usando
um sensor de aménia padrdo comumente disponivel.

Em uma outra modalidade, a presente invengao refere-se a um
meétodo para avaliagdo da quantidade de homocisteina efou cistationina em
uma amostra compreendendo as etapas de contato da solugdo com um
agente de redugéo por um periodo de tempo suficiente para reduzir substan-
cialmente toda homocisteina e outros dissulfetos que estiverem presentes na
solugéo para homocisteina. Tratamento com um agente de redugao pode
também agir para liberar homocisteina que esta ligada a uma proteina e/ou
outras moléculas presentes em uma solugdo através de uma ligacdo dissul-
feto. Apos redugdo a solugdo € entdio contatada com CBS, ou um seu deri-
vado, L-serina, e CBL, ou um seu derivado, por um periodo de tempo sufici-
ente para catalisar a conversao ciclica de homocisteina em cistationina e a
conversdo de cistationina em homocisteina com a producdo de piruvato e
amoénia. Para avaliar a quantidades de homocisteina efou cistationina pre-

sente na solugdo a quantidade de piruvato e/ou aménia presente na mistura
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de reagdo pode ser determinada conforme acima descrito. Os agentes de
redugéo preferidos para uso na presente invengao incluem sais de boroi-
dreto e agentes de redugao de tiol. Agentes de redugéo de tiol tipicos apro-
priados para uso na presente modalidade incluem ditioeritritol (DTE), ditio-
treitol (DTT), B-mercaptoetanol (BME), cloridrato de tris-(carboxiletil)fosfina
(TCEP) ou &cido tioacético, ou quaisquer derivados deles, e similar.

Em ainda uma outra modalidade para avaliagdo da quantidade
de homocisteina e/ou cistationina presente em uma solugéo, a solugao pode
ser pré-tratada com cistationina y-liase (CGL), ou um seu derivado, por um
periodo de tempo suficiente para remover qualquer cistationina da mistura
de reagéo através da convers&o da cistationina em a-cetoglutarato. Seguin-
do a remogéo de cistationina a cistationina y-liase é removida da mistura de
reagéo ou destruida. Em uma modalidade tipica, a cistationina y-liase é des-
truida através de aquecimento da solugéo por um periodo de tempo sufici-
ente para remover substancialmente sua atividade enzimatica. A cistationina
y-liase pode ser também imobilizada em um substrato insoltvel ou superfi-
cie, tal como, por exemplo, uma microparticula ou conta, que pode ser facil-
mente removida.

Em ainda uma outra modalidade da presente invencgéo € provido
um meétodo para avaliagdo da quantidade de homocisteina e/ou cistationina
presente em uma solugdo compreendendo a reagdo da solugdo com L-
serina e CBS, ou um seu derivado, e CBL, ou um seu derivado, que foram
imobilizados em uma superficie sélida. A superficie sélida pode ser, por
exemplo, papel, filtro de papel, nailon, vidro, ceramica, silica, alumina, terra
diatomacea, celulose, polimetacrilato, polipropileno, poliestireno, polietileno,
cloreto de polivinila e seus derivados. A superficie sélida pode ser as laterais
e o fundo do recipiente de teste ou pode ser um material adicionado ao reci-
piente de teste. Em uma modalidade preferida, a superficie solida compre-
ende uma conta que ¢ adicionada ao recipiente de teste.

A CBS, ou seu derivado, CBL, ou seu derivado, e cistationina Y-
liase, ou seu derivado, Uteis na presente invengdo podem ser obtidas como

um extrato bruto de uma célula. Em uma modalidade da presente invengao,
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a cistationina B-sintase (CBS), ou seu derivado, cistationina p-liase CBL e/ou
cistationina y-liase (CGL) s&o purificadas de células humanas, de levedura
ou bacterianas. Em uma modalidade preferida particular da presente inven-
o, os genes que codificam as enzimas s3o isolados ou sintetizados e s3o
expressos como uma proteina recombinante em uma célula hospedeira. E
particularmente preferido que uma seqiiéncia de DNA que codifica um mar-
cador de afinidade seja adicionada ao constructo do gene para auxiliar na
purificagdo ef/ou detecgdo das enzimas recombinantemente produzidas.
Métodos recombinantes podem ser também usados para prover proteinas
de fusdo que compreendem as atividades enzimaticas de CBS e CBL em
uma proteina tnica. Um marcador de afinidade pode ser incluido como parte
do constructo da proteina de fusdo para auxiliar na purificagdo da proteina
de fusao.

A presente invengdo também prové um método para avaliacdo
da quantidade de homocisteina em uma amostra, um formato de ensaio que
correlaciona a quantidade do complexo de homocisteina/fator de transcricao
que esta ligada a uma seqiiéncia de ligagdo de polinucleotideo de consenso.
Em uma modalidade particular o0 método compreende contato da amostra
com um agente de redugéo por um periodo de tempo suficiente para liberar
homocisteina de qualquer proteina associada; contato da homocisteina re-
duzida com um fator de transcrigdo de ligacdo de metabolito de homocistei-
na sob condigdes condutoras de formagdo de complexo, mistura da amostra
com uma sequéncia de polinucleotideo de consenso especificamente reco-
nhecida pelo complexo de homocisteina/fator de transcrigdo; e avaliagéo a
partir da quantidade de complexo de homocisteina/fator de transcricao ligada
a seqliéncia de polinucleotideo de consenso da quantidade de homocisteina
presente na amostra. Agentes de redugdo que sdo aplicaveis para uso no
método compreendem sal de boroidreto ou agentes de redugdo de tiol in-
cluindo ditioeritritol (DTE), ditiotreitol (DTT), B-mercaptoetanol, tris-(carbo-
xietilffosfina (TCEP), ou acido tioacético, ou qualquer sal de cada um. Os
fatores de transcricdo de ligagdo de metabdlito de homocisteina incluem

MetR de E. coli que reconhece uma seqiiéncia de polinucleotideo de con-
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senso, por exemplo, a sequéncia de polinucleotideo é mostrada na SEQ ID
NO:11 (Marconi e outros, Biochem. Biophys. Res. Commun., 175:1057-1063
(1991)) ou um seu derivado.

Ainda uma outra modalidade da presente invengdo prové um kit
de teste compreendendo um recipiente para manter a solugdo a ser avaliada
quanto a quantidade de homocisteina e/ou cistationina, L-serina, CBS, ou
um seu derivado, CBL, ou um seu derivado, e quaisquer tampdes, substan-
cias auxiliares e solventes requeridos para prover condigdes condutoras de
uma atividade de enzima alta. O kit de teste pode compreender ainda lactato
desidrogenase, ou um seu derivado, e NADH, ou um derivado dele. NADH
pode ser medido diretamente a 340 nm ou, um corante capaz de prover uma
mudanga de cor quando oxidado por ser incluido. A quantidade de homo-
cisteina e/ou cistationina é relacionada com a mudanca na medi¢éo de ab-
sorbancia com o tempo.

Em uma modalidade preferida, as enzimas s3o providas imobili-
zadas a um suporte sélido. O suporte sélido pode compreender a superficie
do recipiente provido para manter a amostra de teste ou pode ser uma conta
ou outro artigo adicionado ao recipiente. Em uma modalidade adicional da
presente invengdo, cistationina y-liase pode ser provida como parte do kit de
teste para remover qualquer cistationina da solugéo de teste antes do ensaio
de ciclizagdo enzimatica. Substancialmente toda atividade da cistationina Y-
liase, ou seu derivado, pode ser removida da ou destruida na mistura de re-
acao antes da adigdo dos componentes restantes para a ciclizagdo enzima-
tica de homocisteina.

Foi verificado que o ensaio preferido da invencdo pode ser reali-
zado em um periodo de tempo relativamente curto e com quantidades relati-
vamente pequenas de enzima, dando um ensaio que tem vantagens comer-
ciais substanciais. Por exemplo, o ensaio preferido envolve criagcado de uma
mistura de reag&o incluindo uma amostra contendo homocisteina, serina,
CBS, CBL, lactato desidrogenase, NADH e redutor tal como DTE ou DTT,
com a razao de CBS/CBL na mistura sendo de a partir de cerca de 1:1 a

25:1, com mais preferéncia de a partir de cerca de 1:10, e com mais prefe-
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réncia de a partir de cerca de 2:1 a 5:1. Vantajosamente, foi constatado que
o redutor pode estar presente junto com o sistema de deteccdo (isto €, a
lactato desidrogenase e NADH) sem afetar de modo prejudicial o ensaio.
Desse modo, o ensaio da invengdo pode ser realizado sem uma etapa de
reducdo separada de modo que tempos de ensaio totais sdo reduzidos.
Desse modo, onde uma pluralidade de amostras a ser avaliada através de
criagdo seqliencial de uma mistura de reagdo em um recipiente (por exem-
plo, um cadinho espectrofotométrico) formada de uma amostra, serina, CBS,
CBL, lactato desidrogenase, NADH e o redutor, e avaliagao da quantidade
de piruvato presente na mistura de reagdo através de monitoramento da
produgédo de NAD+ com o tempo, o intervalo de tempo entre as respectivas
etapas de reagdo-criagdo pode ser tdo curto quanto 10-50 segundos com o
tempo de reagédo total sendo de até cerca de 20 minutos para uma dada
amostra. Com mais preferéncia, o tempo de reacao total sendo de até cerca
de 20 minutos para uma dada amostra. Com mais preferéncia, o tempo de
reacao total para uma dada amostra ¢ de até cerca de 15 minutos, e ainda
com mais preferéncia até cerca de 13 minutos. O nimero total de amostras
ensaiadas por hora pode ser cerca de 15-30 para instrumentos mais lentos,
mas téo alto quanto 200-400 para instrumentos mais rapidos. Neste ensaio
preferido, uma primeira mistura de reagdo compreendendo a amostra, seri-
na, lactato desidrogenase, NADH e o redutor é preferida, com um periodo de
incubagdo adequado para permitir liberagdo de uma preponderancia (e de
preferéncia essencialmente toda) da homocisteina (homocisteina total) pre-
sente nos estados ligado, oxidado e/ou livre na amostra. Desse modo, CBS
e CBL s&o adicionadas para completar a mistura de reacao e iniciar a cicli-
zagao enzimatica de homocisteina e/ou cistationina.

Em uma outra modalidade preferida, cistationina pode ser usada
para fazer um calibrador(es) para o ensaio de enzima (uma vez que o ensaio
de ciclizagdo enzimatica interconverte homocisteina e cistationina). Em ou-
tras palavras, niveis variantes conhecidos de cistationina podem ser usados
no sistema de ensaio para "calibrar” ou "padronizar” o ensaio e/ou instru-

mento que permite a quantificagdo de resultados de amostra. Nesta modali-
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dade, uma concentragdo conhecida de cistationina é adicionada a uma
amostra bioldgica e entdo submetida ao ensaio usado para uma das outras
modalidades. Os resultados serdo usados para estabelecer uma linha de
calibragem que sera entdo usada para ajustar a linha da homocisteina, devi-
do ao alto grau de correlagdo entre as duas linhas. Alternativamente, niveis
conhecidos de cistationina podem ser usados como uma medi¢ao do con-
trole de qualidade, para assegurar que o ensaio esteja funcionando apropri-
adamente. Nesta modalidade de controle de qualidade, esses niveis "conhe-
cidos" de cistationina séo avaliados como se eles fossem amostras desco-
nhecidas, e os resultados sdo comparados com seus valores conhecidos
(esperados), a fim de assegurar que o sistema de ensaio esteja funcionando
apropriadamente.

Os ensaios preferidos séo realizado usando enzimas CBL e CBS
isoladas (purificadas) tendo pelo menos cerca de 80% (e de preferéncia pelo
menos cerca de 90%) de identidade de seqiiéncia com as enzimas selecio-
nadas do grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 19 e 20. Conforme aqui usa-
do, "identidade de sequiéncia” como é conhecido na técnica refere-se a uma
relagdo entre duas ou mais seqiiéncias de proteina ou polipeptideo ou duas
ou mais sequéncias de polinucleotideo, a saber uma sequéncia de referén-
cia e uma dada seqliéncia a ser comparada com a seqliéncia de referéncia.
A identidade de seqiiéncia é determinada comparando a seqiiéncia dada
com a sequéncia de referéncia apds as seqiiéncias terem sido otimamente
alinhadas para produzir o grau mais alto de similaridade de sequéncia, con-
forme determinado através da combinagdo entre os filamentos de tais se-
quéncias. Quando do tal alinhamento, a identidade de sequéncia é verificada
em uma base de posigédo-para-posicdo, por exemplo, as seqliéncias sdo
"idénticas” em uma posicdo particular se nesta posicdo os residuos de nu-
cleotideo ou aminoacido forem idénticos. O niimero total de tais identidades
de posigdo é entdo dividido pelo nimero total de nucleotideos ou residuos
na sequéncia de referéncia para dar a % de identidade de seqiéncia. A
identidade de seqliéncia pode ser prontamente calculada através de méto-
dos conhecidos, incluindo, mas nao limitados a, aqueles descritos no Com-
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putational Molecular Biology, L.esk, A.N. ed. Oxford University Press, Nova
York (1988), Biocomputing: Informatics and Genome Projects, Smith, D.W.,
ed., Academic Press, Nova York (1993); Computer Analysis of Sequence
Data, Parte |, Griffin, A.M. e Griffin, H.G., eds., Humana Press, Nova Jérsei,
(1994); Sequence Analysis in Molecular Biology, Von Heinge, G., Academic
Press (1987), Sequence Analysis Iniciador, Gribskov, M. e Devereux, J.,
eds., M. Stockton Press, Nova York (1991); e Carillo, H. e Lipman, D., SIAM
J. Applied Math, 48:1073 (1988), cujos ensinamentos estio aqui incorpora-
dos a titulo de referéncia. Os métodos preferidos para determinar a identida-
de de seqliéncia sdo feitos para dar a maior combinagéo entre as seqién-
cias testadas. Métodos para determinar a identidade de sequéncia sdo codi-
ficados em programas de computador publicamente disponiveis que deter-
minam a identidade de seqiiéncia entre dadas sequéncias. Exemplos de tais
programas incluem, mas n&o esto limitados ao, o pacote de programa GCG
(Devereux, J. e outros, Nucleic Acids Research, 12(1):387 (1984)), BLASTP,
BLASTN e FASTA (Altschul, S.F. e outros, J. Molec. Biol., 215:403-410
(1990). O programa BLASTX esta publicamente disponivel da NCBI e outras
fontes (Manual BLAST, Altschul, S. e outros, NCVINLMNIH Bethesda, MD
20894, Altschul, S.F. e outros, J. Molec. Biol., 215:403-410 (1990), cujos en-
sinamentos sdo aqui incorporados a titulo de referéncia). Esses programas
otimamente alinham seqiéncias usando pesos de marcador ausente a fim
de produzir o nivel mais alto de identidade de sequéncia entre as sequéncias
dadas e as de referéncia. Como uma ilustrag@o, através de um polinucleoti-
deo tendo a sequiéncia de nucleotideo tendo pelo menos, por exemplo, 95%
de "identidade de seqiiéncia" para uma sequiéncia de nucleotideo de refe-
réncia, é pretendido que a seqiiéncia de nucleotideo do dado polinucleotideo
seja idéntica aquela da sequiéncia de referéncia exceto que a dada seqUién-
cia de polinucleotideo pode incluir até 5 mutag¢des por ponto por cada 100
nucleotideos da sequiéncia de nucleotideo de referéncia. Em outras pala-
vras, em um polinucleotideo tendo uma seqiiéncia de nucleotideo tendo pelo
menos 95% de identidade relativa & seqiiéncia de nucleotideo de referéncia,

até 5% dos nucleotideos na seqiiéncia de referéncia podem ser deletados
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ou substituidos com um outro nucleotideo, ou varios nucleotideos até 5%
nos nucleotideos totais na seqliéncia de referéncia podem ser inseridos na
seqUéncia de referéncia. Essas mutagdes da seqiiéncia de referéncia podem
acontecer nas posigbes terminais 5' ou 3' da seqliéncia de nucleotideo de
referéncia ou em qualquer lugar entre essas posi¢bes terminais, interespa-
¢adas ou individualmente entre nucleotideos na seqiiéncia de referéncia ou
em um ou mais grupos contiguos dentro da seqiiéncia de referéncia. Analo-
gamente, através de um polipeptideo tendo uma dada seqiiéncia de amino-
acido tendo pelo menos, por exemplo, 95% de identidade de sequéncia com
uma sequéncia de aminoacido de referéncia, é pretendido que a dada se-
quéncia de aminoacido do polipeptideo seja idéntica a sequéncia de referén-
cia exceto que a dada seqiéncia de polipeptideo pode incluir até 5 altera-
¢Oes de aminoacido por cada 100 aminoacidos da sequéncia de aminoacido
de referéncia. Em outras palavras, para se obter uma dada sequéncia de
polipeptideo tendo pelo menos 95% de identidade de sequéncia com uma
sequéncia de aminoacido de referéncia, até 5% dos residuos de aminoacido
na sequéncia de referéncia podem ser deletados ou substituidos com um
outro aminoacido, ou varios aminoacidos até 5% do nimero total de residu-
os de aminoacidos na seqliéncia de referéncia podem ser inseridos na se-
quéncia de referéncia. Essas alteragdes da seqliéncia de referéncia podem
acontecer nas posicGes amino ou carboxi terminais da seqiiéncia de amino-
acido de referéncia ou em qualquer lugar entre essas posigdes terminais,
inter-espagadas ou individualmente entre os residuos na sequéncia de refe-
réncia ou em um ou mais grupos contiguos dentro da sequéncia de referén-
cia. De preferéncia, as posigdes do residuo que ndo sdo idénticas diferem
pelas substituicdes de aminoacido conservadoras. No entanto, as substitui-
¢Oes conservadoras ndo estio incluidas como uma combinagdo quando da
determinagdo da identidade de seqiiéncia.

Reagentes lteis na presente invencdo incluem CBS, CBL, L-
serina, LDH, NADH, DTE, BME, DTT, TCEP, &cido tioacético, e CGL. Con-
centragbes de enzima CBS Uteis na presente invencgio variam de a partir de

cerca de 0,1 a cerca de 100 KU/l. Com mais preferéncia, a concentragao de
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CBS ¢ de a partir de cerca de 0,5 a cerca de 75 KU/, e com mais preferén-
cia ainda de a partir de cerca de 1 a cerca de 50 KU/I. Com mais preferéncia
a concentracao de CBS ¢ de a partir de cerca de 30 KU/I. As concentragoes
de enzima CBL Uteis na presente invengdo variam de a partir de cerca de
0,01 a cerca de 100 KU/. Com mais preferéncia, a concentragcao de CBS é
de a partir de cerca de 0,05 a cerca de 50 KU/, e com mais preferéncia ain-
da, de a partir de cerca de 0,1 a cerca de 30 KU/I. Com mais preferéncia, a
concentragdo de CBS é de a partir de cerca de 0,1 a cerca de 15 KU/L. L-
serina pode também estar presente em uma concentragéo final de a partir de
cerca de 1uM a cerca de 50 mM. Com mais preferéncia, a L-serina é adicio-
nada em uma concentragio final de a partir de cerca de 10 uM a cerca de 40
mM, e com mais preferéncia ainda em uma concentracao final de a partir de
cerca de 100 pM a cerca de 20 mM. Com mais preferéncia, a concentragao
final de L-serina adicionada é de a partir de cerca de 0,2 mM a cerca de 10
mM. Quando usada em qualquer modalidade, LDH esta presente na mistura
de reacdo em uma concentragio final de a partir de cerca de 30 a cerca de
5000 U/L. Com mais preferéncia, a concentracéo final de LDH presente na
mistura de reagdo é de a partir de cerca de 30 a cerca de 3000 U/L, e com
mais preferéncia ainda de a partir de 50 a cerca de 2500 U/L. Com mais
preferéncia, LDH esta presente na mistura de reagdo em uma concentragéo
final de a partir de cerca de 100 a cerca de 2000 U/L. Adicionalmente, quan-
do NADH ¢ usado em qualquer modalidade, a quantidade de NADH pre-
sente na mistura de reagdo pode variar entre cerca de 0,1 mM a cerca de 2
mM. Com mais preferéncia, NADH esta presente na mistura de reagado em
uma concentragao final de a partir de cerca de 0,1 mM a cerca de 1,5 mM, e
com mais preferéncia ainda entre cerca de 0,1 a cerca de 1 mM. Com mais
preferéncia, NADH esta presente na mistura de reagdo em uma concentra-
¢ao final de a partir de cerca de 0,2 a cerca de 0,8 mM. Quando DTE é usa-
do na presente invengdo, ele pode variar na concentracgéo final de a partir de
cerca de 0,01 mM a cerca de 100 mM. Com mais preferéncia, concentragoes
de DTE v&o variar de a partir de cerca de 0,01 mM a cerca de 50 mM, e com

mais preferéncia ainda de a partir de cerca de 0,1 mM a cerca de 25 mM.
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Com mais preferéncia, concentragdes finais de DTE vo variar de a partir de
cerca de 0,1 mM a cerca de 10 mM. Similarmente, quando DTT & usado na
presente invengao, ele pode variar em uma concentragdo final de a partir de
cerca de 0,01 mM a cerca de 100 mM. Com mais preferéncia, concentragdes
de DTT véo variar de a partir de cerca de 0,01 mM a cerca de 50 mM, e com
mais preferéncia ainda de a partir de cerca de 0,1 mM a cerca de 25 mM.
Com mais preferéncia, concentragdes finais de DTT v&o variar de a partir de
cerca de 0,1 mM a cerca de 10 mM. Finalmente, quando CGL é usada na
presente inveng&o, ela pode variar na concentragao final de a partir de cerca
de 0,1 KU/l a cerca de 100 KU/I. Com mais preferéncia, CGL vai variar de a
partir de cerca de 0,5 KU/l a cerca de 75 KU/, e com mais preferéncia ainda
de a partir de cerca de 1 KU/l a cerca de 50 KU/l. Com mais preferéncia,
concentracoes finais de CGL véao variar de a partir de cerca de 1 KU/l a cer-
ca de 30 KU/

Em algumas modalidades preferidas, o tampzo do Reagente 1 é
TRIS, 250 mM em pH 8,4. No entanto, quando TRIS é usado como o tam-
pao, o pH pode variar de 7,0-9,0. Com mais preferéncia, o pH varia de 7,5-
8,5 e com mais preferéncia ainda de a partir de cerca de 8,1-8,5. O uso de
altas concentragdes de TRIS melhora a consisténcia do ensaio ajudando a
manter um pH mais constante uma vez que ele é um tampao mais concen-
trado. Adicionalmente, CBS e CBL séo substancialmente mais ativas nesta
faixa de pH preferida, e especialmente a partir de pH de cerca de 8,1-8,5.

A presente invengdo também prové um ensaio que funciona
igualmente bem com amostras turvas. Problemas com turvagéo sao reduzi-
dos através da adig&o de lipase e a-ciclodextrina a R1. Isso ajuda a diminuir
a turvagao atraves de hidrélise de triglicerideos em glicerol e acidos graxos
livres através de lipase e através da formagéo de complexos com os acidos
graxos livres através da a-ciclodextrina. A adicio desses dois componentes
ajudou a clarear a mistura de reagdo antes da adigédo do Reagente 3. Subs-
tituicao de lipase e a-ciclodextrina com EDTA prové um outro meio de anali-
sar precisamente as amostras turvas.

Uma outra variagdo da presente invencdo testou os efeitos de
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volumes variaveis de reagente. Tais variagbes ndo tiveram um efeito subs-
tancial sobre a precisdo do ensaio.

A presente invencdo também testou os efeitos de detergentes
diferentes e suas concentragdes. Por exemplo, Genapol X-80 pode estar
presente no Reagente 1 em uma concentragdo entre cerca de 0,05-0,5%.
Com mais preferéncia, a concentragdo esta entre 0,1-0,5%, e com mais
preferéncia ainda entre cerca de 0,2-0,4%. Dessas, trés concentragbes
(0,1%, 0,3% e 0,5%) foram testadas com a concentragao de 0,3% provendo
os resultados mais precisos. Brij-35 também foi variado em concentragao no
Reagente 1. Brij-35 pode ser usado com a presente invengcdo em R1 em
uma concentragdo entre cerca de 0,01-0,5%. Com mais preferéncia, esta
concentragdo varia de a partir de cerca de 0,015-0,1%, e com mais prefe-
réncia ainda de a partir de cerca de 0,020-0,030%. Das concentragoes tes-
tadas (0,025%, 0,05%, 0,1% e 0,5%), os resultados mais precisos e consis-
tentes foram obtidos usando uma concentragéo de 0,025%.

A presente invengao também testou a substituicdo do agente de
redugéo DTE com cloridrato de Tris (2-carboxietilfosfina) (TCEP) que é esta-
vel em &gua purificada por um periodo de tempo prolongado. Tal substitui-
¢ao reduziu a reagdo com auséncia de reagente de a partir de cerca de 12-
15 mA/min para cerca de 4-5 mA/min que permite um grau maior de preci-
s&o para este ensaio. Quando TCEP é usado na presente invengao, ele
pode variar na concentragdo de a partir de cerca de 6-53 mM. Com mais
preferéncia, esta concentragéo varia de a partir de cerca de 10-45 mM e com
mais preferéncia ainda de a partir de cerca de 20-30 mM. Nas concentra-
¢Oes testadas neste pedido, 26,44 mM proveram os resultados de ensaio
mais precisos.

A mistura compreendendo o Reagente 3 foi também variada na
composigdo. Por exemplo, o tampao Tris foi substituido com um tampao de
fosfato e glicerol foi adicionado ao tampao. O fosfato era eficaz nas concen-
tragoes variando de a partir de cerca de 50 mM a cerca de 500 mM em pH
7,6. As concentragdes de glicerol variaram de a partir de cerca de 0,5% a

15% (v/v). Fosfato e glicerol foram usados para prover vida de prateleira
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mais longa para as enzimas, o que n3o foi possivel com o tampao TRIS.

Uma das vantagens da presente invengéo € que ela pode ser
usada com qualquer nimero de instrumentos. Por exemplo, o ensaio foi
adaptado para teste em dois instrumentos diferentes, o Hitachi 911 e o Be-
ckman CX5. De forma notavel, resultados precisos e consistentes foram ob-
tidos com qualquer méquina. Adicionalmente, o ensaio pode ser realizado
usando apenas 2 reagentes misturando os componentes de R1 e R2 juntos
na razao correta com base nos requerimentos dos instrumentos.

Finalmente, a presente invengdo pode ser adaptada para uso
com um ponto de calibragem Unico. Importante, os resultados de calibragdo
de ponto Unico era uma curva de calibragem precisa bem como multiponto.
BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A Figura 1 mostra graficos de absorbancias versus tempo obti-
dos usando solugbes aquosas de piruvato (5-100 pM) demonstrando a
quantificagéo de piruvato. Os componentes reagentes eram aqueles descri-
tos na Tabela 1 e ajustes de instrumentos aqueles descritos na Tabela 2.

A Figura 2 mostra uma curva padrdo de valores de absorbancia
em grafico versus quantidades conhecidas de piruvato (0-100 uM). O tempo
de ensaio era 5 minutos;

A Figura 3 mostra graficos de absorbancia versus tempo obtidos
usando solucGes aquosas de cistationina em homocisteina, piruvato e amo-
nia através de CBL;

A Figura 4 mostra as curvas padrido do ensaio de cistationina
obtidas usando solugdes aquosas de cistationina (0 a 100 uM). O tempo de
reagao era 5 ou 20 minutos;

A Figura 5 mostra graficos de absorbancia versus tempo de-
monstrando o sistema de ciclizagdo e sinalizagdo de CBS/CBL/piruvato oxi-
dase/peroxidase. A cistationina foi dissolvida em agua para preparar padrées
em concentragGes entre 1 e 100 pM;

A Figura 6 mostra graficos de absorbancia versus tempo de-
monstrando o sistema de ciclizagdo e sinalizagdo de CBS/CBL/piruvato oxi-

dase/ peroxidase. A homocisteina foi dissolvida em agua para preparar pa-
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drbes em concentragdes entre 0 e 100 uM:;

A Figura 7 mostra uma curva de calibragem tipica obtida usando
solugbes aquosas de homocisteina (0-100 pM) usando o sistema de cicliza-
¢ao e detecgdo de CBS/CBL/PO/HPR;

A Figura 8 mostra graficos de absorgéo versus tempo tipicos
obtidos usando homocisteina (0-100 pM) em solugdo aquosa usando o sis-
tema de CBS/CBL/LDH sem ditiotreitol;

A Figura 9 mostra graficos de absorgdo versus tempo tipicos
obtidos usando homocisteina (0-100 uM) em solugsio aquosa usando o sis-
tema de ciclizagdo de CBS/CBL/LDH com ditiotreitol;

A Figura 10 mostra um grafico de calibragem de concentragao
de cisteina (0 a 100 pM) versus absorbancia com e sem ditiotreitol. O tempo
de reagdo era 5 minutos;

A Figura 11 mostra uma correlagio entre os resultados de quan-
tificagdo obtidos usando o sistema de ciclizagdo de enzima de CBS/CBL/LDH
para medir a homocisteina em amostras de plasma humano usando DTT
como o agente de redugdo comparado com os resultados de quantificagao
obtidos através do método de homocisteina Abbott IMx:

A Figura 12 mostra um gréfico de relagéo ilustrando a correlagao
entre o ensaio da presente invengio (y) versus o ensaio de IMx comercial-
mente disponivel (x), conforme descrito no Exemplo 7;

A Figura 13 mostra um gréfico de relagéo ilustrando uma relagdo
entre o ensaio da presente invengao (y) versus um ensaio de HPLC conven-
cional (x), conforme descrito no Exemplo 7;

A Figura 14 mostra um gréfico de relaggo ilustrando a relagao
entre o ensaio de IMx (x) e o ensaio de HPLC (y), conforme descrito no
Exemplo 7;

A Figura 15 mostra um grafico de absorbancia versus tempo
para o ensaio de piruvato ndo-DTT descrito no Exemplo 9; e

A Figura 16 mostra um gréafico de absorbancia versus tempo
para o ensaio de piruvato contendo DTT descrito no Exemplo 9.
DESCRIGAO DAS MODALIDADES ESPECIFICAS
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A presente invengdo prové um ensaio de ciclizagdo enzimatica
homogéneo para avaliagdo da quantidade de homocisteina em uma amos-
tra. A ciclizagdo enzimatica mantém um nivel de estado fixo de homocisteina
e ainda prové um aumento na sensibilidade da homocisteina do ensaio. Ain-
da, a presente invengéo prové genes e vetores de expressio para a produ-
¢ao recombinante de enzimas que sdo Uteis na presente invencao. Kits de
teste para avaliagdo da quantidade de homocisteina e/ou cistationina em
uma solugéo séo também providos.

A homocisteina esta presente em células como um aminoacido
intermediario produzido quando metionina é metabolizada em cisteina. Em
geral, a homocisteina produzida no corpo é rapidamente metabolizada por
uma de duas vias: (1) condensagdo com serina para formar cistationina ou
(2) conversdo em metionina, e sua concentragao (e aquela de sua forma
oxidada, homocisteina) no corpo sob condicdes normais é baixa. O nivel de
homocisteina no plasma médio para um adulto humano é cerca de 12 uM
para homens variando de cerca de 8,6 a cerca de 17,1 uM e 10 uM para
mulheres variando de a partir de cerca de 3,9 a 16,8 uM (Vester e outros,
Eur. J. Clin. Chem. Biochem., 29:549-554 (1991); Jacobsen e outros, Clin.
Chem., 40:873-881 (1994)).

Recentemente, foi determinado que a quantidade de niveis de
homocisteina em uma amostra bioldgica é de significancia clinica em varias
condi¢Ges. Quantidades elevadas de homocisteina no sangue foram relacio-
nadas ao desenvolvimento de aterosclerose (Clarke e outros, New Eng. J.
Med., 324:1149-1155 (1991)). Também, homocisteinemia moderada & agora
considerada como um fator de risco para doenca cardiaca e vascular. Preci-
séo na faixa normal de homocisteina encontrada em adultos normais & muito
importante uma vez que o risco para a doenga cardiaca foi determinado au-
mentar acentuadamente com menos de 30% sobre a concentragao normal
aumentando o fator de risco associado em 3,4 vezes (Stampfer e outros,
JAMA 268:877-881 (1992)).

Conforme aqui usado o termo "avaliagdo” pretende incluir ambas

determinagdo quantitativa e qualitativa da quantidade de homocisteina e/ou
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cistationina presentes em uma solucéo de teste. Uma "solugéo” ou "solugio
de teste” conforme aqui usado refere-se a uma amostra de fluido clinico ou
biolégico ou extrato de tecido e pode incluir, por exemplo, sangue, derivados
de sangue, tal como plasma, ou urina, e similar.

Uma amostra contendo homocisteina reage com L-serina para
formar cistationina na presenga da enzima CBS. A cistationina pode ser en-
tao convertida em homocisteina, piruvato, e aménia com uma segunda en-
zima, CBL. O resultado de uso dessas enzimas anabdélicas e catabdlicas
operando simultaneamente é um "ciclo futil" com o que (1) a cistationina e a
homocisteina sdo continuamente interconvertidas, (2) serina é degradada e
(3) piruvato e aménia so criados.

O uso de concentragbes relativamente altas de serina compara-
do com homocisteina prové condi¢des que conduzem a uma taxa de reacao
geral que segue a pseudocinética de primeira ordem dependente direta-
mente da quantidade de homocisteina e cistationina na reagdo. Se a con-
centragdo de cistationina é muito baixa comparada com a concentragao de
homocisteina, a taxa de reagéo geral vai variar linearmente com a quantida-
de de homocisteina. Através da medicdo da reducdo em serina ou o au-
mento ou no piruvato ou na amoénia, a quantidade de homocisteina em uma
solugdo ou amostra desconhecida pode ser determinada através de uma
comparacdo com reacgdes de controle compreendendo concentracdes co-
nhecidas de homocisteina que sofre reag¢des de enzima idénticas. O método
de ciclizagdo enzimatica da presente inveng&o prové um processo de ampli-
ficagdo que produz quantidades muito maiores de produtos finais do que a
quantidade de homocisteina provavel de estar em uma solugdo de teste, isto
€, sangue. Desse modo, os ensaios para determinar a quantidade de piru-
vato ou amdnia produzida pela reagéo ndo tém que ser extremamente sen-
siveis e podem ser medidos através de processos existentes conhecidos
daqueles versados na técnica.

Piruvato é tipicamente medido através da conversdo enzimatica
em lactato com lactato desidrogenase, ou um seu derivado. Esta reagao de

conversao enzimatica requer o co-fator NADH (co-fator de nicotinamida re-
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duzida), ou um seu derivado, que é convertido em NAD+ (co-fator de nicoti-
namida oxidada). A reag3o pode ser monitorada medindo a absorbancia a
340 nm. Conforme aqui usado, o termo "derivados”, com relagdo a co-
fatores, refere-se a sais, solvatos e outras formas quimicamente modificadas
que retém a atividade de co-fator geral, mas podem ter estabilidade prolon-
gada em solugbes aquosas. Derivados podem incluir, mas ndo estdo limita-
dos a derivados de acetila de NADH, incluindo 3-piridinoaldeido-NADH, 3-
acetilpiridina-NADH, 3-tioicotinamida-NADH e similar (vide, por exemplo,
Patente U.S. 5.801.006).

Outros ensaios convenientes para determinar a oxidagado de
NADH, ou um seu derivado, incluem, por exemplo, a medicao de fluorescén-
cia, conforme descrito por Passoneau e outros, em Enzymatic Analysis, A
Practical Guide, paginas 219-222 (1993), (incorporado aqui a titulo de refe-
réncia). Em uma outra modalidade, NADH, ou um seu derivado, reage com
piruvato na presenca de lactato desidrogenase para formar NAD+, que rea-
ge ainda com um corante capaz de produzir uma mudanga de cor, de prefe-
réncia na faixa visivel, quando oxidado. A mudanga de cor do corante pode
ser usada para determinar a quantidade total de oxidacdo de NADH em
NAD+ que corresponde & quantidade de piruvato formada a partir da reacgéo
de ciclizagdo enzimatica. Exemplos de corantes que podem ser usados na
presente inveng&o incluem, mas néo estdo limitados a, 5,5'-ditiobis(acido 2-
nitrobenzoico), 2,6-diclorofenolindofenol, compostos tetrazdlio, metossulfato
de fenazina, metil viologen e derivados de cada um.

Piruvato pode ser também medido em uma reacdo com piruvato
oxidase, ou um seu derivado, na presenga de uma peroxidase, isto &€, pero-
xidase de rabano silvestre, e similar. A quantidade de piruvato convertida em
peroxido de hidrogénio é determinada pela condensagao oxidativa de, por
exemplo, um doador de hidrogénio solivel em agua que prové um composto
colorido para determinagdo fotométrica da concentracdo de peroxido. Os
doadores de hidrogénio particularmente preferidos que provéem um produto
de reacéo de cor estavel incluem derivados soltveis em agua de N-alquil-N-

sulfopropilanilina, isto é, o sal de sddio de N-etil-N-(2-hidréxi-3-sulfopropil)-
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m-toluidina (TOOS) (Tamaoku e outros, Chem. Pharm. Bull. 30:2492-2497
(1982)). A quantidade de H,0, pode ser também medida eletrometricamen-
te. Isto inclui medigbes amperométrica e potenciométrica. A determinacgéo da
quantidade de homocisteina e/ou cistationina é determinada a partir da cor-
relagao da quantidade de peroxido produzido a partir da conversdo de piru-
vato pela piruvato oxidase durante um periodo de tempo definido.

Amonia pode ser também medida através de métodos diferen-
tes, incluindo através do uso de um sensor de aménia (Willems e outros,
Clin. Chem. 34:2372 (1988). A aménia pode ser também imediatamente de-
tectada usando técnicas colorimétricas conhecidas. Por exemplo, amoénia
gerada na amostra pode ser reagida para formar um produto colorido, cuja
formagdo pode ser detectada espectrofotometricamente. Um tal método,
descrito em Method's of Enzymatic Analysis (Bergmeyer) 1:1049-1056 (1970)
incorporado aqui a titulo de referéncia, baseia-se na reagao de aménio com
fenol na presenga de hipoclorito em condigbes alcalinas para formar o co-
rante indofenol colorido. Nitroprussida de sédio pode ser usada como um
catalisador. Modificagdes do método usando, por exemplo, varios derivados
podem ser também usadas. O produto final colorido é formado em quantida-
des diretamente proporcionais & concentracdo de amdnia, e entdo homocis-
teina. Outros métodos podem incluir, por exemplo, andlise de microdifuso
(Seligson e outros, J. Lab. Clin. Med., 49:962-974 (1957), uma técnica de
troca de ion (Forman, Clin. Chem., 10:497-508 (1964) e varios métodos en-
zimaticos (vide, por exemplo, Mondzac e outros, J. Lab. Clin. Med., 66:526-
531 (1979)).

O método de ciclizagdo enzimatica para avaliagéo da quantidade
de homocisteina e/ou cistationina reduz as dificuldades vistas em outros en-
saios anteriores onde os compostos anteriores e reagoes anteriores produzi-
am "interferéncia”. No ensaio da presente invengéo, grandes quantidades de
um amino&cido econdmico, por exemplo, L-serina, podem ser adicionadas
para prover a conversao geral de L-serina em piruvato e aménia. Em uma
modalidade preferida, uma concentracdo de serina de 250 pM ou mais pode

ser usada, e subsequentemente convertida em piruvato e aménia. Plasma
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tipicamente contem cerca de 100 uM de serina. Esta quantidade de serina
endégena é insignificante para o presente ensaio uma vez que o ensaio
mede uma taxa de convers&o que é limitada pela quantidade de homocistei-
na e ndo pela quantidade de serina. Concentragdes de L-serina de cerca de
0,1 mM a 10 mM nao seriam esperadas afetar a sensibilidade ou precisdo do
ensaio descrito.

Ainda, a reagédo de ciclizagdo enzimatica da presente invengao
prové uma taxa de conversdo de L-serina que é dependendo da concentra-
¢ao de homocisteina em uma pseudo-reagdo de primeira ordem. Niveis de
piruvato no sangue normais estdo tipicamente entre cerca de 0,4 e 25
mg/100 ml (Lehninger, A.L., Principles of Biochemistry, 1982. Worthington
Publishers, Inc., p. 707, incorporado aqui a titulo de referéncia), que corres-
ponde a cerca de 45-284 uM. Esta concentragdo de piruvato poderia prover
uma medigdo de base menor, mas o presente ensaio mede uma mudanca
com o tempo e pode ser facilmente ajustado para o nivel de partida de piru-
vato em uma solugdo. Em adig&o, piruvato pode ser removido antes da incu-
bagdo com lactato desidrogenase ou outras enzimas. Mais importante, cis-
teina e outros compostos carregando enxofre em, por exemplo, sangue, ndo
contribuem significantemente para a reagéo de ciclizagdo enzimatica e, des-
se modo, séo considerados interferéncias insignificantes no sistema.

Em uma modalidade alternativa da presente invengao, a amostra
pode ser tratada para remover cistationina para aumentar a precisdao da me-
dicdo de homocisteina. Como um exemplo particular, o tratamento compre-
ende contato da cistationina y-liase com a solugdo para converter cistationi-
na em a-cetoglutarato (um composto que ndo pode participar na ciclizagao
enzimatica descrita acima). Antes de prosseguir com o ensaio de ciclizagao
de enzima para avaliar a quantidade de homocisteina, a atividade da cistati-
onina y-liase deve ser removida da amostra ou destruida, isto &, através de
calor, ou similar.

Esta modalidade particular da invengdo pode ser também usada
para a avaliagdo da quantidade de cistationina através de comparagao das

diferengas na taxa de produgZo de piruvato e/ou aménia em uma amostra
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tratada e n&o-tratada com cistationina y-liase antes de sofrer o ensaio de
ciclizagéo enzimatica. Desse modo, a presente invengd@o pode ser usada
para determinar a quantidade de cistationina em uma amostra desconheci-
da, mesmo se a amostra contiver homocisteina.

Em certas amostras biolégicas, tal como sangue, homocisteina é
muitas vezes ligada através de uma ligagdo dissulfeto a proteinas, tidis e
outros componentes celulares. Tipicamente, a amostra pode ser tratada com
um agente de redug&o, tal como boroidreto de sédio ou potassio; um tiol, tal
como ditioeritritol, B-mercaptoetanol, ditiotreitol, acido tioglicélico ou glutatio-
na; ou uma fosfina ou uma trialquilfosfina, tal como tributilfosfina e tris(2-
carboxietil)fosfina (TCEP), e similar, para liberar ligagéo e homocisteina liga-
da a dissulfeto. Ensaios anteriores que requerem anticorpos para a etapa de
detecgdo devem mudar as condigdes redox da mistura de reacgao (a maioria
dos anticorpos s&o mantidos juntos com uma ligagdo dissulfeto). No entanto,
no presente método ndo € necessario lavar ou alterar as condi¢oes redox
porque as CBS e CBL usadas sdo ativas sob condigbes de redugdo. Desse
modo, menos etapas sdo requeridas para os ensaios da presente invengao
do que para muitos imunoensaios da técnica anterior.

Em uma modalidade tipica, uma amostra compreendendo san-
gue, fragbes de sangue, soro, plasma ou urina sera tratada com um agente
de reducdo e diretamente ensaiada para homocisteina. Aquecimento da
amostra antes do ensaio para acelerar a liberagdo de homocisteina e para
inativar as enzimas de degradacg&o e outros fatores que podem interferir com
0 ensaio pode ser também preferido. O manuseamento geral de amostras de
sangue para ensaios de homocisteina é também conhecido daqueles versa-
dos na técnica para outros métodos tal como testes de HPLC.

CBS e CBL sdo enzimas comumente encontradas na natureza.
Humanos e levedura usam CBS para a sintese de metionina; € o cDNA hu-
mano para CBS pode ser substituido pelo gene de CBS em levedura fer-
mentadora (Kruger e outros, Hum. Mol. Genet., 4:1155-1161 (1995)). CBL é
encontrada em muitas bactérias, incluindo E. colf (Laber e outros, FEBS
Lett., 379.94-96 (1996). As seqiiéncias de DNA totais para os genes de CBS
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e CBL s&o conhecidas nesses organismos e em outras espécies, provendo
um biologista molecular especializado com uma fonte para facilmente clonar
ou sintetizar esses genes, ou seus derivados.

Conforme aqui usado, "derivado” com relagcéo a enzimas refere-
se a mutantes produzidos através da adigéo, delecao, substituicdo e/ou mo-
dificagdo de aminodcido; mutantes produzidos através de mistura de DNA
e/ou recombinante; e sais, solvatos, e outras formas quimicamente modifica-
das da enzima que retém a atividade enzimatica da enzima nativa isolada.
Um método para criagdo de uma enzima derivada pela mistura de DNA (til
na presente invengdo € descrito na Patente U.S. 5.605.793 (incorporada
aqui a titulo de referéncia). Mesmo sem clonagem, as duas enzimas foram
purificadas de varios organismos diferentes. Vide, por exemplo, Ono e ou-
tros, Yeast 10:333-339 (1994); Dwivedi e outros, Biochemistry 21:3064-3069
(1982), incorporados aqui a titulo de referéncia. Em uma modalidade preferi-
da da presente invengio organismos geneticamente modificados s&o provi-
dos para produzir uma CBS, ou um seu derivado, e para produzir CBL, ou
um seu derivado, que podem ser usadas no ensaio de ciclizagao enzimatica
para prover reagentes em custo reduzido e para aumentar a facilidade de
purificagdo das enzimas.

Similarmente, o termo "derivado” com relagdo a seqliéncias de
nucleotideo refere-se a variantes e mutantes produzidos através de adigao,
deleg&o, substituigdo e/ou modificagdo de nucleotideo, e/ou quimica combi-
natéria; mutantes produzidos através de mistura de DNA e/ou recombinante;
e sais, solvatos, e outras formas quimicamente modificadas da sequéncia
que retém a atividade desejada da seqiiéncia tal como as caracteristicas de
ligagdo de MetR. De preferéncia, quando sequéncias derivadas modificadas
sdo usadas, as seqliéncias tém pelo menos cerca de 60% de identidade de
sequéncia com a sequéncia original. Com mais preferéncia, a identidade é
pelo menos cerca de 70% e com mais preferéncia pelo menos cerca de
85%. Com mais preferéncia, tais seqiiéncias t&ém pelo menos cerca de 95%
de identidade de sequéncia com a seqiéncia original.

O gene de CBS e o genoma integral de Saccharomyces cerevi-
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siae foram sequenciados. Da mesma maneira, 0 gene de CBL e os genes
restantes de E. coli sdo também conhecidos. Desse modo, usando técnicas
comuns na tecnica de biologia molecular, os genes codificando CBS e CBL
podem ser clonados e expressos em ambos organismos. Métodos publica-
dos para purificagdo das duas enzimas sdo conhecidos, os quais usam mé-
todos de purificagdo de proteina padrdo. No entanto, cada uma das enzimas
pode ser construida como proteinas de fusdo incluindo, por exemplo, uma
por¢do de uma outra proteina que auxilia na solubilizagdo e/ou redobra da
enzima ativa ou seqtiéncias de aminoacido que podem ser adicionadas para
auxiliar na purificagdo. Um exemplo de seqiiéncias de aminoacido adiciona-
das para purificagéo incluem marcadores de afinidade, tal como polihis, ou
glutationa-S-transferase (GST) pode ser adicionada para permitir a purifica-
¢do mais rapida das proteinas em uma coluna de afinidade Unica. Embora
as enzimas n&o requeiram purificagéo até homogeneidade para um teste de
diagnostico da presente invencgéo, proteases e outras atividades que con-
vertem serina em piruvato podem ser reduzidas para niveis insignificantes
através de purificagio.

Em adicdo, concentragdo das enzimas geralmente leva a uma
estabilidade maior da atividade da enzima durante a reacao e quando do
armazenamento a longo prazo. CBS e CBL de outros organismos que n&o S.
cerevisiae e E. coli, especialmente terméfilos, sdo esperadas ser fontes de
enzimas tendo uma estabilidade ainda maior. As enzimas isoladas podem
ser também selecionadas para uma afinidade maior para homocisteina. Em
adicdo, a construgdo de proteina da CBS de levedura e CBL bacteriana
pode levar a enzimas com propriedades comerciais aperfeigoadas, incluindo
afinidades mais altas, taxas de reacdo mais rapidas, purificagdo mais facil e
uma meia-vida mais longa quando do armazenamento.

Similarmente, cistationina y-liase (CGL) foi descrita em detalhes
em muitas espécies (vide, por exemplo, Yamagata e outros, J. Bacteriol,
175:4800-4808 (1993) incorporado aqui a titulo de referéncia). Manipulagéo
dos genes que codificam CGL pode ser ainda modificada geneticamente

atraveés de métodos recombinantes padrdo e inserida em uma célula hospe-
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deira para desenvolver cepas de produgéo de nivel mais alto.

A expressdo recombinante dos genes para CBS, CBL e CGL é
tipica. Esses métodos podem prover quantidades maiores de enzima purifi-
cada e os genes podem ser modificados, por exemplo, para auxiliar em uma
seqléncia de peptideo definida (um marcador de afinidade) para as enzimas
expressas que podem ser usadas para purificacdo de afinidade. Através do
uso de marcadores de afinidade na expressdo das enzimas recombinantes,
a purificagdo e imobilizagdo dessas enzimas podem ser bastante simplifica-
das, levando a custos menores. Os marcadores de afinidade sdo conhecidos
na técnica e incluem, por exemplo, mas ndo limitados a, polihistidina, GST
(glutationa-S-transferase), marcador strep, "flag", sequéncias c-myc e simi-
lar. Os marcadores sdo amplamente usados para purificagdo de afinidade de
proteinas recombinantemente expressas, e muitos estdo comercialmente
disponiveis.

Em uma modalidade preferida, CBS e CBL sdo imobilizadas em
uma superficie sélida de uma maneira que mantém as atividades das enzi-
mas e de uma maneira que mantém a homocisteina livre de interagir direta-
mente com as proteinas. Através de imobilizagdo das enzimas em altas den-
sidades, as distancias de difuso entre as proteinas diferentes s3o reduzidas
com relagé@o as enzimas em solugdo. Como resultado, a taxa geral de rea-
gao do ensaio aumenta muito, uma vez que o produto de uma enzima pode
ser reagido pela outra enzima e vice-versa. A aceleragao das taxas de rea-
¢ao € devido a um aumento local nas concentragdes dos intermediarios, que
estao em proximidade maior com a enzima seguinte como um resultado de
imobilizagéo. O aumento da taxa do ensaio de homocisteina pode ser um
fator importante para a comerciabilidade do produto de diagnéstico porque o
Kmn da CBS ou CBL esta em uma faixa milimolar mas as concentragdes san-
guineas de homocisteina s&o aproximadamente 10 uM. Reacgdes limitadas
por difusdo sdo conhecidas requerer uma alta concentragdo das enzimas
para prover uma taxa de reagdo rapida. Imobilizagdo das enzimas no ensaio
de ciclizagdo supera as dificuldades que poderiam se apresentar pelas bai-

xas afinidades dessas duas enzimas para seus respectivos substratos.
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Em uma outra modalidade preferida, CBS e CBL s&o imobiliza-
das como uma proteina de fusdo. A distancia e orientagdo das duas protei-
nas diferentes relativas uma a outra podem ser controladas durante a cons-
trugao do vetor de expressé@o do gene de fusio. Através de posicionamento
apropriado as duas atividades em uma proteina de fus3o, interconversao de
homocisteina e cistationina pode acontecer extremamente e virtualmente
rapida dentro da proteina, uma vez que distancias de difusdo podem ser mi-
nimizadas entre os dois centros ativos. A homocisteina, entdo, comporta-se
como um co-fator na reag&o de ciclizagdo enzimatica geral, o que faz piru-
vato e amdnia a partir de L-serina.

O ensaio de ciclizagdo enzimatica da presente invengdo pode
ser provido em varios formatos de ensaio. O formato mais simples do ensaio
prové uma solugéo reagente compreendendo L-serina, CBS, ou um seu de-
rivado, CBL, ou um seu derivado, e varios tampdes e substancias auxiliares
necessarias para otimizagdo das reagdes de enzima. Em uma modalidade
particularmente preferida da presente invengédo, CBS, ou um seu derivado, e
CBL, ou um seu derivado, sdo providas imobilizadas em uma superficie soli-
da.

A imobilizagdo de enzimas para uma superficie sélida enquanto
retendo substancialmente toda a atividade da enzima & bem-conhecida na
técnica. Varios métodos foram usados para imobilizagdo incluindo ligagao
covalente, absorg&o fisica, armadilha, e deposicdo eletroquimica. Como um
exemplo glutaraldeido foi usado para imobilizar creatinina desaminase e
glutamato oxidase para contas de vidro de poro controlado derivadas de
propilamina (Rui e outros, Ann. NY Acad. Sci., 672:264-271 (1992)). Outros
exemplos incluem, mas ndo estao limitados a, o uso de carbodiimidas para
ligar covalentemente enzimas a contas de vidro derivadas de succinato (Rui
e outros, supra), e o uso de reagentes de reticulacdo hetero- ou homobifun-
cionais (por exemplo, SPDP, 3-(2-piridiltio)propionato de N-succinimidila;
SMPT, succinimidiloxicarbonil-a-metil-a~(2-piridil-ditio)-tolueno; DSP; ditio-
bis(succinimidilpropionato); DTSSP, 3,3"-ditiobis(sulfossuccinimidilpropiona-

to); DSS, suberato de dissuccinimidila e outros) para covalentemente ligar
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uma enzima através de, por exemplo, um grupo amina ou sulfidrila para uma
superficie solida derivada (Wilson e outros, Biosens. Bioelectro, 11:805-810
(1996)).

A "superficie sélida" conforme aqui usada pode incluir um mate-
rial insolivel em &gua poroso ou ndo-poroso que pode ter qualquer um de
varios numeros de formatos, tal como particula em fita, bastdo, incluindo
uma conta ou similar. Os materiais adequados sdo bem-conhecidos na téc-
nica e podem incluir, por exemplo, papel, filtro de papel, nailon, vidro, cera-
mica, silica, alumina, terra diatomacea, celulose, polimetacrilato, polipropile-
no, poliestireno, polietileno, cloreto de polivinila e derivados de cada um de-
les. A superficie solida pode ser os lados e o fundo do recipiente de teste ou
pode ser um material adicionado ao recipiente de teste. Em uma modalidade
preferida, a superficie sélida compreende uma conta que é adicionada ao
recipiente de teste.

Ambas levedura e bactérias tém enzimas que convertem L-
serina em piruvato, atividades que s&o algumas vezes referidas como serina
desaminase ou serina desidratase. Métodos mutagénicos bem-estabelecidos
podem ser usados para reduzir bastante ou eliminar essas atividades, o que
pode contribuir significantemente para a base no ensaio de ciclizagao de
homocisteina. Saccharomyces cerevisiae, em particular, pode ser genetica-
mente manipulada para deletar as atividades de serina desaminase, que sao
necessarias para (1) sintese de isoleucina e (2) crescimento em serina como
uma fonte de carbono ou nitrogénio, usando um método simples conhecido
como "rompimento de gene". Ao deletar o gene cha1 de levedura, uma ativi-
dade de serina desaminase principal é removida, desse modo eliminando
um problema de base potencial para o ensaio de ciclizagdo. Em adigao, a
delegdo de chat pode ser util para selecdo de proteinas de fusdo CBS-CBL
e para construir geneticamente essas proteinas de fus3o. A cepa de delegdo
chal é incapaz de crescer em serina como a fonte de carbono ou nitrogénio
unica. O gene de fusdo de CBS-CBL é capaz de complementar a delegzo,
contanto que a homocisteina esteja disponivel como um "co-fator", porque o

sistema de ciclizagdo produz o mesmo resultado liquido que a serina desa-
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minase. Desse modo, a delegdo de chat pode ser usada para selecionar e
manter fusbes de CBS-CBL aperfeicoadas, especialmente se uma popula-
¢ao dos genes de fuséo for mutada e posta em vetores de copia tnica ou em
cromossomas em levedura. As células que crescem mais rapido em meio de
serina ou tém uma necessidade reduzida de homocisteina podem conter
mutagdes que codificam enzimas ou proteinas mais rapido com afinidades
mais altas para homocisteina e cistationina.

A presente invengdo também prové, como um método alternati-
Vo para avaliagdo da quantidade de homocisteina em uma amostra, o uso de
um fator de transcrigdo de ligagdo de metabolito. Quando um fator de trans-
cricdo de ligagdo de metabdlito é ligado ao seu respectivo metabdlito, o
complexo de fator se liga a uma seqiiéncia de polinucleotideo de receptor
especifica. A ligagdo do complexo de fator de transcrigdo a sua seqiiéncia
de consenso de receptor pode ser monitorada e correlacionada a quantidade
de metabodlito presente na amostra.

Varios fatores de transcri¢do que se ligam a locais de ligagao de
DNA especificos quando da associagdo com uma molécula pequena ou
metabolito sdo conhecidos na técnica. Por exemplo, E. coli. tem um ele-
mento de regulagem de operon, o fator de transcricdo MetR que regula o
operon Met em resposta a ligagdo a homocisteina (Cai e outros, Biochem.
Biophys. Res. Commun., 163:79-83 (1989)). MetR ou seus derivados regu-
lam genes tal como MetE (metionina sintase independente de cobolamina),
MetH (metionina sintase dependente de cobolamina) e GlyA (serina hidroge-
nase). MetR e seus derivados de preferéncia se ligam a sua seqliéncia de
DNA de consenso na presenca de homocisteina e é livre no citoplasma da
célula em sua auséncia. A ligagdo de MetR na presenga de homocisteina
pode ser explorada para avaliar a quantidade de homocisteina em uma
amostra suspeita de conter homocisteina.

Em uma modalidade particular da inveng&o, o ensaio compreen-
de uma sequéncia de polinucleotideo codificando a seqiiéncia de consenso
para um polinucleotideo receptor para MetR imobilizado em um suporte séli-

do de uma maneira que permite a acessibilidade da seqliéncia de receptor
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de consenso para ligagdo a MetR. A segiiéncia de nucleotideo pode ser, por
exemplo:

GTTAATGTTGAACAAATCTCATGTTGCGTG (SEQ ID NO:11)

Uma amostra, tal como plasma, sangue ou urina, é tratada para
liberar qualquer proteina ligada & homocisteina antes de misturar a amostra
com uma solugao reagente compreendendo MetR em um agente de tampo-
namento na presenga da seqiiéncia de receptor de consenso imobilizada
sob condigbes que conduzem a formagdo de complexo. Apds um periodo de
incubag&o o suporte solido é lavado para remover reagentes nao-ligados e a
quantidade de MetR que permanece ligado ao suporte sélido é avaliada. A
determinacdo da quantidade de MetR que permanece ligado a superficie
sdlida tipicamente pode ser uma ELISA, ressonancia de plasmon de superfi-
cie, isto &, BIACORE, ou simplesmente um ensaio de proteina padrao, e
esta quantidade esta corelacionada com a quantidade de homocisteina pre-
sente na amostra.

Tratamento da amostra para liberar homocisteina pode ser reali-
zado com um agente de redugdo. Conforme acima descrito, vérios agentes
sd0 bem-conhecidos na técnica. Tipicamente uma amostra sera misturada
com uma solugéo tampao contendo uma quantidade suficiente de agente de
redugdo para liberar substancialmente toda a homocisteina de quaisquer
proteinas associadas presentes na amostra. Agentes de redugdo comu-
mente usados incluem, mas ndo estdo limitados a, boroidreto de sodio e
potassio, B-mercaptoetanol, ditiotreitol, ditioeritritol, acido tioglicélico ou glu-
tationa; ou uma fosfina ou trialquilfosfina, tal como tributilfosfina e tris(2-
carboxietil)fosfina (TCEP) e similar.

A proteina de MetR pode ser também modificada para incorporar
um marcador detectavel, tal como um croméforo, um fluorforo, e similar, para
melhorar a velocidade e sensibilidade do ensaio. A adicio do marcador de-
tectavel pode reduzir o periodo de tempo requerido para realizagdo do en-
saio através da eliminagdo de certas etapas de manuseamento da amostra,
por exemplo, etapas de lavagem adicionais. Incorporagdo de um fluorforo

que emite luz no comprimento de onda absorvido pelos oligonucleotideos na
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sequéncia de ligagdo de consenso permite a medicao de transferéncia de
energia fluorescente para quantificar a ligagao da proteina a seqiiéncia de
consenso. Métodos que podem ser usados para medir transferéncia de fluo-
rescéncia incluem, por exemplo, transferéncia de energia de ressonancia
fluorescente (FRET) ou um ensaio de cintilagdo de proximidade. Modificagao
adicional da sequéncia de consenso de ligagdo de MetR através da adigao
de um marcador detectavel adicional dentro do dominio de ligagdo pode
também melhorar a especificidade do ensaio.

Adicionalmente, uma sequéncia de peptideo definida (um mar-
cador de afinidade) pode ser adicionada a proteina de MetR para auxiliar na
purificagéo e detecgdo. Marcadores de afinidade sdo conhecidos na técnica
e incluem, por exemplo, mas nao estido limitados a, polihistidina, marcador
strep, "flag", seqliiéncias c-myc e similar. Os marcadores sdo amplamente
usados para purificagdo de proteinas recombinantemente expressas e mui-
tos estdo comercialmente disponiveis. Ainda, alteragdes mutacionais para
melhorar a afinidade de ligagdo de um MetR recombinantemente expresso
podem ser usadas para prover reagentes de ensaio adicionais.

Em uma modalidade separada da presente invengéo, a quanti-
dade de homocisteina em uma amostra pode ser determinada através da
utilizagdo enzimatica de homocisteina na amostra. A conversdo de homo-
cisteina em metabolismo celular tipicamente libera um préton do residuo sul-
fidrila de homaocisteina. A liberagio deste proton foi usada para medir a afi-
nidade de ligagdo de homocisteina para metionina sintase dependendo de
cobolamina de E. coli (Jerret e outros, Biochemistry, 36:15739-15748
(1997)). Reagdes de enzima catalisadas por proteinas, tal como metionina
sintase, geralmente requerem co-fatores ou substratos adicionais para com-
pletar a reagdo. Se esses co-fatores e substratos ndo estiverem presentes, a
homocisteina permanece ligada a enzima. No presente método, medigéo do
préton liberado remove o préton liberado através da reagdo enzimatica le-
vando a reag&o para consumo da homocisteina presente na amostra. A me-
dicao da mudanga no pH associada aos prétons liberados prové uma deter-

minagdo da quantidade de homocisteina na amostra. Em uma modalidade
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preferida, por exemplo, metionina sintase independente de cobolamina pode
ser usada no ensaio.

Como uma questdo de conveniéncia, os reagentes para uso na
presente invengdo podem ser providos em um kit de teste para uso no mé-
todo de ensaio. Um kit tipico compreende uma combinagio embalada de um
recipiente para manter a solugdo de teste, L-serina, CBS, ou um seu deriva-
do, e CBL, ou um seu derivado, e tampdes auxiliares e substancias requeri-
das para condigbes de reagdo étimas. Importante, uma variedade de con-
servantes e/ou agentes de estabilizagdo pode ser também incluida com
qualquer um/todos os reagentes efou enzimas do kit para prolongar a vida
de prateleira bem como vida "on-line" para teste da amostra. O kit pode ain-
da compreender agentes de redugdo ou CGL para pré-tratamento da amos-
tra antes do ensaio de ciclizagdo. Ainda, o kit pode incluir lactato desidroge-
nase, NADH e um corante capaz de uma mudanga de cor observavel quan-
do da oxidagéo.

Sob circunstancias apropriadas, um ou mais dos reagentes no
kit podem ser providos em solugéo (com ou sem conservantes e/ou agentes
de estabilizagdo) ou como um p6 seco, geralmente liofilizado, incluindo exci-
pientes, conservantes e/ou agentes de estabilizagdo, que na dissolugdo po-
dem prover uma solug&o reagente tendo as concentracdes apropriadas para
realizacdo do ensaio de acordo com a presente invengdo. Para aumentar a
versatilidade da invencgéo objeto, os reagentes podem ser providos em com-
binagdo embalada, no mesmo recipiente ou em recipiente separado, de
modo que a razdo dos reagentes prové otimizagdo substancial do método e
ensaio. Os reagentes podem estar cada um em recipientes separados ou
varios reagentes podem ser combinados em um ou mais recipientes depen-
dendo da estabilidade dos reagentes. Como uma questéo de conveniéncia,
0s reagentes empregados no método de ensaio da presente invengdo po-
dem ser providos em quantidades predeterminadas. O kit de teste pode
tambem conter instrugdes escritas de como usar os reagentes e/ou de como
realizar um ensaio particular, por exemplo, na forma de uma inser¢gdo na

embalagem.
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Os exemplos que seguem sdo dados a titulo de ilustragdo, ndo a
titulo de limitagao.

Exemplo 1
Clonagem e Expresséo do Gene de Cistationina B-liase de E. coli

Neste exemplo, procedimentos de PCR padrdo foram usados
para clonar o gene de CBL de E. coli. O gene isolado foi inserido em um ve-
tor de expressdo com uma seqiiéncia de marcador de afinidade (6HIS), e a
proteina expressa foi purificada com uma coluna de afinidade. Uma quanti-
dade substancial da atividade da enzima de CBL nas células hospedeiras
transformadas com o constructo do vetor de expressdo foi purificada dos
lisatos de célula.

Clonagem do Gene de Cistationina B-liase de E. coli (CBL, EC 4.4.1.8)

Procedimentos de PCR padrdo usando o sistema de PCR EX-
PAND HIGH FIDELITY (Roche Biochemicals) foram empregados para amplifi-
car o gene CBL de E. coli usando células de E. coli competentes em ONE
SHOT TOP10 (Invitrogen) como a fonte de DNA gendémico. Seqiiéncias de ini-
ciador de PCR para clonagem de CBL foram como segue: (Iniciador N-terminal
de CBL: 5-CGACGGATCC GATGGCGGACAAAAAGCTTG-3SEQ ID NO:1) e
(iniciador C terminal de CBL: 5-CGCAGCAGCTGTTATACAATTCGCGCAAA-
3, SEQ ID NO:2). O produto de gene de CBL amplificado através de PCR foi
entao purificado através de eletroforese de gel de agarose, digerido com en-
donucleases de restricdo BamHI e Pvull, e purificado novamente através de
eletroforese de gel de agarose. O gene de CBL de E. coli purificado foi entdo
ligado ao vetor de expressdo de proteina pRSETB digerido com Ba-
mHI/Pvull, purificado com gel, (Invitrogen). O constructo resultante provido
pelo gene de CBL sob controle do promotor de transcrigdo T7, clonado em
estrutura com uma sequéncia lider de residuo de Histidina (6HIS) seis amino
terminal (daqui em diante referida como 6HISCBL) que permite expressio,
purificagio de afinidade, e andlise de imunotingimento convenientes de pro-
teina de 6HISCBL recombinante de células de E. coli. A seqiiéncia de DNA
de Cistationina B-liase (CBL) de E. Coli esta presente (SEQ ID NO:21). A

seqléncia de proteina da Cistationina B-liase (CBL) de E. coli tendo um mar-



10

15

20

25

30

34

cador de afinidade com 6Histidina (6His) amino-(NH3)-terminal, resultante da
clonagem do gene de CBL no plasmideo de expressdo bacteriana pRSETB
(SEQ ID NO:19).
Expressé&o e Purificagdo da proteina Cistationina B-liase

O constructo do plasmideo pRSETB(6HISCBL) foi transformado
em cepa de E. coli BL21(DE3)pLysS (Invitrogen), espalhado em placas de
LB/Agar contendo (100 pg/ml de ampicilina, 35 pg/ml de cloranfenicol), e foi
entdo incubado da noite para o dia a 37° C. Colénias bacterianas Unicas fo-
ram entdo transferidas e cultivadas da noite para o dia em frascos contendo
100 ml de meio de crescimento de LB contendo ampicilina e cloranfenicol.
Os 100 ml da cultura da noite para o dia foram entdo adicionados a frascos
multiplos contendo 1 L de meio de crescimento de LB fresco contendo ampi-
cilina, e deixados crescer até atingirem um A600 de 0,6 (aproximadamente
2,5 horas). A fim de induzir expressdo da proteina CBL (direcionada pelo
promotor T7), isopropil- B-D-tiogalactopiranosideo (IPTG) foi entdo adiciona-
do ao meio de crescimento a 0,1 a 1 mM de concentragéo final. O co-fator
de enzima de CBL 5'-fosfato de piridoxal (PLP) foi também adicionado para
uma concentragéo final de 100 uM no meio de crescimento durante indug&o.
Apds monitoramento do crescimento celular e expressdo da proteina de
B6HISCBL durante um periodo de 5 horas, as células de E. coli foram colhi-
das através de centrifugagédo, ressuspensas, e lisadas através da adigéo do
Reagente de Extragdo de Proteina BUGBUSTER (Novagen Inc.) na presen-
¢a do inibidor de protease completa sem EDTA (Roche Biochemicals) con-
forme descrito no protocolo do fabricante. O lisato de célula foi entdo tratado
com DNase |, clarificado através de centrifugacio e carregado em uma colu-
na de afinidade contendo a Resina de Purificagdo de Proteina Poly-His (Ro-
che Biochemicals). A coluna foi entdo lavada com 10 volumes de leito de
tampao de equilibrio (50 mM de KPi, pH 7,8, 0,5 M de NaCl), seguido por
eluicdo com 5 volumes de leito de tampéo de eluigido 1 (50 mM de KPi, pH
7,8, 0,5 M de NaCl, 10 mM de imidazol; EB1), 5 volumes de leito de tampao
de eluicdo 2 (50 mM de KPi, pH 7,8, 0,5 M de NaCl, 50 mM de imidazol:
EB2) e 5 volumes de leito de tampo de eluigdo 3 (50 mM de KPi, pH 7.8,
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0,5M de NaCl, 500 mM de imidazol; EB3). As amostras tomadas durante
cada etapa do procedimento de purificagdo foram entdo analisadas através
de eletroforese de gel de proteina de desnaturagio (SDS-PAGE) e tingidas
ou com Coomassie Brilliant Blue, ou submetidas a analise Western blot
usando uma imunoglobulina de camundongo conjugada com antipoliistidina
monoclonal peroxidase para detecgdo conforme descrito pelo fabricante
(Sigma).

A proteina de 6HISCBL purificada foi verificada eluir principal-
mente nos tampdes de eluigdo 2 e 3 (EB2 e EB3). A CBL contendo o eluato
foi entdo concentrada usando camaras de filtragem centrifugas (Amicon) e
dializadas da noite para o dia a 4° C contra tamp3o de armazenagem (50
mM de TrisHCI, pH 8, 100 mM de NaCl, 5 mM de PLP), separadas em ali-
quotas e congeladas a -80° C. A concentragdo da enzima de CBL homogé-
nea purificada foi entdo calculada com base no coeficiente de extingdo a 280
nM e um peso de subunidade de 43,312 Da. (Clausen e outros, Biochem,
36:12633-42 (1997)). Um rendimento tipico de 6HISCBL purificada esta na
faixa de 20-30 mg de 6HISCBL por grama de pasta de célula de E. coli.
Ensaio da Atividade de CBL

A atividade de CBL da proteina de 6HisCBL recombinante purifi-
cada com afinidade expressa a partir do constructo do plasmideo
pPRSETB(6HisCBL) foi realizada essencialmente conforme descrito anterior-
mente (Clausen e outros, Biochem, 36:12633-42 (1997) incorporada aqui a
titulo de referéncia). Em resumo, misturas de ensaio continham 100 mM de
Tris/HCI (pH 8,5), 5 mM de L-cistationina, 1 mM de 5,5'-ditiobis(acido 2-
nitrobenzdico) (DTNB; reagente de Eliman) e enzima 6HisCBL em um volu-
me de reagdo final de 1 mL. A reagdo foi seguida por registro do aumento na
absorbéncia a 412 nm com o tempo. A mesma reagdo de enzima foi também
realizada em amostras tendo concentragdes conhecidas de substrato para
produzir uma curva padrdo. Substancialmente toda a atividade de CBL de-
tectada em todo o lisato de célula foi recuperada e verificada estar presente
nas amostras experimentalmente purificadas de enzima de 6HisCBL recom-

binante produzida pelo constructo de plasmideo pRSETB(6HisCBL).
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Exemplo 2
Clonagem e Expresséo do Gene de Cistationina B-Sintase (CBS) de Levedu-

raem Levedura

Neste exemplo, métodos de PCR foram usados para clonar o
gene de CBS de levedura. O fragmento de PCR compreendendo o gene de
CBS foi inserido em um vetor de expressdo ambos com e sem um marcador
de afinidade que foi adicionado para auxiliar na purificagdo do produto de
gene expresso.

Uma cepa de laboratério de Saccharomyces cerevisiae (5153-
11-1 (his3 met2)) foi usada como a fonte de gene de CBS. As células foram
cultivadas em YEPD a 32° C, giradas, lavadas com agua e transferidas para
200 pl de Tampéo de Plasmideo de Levedura (100 mM de NaCl, 10 mM de
Tris (pH 8), 1 mM de EDTA, 0,2% de SDS). A suspens3o celular foi mistura-
da com um volume igual de 0,45 mm de contas de vidro e vortexada em alta
velocidade por 3 x 30 segundos. O liquido foi removido através de operagao
em uma pipeta e centrifugado por dois minutos em um microfugo para remo-
ver restos de célula. O sobrenadante foi extraido com PCI (fenol:clorofér-
mio:alcoois isoamila (25:24:1) e cloroférmio). Cloreto de sédio (5 M) foi adi-
cionado (cerca de 20 pl) e o DNA foi precipitado com um volume igual de
isopropanol.

Este DNA de levedura gendmico foi amplificado através de PCR
com iniciadores Cl-001 (CGGGGATCCTGATGCATGCATGATAAGGA: SEQ ID
NO:3) e seqléncias de nucleotideo CI-012 (CGGCATTACCGTTT CAC-
TAATTTATTG; SEQ ID NO: 4), que flanqueiam o gene estrutural para CBS de
levedura. O iniciador CI-001 (SEQ ID NO:3) contém um local de BamHI encon-
trado no lado 3' ndo-traduzido do gene de CBS. Para adicionar uma sequéncia
BamHlI ao lado 5' do fragmento de PCR, o gene foi ainda amplificado através
de PCR com CI-001 (SEQ ID NO:3) e CI-002 (GTTGGATCCGGCATTAC-
CGTTTCAC; SEQ ID NO:5). O produto de PCR resultante foi uma sequéncia
de DNA de aproximadamente 1937 pares de base, incluindo 1521 pares de
base que codificam a proteina de CBS. O DNA adicional que flanqueia a se-

quéncia de codificagdo compreende o promotor natural e as sequéncias de
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terminagdo de transcrigdo do gene de CBS de levedura.

Um promotor mais forte foi inserido a montante do gene de CBS
para promover niveis mais altos de expresséo de proteina. O promotor TPI1
de levedura foi clonado a partir do mesmo DNA de levedura gendmico usan-
do os iniciadores Cl-009 (GGTGGATCCATCAATAGATACGTA CGTCCT:
SEQ ID NO:6) e CI-010 (TTTTAGTTTATGTATGTGTTTTTTG: SEQ ID NO:7)
em uma reagao de PCR padréo. Para ligar a regido de codificagao de CBS
ao promotor TPI1, um iniciador de adaptagdo é usado: CI-011 (AACACATA-
CATAAACTAAAAATGACT AAATCTGAGCAGCAA: SEQ ID NO:8), que
contém 20 bases do promotor TPI1 e as 21 primeiras bases do gene de
CBS. A seqiiéncia de CBS obtida acima foi amplificada através de PCR com
iniciadores CI-001 (SEQ ID NO:3) e CI-011 (SEQ ID NO:8). O produto de
PCR resultante foi misturado com o produto de promotor TPI1 a partir do
acima, e a mistura foi amplificada através de PCR com iniciadores CI-001
(SEQ ID NO:3) e CI-009 (SEQ ID NO:6) para produzir um gene de fusdo
chamado "TPICBS", que compreende o promotor TPI1, a sequéncia de codi-
ficagdo de CBS e o terminador de transcrigo de CBS.

Os produtos de PCR de CBS e TPICBS compreendem cada um
locais BamHI em ambos lados 5' e 3' da regido de codificagéo. Esses pro-
dutos de PCR foram purificados com um PCR WIZARD PREP (Promega),
de acordo com as recomendagdes do fabricante, e foram cortados com Ba-
mHI. Os fragmentos de nucleotideo de BamHI resultantes foram passados
em um Gel TBE de Agarose a 1% e purificados com papel NA45 (S&S). A
levedura, vetor bifuncional de E. coli C1-1 foi um local BamHI Gnico no gene
para resisténcia de tetraciclina, foi usada para expresséo de gene de CBS. O
vetor C1-1 foi cortado com BamHlI e tratado com alcalina fosfatase de cama-
rao, de acordo com as instrugdes do fabricante (Roche Biochemicals). Os
fragmentos de BamHI de CBS e TPICBS foram ligados ao vetor C1-1 lineari-
zado. A reacdo de ligagdo foi transformada em célula TOP10 (Invitrogen),
que foram postas em placa em placas de ampicilina LB. Transformantes re-
sistentes a Amp foram transferidos para placas LB amp e LB tet para deter-

minar os clones sensiveis a tetraciclina. Varias colénias sensiveis a tet foram
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selecionadas a partir de placas de LB amp, cultivadas da noite para o dia em
placas LB amp, e foram ainda processadas através do método de lise alcali-
na para DNA de plasmideo. O DNA foi cortado com BamHI e separado em
um gel de agarose a 1% para determinar quais plasmideos contém as inser-
¢oes de CBS ou TPICBS.

Os plasmideos de C1-1 que carregam insergdes foram transfor-
mados na cepa de levedura, INVSc-1, uma cepa dipléide que esta comerci-
almente disponivel da Invitrogen. INVSc-1 tem uma mutagdo em ambas co-
pias do gene LEU2 e requer o gene LEU2 do plasmideo de C1-1 para cres-
cimento seletivo em meio sem leucina. INVSc-1 foi transformada com os
plasmideos relacionados a C1-1, usando o Kit de Transformagéao de Levedu-
ra da Invitrogen, de acordo com as instrugdes do fabricante. O kit envolvia
fabricagéo de esferoplastos das células com Zimoliase, seguido por um tra-
tamento com calcio para transformagédo de DNA. Os transformantes foram
postos em placa em um meio sintético contendo sorbitol 1M, base de nitro-
génio de levedura e suplementos de levedura, excluindo leucina. Os trans-
formantes foram visiveis no agar de cobertura apos trés dias de incubacio a
32°C.

Ligagdo de Polihistidina a Cistationina B-sintase para Expresséo de Levedu-
ra

Seqliéncias de DNA que codificam seis histidinas foram adicio-
nados a extremidade 3' da regido de codificagdo de CBS, em ambos cons-
tructos de vetor de CBS e TPICBS. Sequéncias de codificagdo de polihistidi-
na foram adicionadas ao clone de CBS original através de amplificagdo do
fragmento de PCR de CBS a partir de acima com o iniciador CI-017 (ATGA-
TGATGATGATGATGACCTGCT AAGTAGCTCAGTAA; SEQ ID N:9) e inici-
ador CI-002 (SEQ ID NO:5). O produto de PCR resultante compreende a
regido promotora de CBS natural, a regido de codificacdo de CBS, e ainda
seqléncia de codificagdo para residuos de glicina e seis de histidina. O resi-
duo de glicina foi adicionado para aumentar a flexibilidade espacial do pepti-
deo de polihis apés tradugédo. O produto de PCR de polihisCBS foi purificado
com gel para fora do DNA de CBS original e foi amplificado através de PCR
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sequencialmente duas vezes em seguida com iniciadores, CI-002 (SEQ ID
NO:5) e CI-017 (SEQ ID NO:9) para virtualmente eliminar o DNA de CBS
original.

Similarmente, o produto de PCR de TPICSBS acima foi amplifi-
cado com iniciadores, CI-009 (SEQ ID NO:6) e CI-017 (SEQ ID NO:9). O
produto de PCR foi purificado com gel e reamplificado duas vezes com Cl-
009 (SEQ ID NO:6) e CI-017 (SEQ ID NO:9) para reduzir bastante a se-
guéncia de DNA de TPICBS inicial.

O gene de CBS foi também clonado através de PCR com inicia-
dores CI-001 (SEQ ID NO:3) e CI-018 (CATCATCATCATCATCATTAAA-
TAAGAACCCACGCT; SEQ ID NO:10) para produzir uma seqiéncia de po-
lihistidina com um cddon de parada de TAA, seguido pela seqiéncia de ter-
minador de transcri¢do. Este produto de PCR curto ("terminador") de cerca
de 190 pb foi também purificado com gel e clonado através de PCR com os
mesmos iniciadores. Os fragmentos de CBS de polihis e "terminador” foram
combinados em uma reagdo de PCR com os iniciadores, CI-001 (SEQ ID
NO:3) e CI-002 (SEQ ID NO:5). A amplificagdo resultante produziu uma mo-
lécula de acido nucléico chamada "CBSH", compreendendo o promotor de
CBS natural, a regido de codificagdo de CBS completa, um residuo de glici-
na adicional, seis residuos de histadila com um cédon de parada e o termi-
nador de transcrigdo de CBS.

Da mesma maneira, o TPICBS de polihis e fragmentos de termi-
nador foram combinados em uma reagao de PCR com os iniciadores, CI-001
(SEQ ID NO:3) e CI-009 (SEQ ID NO:6). O produto de acido nucléico resul-
tante, chamado "TPICBSH" foi o0 mesmo que a sequéncia de CBSH, exceto
que o promotor TPI1 substituia o promotor de CBS natural. Os CBSH e
TPICBSH (cada um contendo uma seqléncia de marcador de afinidade de
polihistidina) foram cortados com BamHI e ligados a C1-1, conforme feito
acima para sequéncias de CBS e TPICBS. As misturas de ligagao foram
transformadas em INVSc-1. Colbnias sensiveis a tet foram examinadas
quanto a insergdo dos genes clonados apropriados em C1-1 através de ana-

lise de enzima de restrigao.
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Exemplo 3
Clonagem, Expressdo e Purificagdo do Gene de Cistationina B-Sintase

(CBS) de Levedura em E. coli
Neste exemplo, técnicas de biologia molecular e PCR padrio

foram usadas para clonar o gene de Cistationina B-Sintase (CBS) de Sac-
charomyces cerevisiae (INVSc1) como uma proteina de fusdo com um ami-
no-terminal glutationa S-transferase (GST). Adigdo desta regido de glutatio-
na S-transferase permite a purificagdo de afinidade de etapa Unica da pro-
teina de CBS do meio de cultura de E. coli e pode também auxiliar na solubi-
lizagao e/ou promover redobra apropriada da enzima em uma forma ativa.
Clonagem

A cepa de laboratério de Saccharomyces cerevisiae (INVSc1) (In-
vitrogen) foi usada como a fonte de gene de CBS. Uma col6nia unica de leve-
dura INVSc1 foi fervida em 100 pul de dgua desionizada por 5 minutos e vorte-
xada rapidamente na presenga de um volume igual de contas de vidro de 0,45
mm por 2 minutos. Um microlitro deste lisato de célula foi entdo usado como a
fonte de DNA para amplificagido de PCR de gene de CBS de levedura usando
iniciadores ClI-024 (GCGGGTCGACTATGACTAAATCTGAGCAGCAAGCC:
SEQ ID NO:12) e CI-025 (GCGTGCGGCCGCGTTATGCTAAGTAGCTCAG;
SEQ ID NO:13) que contém seqiiéncias de flanqueamento para o gene de
CBS de levedura publicado e locais de restricdo para clonagem no vetor de
expressdo pGEX-6P-2 (Amersham Pharmacia). O produto de PCR resul-
tante (aproximadamente 1548 pb) foi entéo isolado e purificado através de
extragdo de DNA de gel de agarose usando um kit comercial (Roche). O
produto de PCR purificado contendo o gene de CBS flanqueado pelos locais
de enzima de restricdo Sall (extremidade 5') e Notl (extremidade 3') foi entdo
digerido (por Sall e Notl), purificado com gel e ligado ao vetor de expressdo
pGEX6P-2 (Amersham Pharmacia). Mapeamento da enzima de restricao foi
usado para confirmar a identidade do DNA amplificado com PCR como o
gene de CBS de levedura. A seqiiéncia de DNA para o gene de Cistationina
B-Sintase (CBS) de Saccharomyces cerevisiae clonado é mostrada (SEQ ID

NO:14). A seqiiéncia de proteina da CBS de Saccharomyces cerevisiae clo-
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nada tendo uma proteina de fusdo de GST amino-(NH3)-terminal ligada
como um resultado de clonagem no vetor de expressédo bacteriana pGEX6P-
2 é também apresentada (SEQ ID NO:20).
Expresséo e Purificagéo

O vetor de expressdo pGEX6P-2 contendo o gene de levedura
clonado CBS (descrito acima) foi transformado em células de E. coli TOP10
(Invitrogen). Col6nias Unicas foram pegas e culturas celulares foram cultiva-
das em meio LB contendo 100 pg/ml de ampicilina a 30° C até atingir uma
absorbancia a 600 nm de aproximadamente 0,5 OD. A fim de induzir a ex-
pressao da proteina de fusdo GST-CBS (dirigida pelo promotor tac), isopro-
pil-B -D-tiogalactopiranosideo (IPTG) foi adicionado ao meio de crescimento
para uma concentragdo final de 0,1 mM. O co-fator de CBS, 5'-fosfato de
piridoxal, foi também adicionado ao meio de crescimento a 100 uM de con-
centracdo final durante indugdo. As células induzidas foram entdo deixadas
crescer a 30° C por mais 21 horas antes da coleta através de centrifugagao.

Purificagao por afinidade de proteina GST-CBS usando a resina de
afinidade Glutationa Sefarose 4B foi entéo realizada essencialmente conforme
descrito no protocolo do fabricante (Amersham Pharmacia). Em resumo, as
celulas foram suspensas em solugdo salina tamponada com fosfato (PBS) e
rompidas através de sonificagdo em gelo. Triton X-100 foi entdo adicionado
para uma concentragao final de 0,1% (v/v), e o sonificado foi agitado em tempe-
ratura ambiente de 30-45 minutos. O lisato de célula foi entio limpo de restos
insoluveis através de centrifugagao, tratado com DNase |, e carregado em uma
coluna de resina de afinidade Glutationa Sefarose 4B. Proteinas ndo-
especificamente ligadas foram retiradas com lavagem com 10 volumes de co-
luna de PBS, e a proteina de GST-CBS desejada foi entdo eluida a partir da
resina de afinidade através da adi¢do de 5 volumes de coluna de tampao de
eluicao (50 mM de Tris, pH 8, 1,4 mM de B-mercaptoetanol (BME), 100 mM de
NaCl, 0,1% (v/v) de Triton X-100, 50 mM de glutationa reduzida). Purificacao da
proteina de fusdo GST-CBS foi entdo confirmada através de SDS-PAGE tingida
com Coomassie Blue (dodecilsulfato de s6dio, eletroforese de gel de poliacrila-

mida). A GST-CBS eluida foi entdo dializada para o tampao de armazenamento
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(50 mM de TrisHCI, pH 8, 100 mM de NaCl, 5 uM de PLP), separada em ali-
quota e atmazenada a -80° C. A concentragdo de GST-CBS purificada foi entdo
determinada usando o Kit de Ensaio de Proteina MICRO BCA (Pierce Chemi-
cal). Um rendimento tipico de GST-CBS purificada na faixa de 5-10 mg de
GST-CBS por grama de pasta de E. coli.
Ensaio de Atividade para CBS

A atividade de CBS da proteina de fusdo GST-CBS de levedura
purificada foi realizada conforme descrito por Kashiwamata e Greenberg (Bi-
ochim. Biophys. Acta, 212:488-500 (1970)). Este ensaio é baseado na habi-
lidade da CBS em sintetizar cistationina a partir de serina e homocisteina. A
quantidade de cistationina formada pela CBS foi entdo determinada espec-
trofotometricamente através de detecgédo do cromagen de reagdo de ninidri-
na a 455 nm e comparada com uma curva padrdo gerada usando amostras
de concentragdes de cistationina conhecidas. A atividade de CBS foi tam-
bém determinada através de ensaios enzimaticos descritos infra, ou através
de outros ensaios bem-conhecidos daqueles versados na técnica.
Exemplo 4
Construcédo do Constructo de Fusdo ADH2CYS4
Express&o e Purificagdo de Cistationina B-Sintase de Levedura em Levedura

Neste exemplo, um promotor forte, ADH2, foi inserido a mon-
tante do gene CYS4 e construido como uma fusdo com o gene de CBS de
levedura para promover expressdo de proteina maior. O promotor ADH2 é
regulado por Adrip, e é reprimido quando as células de levedura sdo culti-
vadas em meio contendo glicose e suprimido quando as células sio cultiva-
das em uma fonte de carbono néo-fermentavel. Isso permite expressdo re-
gulada, se superprodugdo de uma proteina for letal para a célula.
Construgdo do gene ADH2CYS4

DNA gendmico de levedura foi amplificado com os iniciadores
Cl-029 (CTATATCGTAATAATGACTAAATCTGAGCAGCAAGCCGATTCA;
SEQ ID NO:15) e CI-017 (ATGATGATGATGATGATGACCTCGTAAGTAG
CTCAGTAA,; SEQ ID NO:9) para produzir todo o gene CYS4 sem um codon
de parada e terminador de transcrigdo. O iniciador CI-029 (SEQ ID NO:15)
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contém as ultimas 13 bases da regido do promotor ADH2 clonada em adigao
aos primeiros dez cédons do gene CYS4. O iniciador CI-017 (SEQ ID NO:9)
tem a sequéncia para os ultimos seis cddons do gene CYS4, exceto pelo
codon de parada mais um residuo de glicila e seis residuos de histadila. O
produto de PCR resultante compreende a regido de codificagdo de CYS4, e
uma sequéncia de codifica¢ao adicional para glicina e seis residuos de histi-
dina. A glicina foi adicionada para aumentar a flexibilidade espacial do pepti-
deo de polihis apos tradugdo. O "fragmento” de terminador foi produzido
através de amplificagdo do mesmo DNA gendmico com os iniciadores CI-018
(CATCATCATCATCATCATTAAATAAG AACCCACGCT; SEQ ID NO:10) e CI-
040 (AGGGCTCGAGGATCCCGGGGGTGCTATTATGAATGCACGG; SEQ
ID NO:16) para produzir uma sequéncia de polihistidina com um cédon de
parada TAA, seguido pelo terminador de transcricdo. A reacdo de PCR CI-
029/CI-017 produziu um fragmento de aproximadamente 1530 pb enquanto
a reacdo de CI-018/CI-040 produziu um fragmento de aproximadamente 331
pb. Esses dois fragmentos foram unidos misturando seus produtos de PCR e
amplificagdo com iniciadores CI-029/CI-040. O produto resultante foi chama-
do CYS4H e foi de aproximadamente 1861 pb de comprimento.

Para unir o promotor ADH2 ao fragmento do gene CYS4H, um
produto de PCR foi primeiro gerado com o iniciador CI-027 (CGGGGAT
CCGACGTTTTGCCCGCAGGCGGGAAACC; SEQ ID NO:17) e iniciador CI-
028 (AGATTTAGTCATTATTACGATAT AGTTAATAGTTGATAG; SEQ ID
NO:18) do mesmo DNA gendmico de levedura para produzir a seqiiéncia de
promotor ADH2. O iniciador CI-028 (SEQ ID NO:18) contém os 12 primeiros
nucleotideos da regido de codificagdo do gene CYS4. Desse modo, entre os
iniciadores CI-028 (SEQ ID NO:18) e CI-029 (SEQ ID NO:15) existem 25
nucleotideos de DNA de complementariedade em seus respectivos produ-
tos. O produto de PCR de ADH2 foi misturado com fragmento de CYS4H e
amplificado com os iniciadores CI-27 (SEQ ID NO:17) e CI-040 (SEQ ID
NO:16), para produzir um fragmento de produto de aproximadamente 2201
pb chamado ADH2CYS4H. Cada um desses produtos de PCR foi confirma-

do através de analise de endonuclease de restrigdo.
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O produto ADH2CYS4H foi clonado em YEp24 cortando ambos
DNA com BamHI e ligando usando T4 DNA ligase. Os produtos ligados fo-
ram transformados em células de E. coli (TOP10; Invitrogen) e postos em
placa em placas de LB-agar mais ampicilina. Os plasmideos, preparados
usando o Kit de Preparagdo de Plasmideo (Roche) de acordo com a reco-
mendag&o do fabricante a partir de recombinantes putativos, foram analisa-
dos através de endonuclease de restricdo. Os plasmideos de clones verifi-
cados ter a inser¢ao correta foram transformados em S. cerevisiae (BJ5460)
e postos em placa em meio completo sintético menos uracila (SC-ura), su-
plementado com glicose a 2%. Apos dois dias recombinantes putativos fo-
ram novamente postos no mesmo tipo de placa para isolar coldnias. As cé-
lulas s&o induzidas através de crescimento em SC-ura mais etanol a 2% e
peptona a 1%, geralmente suplementado com 0,1% de glicose para permitir
que as células cresgam dentro de 24 horas. Seguindo crescimento da noite
para o dia, as células foram coletadas através de centrifugagéo e o pélete de
celula foi mantido a -70° C até a lise. As células foram lisadas suspendendo
novamente o pélete de célula em 0,05 volume do volume original em tampao
de lise. As contas de vidro foram ento adicionadas ao menisco do tamp3o.

A suspens3o toda foi vortexada por 1 minuto cada por quatro
vezes. As células foram resfriadas em gelo por 1 minuto entre o vértex. O
lisato foi transferido para tubo fresco e centrifugado por 10 minutos a 10.000
x g. O lisato limpo foi posto em camada em uma coluna de Resina de His
(Roche) e a proteina foi purificada de acordo com a recomendacao do fabri-
cante. Uma proteina parcialmente purificada foi recuperada em trés eluigcdes.

Exemplo 5
Exemplos de Por¢cdo de Nio-ciclizacdo de Formatos de Ensaio para Homo-

cisteina

Neste exemplo, a porgdo de néo-ciclizagéo do ensaio para piru-
vato e cistationina é mostrada.
Ensaio de Piruvato:

Piruvato: A presente invengédo prové a medigdo de homocisteina

com base no uso das enzimas CBS e CBL para ciclizar a homocisteina com
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a produgdo de piruvato e aménia. A taxa de produgdo de piruvato e aménia
foi prevista ser proporcional a concentragdo de homocisteina original na
amostra. Medicdo desta faixa usando enzima(s) apropriada(s) apresenta
uma oportunidade de um método de homocisteina homogéneo.

Em um aspecto da presente invengdo, um método altamente
sensivel para quantificagdo de piruvato foi desenvolvido. No método, a piru-
vato oxidase converte piruvato em fosfato de acetila, diéxido e peréxido de
carbono. A peroxidase subseqiientemente converte o peroxido, TOOS e 4-
aminoantipirina em um cromogen, o qual exibe um méaximo de absorgéo pro-
ximo de 550 nm. A capacidade de absorgdo molar deste cromogen € muito
alta, cerca de 36 L mol-1cm-1.

Usando os componentes de reagente mostrados na Tabela 1 e
os parametros do instrumento Cobas FARA (Roche, Basel, Suiga) listados
na Tabela 2, piruvato foi facilmente medido na faixa de puM por uma auséncia
de leitura precoce e reag&o final em cerca de 5-10 minutos. Graficos de ab-
sorbancia versus tempo para calibradores aquosos sdo mostrados na Figura

1. Uma curva de calibragem real é mostrada na Figura 2.

Tabela 1: Método de Piruvato: Componentes do Reagente

Agente Quimico Concentragao
Reagente 1
HEPES, sal de hemi-sédio 21,5 mM
HEPES, Acido 28,6 mM
EDTA (4Na) 5,0 mM
Mg S0,4.7H,0 49,8 mM
K2HPO,, dibasico 7,5mM
TOOS 1,4 mM
TTHA 0,8 mM
TPP 0,2mM
4-aminoantipirina 1,0 mM
BSA 1,9 g/L
Ferrocianida de Potassio 0,07 mM
Peroxidase, de rabano silvestre 3,0 KU/L
Piruvato Oxidase 3,0 KU/L
pH=7,0
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Tabela 2: Método de Piruvato:

Parametros Cobas FARA

Parémetro Ajuste
GERAL
Modo de medigao ABS
Modo de reagéo P-A
Modo de calibragem SLOPE AVG
Auséncia de reagente REAG/DIL
Comprimento de onda 550 nm
Temperatura 37°C
ANALISE
Volume da amostra 40 uL
Volume do diluente 10 pL
Nome do diluente H,O
Volume do reagente 250 uL
Tempo de incubagio 60 s
Volume do reagente inicial na
Nome do diluente H,O
Volume do diluente na
Tempo de incubagio na
Volume 2 do reagente inicial na
Nome do diluente H.0
Volume do diluente na
Atraso da temperatura na
LEITURAS DE ABSORBANCIA
Primeira 0,5 seg
Numero 14
Intervalo 30 seg
CALCULO
Numero de etapas 1
Etapa A de calculo CINETICA
Primeira 1
Ultima 14
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CALIBRAGEM
Numero de stds 1
STDI 50 uM
Réplica 2

Ensaio de Cistationina:

Cistationina foi medida adicionando CBL ao reagente de piruvato

descrito acima. CBL converte a cistationina em homocisteina, piruvato e
amonia. O piruvato foi entdo medido conforme acima descrito. A composigéo
do reagente usado para medir a cistationina é mostrada na Tabela 3. A me-
dicdo pode ser feita usando qualquer instrumento adequado. No presente
exemplo, um Cobas FARA (Roche, Basel, Suiga) foi usado. Parametros de
reagdo tipicos sdo mostrados na Tabela 4. A Figura 3 mostra graficos de
absorbancia versus tempo obtidos usando solugdes aquosas de cistationina.

A reacao atinge o ponto final em menos de dez minutos.

Tabela 3: Método de Cistationina: Componentes do Reagente

Agente Quimico Concentragao
Reagente 1
HEPES, sal de hemi-sddio 20,3 mM
HEPES, Acido 27,0 mM
EDTA (4Na) 4,7 mM
Mg S0O4.7H,00 47,1 mM
KzHPOy, dibasico 7,1 mM
TOOS 1,3 mM
TTHA 0,8 mM
TPP 0,2 mM
4-aminoantipirina 0,9 mM
BSA 1,8 g/L
Ferrocianida de Potassio 0,07 mM
Peroxidase, de rabano silvestre 2,8 KU/L
Piruvato Oxidase 2,8 KU/L
CBL 1,9/L

pH=7,0
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Tabela 4: Método de Cistationina: Parametros Cobas FARA

Parametro Ajuste
GERAL
Modo de medicao ABS
Modo de reagdo P-A
Modo de calibragem LIN INTER
Auséncia de reagente REAG/DIL
Comprimento de onda 550 nm
Temperatura 37°C
ANALISE
Volume da amostra 30 wl
Volume do diluente 10 ul
Nome do diluente H.O
Volume do reagente 260 pl
Tempo de incubagio 60 seg
Volume do reagente inicial Na
Nome do diluente H.O
Volume do diluente na
Tempo de incubagio na
Volume 2 do reagente de inicio na
Nome do diluente H,O
Volume do diluente na
Atraso da temperatura na
LEITURAS DE ABSORBANCIA
Primeira 5 seg
Numero 21
Intervalo 60 seg
CALCULO
Numero de etapas 1
Etapa A de calculo PONTO FINAL
Primeira 1
Ultima 10
CALIBRAGEM
Numero de stds 1
STDI 50 um
Réplica 2

A Figura 4 mostra curvas padrao obtidas usando solugdes aquo-
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sas de cistationina. Essas curvas s3o lineares pelo menos na faixa de con-
centragdo de cistationina de 0-100 uM. O croméforo formado foi estavel por
aproximadamente 15-20 miutos. No entanto, se amostras contendo 10-20
vezes mais de concentragdes de cistationina fossem avaliadas, um pouco de
instabilidade do croméforo seria evidente.

Em alguns experimentos, serina foi incluida na mistura de rea-
¢8o. Serina em um nivel de 250 uM no exibiu nenhum efeito significante.
Niveis mais altos de serina foram também tolerados por este ensaio. A ndo-
interferéncia de serina é uma observagdo importante porque a presenca de
serina é necessaria para o ensaio de homocisteina.

Exemplo 6
Ensaios de Ciclizacdo de Enzima para Homocisteina

Neste exemplo, os sistemas de ciclizagdo de enzima para de-
terminagdo da concentragdo de homocisteina sdo providos usando ou sis-
tema de sinalizagdo de piruvato oxidase/peroxidase ou o sistema de sinali-
zagao de lactato desidrogenase.

Demonstragdo de Ciclizagdo: Sistema de Ciclizacao de Enzima de
CBS/CBL/PO/HRP

O sistema de ciclizag&o foi demonstrado, onde a reacao foi inici-
ada usando ou homocisteina ou cistationina. Os componentes do reagente
usado nesses experimentos sdo mostrados na Tabela 5. CBS e serina foram
adicionadas separadamente seguindo mistura da amostra com o reagente 1
que contém todos os outros componentes. Parametros de Cobas FARA per-
tinentes sdo mostrados na Tabela 6. Cistationina ou homocisteina foi dissol-
vida em agua para preparar padroes em concentragdes apropriadas. Grafi-
cos tempo versus absorbéncia sdo mostrados nas Figuras 5 e 6. Apés um
tempo de atraso de trés a seis minutos os graficos sao lineares. Uma curva
de calibragem de homocisteina tipica (Figura 7) que, embora ndao completa-
mente linear, pode ser usada para quantificar concentragoes de homocistei-
na em espécimes adequados usando uma técnica de ajuste de curva apro-

priada.
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Tabela 5: Ciclizagdo de CBS/CBL, Método de PO/HPR

Componentes do Reagente

Agente Quimico Concentragao
Reagente 1

HEPES, sal de hemi-sodio 20,3 mM
HEPES, Acido 27,0 mM
EDTA (4Na) 4,7 mM
Mg SO4.7H,0 47,1 mM
K2HPO, dibasico 7,1 mM
TOOS 1,3 mM
TTHA 0,8 mM
TPP 0,2 mM
4-aminoantipirina 0,9 mM
BSA 1,89/l
Ferrocianida de Potassio 0,07 mM
Peroxidase, de rabano silvestre 3,0 KU/L
Piruvato Oxidase 3,0 KU/L
CBL

pH=7,0

Reagente SR1

Serina 3,1 mM
Reagente SR2

CBS 1,23 g/lL

Tabela 6: Sistema de Ciclizacdo de CBS/CBL/PO/HPR: parametros de Co-

bas FARA
Parametro Ajuste
GERAL
Modo de medigao ABS
Modo de reacgédo P-I-SR1-I-SR2-A
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Modo de calibragem LIN INTER
Auséncia de reagente REAG/DIL
Comprimento de onda 550 nm

Temperatura 37°C
ANALISE
Volume da amostra 30 pl
Volume do diluente 10 pl
Nome do diluente H,O

Volume do reagente 260 pl

Tempo de incubagéo 60 seg

Volume do reagente inicial

30 pl (serina)

Nome do diluente H,O
Volume do diluente 5 pul
Tempo de incubagio 10 seg
Volume 2 do reagente de inicio 30 pl (CBS)
Nome do diluente H>O
Volume do diluente 5l
Atraso da temperatura Na
LEITURAS DE ABSORBANCIA
Primeira 0,5 seg
Numero 14
Intervalo 30 seg
CALCULO

Numero de etapas

1

Etapa A de calculo

PONTO FINAL ou CINETICA

Primeira 1
Ultima 14
CALIBRAGEM
Numero de stds 1
STDI 50 pm
Réplica 2

Reducéo de Ligagbes Dissulfeto:

Muito pouca homocisteina esta presente no estado ligado redu-
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zido, nao-dissulfeto, no plasma humano. A maior parte da homocisteina esta
acoplada a proteinas ou moléculas pequenas através de ligagbes dissulfeto.
A reducao dissulfeto desses compostos & necessaria para liberar homocis-
teina para medigdo através de qualquer método para determinagéo de ho-
mocisteina total. Este exemplo demonstra que o uso de um agente de redu-
¢ao € compativel com um sistema usando lactato desidrogenase e NADH.
Agentes de redugdo candidatos potenciais incluem DTE, DTT, n-
acetilcisteina, acido tioglicélico, TCEP e similar. Para uso desses compostos
no metodo da presente invengao, ajuste preciso da concentragao do agente
de redugdo e parametros de instrumento s3o0 necessarios. Primeiras indica-
¢Oes de que certos agentes de redugdo poderiam impedir a agao de piruvato
oxidase e ou peroxidase de rabano silvestre levaram a investigacao do sis-
tema de detecgéo de piruvato alternativo descrito abaixo.

Demonstragéo de Ciclizagado: Sistema de CBS/CBL/LDH:

O piruvato reage com NADH na presenga de enzima lactato de-
sidrogenase para produzir acido lactico e NAD. Piruvato pode ser quantifica-
do medindo a diminuigdo de absorbancia a 340 nm. A capacidade de absor-
¢do molar de NADH é cerca de seis vezes menos do que aquela do cromo-
gen gerado por peroxidase. No entanto, isso ndo afeta o sistema da pre-
sente invengdo porque a ciclizagdo de homocisteina de CBL/CBS é capaz
de gerar quantidades relativamente grandes de piruvato.

O sistema de reagente usado para gerar os dados apresentados
nas Figuras 8, 9, 10 e 11 compreende serina, CBL e lactato desidrogenase
em tamp&o HEPES (pH 7,2) como o primeiro reagente. NADH em tampéao
TRIS (pH 8,5) e CBS sio adicionados em sequéncia. Todos os componen-
tes podem, no entanto, ser combinados diferentemente para formar um sis-
tema de medigéo de homocisteina de dois ou trés reagentes. As concentra-
¢oes de reagente sdo mostradas na Tabela 7, e pardmetros de Cobas FARA
$a0 mostrados na Tabela 8. A concentragdo de NADH foi ajustada para pro-
ver linearidade suficiente enquanto permitindo absor¢gdo da amostra de
plasma a 340 nm.
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Tabela 7: Sistema de Ciclizagdo de CBS/CBL/LDH: Componentes do Rea-

gente
Agente Quimico Concentragéo
Reagente 1
HEPES, sal de hemi-sédio 39,4 mM
HEPES, Acido 12,6 mM
Serina 0,72 mM
Lactato Desidrogenase 33.000 U/L
CBL 6,05 ug/L.
pH=7,2
Reagente SR1
NADH 4,16 mM
TRIS 50 mM
pH=8,5
Reagente SR2
CBS 996 mg/L
TRIS 50 mM
Cloreto de Sédio 100 mM
Fosfato de piridoxal 5uM
Diluente da amostra
DTT 13 mM
HEPES, sal de hemi-sddio 56,7 mM
HEPES, acido 18,1 mM
pH=7,2

Tabela 8: Sistema de Ciclizagao de CBS/CBL/LDH: pardmetros de Cobas

FARA
Parametro Ajuste
GERAL
Modo de medigao ABS
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Modo de reagéo

P-T-I-SR1-I-SR2-A

Modo de calibragem

LIN INTER
Auséncia de reagente REAG/DIL
Comprimento de onda 340 nm

Temperatura 37°C
ANALISE
Volume da amostra 30 pl
Volume do diluente 10 pl
Nome do diluente H,O (ou agente de redugao)
Volume do reagente 250 pl
Tempo de incubagao 60 seg
Volume do reagente inicial 15 ul (NADH)
Nome do diluente H.O
Volume do diluente 5l
Tempo de incubagéo 10 seg
Volume 2 do reagente de inicio 30 ul (CBS)
Nome do diluente H,O
Volume do diluente 10 pl
Atraso da temperatura Na
LEITURAS DE ABSORBANCIA
Primeiro 5 seg
Numero 16
Intervalo 30 seg
CALCULO
Numero de etapas 1
Etapa A de célculo PONTO FINAL ou CINETICA
Primeira 6
Ultima 20
CALIBRAGEM
Numero de stds 1
STDI 25 ou 50 um
Réplica 2

Analise de Solugbes Aquosas:
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O sistema teve bom desempenho para detecgdo de homocistei-
na em solugao aquosa. Graficos de absorgao versus tempo tipicos sdo mos-
trados nas Figuras 8 e 9. Esses graficos foram lineares com pouca ou ne-
nhuma fase de retardo aparente. Taxas de desaparecimento de NADH foram
relativamente altas. Além disso, o gréfico de calibragem de concentragéo de
homocisteina versus absorbancia foi linear na faixa de 0-100 uM na amostra
(Figura 10). Desse modo, apenas um calibrador, por exemplo, 25 uM, junto
com uma auséncia de reagente foi necessario para calibragem.

Solugbes de homocisteina foram preparadas em varias concen-
tragdes para demonstrar desempenho do método sobre uma faixa de con-
centragéo de cisteina de 2-20 pM. Os resultados sdo mostrados na Tabela
9, ambos na presenga e auséncia de DTT. Conforme acima mencionado,
DTT serve para reduzir as ligagdes dissulfeto em amostras (por exemplo,
soro, plasma, etc). DTT n&o interfere significantemente com a reacéo catali-

sada por lactato desidrogenase.

Tabela 9. Demonstragao de Linearidade: Sistema de ciclizagdo de
CBS/CBL/LDH

Tempo de Reagéo = 3 minutos

Concentragao de homocisteina (uM) Valor observado (uM)
(-)DTT (+)DTT

2 2 1,2

5,2 4.3

8,2 7.4

10 10,4 9,9
12,5 12,7 12,5
16,7 16,8 16,3

20 20,5 20

Analise de Produtos de Controle a Base de Plasma Humano:

Desempenho preciso do sistema de ciclizagao de CBS/CBL/LDH
foi demonstrado aqui usando produtos de controle de homocisteina basea-
dos em plasma humano fabricado pela Bio-Rad Co. Varias concentragtes de
DTT foram usadas, e tempos de incubagdo foram variados a fim de atingir

recuperagao de homocisteina 6tima. Tempos de incubagdo de 5-15 minutos
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com concentragoes de DTT de 1,6-3,2 mM deram medigées de tempo de
homocisteina bem dentro das faixas especificadas para vérios outros méto-
dos.

Amostras de Plasma Humano:

O ensaio de ciclizagdo de homocisteina demonstrou bom de-
sempenho usando amostras de plasma humano com DTT como o agente de
reducdo. Os resultados combinam bem com aqueles obtidos por um labora-
torio independente usando o método de homocisteina Abbott IMx (Figura
11). Pardmetros Cobas FARA usados neste experimento sdo mostrados na
Tabela 10 e componentes dos reagentes sdo mostrados na Tabela 7. Neste
ensaio um calibrador de homocisteina aquoso (25 pM) foi usado. Graficos de
absorbancia versus tempo para amostras de base aquosa foram lineares na
auseéncia de DTT e quase lineares na presenca de DTT. No entanto, graficos
obtidos usando amostras de plasma foram diferentes, isto é, nao-lineares
apoés os trés primeiros minutos. Sob as condigbes mostradas na Tabela 7 e
Tabela 10, a ciclizagdo parece ser gradualmente diminuida com o tempo.
N&o obstante, o estudo de relagdo apresentado na Figura 11 demonstra
concordancia relativamente proxima entre o método apresentado (descrito
na Tabela 7 e na Tabela 10) com aqueles obtidos pelo IMx quando testando

amostras de soro humano.

Tabela 10: Sistema de Ciclizagdo de CBS/CBL/LDH: parametros de Cobas
FARA para estudo de correlagéo de plasma humano

Parametro Ajuste
GERAL
Modo de medigao ABS
Modo de reacao P-T-I-SR1-I-SR2-A
Modo de calibragem LIN INTER
Auséncia de reagente REAG/DIL
Comprimento de onda 340 nm
Temperatura 37°C
ANALISE
Volume da amostra 30
Volume do diluente 10
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Nome do diluente H,0 (ou agente de reducao)
Atraso da temperatura 900 seg
Volume do reagente 250 pl
Tempo de incubagao 60 seg
Volume do reagente inicial 15 pl (NADH)
Nome do diluente H.O
Volume do diluente 5 pl

Tempo de incubagao 10 seg
Volume 2 do reagente de inicio 30 ul (CBS)
Nome do diluente H20
Volume do diluente 10 pl
Atraso da temperatura Na
LEITURAS DE ABSORBANCIA
Primeira 5 seg
Numero 24
Intervalo 30 seg
CALCULO
Numero de etapas 1
Etapa A de calculo PONTO FINAL ou CINETICA
Primeira 1
Uttima 6
CALIBRAGEM
Numero de stds 1
STDI 25 0u 50 um
Réplica 2

Em uma modalidade preferida, as taxas foram medidas nos pri-
meiros trés minutos apds o inicio da reacdo. Otimizacdo adicional do siste-
ma, incluindo variagdo nas concentragées de sal e detergente, provavel-
mente resultara em desempenho mais consistente com amostras aquosas e
de plasma. O ensaio foi igualmente preciso quando componentes foram
combinados em duas ou trés misturas de reagentes.

Exemplo 7
Comparacido de Ensaios de Homocisteina
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Neste exemplo, um ensaio de homocisteina preferido de acordo

com a invengéo foi testado e comparado com dois ensaios existentes, a saber

uma técnica de HPLC convencional e o ensaio IMx comercialmente disponivel.

O ensaio da invengao foi realizado usando trés reagentes con-

forme mostrado na Tabela 11. O primeiro reagente R1 estava inicialmente

na forma de pé e foi reconstituido para um nivel de 1,5 g de pd por 100 mL

de agua. O kit de ensaio completo também incluia calibradores contendo L-

cistationina em pico em varios niveis em uma matriz de plasma humano,

bem como duas amostras de controle feitas em uma matriz de plasma hu-

mano processado.

Tabela 11: SISTEMA de CICLIZACAO DE CBS/CBL/LDH: Componentes

do Reagente

Agente Quimico Concentragéo
Reagente 1
HEPES, sal de hemi-sédio 43,3 mM
Hepes, acido 12,7mM
Serina 1.295 mM
Lactato desidrogenase >800 UIL
NADH 1,06 mM
Triton X-I1 00 0,05% viv
Azida de sddio 7,7 mM
pH =8,0
Reagente SR1
DTE 6,75 mM
Acido citrico 20mM
pH=2,0
Reagente SR2
CBS 18,7 KU/L
CBL 8,9 KU/L
Sorbitol 1,65M
Cloreto de so6dio 100 mM
Fosfato de pirldoxal 5uM
Azida de sodio 7.7 mM
TRIS/HCI 50 mM
pH=38,0
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Tabela 12: Sistema de Ciclizagdo de CBS/CBL/LDH: Parametros Cobas MIRA

Parametro Ajuste Parametro Ajuste
GERAL
Modo de medigédo Absorgéo Fator de conversédo 1,00
Modo de reagdo R-S-SR1-SR2 Compensacéo 0,00
Modo de calibragem Lin Regre
Auséncia de reagente Reage/Dil Faixa de teste Baixa operante
Limpador Nenhum Alta operante
Comprimento de onda 340 nm Faixa normal Baixa nao
Posi¢do decimal 2 Alta nao
Unidade umol/L
ANALISE NUmero de etapas 1
Fatos de Pés-dil. nao Etapa A de célculo cinética
Fator de conc. nao Leituras Primeira 18
Ultima 32
Ciclo da amostra 1 Limite de reagéo nao
Volume 30,0 uL
Nome do diluente H,O CALIBRAGEM
Volume 25,0 uL Intervalo de calibragem | cada realizagdo
Ciclo do reagente 1 Auséncia
Volume 90 uL Faixa de reagente Baixa nao
Alta nao
Ciclo de R1 inicial 2 Faixa de auséncia Baixa nao
Volume 25 uL Alta nao
Nome do diluente H,O
Volume 25 uL Posigéo padrao 1
1 3,5 umol/L
Ciclo R2 de inicio 17 2 7,0 umol/L
Volume 35 uL 3 17 umol/L
Nome do diluente H,O 4 27 umol/L
Volume 15uL 5 47 umol/L
6 nao
7 nao
Calculo
Limite da amostra ndo Réplica Unica
Diregéo de reagao diminui¢do Desvio
Checagem fora
Excesso de antigeno nao Padrao de corregao n&o
Controle
Posicao CS1 nao
Posicdo CS2 nao
Posigcdo CS3 nao
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Ao realizar este ensaio, o instrumento Cobas MIRA comercial-
mente disponivel foi usado. O software Cobas MIRA permite 50 ciclos pro-
gramaveis, de 25 segundos. Em particular, o instrumento foi programado de
acordo com os parametros na Tabela 12. No ciclo 1, 30 pL da amostra foram
adicionados a um cadinho, seguido por 25 ul de agua fluida e 90 puL de rea-
gente liquido R1. No inicio do ciclo 2, 25 uL de reagente SR1 foram adicio-
nados com mais 25 L de agua fluida. Com isso, a mistura foi deixada incu-
bar por 15 ciclos (6,25 minutos) para permitir o redutor liberar qualquer ho-
mocisteina ligada e destruir qualquer piruvato endégeno presente. Neste
ponto, 35 ul do reagente de enzima CBS/CBL foram adicionados com mais
15 pL de agua fluida. A diminuigdo na absorbancia a 340 nm foi medida en-
tre os ciclos 18 e 32 como uma medida de homocisteina na amostra. O tem-
po de ensaio total entre a adi¢ao e a leitura de absorbancia final foi 32 ciclos,
ou 13 minutos e 20 segundos. Uma vez que amostras multiplas sao realiza-
das em paralelo, resultados de amostra adicionais sdo produzidos pelo
MIRA em uma taxa de aproximadamente um a cada 30-90 segundos depen-
dendo do comprimento da realizagdo do teste e o nimero de instrumentos
calibradores usados. Usando parametros de programacgado similares, este
ensaio pode ser adaptado para instrumentos ainda mais rapidos (por exem-
plo, Roche INTEGRA, Hitachi, ACE, etc) que poderiam dar taxas resultantes
ainda maiores.

Um total de 24 amostras foi testado usando o ensaio da inven-
¢ao e os ensaios comparativos conhecidos. A Tabela 13 abaixo descreve as
concentragées de homocisteina obtidas usando esses trés métodos. As Fi-
guras 12-14 sao graficos de relagdo respectivos mostrando graficamente os
resultados da Tabela 13. Como pode ser visto, 0 método da inveng&o relaci-
ona-se intimamente com ambos IMx e HPLC; com concordancia mais proxi-
ma tipicamente vista com IMx. No entanto, o presente método é substanci-
almente mais econdémico, pode ser realizado mais rapido e pode ser realiza-
do usando analisadores quimicos geralmente disponiveis.

A invengao exibe precisdo entre as boas realizacbes do teste

conforme mostrado na Tabela 14. As VCs das realizagdes do teste tipico
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foram verificadas serem menos do que 4% nas concentragbes de homocis-

teina de cerca de 7-20 umol/L.

Tabela 13: Comparagdo de Ensaios de Homocisteina

Concentragéo de Homocisteina [uM]

N® da amostra HPLC Invengao IMx
1 9,5 11,6 11,7

2 14,3 13,1 12,1

3 8,8 7,8 7,5

4 10,6 10,1 9,4

5 10,5 10,1 9,9

6 8,6 9,2 7,2

7 7,6 5,8 6,2

8 5,2 3,5 3,1

9 9,6 9,3 9,7
10 7,7 8,7 7,5
1" 11,2 11,1 9,4

12 10,5 8,3 8,1
13 11,9 8,4 8,3
14 10,8 9,2 8,9
15 14,1 12,3 12,5
16 24,3 16,3 17,9
17 20,9 17,7 17,8
18 24,2 22,7 22,1
19 33,6 26,4 26,4
20 21,0 20,7 18,9
21 22,7 19,6 18,1
22 20,5 17,3 16,6
23 25,6 23,3 22,0
24 20,5 17,0 15,8
Média 15,2 13,3 12,8
Parada [HPLC] 1,4 0,9
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Inclinagao [HPLC] 1,2 1,2
R [HPLC] 0,957 0,974
Parada [IMx] -0,3 0,5
Inclinagdo [1Mx] 0,8 1,0
r [IMx] 0,976 0,990
Tabela 14: Precisao entre as realizagdes do teste
Homocisteina (umol/L)

Amostra Realizagao 1 Realizagao 2 Média % de VC
1 16,35 16,46 16,41 0,47
2 12,13 12,58 12,36 2,58
3 19,45 21,6 20,53 7,41
4 16,29 16,79 16,54 2,14
5 11,13 10,01 10,57 7,49
6 7,33 7,56 7,45 2,18
7 6,31 7,24 6,78 9,71
8 7,13 5,54 6,34 17,75
9 14,87 14,5 14,69 1,78

10 13,81 13,41 13,61 2,08
11 26,86 28,66 27,76 4,58
12 12,45 13,05 12,75 3,33
13 10,15 10,74 10,45 3,99
14 9,6 10,39 10,00 5,59
15 12,53 13,67 13,10 6,156
16 14,60 15,20 14,90 2,85
17 25,03 25,65 25,34 1,73
18 20,77 20,03 20,40 2,56
19 31,83 32,10 31,97 0,60
20 36,86 36,43 36,65 0,83
21 11,65 11,48 11,57 1,04
22 40,22 38,25 39,24 3,55
23 31,68 32,62 32,15 2,07
24 7,68 6,38 7,03 13,08

VC média (%) = 4,22
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Exemplo 8
Efeito das Variacoes de Concentracdo do Reagente

Neste exemplo, o ensaio preferido da invengéo descrito no

Exemplo 7 foi realizado com variagdes em alguns dos componentes do rea-

5 gente, a saber LDH, NADH e serina. Isso foi feito a fim de determinar as
quantidades 6timas para esses componentes do reagente. Os ensaios foram
realizados conforme acima descrito, com os respectivos componentes varia-

dos na concentragdo. A Tabela 15 descreve os resultados desses testes.

Tabela 15: Efeito das Variagdes da Concentragdo do Componente do Rea-
gente
) . Faixa da homocis-
[LDH] (U/L) Mistura | INCLINACAO |PARADA |AUSENCIA|teina alvo da amos-
de Reacgdo Final | (mA/minfuM) | mA/min | mA/min |tra de controle: 25 -
35 uM
114,5 1,21 -0,14 -10,2 25,8
229,3 1,14 0,12 -11,2 28,1
458,7 1,17 0,14 -11,3 26,6
917.,5 0,88 1,89 -11,3 27,2
[NADH] (mM)
0,130 0,77 4,23 -10,7 32,9
0,259 1,12 0,05 -11 25,2
0,389 1,09 0,45 -10,7 26,8
0,519 1,13 0,49 -11,1 26,0
[SERINA] (mM)
0,125 0,64 2,23 -6,7 30,9
0,25 0,92 1,26 -9,0 28,1
0,5 1,13 0,63 -10,8 27,1
1 1,16 0,15 -13,6 28,3
2 1,23 0,33 -15,4 28,2

Os resultados mostrados na Tabela 15 permitem a selegéo dos
10 niveis do componente do reagente final que provéem sensibilidade adequa-

da com uma taxa de auséncia minima enquanto também tentando minimizar
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custos do reagente.

Exemplo 9

Efeito da Mudanca da Formulacdo de R1 sobre o Ensaio de Ciclizacio

Este exemplo determinou o efeito de alteragdo do pH ao mudar

o tamp&o para TRIS, 250 mM em um pH de 8,4 e adicionando lipase e a-

ciclodextrina ao Reagente 1. O desempenho do ensaio foi entdo testado

apds fazer essas mudangas na formulagdo. A Tabela 16 detalha os compo-

nentes do reagente usado para esses experimentos.

Tabela 16. SISTEMA DE CICLIZAGAO DE CBS/CBL/LDH: Componentes do

Reagente
Agente Quimico Concentragao
Reagente 1
TRIS 250 mM
a-ciclodextrina 0,1 %
Lipase 200 kU/L
Serina 1.295 mM
Lactato desidrogenase >800 U/L
NADH 1,06 mM
Triton X-100 0,05% viv
Azida de sédio 7,7mM
pH =8,2
Reagente SRI
TCEP 26,3 mM
Reagente SR2
CBS 28,5 KU/L
CBL 9,4 KU/L
Glicerol 10%
Sorbitol 1%
Fosfato de piridoxal 5/uM
Azida de sodio 7,7mM
Fosfato de potassio 100 mM

pH=7,6

Ao mudar o tampdo do Reagente 1 para TRIS, 250 mM em pH

8,4, melhorou a consisténcia do ensaio. Isso foi feito porque CBS e CBL sao

substancialmente mais ativas em pH 8,4 e a taxa de ciclizagéo é aumentada
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por volta de um fator de trés.

Lipase e a-ciclodextrina foram adicionadas para combater os
problemas associados com amostras turvas (lipémicas) que sdo algumas
vezes encontradas no laboratério clinico. Tais amostras podem surgir quan-
do o paciente a partir do qual a amostra é retirada comeu um pouco antes da
amostra de sangue ter sido tirada ou quando o paciente tem certos proces-
sos de doenga em andamento. A turvagdo pode interferir com resultados
deste teste ao produzir absorbancia alta a 340 nm que o instrumento néo
pode medir com precisdo as pequenas mudangas na absorbancia produzi-
das pela conversdo de NADH e NAD. A turvagédo pode também interferir com
os resultados deste teste dinamicamente ao mudar com o tempo durante o
tempo que a conversdo de NADH em NAD é medida. Por exemplo, se a quan-
tidade de turvagao estiver diminuindo, a absorbancia a 340 nm também diminui
porque a difragdo de luz é menor. Este efeito adiciona a diminui¢ido da absor-
bancia causada pela redugdo de piruvato e a determinagdo de homocisteina
resultante pode ser substancialmente muito alta. A adicdo de lipase e a-
ciclodextrina a R1 realmente diminuiu a turvagdo das amostras, presumivel-
mente através da hidrélise de triglicerideos em glicerol e acidos graxos livres
através de lipase e através dos acidos graxos livres formando complexos com a
a-ciclodextrina. Desse modo, as misturas de reagdo turvas clareiam no mo-
mento que SR2 (R3) é adicionado permitindo medicdo precisa da taxa de pro-
dugéo de piruvato. Absorbancias a 340 nm de muitas misturas de reag&o turvas
realmente diminuiram rapidamente e igualaram (level off) em varios minutos.
Os resultados de homocisteina foram precisos. No entanto, o clareamento de
algumas amostras turvas nao foi completo antes da adi¢cdo de SR2 (R3) e des-
se modo, os resultados de algumas amostras foram um pouco imprecisos. Nao
obstante, o uso de lipase e alfa-ciclodextrina parece ser uma abordagem muito
promissora para atingir resultados precisos para amostras turvas.

Em adigdo as mudancas feitas nos constituintes do reagente, os
volumes foram também variados a fim de avaliar seus efeitos sobre o de-
sempenho do ensaio. Essas mudangas s&o refletidas na Tabela 17, que

mostra um parédmetro de ciclizagdo tipico no Cobas MIRA. Seguindo essas



66

mudangas, um estudo de reagao foi realizado em 86 amostras humanas com

os resultados mostrados na Tabela 18.

Tabela 17: Sistema de Ciclizagdo de CBS/CBL/LDH: Parametros Cobas MIRA

Parémetro Ajuste Parametro Ajuste
GERAL
Modo de medigéo Absorgao Fator de conversao 1,00
Modo de reacao R-S-SR1-SR2 Compensagédo 0,00
Modo de calibragem | Regresséo Linear
Auséncia de reagente | Reag/Sol Faixa de teste Baixa operante
Limpador Nenhum Alta operante
Comprimento de onda | 340 nm Faixa normal Baixa nao
Posi¢cao decimal 2 Alta nao
Unidade umol/L
Numero de etapas 1
ANALISE
Fatos de Pés-dil. nao Etapa A de calculo cinética
Fator de conc. nao Leituras Primeira 20
Ultima 31
Ciclo da amostra 1 Limite de reagéo nao
Volume 20,0 uL
Nome do diluente H,O
CALIBRAGEM
Volume 45,0 uL Intervalo de calibragem | cada realizagdo
Ciclo do reagente 1 Auséncia
Volume 90 uL Faixa de reagente Baixa |ndo
Alta nao
Ciclo de R1 inicial 2 Faixa de auséncia Baixa |ndo
Volume 21 ul Alta néo
Nome do diluente H,O
Volume 26 uL Posigdo padréo 1
1 0,0 umol/L
Ciclo de R2 de inicio |47 2 8,5 pmol/L
Volume 13 L 3 17,2 umol/L
Nome do diluente H,O 4 25,2 umol/L
Volume 10 L 5 43,0 pmol/L
i 6 nao
CALCULO 7 nao
Limite da amostra Nao Réplica duplicata
Diregdo de reagao Diminuicao Desvio
Checagem Inoperante
Excesso de antigeno |N&o Padréo de correcao nao
Controle
Posigéo CS1 né@o
Posi¢do CS2 néo
Posicdo CS3 nao
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Tabela 18. Dados de correlagdo com Aperfeicoamento Listado nas Tabelas
16 e 17.

Amostra IMx (umol/L) Catch (umol/L)
2-01 11,0 12,0
2-02 17,7 17,3
2-03 18,6 18,4
2-04 22,1 21,2
2-05 12,2 13,8
2-06 15,2 14,9
2-07 17,6 20,4
2-09 51,8 49,9
2-11 29,1 28,2
2-13 19,6 19,2
2-15 25,0 24,7
2-16 22,9 23,7
2-17 21,9 21,3
2-18 25,0 23,80
2-19 22,2 22,10
2-21 23,6 20,80
2-22 13,0 13,60
2-23 23,1 21,80
2-24 17,0 17,60
2-26 15,9 14,80
2-27 8,8 9,30
2-28 9,1 9,40
2-29 5,2 5,40
2-30 8,2 8,10
2-31 4,7 5,40
2-32 6,6 6,80
2-33 7,8 8,10
2-34 7,0 7,0
2-35 6,9 7.3
2-36 4,8 57
4-01 7,2 7.3
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Amostra IMx (umol/L) Catch (umol/L)
4-02 7,3 9,1
4-03 6,2 5,8
4-04 9,5 9,5
4-05 6,2 7,4
4-06 8,2 8,0
4-07 6,8 6,7
4-08 8,1 7.4
4-09 6,5 79
4-10 7,5 8,5
4-11 8,1 8,6
4-12 6,1 5,7
4-13 6,19 6,20
4-14 5,31 5,90
4-15 7,17 6,80
4-16 5,05 7,00
4-17 5,93 7,80
4-18 8,57 8,10
4-19 4,87 5,70
4-21 19,37 19,50
4-22 8,61 9,30
4-23 11,02 12,50
4-24 12,75 13,30
4-25 12,28 12,00
4-26 14,63 14,30
4-27 9,33 11,30
4-29 18,3 19,60
4-30 14,13 14,20
4-31 8,63 8,60
4-32 9,95 9,80
4-33 8,08 10,20
4-34 12,34 12,00
4-35 12,16 13,10
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Amostra IMx (umol/L) Catch (umol/L)
4-36 15,75 16,30
4-37 14,37 14,30
4-38 14,72 15,20
4-39 10,26 14,20
4-40 12,26 14,00
4-41 24,62 25,00
4-43 27,25 29,60
4-46 21,26 19,60
4-47 22,08 23,30
4-50 15,14 15,50

E1 4,74 4,90
E2 8,24 8,00
E3 5,10 5,30
E6 13,79 14,50
E8 8,79 10,00
E9 10,57 11,50
E11 7,10 7,40
E13 7,65 7,30
E14 12,19 12,30
E15 6,47 6,14
E16 5,28 4,70
E20 7,93 7,80
Média 12,6 12,9
Inclinagao 0,957
Parada 0,8135
R 0,9927

Conforme mostrado por esta tabela de comparagéao, os resulta-
dos deste ensaio com a formulagdo modificada foram muito precisos quando
comparados com o ensaio IMx comercialmente disponivel.

5 Exemplo 10
Uso de Outros Detergentes e Sua Variacdo de Concentracdo
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Neste exemplo, detergentes diferentes foram usados em combi-
nagdo com EDTA como componente de R1. EDTA é conhecido por estabili-
zar particulas de lipideo. Novamente o objetivo foi atingir resultados precisos
guando as amostras s3o turvas. Em particular, os detergentes Brij-35 e Ge-
napol X-80 foram estudados. Foi constatado que EDTA foi particularmente
eficaz na concentragao de 2,5 mM para ajudar a minimizar a diminuigao nao-
especifica na absorbancia devido a mudangas de turvagdo quando amostras
lipémicas sdo analisadas. As concentragdes de detergente foram também
variadas conforme mostrado nas Tabelas 19 e 20. Uma composigéo preferi-
da para o reagente R1 é mostrada na Tabela 21. Brij 35 estava presente no
nivel de 0,025% viv e EDTA estava presente a 2,5 mM. Lipase e alfa-
ciclodextrina ndo estavam presentes porque elas ndo parecem ser necessa-
rias para atingir precisdo com amostras turvas quando EDTA esta presente.
Brij 35 (0,025%) foi também posto em SR2 (R3) no lugar de Triton X-100.
Essa pode ser uma substituigdo promissora porque o Triton X-100 € consi-
derado ser uma ameaga ambiental em alguns paises. A Tabela 22 mostra os
resultados do estudo de reagdo realizado com os componentes de reagente
preferidos.

Tabela 19. Variagdo na Concentragdo de Genapol X-80

Amostras IMx Resultados (pmol/L) da mudanga das concentra-
¢bes de Genapol X-80 em R1

(umol/L) 01% 0.3 % 0.5%

Baixa 7,00 6,31 6,19 5,64
Média 12,50 11,96 11,48 10,37
Alta 25,00 23,08 22,96 22,86
D910 14,30 14,38 14,50 14,11
D912 9,40 9,41 10,60 9,50
D913 5,00 5,58 6,47 4,53
D915 21,20 23,85 21,93 20,92
PBI27 7,40 7,69 7,70 6,82
PBI28 6,80 7,33 7,19 5,96
PBI29 7,10 7,83 7,50 6,85
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PBI 10 8,90
MAS 1 5,90
MAS 2 14,50
MAS 3 23,10
D913X2 2,50
Média 11,37

9,61 9,07 7,67
4,63 4,45 4,15
14,46 15,33 14,47
22,60 23,07 23,65
2,45 2,46 2,17
11,41 11,39 10,64

Tabela 20. Concentragio Variavel de Brij-35 em R1

Resultados de Catch (umol/L) como uma
fungdo da concentragdo de Brij-35 em R1

0,025% | 0,05% 0,1 % 0,5%
5,03 5,35 5,26 5,09
15,46 16,20 15,92 15,60
24,66 24,89 23,67 24,02
6,80 7,04 8,44 10,74
10,72 11,29 9,95 10,42
4,86 5,84 573 4,96

8,17 8,38 8,67 8,43

Amostras IMx
(umol/L)

1 5,88
2 14,57
3 23,52

2 6,49
18 10,15

21 4,62

32 8,90
Média 10,59

10,81 11,28 11,09 11,32

Tabela 21. SISTEMA DE CBS/CBL/LDH: Componentes do Reagente

Agente quimico Concentragao
Reagente 1
TRIS 250 mM
EDTA 2,5 mM
Serina 1,295 mM
Lactato desidrogenase >800 U/L

NADH 1,06 mM
Brij 35 0,025% wiv

Azida de sodio 7,7mM

pH = 8,2
Reagente SR1
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TCEP 26,3 mM
Reagente SR2
CBS 28,5 KU/L
CBL 9,4 KU/L
Glicerol 10%
Sorbitol 1%
Fosfato de piridoxal 5uM
Azida de sodio 7,7mM
Fosfato de potassio 100 mM
pH=7,6
Tabela 22. Dados de correlagdo com o melhor aperfeigoamento
Amostra IMx (umol/L)L) Catch (umol)
1 5,90 5,15
2 14,57 15,36
3 23,52 23,52
701 17,95 17,03
702 11,51 11,55
703 11,81 12,97
704 10,13 10,64
705 22,37 21,87
706 16,97 16,79
707 7,76 7,76
708 9,35 9,90
709 7,33 6,60
710 7,24 6,90
711 8,50 8,54
712 19,93 19,00
713 6,82 6,04
715 6,91 6,93
716 7,35 7,05
717 9,44 9,26
718 14,16 15,61
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719
720
721
722
723
724
725
726
727
728
729
730
731
732
733
734
735
Média
Inclinagéo
Parada
R

5,73
6,32
11,30
16,23
11,77
8,39
10,17
6,69
8,01
10,45
11,73
14,39
8,61
7,56
7,35
6,54
8,39
10,79

5,25
6,00
12,75
17,55
12,11
9,72
11,48
6,14
7,50
10,64
11,27
14,87
8,76
7,67
7,56
8,34
7,91
10,92
1,0035
0,0195
0,9873

Quando Brij-35 e EDTA substituiram Triton X-100 e lipase mais a-

ciclodextrina, houve um pouco de clareamento das misturas de reagao turvas.

No entanto, talvez ndo muito quanto no caso quando lipase e alfa-ciclodextrina

foram também usadas. Importante, as absorbancias a 340 nm rapidamente

estabilizaram com taxas zero de mudanga. Desse modo, quanto SR2 (R3) foi

adicionado, a taxa de produgéo de piruvato é precisamente medida e resulta-

dos precisos sdo obtidos mesmo em casos de amostras que parecem leite.

Esse ¢ até mesmo o caso quando o tempo entre a adicdo de R1 e SR2 (R3) e

diminuido em 2-4 minutos, o que pode ser necessario para aplicar o ensaio de

homocisteina da presente invengdo a outros instrumentos automatizados.

Exemplo 11
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Resultados da Mudanca do Agente de Reducéo para TCEP e Alteracdes na

concentracdo de TCEP

Para este exemplo, o agente de redugdo DTE foi substituido
com cloridrato de Tris (2-carboxietilfosfina) (TCEP). TCEP tem a vantagem
de ser estavel em agua purificada por um periodo prolongado de tempo. A
substituicdo de DTE com TCEP reduziu a reagdo de auséncia de reagente
de a partir de cerca de 12 a 15 mA/min para cerca de 4 a 5 mA/min. A au-
séncia de reagente menor permite melhor precisdo do ensaio de homocis-
teina. Para encontrar a concentragdo étima de TCEP para o ensaio de ho-
mocisteina, uma faixa de concentragdo foi testada. Os resultados desses
experimentos sdo dados na Tabela 23.

Tabela 23. Concentragdes de TCEP Variaveis em SR1
Resultados de Homocisteina (pmol/L)

IMx Ensaio de Catch
SR1 A B C D E F
Formulagéo
MAS 1 5,88 6,37 | 6,18 5,48 5,51 4,42 417
MAS 2 14,57 | 16,49 | 15,67 | 15,95 16,03 | 15,80 | 14,77
MAS 3 23,52 | 2319 | 21,98 | 23,33 | 25,11 24,02 | 23,09
PBI20 7,2 5,81 6,24 7,81 8,00 6,95 8,33
PBI22 7,8 7,61 7,66 8,28 8,69 8,44 8,23
PBI36 5,1 4,16 | 4,61 4,71 5,05 5,18 4,71
PBI39 4,6 3,11 4,25 4,38 4,47 3,68 4,09
Doreen 709 | 7,33 6,68 | 6,64 6,71 7,28 6,23 6,43
Média 9,50 9,17 | 9,15 9,58 10,02 9,34 9,22

Concentragbes de TCEP: A=6,3 mM; B=13,85 mM; C=26,44mM:;
D=32,74mM; E=39,03mM; F=52,88mM.

Exemplo 12
Determinacgédo do Efeito de Mudanca do Tamp&o R3 para Fosfato e a Adicao

de Glicerol ao Tampéo

A fim de se ter misturas de enzima que tivessem estabilidade

mais longa e compatibilidade de ensaio, a formulagdo de enzima foi mudada
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para uma mistura que prové vida de prateleira significantemente mais longa
do que a formulagédo anterior. As mudangas significantes envolviam substi-
tuicdo do tampéo Tris com um fosfato e adigéo de glicerol ao tamp&o. Fos-
fato de potassio em concentragdes variando de 50 mM a 500 mM em pH 7,6
foi usado e concentragdes de glicerol variando de 0,5% a 15,0% (v/v) foram
usadas. Como um resultado dessas mudangas, a vida de prateleira foi au-
mentada significantemente de semanas a mais de um ano a 4° C. Em for-
mas preferidas, fosfato de potassio pode variar a partir de cerca de 50 mM a
cerca de 250 mM. Com mais preferéncia, fosfato de potassio pode variar a
partir de cerca de 75 mM a cerca de 150 mM. Uma concentragdo particular-
mente eficaz de fosfato de potassio neste experimento foi 100 mM. Glicerol
pode variar a partir de cerca de 1-15%. Com mais preferéncia, esta faixa é a
partir de cerca de 5-13%. Uma concentragao particularmente eficaz de glice-
rol neste experimento foi 10%.

Exemplo 13
Resultados Obtidos Usando Instrumentos Diferentes

Para determinar o aperfeigopamento global resultante de todas as
mudangas no ensaio, avaliagdes de precisao foram feitas em varios instru-
mentos através de protocolo escrito que é especifico para tal instrumento. A
Tabela 24 descreve os parametros e ajustes usados de acordo com a pre-
sente invengdo com Roche Hitachi 911 e a Tabela 25 descreve os mesmos
pardmetros e ajustes quando Beckman CX-5 € usado. Abaixo estédo as ta-
belas mostrando os resultados desses testes de precisdo. Esses resultados
sdo significantemente melhores do que os que foram obtidos com as formu-
lagbes anteriores do ensaio. Nos instrumentos Hitachi 911 (Tabela 26) e Be-
ckman CX5 (Tabela 27) cada amostra mostrada foi realizada 20X e a preci-
sdo de realizagéo foi determinada. A V.C. percentual para amostras téo bai-
xas quanto 5,92 umol/L foi 3,31% e as amostras na faixa de 23,01 umol/L a
25,4 umol/L foi 1,9% a 2,03%. Uma precisao total (Tabela 28) entre 7,3% e
2,6% foi obtida em amostras com valores de homocisteina de 4,6 umol/L e
27,0 umo/L no Cobas MIRA Plus. Cada amostra foi realizada em duplicata,

2x por dia por um total de 20 dias.
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Tabela 24. Parametros do Método de Homocisteina Catch para o Roche Hi-

tachi 911
Teste THCY
Cddigo de Ensaio Taxa-A, 15
Comprimento de onda (2°/Primario) 376/340
Ponto de Ensaio 35-49-0-0
Soro
Vol. da amostra (Normal) 28
Vol. da amostra (Diminuigéo) 20
Vol. da amostra (Aumento) 30
Urina
Vol. da amostra (Normal) 10
Vo1. da amostra (Diminuigéo) 10
Vol. da amostra (Aumento) 10
Limite ABS. 0-0-Diminuigao
Limite pré-zona 0-O-Inferior

Reagente
T 200pL - 0-0-00322-0
T2 25l - 0-0-00322-0
T3 0-0-0-00322-0
Tipo de Calibragem Linear-2-2-0

Intervalo automatico

Auséncia 0
Duragédo 0
Ponto 2 0
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Completo 0
Mudanca automatica
Muito Cancelar
Garrafa Cancelar
Selecionar testes através do teclado: ENTER
Limite padréao 100
Limite de duplicata 1000
Limite de sensibilidade 0

Limite de ABS S1 (-32000) (32000)
Limite compensado Auséncia
PAGINA 2 DO PARAMETRO
Teste THCY - 00322

Nome do teste

Unidade de THCY: umol/L

Modo dos dados

ja programado (On board)

Nome da descrigao

Homocisteina

Intervalo de controle 0
Fator do instrumento (Y=aX+b)

A 1

B 0

Valores esperados

Definido pelo usuario

Limite técnico

Soro 0-10000
Urina (-99999) (999999)
Conc.- Pos -Amostra- Pre.-
STD Dil.-Calib.
1 0,0-18-28-0-0-501
2 25,2- 26-28-0-0-026

0
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4 0
0
6 0

Para este experimento, T1 & preparado misturando R1 e agua
desionizada na razdo de 9 para 8,1. Os reagentes T2 e T4 correspondem
aos reagentes SR1 e SR2, respectivamente.

Tabela 25. Parametros do Método de Homocisteina Catch para o Beckman
CX-5

Nome do Agente Quimico: HOMOCISTEINA
Nome do teste HOMO
Fator de calculo: 0
Tipo de Reagao: TAXA 1
Modelo Matemético: Linear
Limite do Tempo de Cal: 24 horas
Diregdo da Reagéo: Diminuigéo
N¢ de Calibradores: 2
Unidades: umol/L
Precisao Decimal XXX
Comprimento de Onda Primario: 340nm
Comprimento de Onda Secundario: 380nm
Volume da Amostra: 25 ul

Reagente de injeg¢ao primaria:

A 179 uL

B 22 uL

Reagente de Injecdo Secundaria:

C 14 uL
Tempo de Adigéao: 592 segundos
CALIBRADORES

N2 1 0,00
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Ne 2 24,8
Duragao multiponto
1-2: -0,001
AUSENCIA DO REAGENTE
Leitura inicial: 100 segundos
Leitura final: 200 segundos
Limite ABS Inferior: -1,5
Limite ABS Superior: 1,5
FAIXA UTIL
Limite Inferior: 0,00
Limite Superior: 99999,00
DEPLECAO DO SUBSTRATO
Taxa Inicial: -99,999
ABS Delta 1,5

Para este exemplo, o Reagente A é preparado misturando R1 e

agua desionizada na razédo de 9 para 8,1. Os reagentes B e C correspon-

dendo aos reagentes SR1 e SR2 de MIRA.

Tabela 26. Precisdo de Realizagéo Interna em Hitachi 911

Realizagao Interna

Baixa Desvio padrao 0,224

Média = 8,3 umol/L
% de V.C. 2,17
Média Desvio padrao 0,324

Média = 11,9 pmol/L
% de V.C. 2,71
Alta Desvio padrao 0,516

Média = 25,4 pmol/L
% de V.C. 2,03
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Tabela 27. Preciséo de Realizagdo Interna em Beckman CX5

Realizagao Interna
Baixa Desvio padrao 0,196
Média = 5,92 pmol/L
% de V.C. 3,31
Média Desvio padrao 0,195
Média= 11,12 pmol/L
% de V.C. 1,70
Alta Desvio padrao 0,437
Média = 23,01 pmol/L
% de V.C. 1,90
Tabela 28. Precisdo Total do Roche MIRA-Plus
Dentro da| Entre a
Realiza- | Realiza- |Entre o Dia| Total
céao cao
Baixa E:;gg 031 | 014 004 | 0,34
Média = 4,6 pmol/L
°\/¢;ge 6.6 3,1 0,8 7.3
Média pDaej:gg 040 | 008 023 | 047
Média = 11,6 pmol/L
Lde | 35 0,7 2,0 4,0
Alta Eaedsgg 044 | 039 039 | 071
Média = 27,0 pmol/L
weel 1s 1,5 1,4 2,6

Exemplo 14

Adaptabilidade do Ensaio a um Sistema de 2 Reagentes

A presente invenc¢ao pode ser também adaptada para sistema
que usa apenas dois reagentes. Isso torna a invengao adaptavel para uma

faixa mais ampla de instrumentos incluindo aqueles que podem usar apenas



dois reagentes. A Tabela 29 mostra os contetdos do reagente do sistema de

dois reagentes e a Tabela 30 mostra os pardmetros de MIRA plus de como o

ensaio foi realizado naquele analisador de agente quimico. S0 mostrados

na Tabela 31 os dados de comparagdo obtidos usando o sistema de 3 rea-

gentes versus o sistema de 2 reagentes.

Tabela 29: SISTEMA DE CICLIZAGAO DE CBS/CBL/LDH: Componentes
do Reagente para 2 Reagentes

Agente Quimico Concentragéo
Reagente 1
TRIS 250 mM
EDTA 2,5mM
Serina 1,295 mM
Lactato desidrogenase >800 U/L
NADH 1,06 mM
Brij 35 0,025% v/v
Azida de sddio 7,7mM
TCEP 4,05 mM
pH=38,2
Reagente SR1
CBS 28,5 KU/L
CBL 9,4 KU/L
Glicerol 10%
Sorbitol 1%
Fosfato de piridoxal 5uM
Azida de sédio 7,7mM
Fosfato de potassio 100 mM

pH=7,6
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Tabela 30: Sistema de Ciclizagdo de CBS/CBL/LDH: Parametros de Cobas MIRA

Parametro Ajuste Parametro Ajuste
GERAL
Modo de medigdo Absorcao Fator de converséo 1,00
Modo de reagdo R-S-SR1 Compensagao 0,00
Modo de calibragem | Regresso Linear
Auséncia de reagente Reag/Sol Faixa de teste Baixa operante
Limpador Nenhum Alta operante
Comprimento de onda 340 nm Faixa normal Baixa ndo
Posicéo decimal 2 Alta nao
Unidade pmol/L
Numero de etapas 1
ANALISE
Fator de Pés-dil. nao Etapa A de calculo cinética
Fator de conc. nao Leituras Primeira 19
Ultima 30
Ciclo da amostra 1 Limite de reagé@o nao
Volume 20,0uL
Nome do diluente H,O
CALIBRAGEM
Volume 45,0 uL Intervalo de calibragem | cada realizagdo
Ciclo do reagente 1 Auséncia Sol-pos 1
Volume 137 uL Faixa de reagente Baixa nao
Alta nao
Ciclo de R1 inicial 16 Faixa de auséncia Baixa nao
Volume 13 pL Alta nao
Nome do diluente H,O
Volume 10 uL Posi¢éo padréo 1
1 0,0 pmol/L
CALCULO 2 8,5 umol/L
Limite da amostra N3o 3 17,2 pmol/L
Direg&o de reagéo Diminuigdo 4 25,2 pmol/L
Checagem Inoperante S 43,0 umol/L
Excesso de antigeno Nio 6 ndo
) 7_ né&o
Reéplica duplicata
Desvio
Padréo de corregao nao
Controle
Posigao CS1 nao
Posigao CS2 nao
Posigao CS3 nao
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Tabela 31. Comparagéo do Sistema de 2 Reagentes versus Sistema de 3

Reagentes
Ensaio de Hci da Catch Inc.
Amostras IMx (umol/L)
(umol/L)
Sistema de 2 Rea-| Sistema de 3 Rea-
gentes gentes
MAS 1 5,88 5,55 5,17
MAS 2 14,57 16,14 15,70
MAS 3 23,52 23,99 23,47
P10 8,90 9,32 9,65
P11 7,60 7,45 7,27
P33 7,80 8,11 8,29
P34 5,93 5,21 5,69
754+848 16,00 15,68 16,15
Média 11,28 11,43 11,42
Exemplo 15

Adaptabilidade da Presente Invencdo para Uso com Calibragem de Ponto

Unico

O ensaio de homocisteina da presente invengdo também foi
adaptado usando um ponto de calibragem Gnico, com o calibrador zero
servindo como a auséncia. A Tabela 32 abaixo mostra os parametros
para realizagdo de uma calibragem de ponto Unico no instrumento
MIRA. Os dados abaixo (Tabela 33) mostram que uso de calibragem
por ponto Gnico no modo de média de inclinagdo gera resultados que
séo substancialmente equivalentes ao uso da curva de calibragem mul-
tiponto.
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Tabela 32: Sistema de Ciclizagdo de CBS/CBL/LDH: Pardmetros Cobas MIRA para Cali-
bragem de Ponto Unico

Parametro Ajuste Parémetro Ajuste
GERAL
Modo de medicao Absorgao Fator de conversdo 1,00
Modo de reagéo R-S-SR1 Compensacéo 0,00
Modo de calibragem | Regresséo Linear
Auséncia de reagente Reag/Sol Faixa de teste Baixa operante
Limpador Nenhum Alta operante
Comprimento de onda 340 nm Faixa normal Baixa nao
Posi¢ado decimal 2 Alta néo
Unidade umol/L
Numero de etapas 1
ANALISE
Fator de Pés-dil. nao Etapa A de célculo cinética
Fator de conc. nao Leituras Primeira 19
Ultima 30
Ciclo da amostra 1 Limite de reagéo nao
Volume 20,0 ul
Nome do diluente H,0
CALIBRAGEM
Volume 45,0 pL Intervalo de calibragem | cada realizagdo
Ciclo do reagente 1 Auséncia Sol-pos 1
Volume 137 pL Faixa de reagente Baixa naéo
Alta nao
Ciclo de R1 inicial 16 Faixa de auséncia Baixa néao
Volume 13 ul Alta ndo
Nome do diluente H.O
Volume 10 pL Posigdo padrao 4
1 25,2 umol/L
CALCULO 2 néo
Limite da amostra Nao 3 nao
Direc¢éo de reagéo Diminui¢éo Réplica duplicata
Checagem Inoperante Desvio
Excesso de antigeno Nao
Padrao de corregao nao
Controle
Posi¢éo CS1 nao
Posi¢do CS2 nao
Posi¢cdo CS3 nao
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Tabela 33. Calibragem de Ponto Unico Versus Multi-ponto

Amostras IMx (umol/L) Ensaio Hci da Catch Inc. (umol/L)
ng?][gg&rl?cge Calibragem Multiponto
MAS 1 5,88 5,03 5,17
MAS 2 14,57 15,18 15,70
MAS 3 23,52 22,97 23,47
PBI 10 8,90 8,82 9,65
PBI 11 7,60 8,26 7,27
PBI 33 7,80 8,05 8,29
PBI 34 5,93 5,80 5,69
754+848 16,00 15,17 16,15
Média 11,28 11,16 11,42

Exemplo 16
Estudo de Ensaios de Homocisteina Descritos no WO 0/28071
A publicagdo PCT WO 00/28071 descreve em detalhes dois en-

saios de homocisteina. Na "primeira modalidade", o ensaio é realizado sem

uma etapa de redugdo. Para converter este método em um (til para medi-
¢Oes de homocisteina de plasma humano, ou uma etapa de redugéo fora de
servico separada ou uma homogénea deve ser incorporada. A Publicagio
WO 00/28071 descreve uma etapa de redugao fora de servigo separada tal-
vez porque um sistema de ciclizagéo de piruvato oxidase seja usado. A eta-
pa confere uma incubagdo de 20 minutos antes que o espécime reduzido
possa ser analito, o0 que aumenta bastante o tempo de ensaio total e custo
de trabalho. Além disso, se a amostra tiver que se ensaiada por mais de um
analisado no laboratério clinico, a amostra de soro ou plasma primaria deve
ser dividida em duas aliquotas, uma para o teste de homocisteina e uma
para o outro teste de laboratério dirigido. Em contraste, a presente invencéo
permite redugdo homogénea uma vez que um sistema de ciclizagdo de LDH
é usado (Exemplo 7).

Aqui, no Exemplo 16 (Tabela 34), € mostrado que DTT de fato

interfere com o sistema de detecgdo de piruvato oxidase descrito na "segun-
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da modalidade" do WO 00/28071. Em particular, as composi¢des reagente e
de DTT descritas na "segunda modalidade" foram usadas, e ensaios com e
sem DTT foram realizados contra padres de piruvato conhecidos (12,5, 25
e 50 umol/L) usando um instrumento Cobas FARAS. No caso do teste de
DTT, 40 pL de cada padrao foram misturados com 30 uL de solugdo de DTT,
seguido por incubagdo por 100 segundos. Em seguida, 90 uL de reagente
de piruvato oxidase foram adicionados e incubados por 30 segundos. As
leituras de absorbéncia foram entédo tomadas em 30, 60, 90, 120, 150, 180 e
210 segundos. No "teste sem DTT", o mesmo procedimento foi seguido ex-
ceto que nenhum DTT foi adicionado. A Tabela 34 descreve os resultados
deste experimento usando as leituras de 210 segundos. As Figuras 15 e 16

ilustram ainda os resultados deste teste.

Tabela 34. Efeito do DTT sobre o sistema de detecgao de piruvato PO/HRP

SEMDTT |COMDTT

Auséncia 0,0021 -0,0021
Fator 2212 -11765
Padréao 50 pmol/L 51,5 35,3
Padrao 25 pmol/L 241 0,0
Padrédo 12,5 pmol/L 9,7 -21,2

Mudanga delta a 30 segundos (padrdo 50 pmot) 0,0643 -0,0062
Mudanga delta a 90 segundos (padrao 50 pmol) 0,0890 -0,0103
Mudanga delta a 120 segundos (padrao 50 pmol) 0,0903 -0,0113
Mudanga delta a 210 segundos (padrao 50 umol) 0,0906 -0,0113

Esses dados demonstram claramente a necessidade da etapa
de redugéo separada descrita na "segunda modalidade" do WO 00/28071. A
presenca de redutor interfere com o sistema de detecgdo de piruvato oxida-
se usado para o ensaio de piruvato. Desse modo, os dados apresentados
aqui confirmam que a etapa de reducao fora de servigo separada que con-
some muito tempo € essencial na "segunda modalidade”. Em adigdo, a eta-
pa de redugao fora de servigo descrita no WO 00/28071 vai provavelmente
elevar significantemente a complexidade do ensaio e custo relativo a pre-

sente invengéo.
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Embora a invengdo acima tenha descrito em alguns detalhes a
titulo de ilustragcdo e exemplo para propédsitos de esclarecimento de compre-
enséo, sera obvio que certas mudangas e modificagdes podem ser pratica-
das dentro do escopo das reivindicagdes apensas. O escopo da invengio
deve, entdo, ser determinado ndo com referéncia a descricdo acima, mas
pelo contrario, deve ser determinado com referéncia as reivindicagdes apen-
sas junto com seu escopo completo de equivalentes.

Todas as publicagdes e documentos de patente citados neste
pedido sdo incorporados aqui a titulo de referéncia em sua totalidade para
todos os propositos até o mesmo ponto como se cada publicagéo individual

ou documento de patente fosse individualmente indicado.
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<170> PatentIn versdo 3.1

<210> 1

<211> 30

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Iniciador PCR

<220>
<221> caracteristica variada

<223> Descrigdo de Sequéncia Artificial: Iniciador PCR

<400> 1
cgacggatcc gatggcggac aaaaagcttg 30

<210> 2

<211> 29

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Iniciador PCR



<220>
<221> caracteristica variada

<223> Descrigdo de Sequéncia Artificial:

<400> 2
cgcagcagct gttatacaat tcgcgcaaa

<210> 3

<211> 29

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Iniciador PCR

<220>

<221> caracteristica variada

<223> Descrigdo de Sequéncia Artificial:

<400> 3
cggggatcct gatgcatgca tgataagga

<210> 4

<211> 27

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Iniciador PCR

<220>

<221> caracteristica variada

<223> Descricgdo de Sequéncia Artificial:

<400> 4
cggcattacc gtttcactaa tttattg

<210> 5
<211> 25
<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

Iniciador PCR

29
Iniciador PCR

29
Iniciador PCR

27



<220>
<223> Iniciador PCR

<220>
<221> caracteristica variada

<223> Descrigdo de Sequéncia Artificial:

<400> 5
gttggatccg gcattaccgt ttcac

<210> 6

<211> 30

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Iniciador PCR

<220>
<221> caracteristica variada

<223> Descricgdo de Sequéncia Artificial:

<400> 6
ggtggatcca tcaatagata cgtacgtcct

<210> 7

<211> 25

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Iniciador PCR

<220>

<221> caracteristica variada

<223> Descricdo de Sequéncia Artificial:

<400> 7
ttttagttta tgtatgtgtt ttttg

<210> 8

<211> 41

<212> DNA

<213> Artificial

Iniciador PCR

25
Iniciador PCR

30
Iniciador PCR

25



<220>
<223> Iniciador PCR

<220>
<221> caracteristica variada

<223> Descrigdo de Sequéncia Artificial: Iniciador PCR

<400> 8

aacacataca taaactaaaa atgactaaat ctgagcagca a 41

<210> 9

<211> 39

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Iniciador PCR

<220>
<221> caracteristica variada

<223> Descrigdo de Sequéncia Artificial: Iniciador PCR

<400> 9
atgatgatga tgatgatgac ctgctaagta gctcagtaa 39

<210> 10

<211> 36

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Iniciador PCR

<220>
<221> caracteristica variada

<223> Descricdo de Sequéncia Artificial: Iniciador PCR
<400> 10

catcatcatc atcatcatta aataagaacc cacget 36

<210> 11
<211> 30



<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>

<223>

<400>

DNA

Artificial

Consensus MetR receptor Sequence

caracteristica variada

Descricdo de Sequéncia Artificial:

11

gttaatgttg aacaaatctc atgttgcgtg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>

<223>

<400>

12
35
DNA

Artificial

Iniciador PCR

caracteristica variada

Descricdo de Sequéncia Artificial:

12

gcgggtcgac tatgactaaa tctgagcagc aagcecce

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>

<223>

<400>

13
31
DNA

Artificial

Iniciador PCR

caracteristica variada

Descricdo de Sequéncia Artificial:

13

gcgtgecggee gecgttatget aagtagcetca g

<210>

14

Sequéncia de receptor MetR Consenso

30
Iniciador PCR

35
Iniciador PCR

31



<211> 1524
<212> DNA

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 14

atgactaaat
accccattga
gctaagctgg
gtggaagaag
acttctggta
atcatcacct
gctgaaatca
gttgctaaga
atgatgaacc
gacttgaatt
attagcggta
gagggattcg
tacaaagttg
gatgtttggt
aacgaaggtg
tgtgaagacc
atcaggtcgt
gatgatgacg
gctgatgtgt
aaggaaaccg
ttgcctgtgt
agaaaactat
ttcaagaaat
aagaagttta
aaaaactcat

gatttactga

<210>
<211>
<212>
<213>

15
43
DNA

<220>

<223>

<220>

<221>

<223>

<400> 15

ctgagcagca
tcgcactgaa
aactatacaa
ctgaagcttc
acaccggtat
tgccggaaaa
tcagaactcc
agttggaaaa
cagaagctca
tatttgataa
tttccaagta
gttcaatttt

agggtattgg
ataagacaga

tcttggtggg
accctgaact
acctaaccaa
tgttggceeg
ttggtaacgc
ctaaggtcac
tgactgaaga
caatcaataa
taaacaattt
ttaaattcga
ctgccgttat
gctacttage

Iniciador PCR

agccgattca
aaaattgcct
tccaggtggt
cggtagaatt
cggtctagcet
aatgtctaac
aactgctgcet
agagattcct
ttactttggt
tctacgeget
cttgaaagaa
agcccaacct
ttatgatttt
cgacaagcct
tggttcttcce
gactgaagat
attcgtcgat
ttttgactct
tactgtaaag
tgatgttatc
cggcaagttg
ttcaaacaac
caatgatgtt
tgaaaactca
cactgatggc
ataa

Sequéncia Artificial

caracteristica variada

Descricdo de Sequéncia Artificial:

agacataacg
aaggctttgg
tccatcaaag
catccttcecceca
ttaatcggeg
gagaaagttt
gcctgggatt
ggtgctgtta
actggtcgcg
gttgttgctg
cagaatgata
gaaaacttga
gttcctcagg
tctttcaaat
ggttctacct
gatgtcattg
gacgaatggt
tcaaagctgg
gatcttcact
aagatattaa
tctggtttag
gacaacacta
tcctettaca
aagctatctg

ttgaaaccaa

ttatcgactt
gtatcaaacc
acagaattgce
gatctactct
ccatcaaagg
ctgtcctaaa
ctccagaatc
tacttgacca
aaatccaaag
gtgctggtac
agatccaaat
ataagactga
ttttggacag
acgccagaca
tcactgecggt
ttgccatatt
tgaaaaagaa
aggcttcgac
tgaaaccggt
aagacaatgg
ttactctctce
taaagggtaa
acgaaaataa
acttgaatcg
tccatatecgt

Iniciador PCR

ctatatcgta ataatgacta aatctgagca gcaagccgat tca

agttggtaac
acaaatttat
caagtctatg
gatcgaacct
ttacagaact
ggctctgggt
acatattggt
atataacaat
acagctagaa
tggtgggact
cgttggtgcet
tatcactgac
aaaattaatt
attgatttct
tgtgaaatac
cccagattce
caatttgtgg
gacaaaatac
tgtttcegtt
ctttgaccaa
tgagcttcta
atacttggac
atccggtaag
tttctttgaa
tactaagatg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1524

43



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>

<223>

<400>

16

40

DNA

Sequéncia Artificial

Iniciador PCR

caracteristica variada

Descricdo de Sequéncia Artificial:

16

Iniciador PCR

agggctegag gatcccgggg gtgctattat gaatgcacgg 40

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>

<223>

<400>

17

35

DNA
Artificial

Iniciador PCR

caracteristica variada

Descricdo de Sequéncia Artificial:

17

cggggatcecg acgttttgee cgcaggcggg aaacce

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>

<221>

<223>

<400>

18
39
DNA

Artificial

Iniciador PCR

caracteristica variada

Descricdo de Sequéncia Artificial:

18

Iniciador PCR

35

Iniciador PCR

agatttagtc attattacga tatagttaat agttgatag 39



<210> 19
<211> 42

<212>
<213>

<400> 19
Met Arg Gly

1
Gly

Pro

Ser

Ser

65

Asn

His

Cys

Ala

Glu

145

Thr

Leu

Thr

Val

Val

225

Ala

Val

Met

Leu

Lys

Gly
Met
Lys
50

Ser
Arg
Phe
Val
Phe
130
Pro
Thr
Gln
Met
Val
210
Leu
Thr
Cys
Gly
Arg

290
val

8

PRT

Gln

Ala

35

Lys

Leu

Ala

Ser

Leu

115

Ile

Ser

Ser

Pro

Glu

195

Pro

Phe

Lys

Asn

Gln

275

Thr

Ala

Ser

Gln

20

Asp

Tyr

Val

Asn

Leu

100

Phe

Glu

Gln

Trp

Asn

180

Val

Asp

Lys

Tyr

Ala

260

Met

Leu

Glu

His

Met

Lys

Thr

Phe

Gly

85

Gln

Pro

Gln

Asp

Phe

165

Thr

His

Ala

Ala

Leu

245

Arg

vVal

Gly

Trp

Escherichia coli

His

Gly

Lys

Leu

Asp

70

Glu

Gln

Cys

Gly

Phe

150

Asp

Lys

Asp

Ile

Leu

230

Val

Cys

Asp

val

Leu

His

Arg

Leu

Gly

55

Ser

Leu

Ala

Gly

Asp

135

Cys

Pro

Ile

Val

Ile

215

Asp

Gly

Trp

Ala

Arg

295
Ala

His

Asp

Asp

40

Ala

val

Phe

Met

Ala

120

His

Ser

Leu

Val

Pro

200

Met

Phe

His

Glu

Asp

280

Leu

Glu

His

Leu

25

Thr

vVal

Glu

Tyr

Cys

105

Ala

Val

Lys

Ile

Phe

185

Ala

Ile

Gly

Ser

Gln

265

Thr

Arg

His

His

10

Tyr

Gln

Asn

Ala

Gly

90

Glu

Ala

Leu

Ile

Gly

170

Leu

Ile

Asp

Ile

Asp

250

Leu

Ala

Gln

Pro

Gly

Asp

Leu

Ser

Lys

75

Arg

Leu

Val

Met

Leu

155

Ala

Glu

Val

Asn

Asp

235

Ala

Arg

Tyr

His

Gln

Met

Asp

Val

Val

60

Lys

Arg

Glu

Ala

Thr

140

Ser

Asp

Ser

Ala

Thr

220

val

Met

Glu

Ile

His

300
val

Ala
Asp
Asn
45

Ile
His
Gly
Gly
Asn
125
Asn
Lys
Ile
Pro
Ala
205
Trp
Ser
Ile
Asn
Thr
285

Glu

Ala

Ser
Asp
30

Ala
Gln
Ala
Thr
Gly
110
Ser
Thr
Leu
Val
Gly
190
vVal
Ala
Ile
Gly
Ala
270
Ser

Ser

Arg

Met
15

Lys
Gly
Arg
Thr
Leu
95

Ala
Ile
Ala
Gly
Lys
175
Ser
Arg
Ala
Gln
Thr
255
Tyr
Arg

Ser

Val

Thr

Asp

Arg

Ala

Arg

80

Thr

Gly

Leu

Tyr

val

160

His

Ile

Ser

Gly

Ala

240

Ala

Leu

Gly

Leu

Asn



305

His
Phe
Asn
Met
Pro
385

Gly

Ile

Pro

Thr

Asn

Ala

370

Glu

Thr

Ala

<210> 20
<211> 12

<212>
<213>

<400> 20
Met Ser Pro

1
Thr

Tyr
Gly
Leu
65

Met
Gly
Lys
Met
Gly
145

Val

val

Arg

Glu

Leu

50

Thr

Leu

Ala

Asp

Leu

130

Asp

Val

Cys

Ala
Gly
Glu
355
Tyr
His
Leu

Asp

52

PRT
Saccharomyces

Leu
Arg
35

Glu
Gln
Gly
Val
Phe
115
Lys
His
Leu

Phe

Leu
Ser
340
Glu
Ser
Ile

Ile

Leu
420

Ile
Leu
20

Asp
Phe
Ser
Gly
Leu
100
Glu
Met
Val

Tyr

Lys
180

Pro
325
Ser
Leu
Trp
Ala
Arg

405
Asp

Leu

Leu

Glu

Pro

Met

Cys

85

Asp

Thr

Phe

Thr

Met

165
Lys

310
Gly Ser Lys

Gly Leu Phe

Ala Asn Tyr
360
Gly Gly Tyr
375
Ala Ile Arg
390
Leu His Ile

Ala Gly Phe

cerevisiae

Gly Tyr Trp

Glu Tyr Leu

Gly Asp Lys
40
Asn Leu Pro
55
Ala Ile Ile
70
Pro Lys Glu

Ile Arg Tyr

Leu Lys Val
120
Glu Asp Arg
135
His Pro Asp
150
Asp Pro Met

Arg Ile Glu

Gly
Ser
345
Leu
Glu
Pro

Gly

Ala
425

Lys
Glu
25

Trp
Tyr
Arg
Arg
Gly
105
Asp
Leu
Phe

Cys

Ala
185

His
330
Phe
Asp
Ser
Gln
Leu

410
Arg

Ile
10

Glu
Arg
Tyr
Tyr
Ala
90

Val
Phe
Cys
Met
Leu

170
Ile

315
Glu

Val
Asn
Leu
Gly
395

Glu

Ile

Lys
Lys
Asn
Ile
Ile
75

Glu
Ser
Leu
His
Leu
155

Asp

Pro

Phe
Leu
Phe
Ile
380
Glu

Asp

Val

Gly
Tyr
Lys
Asp
60

Ala
Ile
Arg
Ser
Lys
140
Tyr

Ala

Gln

Trp
Lys
Ser
365
Leu

Ile

Val

Leu
Glu
Lys
45

Gly
Asp
Ser
Ile
Lys
125
Thr
Asp

Phe

Ile

Lys
Lys
350
Leu
Ala

Asp

Asp

Val

Glu

30

Phe

Asp

Lys

Met

Ala

110

Leu

Tyr

Ala

Pro

Asp
190

Arg
335
Lys
Phe
Asn

Phe

Asp
415

Gln
15

His
Glu
Val
His
Leu
95

Tyr
Pro
Leu
Leu
Lys

175
Lys

320
Asp

Leu

Ser

Gln

Ser

400

Leu

Pro

Leu

Leu

Lys

Asn

80

Glu

Ser

Glu

Asn

Asp

160

Leu

Tyr



Leu
Thr
Phe
225
Lys
Gly
Ile
Ser
Ser
305
Gly
Arg
Val
Ala
Lys
385
Asn
Leu
Ala
Gln
Leu
465
Val
Leu
Ala
Gly
Leu

545

Ser

Lys
Phe
210
Gln
Ser
Asn
Lys
Ile
290
Gly
Asn
Thr
Leu
Trp
370
Glu
Pro
Glu
Gly
Asn
450
Ala
Glu
Ile
Arg
Ser
530

Thr

Tyr

Ser
195
Gly
Gly
Glu
Thr
Pro
275
Lys
Arg
Thr
Ile
Lys
355
Asp
Ile
Glu
Asp
Thr
435
Asp
Gln
Gly
Asp
Gln
515
Ala

Glu

Leu

Ser

Gly

Pro

Gln

Pro

260

Gln

Asp

Ile

Gly

Ile

340

Ala

Ser

Pro

Ala

Leu

420

Gly

Lys

Pro

Ile

Val

500

Leu

Phe

Asp

Thr

Lys

Gly

Leu

Gln

245

Leu

Ile

Arg

His

Ile

325

Thr

Leu

Pro

Gly

His

405

Asn

Gly

Ile

Glu

Gly

485

Trp

Ile

Thr

Asp

Lys

Tyr
Asp
Gly
230
Ala
Ile
Tyr
Ile
Pro
310
Gly
Leu
Gly
Glu
Ala
390
Tyr
Leu
Thr
Gln
Asn
470
Tyr
Tyr
Ser
Ala
val

550
Phe

Ile

His

215

Ser

Asp

Ala

Ala

Ala

295

Ser

Leu

Pro

Ala

Ser

375

vVal

Phe

Phe

Ile

Ile

455

Leu

Asp

Lys

Asn

Val

535

Ile

Val

Ala

200

Pro

Pro

Ser

Leu

Lys

280

Lys

Arg

Ala

Glu

Glu

360

His

Ile

Gly

Asp

Ser

440

Val

Asn

Phe

Thr

Glu

520

Val

val

Asp

Trp

Pro

Gly

Arg

Lys

265

Leu

Ser

Ser

Leu

Lys

345

Ile

Ile

Leu

Thr

Asn

425

Gly

Gly

Lys

Val

Asp

505

Gly

Lys

Ala

Asp

10

Pro

Lys

Ile

His

250

Lys

Glu

Met

Thr

Ile

330

Met

Ile

Gly

Asp

Gly

410

Leu

Ile

Ala

Thr

Pro

490

Asp

Val

Tyr

Ile

Glu

Leu

Ser

Pro

235

Asn

Leu

Leu

Val

Leu

315

Gly

Ser

Arg

Val

Gln

395

Arg

Arg

Ser

Asp

Asp

475

Gln

Lys

Leu

Cys

Phe

555
Trp

Gln
Asp
220
Gly
vVal
Pro
Tyr
Glu
300
Ile
Ala
Asn
Thr
Ala
380
Tyr
Glu
Ala
Lys
Pro
460
Ile
Val
Pro
val
Glu
540

Pro

Leu

Gly
205
Leu
Ser
Ile
Lys
Asn
285
Glu
Glu
Ile
Glu
Pro
365
Lys
Asn
Ile
Val
Tyr
445
Phe
Thr
Leu
Ser
Gly
525
Asp

Asp

Lys

Trp

Glu

Thr

Asp

Ala

270

Pro

Ala

Pro

Lys

Lys

350

Thr

Lys

Asn

Gln

val

430

Leu

Gly

Asp

Asp

Phe

510

Gly

His

Ser

Lys

Gln

Val

Met

Leu

255

Leu

Gly

Glu

Thr

Gly

335

vVal

Ala

Leu

Met

Arg

415

Ala

Lys

Ser

Tyr

Arg

495

Lys

Ser

Pro

Ile

Asn

Ala

Leu

Thr

240

Val

Gly

Gly

Ala

Ser

320

Tyr

Ser

Ala

Glu

Met

400

Gln

Gly

Glu

Ile

Lys

480

Lys

Tyr

Ser

Glu

Arg

560

Asn



Leu
Ala
Asp
Thr
625
Val
Leu
Lys
Ser
Asp
705
Ser
Lys
Ala
Ile
Tyr
785
Ile
Pro
Gly
Leu
Gly
865
Glu
Ala

Tyr

Leu

Trp
Ser
Leu
610
Asp
Leu
Leu
Gly
Ser
690
Glu
Ser
Met
Asp
Ala
770
Ala
Ala
Ser
Leu
Pro
850
Ala
Ser
Val

Phe

Phe
930

Asp
Thr
595
His
Val
Thr
Arg
Lys
675
Tyr
Asn
Ala
Asp
Ser
755
Leu
Lys
Lys
Arg
Ala
835
Glu
Glu
His
Ile
Gly

915
Asp

Asp
580
Thr
Leu
Ile
Glu
Lys
660
Tyr
Asn
Ser
Val
Leu
740
Arg
Lys
Leu
Ser
Ser
820
Leu
Lys
Ile
Ile
Leu
900

Thr

Asn

565
Asp

Lys
Lys
Lys
Asp
645
Leu
Leu
Glu
Lys
Ile
725
Leu
His
Lys
Glu
Met
805
Thr
Ile
Met
Ile
Gly
885
Asp

Gly

Leu

Val
Tyr
Pro
Ile
630
Gly
Ser
Asp
Asn
Leu
710
Thr
Ser
Asn
Leu
Leu
790
Val
Leu
Gly
Ser
Arg
870
Val
Gln

Arg

Arg

Leu

Ala

Val

615

Leu

Lys

Ile

Phe

Lys

695

Ser

Asp

Tyr

Val

Pro

775

Tyr

Glu

Ile

Ala

Asn

855

Thr

Ala

Tyr

Glu

Ala
935

Ala
Asp
600
Val
Lys
Leu
Asn
Lys
680
Ser
Asp
Gly
Leu
Ile
760
Lys
Asn
Glu
Glu
Ile
840
Glu
Pro
Lys
Asn
Ile

920
val

Arg
585
Val
Ser
Asp
Ser
Asn
665
Lys
Gly
Leu
Leu
Ala
745
Asp
Ala
Pro
Ala
Pro
825
Lys
Lys
Thr
Lys
Asn
905

Gln

vVal

11

570
Phe

Phe
Val
Asn
Gly
650
Ser
Leu
Lys
Asn
Lys
730
Met
Leu
Leu
Gly
Glu
810
Thr
Gly
val
Ala
Leu
890
Met

Arg

Ala

Asp
Gly
Lys
Gly
635
Leu
Asn
Asn
Lys
Arg
715
Pro
Thr
Val
Gly
Gly
795
Ala
Ser
Tyr
Ser
Ala
875
Glu
Met

Gln

Gly

Ser
Asn
Glu
620
Phe
vVal
Asn
Asn
Lys
700
Phe
Ile
Lys
Gly
Ile
780
Ser
Ser
Gly
Arg
val
860
Ala
Lys
Asn

Leu

Ala
940

Ser
Ala
605
Thr
Asp
Thr
Asp
Phe
685
Phe
Phe
His
Ser
Asn
765
Lys
Ile
Gly
Asn
Thr
845
Leu
Trp
Glu
Pro
Glu

925
Gly

Lys
590
Thr
Ala
Gln
Leu
Asn
670
Asn
Ile
Glu
Ile
Glu
750
Thr
Pro
Lys
Arg
Thr
830
Ile
Lys
Asp
Ile
Glu
910

Asp

Thr

575

Leu
Val
Lys
Leu
Ser
655
Thr
Asp
Lys
Lys
Val
735
Gln
Pro
Gln
Asp
Ile
815
Gly
Ile
Ala
Ser
Pro
895
Ala

Leu

Gly

Glu
Lys
Val
Pro
640
Glu
Ile
Val
Phe
Asn
720
Thr
Gln
Leu
Ile
Arg
800
His
Ile
Thr
Leu
Pro
880
Gly
His
Asn

Gly



Thr

945

Gln

Asn

Tyr

Tyr

Ser

1025

Ala

Val

Phe

Val

Tyr

1105

Pro

Ile

Gly

Ser

Asp

1185

Asn

Leu

Thr

Ser

<210
<211
<212
<213

Ile Ser Gly Ile Ser Lys Tyr Leu
950
Ile Val Gly Ala Asp Pro Phe Gly
965
Leu Asn Lys Thr Asp Ile Thr Asp
980 985
Asp Phe Val Pro Gln Val Leu Asp
995 1000
Lys Thr Asp Asp Lys Pro Ser Phe
1010 1015
Asn Glu Gly Val Leu Val Gly Gly
1030
Val val Lys Tyr Cys Glu Asp His
1045
Ile Val Ala Tle Phe Pro Asp Ser

1060 1065
Val Asp Asp Glu Trp Leu Lys Lys Asn Asn Leu

1075 1080

12
Lys
Ser
970
Tyr
Arg
Lys

Ser

Pro
1050

Glu

955

Ile

Lys

Lys

Tyr

Ser

1035

Glu

Gln Asn Asp

Leu Ala Gln

Val Glu Gly
990
Leu Ile Asp
1005
Ala Arg Gln
1020
Gly Ser Ala

Leu Thr Glu

Ile Arg Ser Tyr Leu

1070
Trp Asp Asp Asp

1085

Leu Ala Arg Phe Asp Ser Ser Lys Leu Glu Ala Ser Thr

1090 1095

1100

Ala Asp Val Phe Gly Asn Ala Thr Val Lys Asp Leu His

1110

1115

Val Val Ser Val Lys Glu Thr Ala Lys Val Thr Asp Val

1125

1130

Leu Lys Asp Asn Gly Phe Asp Gln Leu Pro Val Leu Thr

1140 1145

1150

Lys

Pro

975

Ile

Val

Leu

Phe

Asp

105
Thr

Thr

Leu

Ile

113
Glu

Ile
960
Glu

Gly

Trp

Ile

Thr
1040

Asp
5

Lys

Lys

Lys
1120

Lys
5

Asp

Lys Leu Ser Gly Leu Val Thr Leu Ser Glu Leu Leu Arg Lys Leu

1155 1160

1165

Ile Asn Asn Ser Asn Asn Asp Asn Thr Ile Lys Gly Lys

1170 1175

1180

Phe Lys Lys Leu Asn Asn Phe Asn Asp Val Ser Ser Tyr

1190

1195

Lys Ser Gly Lys Lys Lys Phe Ile Lys Phe Asp Glu Asn

1205

1210

Ser Asp Leu Asn Arg Phe Phe Glu Lys Asn Ser Ser Ala

1220 1225

1230

Tyr

Asn

Ser

121
Val

Leu

Glu
1200

Lys
5

Ile

Asp Gly Leu Lys Pro Ile His Ile Val Thr Lys Met Asp Leu Leu

1235 1240
Tyr Leu Ala
1250

> 21
> 1188
> DNA

> Escherichia coli

1245



<400> 21

atggcggaca
cteggegegg
gccaaaaaac
acgttaaccc
gtgctatttc
ggcgatcatg
atcctcagceca
gttaagcatc
atggaagtcc
atcattatga
atcgatgttt
ggcactgeceg
ggccagatgg
gtgcgtttge
ccgcaagttg
aaacgagact
aatgaagagc
ggcgggtatg
caaggcgaga
gacgatctga

aaaagcttga
taaatagcgt
acgcgacacg
atttctcett
cctgecgggge
tgttgatgac
aactgggcgt
tgcagccaaa
acgacgttcce
tcgacaacac
ctattcaagc
tgtgcaatgc
tcgatgeccga
gtcaacatca
cgcgagttaa
ttacaggcag
tggcgaacta
aatcgttgat
tcgattttag
ttgccgatct

tactcaactg
gattcagcgce
taatcgecgcece
acaacaagcg
ggcagcggtt
caacaccgcc
aacgacatca
cactaaaatc
ggcgattgtt
ctgggcagcce
cgccaccaaa
ccgttgetgg
taccgectat
tgaaagcagt
ccaccctget
cagcgggcta
tctggataac
cctggcaaat

cgggaccttg
ggacgccggt

13

gtgaatgcag
gcttcttege
aatggagagt
atgtgtgaac
gctaattcca
tatgaaccga
tggtttgatce
gtgtttctgg
gccgcecgtac
ggtgtgctgt
tatctggttg
gagcagctac
ataaccagcc
ctgaaagtgg
ctgcctggceca
ttttectttg
ttcagtttat
caaccagaac
attcgecctge
tttgcgecgaa

gacgcagcaa
tggtctttga
tgttctatgg
tggaaggtgg
ttcttgettt
gtcaggattt
cgctgattgg
aatcgccagg
gcagtgtggt
ttaaggcgcet
ggcattcaga
gggaaaatgc
gtggcctgeg
ctgaatggct
gtaaaggtca
tgcttaagaa
tcagcatggce
atatcgccege
atattggtct
ttgtataa

aaaatacact
cagtgtagaa
acggcgegga
cgcaggectge
tatcgaacag
ctgtagcaaa
tgccgatatce
ctccatcacc
gccggatgece
ggattttgge
tgcgatgatt
ctatctgatg
cacattaggt
ggcagaacat
cgaattctgg
aaaactcaat
ctactcgtgg
cattcgccecca

ggaagatgtc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1188
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REIVINDICAGOES

1. Método de ensaio de ciclizagao enzimatica para avaliagédo da
quantidade de homocisteina e/ou cistationina em uma amostra, caracteriza-
do pelo fato de que compreende:

(a) contato da amostra contendo homocisteina e/ou cistationina
para formar uma mistura de reagdo, com um agente de redugéo e cistationi-
na B-sintase, L-serina, e cistationina p-liase, por um periodo de tempo sufici-
ente para catalisar a conversao ciclica de homocisteina em cistationina e a
reconversao de cistationina em homocisteina com a produgéo de piruvato e
amonia;

(b) determinagéo da quantidade de piruvato e/ou aménia presen-
te na mistura de reagao; e

(c) avaliagdo da quantidade de homocisteina e/ou cistationina
que esta(estao) presente(s) na amostra com base na quantidade de piruvato
e/ou aménia produzida,

em que o dito agente de redugdo é cloridrato de ftris-
(carboxiletil)fosfina (TCEP).

2. Método de acordo com a reivindicagéao 1, caracterizado pelo
fato de que a L-serina é adicionada a mistura de reagdo para uma concen-
tracao final de 1 «dM a 50 mM.

3. Método de acordo com a reivindicagéo 2, caracterizado pelo
fato de que a L-serina é adicionada a mistura de reagdo para uma concen-
tracao final de 10 <M a 40 mM.

4. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que a quantidade de piruvato é determinada através de converséao
enzimatica de piruvato em lactato.

5. Método de acordo com a reivindicagao 4, caracterizado pelo
fato de que a conversao de piruvato em lactato é através da adi¢éo de lacta-
to desidrogenase e NADH.

6. Método de acordo com a reivindicagéo 5, caracterizado pelo
fato de que a dita lactato desidrogenase é adicionada a mistura de reagéo

para uma concentragao final de 30 U/l a 5000 UI/I.
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7. Método de acordo com a reivindicagdo 6, caracterizado pelo
fato de que a dita lactato desidrogenase é adicionada a mistura de reagao
para uma concentragao final de 30 U/l a 3000 U/I.

8. Método de acordo com a reivindicagédo 5, caracterizado pelo
fato de que a dita NADH é adicionada a mistura de reagao para uma concen-
tracao final de 0,1 mM a 2 mM.

9. Método de acordo com a reivindicagédo 8, caracterizado pelo
fato de que a dita NADH ¢é adicionada a mistura de reagao para uma concen-
tracao final de 0,1 mM a 1,5 mM.

10. Método de acordo com a reivindicagao 5, caracterizado pelo
fato de que a quantidade total de oxidagdo de NADH para NAD+ é determi-
nada reagindo a NAD+ com um corante capaz de sofrer uma mudanga de
cor quando oxidado.

11. Método de acordo com a reivindicagao 10, caracterizado pelo
fato de que o dito corante é selecionado do grupo consistindo em 5,5'-
ditiobis(acido 2-nitrobenzdico), 2,6-diclorofenolindofenol, um composto tetra-
zdlio, metossulfato de fenazina ou metil viologen.

12. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que a quantidade de piruvato € determinada através de converséao
enzimatica de piruvato em peréxido de hidrogénio.

13. Método de acordo com a reivindicagao 12, caracterizado pelo
fato de que a dita enzima é piruvato oxidase.

14. Método de acordo com a reivindicagao 13, caracterizado pelo
fato de que o dito ensaio compreende ainda uma peroxidase e um doador de
hidrogénio solivel em agua, que quando sob doagédo de um hidrogénio for-
ma um produto colorido estavel que pode ser detectado espectrofotometri-
camente.

15. Método de acordo com a reivindicagao 14, caracterizado pelo
fato de que o doador de hidrogénio soltvel em agua é um derivado de N-
alquil-N-sulfopropilanilina, em que o derivado de N-alquil-N-sulfopropilanilina
é um sal de sédio de N-etil-N-(2-hidréxi-3-sulfopropil)-m-toluidina.

16. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
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fato de que o dito TCEP esta presente em uma quantidade de 6 mM a 53
mM.

17. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que a quantidade de amdnia é determinada através de um sensor de
amodnia, um ensaio de microdifusdo, um ensaio colorimétrico ou um ensaio
de enzima.

18. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que compreende ainda a etapa de tratar a solugao com um reagente
compreendendo cistationina y-liase, por um periodo de tempo suficiente para
converter qualquer cistationina presente na solugédo em a-cetoglutarato.

19. Método de acordo com a reivindicagao 18, caracterizado pelo
fato de que a dita etapa de tratamento é realizada antes das etapas (a)-(c).

20. Método de acordo com a reivindicagao 18, caracterizado pelo
fato de que compreende ainda a etapa de eliminagédo substancialmente de
toda a atividade de cistationina y-liase apés a dita etapa de tratamento e an-
tes de realizar as etapas (a)-(c).

21. Método de acordo com a reivindicagao 20, caracterizado pelo
fato de que a dita atividade de cistationina y-liase é eliminada através de
aquecimento.

22. Método de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado pelo
fato de que a dita cistationina B-sintase ou cistationina B-liase é provida co-
mo um extrato isolado de uma célula eucariética ou procariética.

23. Método de acordo com a reivindicagao 22, caracterizado pelo
fato de que a dita célula eucariética compreende células de levedura.

24. Método de acordo com a reivindicagao 23, caracterizado pelo
fato de que as ditas células de levedura compreendem Saccharomyces ce-
revisiae.

25. Método de acordo com a reivindicagao 22, caracterizado pelo
fato de que as ditas células procariéticas compreendem células bacterianas.

26. Método de acordo com a reivindicagao 25, caracterizado pelo
fato de que as ditas células bacterianas séo células de Escherichia coli.

27. Método de acordo com a reivindicagao 22, caracterizado pelo
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fato de que a dita cistationina p-sintase ou cistationina pB-liase é substancial-
mente isolada do dito extrato.

28. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo
fato de que a dita cistationina B-sintase ou cistationina p-liase € produzida
através da expressédo recombinante de um gene codificando cistationina -
sintase ou cistationina B-liase.

29. Método de acordo com a reivindicagao 28, caracterizado pelo
fato de que as ditas cistationina B-sintase e cistationina B-liase sédo produzi-
das como uma proteina de fusao.

30. Método de acordo com a reivindicagao 29, caracterizado pelo
fato de que a dita proteina de fusdo é expressa de um gene recombinante-
mente produzido compreendendo uma regido codificando cistationina B-
sintase, operativamente associada a uma regido compreendendo um gene
codificando cistationina p-liase.

31. Método de acordo com a reivindicagéo 30, caracterizado pelo
fato de que a dita proteina de fusdo é imobilizada em um suporte sélido.

32. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que a dita cistationina p-sintase é adicionada para uma concentragao
final de 0,1 KU/l a 100 KU/I.

33. Método de acordo com a reivindicagéo 32, caracterizado pelo
fato de que a dita cistationina B-sintase é adicionada para uma concentragéo
final de 0,5 KU/l a 75 KUI.

34. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que a dita cistationina B-liase é adicionada para uma concentragao
final de 0,01 KU/l a 100 KU/

35. Método de acordo com a reivindicagéo 34, caracterizado pelo
fato de que a dita cistationina B-liase é adicionada para uma concentragao
final de 0,05 KU/l a 50 KU/I.

36. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que a dita mistura de reagao inclui um tampao.

37. Método de acordo com a reivindicagéo 36, caracterizado pelo

fato de que o dito tampao é operavel para manter a dita mistura de reagao
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emumpHentre 7 e 9.

38. Método de acordo com a reivindicagéo 36, caracterizado pelo
fato de que o dito tampao é selecionado do grupo consistindo em HEPES,
TRIS e fosfato.

39. Método de acordo com a reivindicagéo 38, caracterizado pelo
fato de que o dito TRIS esta em um pH de 8,4.

40. Método de acordo com a reivindicagao 36, caracterizado pelo
fato de que compreende ainda a etapa de adigéo de glicerol ao dito tampéo.

41. Método de acordo com a reivindicagao 40, caracterizado pelo
fato de que o dito glicerol tem uma concentragéo de 0,5% a 15,0% v/v.

42. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que compreende ainda a etapa de redugao da turbidez da dita solu-
cao.

43. Método de acordo com a reivindicagao 42, caracterizado pelo
fato de que compreende ainda a etapa de contato da dita solugdo com um
agente de eliminagéo de lipoproteina.

44. Método de acordo com a reivindicagao 42, caracterizado pelo
fato de que o dito agente compreende lipase e a-ciclodextrina.

45, Método de acordo com a reivindicagao 43, caracterizado pelo
fato de que o dito agente de eliminagéo de lipoproteina esta na dita mistura
de reacgao.

46. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que a dita mistura de reagao contém um detergente.

47. Método de acordo com a reivindicagao 46, caracterizado pelo
fato de que o dito detergente é operavel para reducdo da turbidez da dita
solugéo.

48. Método de acordo com a reivindicagao 46, caracterizado pelo
fato de que o dito detergente é selecionado do grupo consistindo em Triton
X-100, Brij-35 e Genapol X-80.

49. Método de acordo com a reivindicagao 48, caracterizado pelo
fato de que o dito detergente é Genapol X-80.

50. Método de acordo com a reivindicagao 49, caracterizado pelo
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fato de que o dito Genapol X-80 estd presente em uma concentragdo de
0,05% a 0,5%.

51. Método de acordo com a reivindicagao 48, caracterizado pelo
fato de que o dito detergente é Brij-35.

52. Método de acordo com a reivindicagéo 51, caracterizado pelo
fato de que o dito Brij esta presente em uma concentragéo de 0,01% a 0,5%.

53. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que a dita mistura de reag¢do compreende um fosfato.

54. Método de acordo com a reivindicagéo 53, caracterizado pelo
fato de que o dito fosfato esta presente em uma concentragdo variando de
50 mM a 500 mM.

55. Método de acordo com a reivindicagado 1, caracterizado pelo
fato de que a dita mistura de reagao inclui EDTA.

56. Método de acordo com a reivindicagao 55, caracterizado pelo
fato de que o dito EDTA esta presente em uma concentragéo de 0,5 mM a
10 mM.

57. Método de acordo com a reivindicagao 56, caracterizado pelo
fato de que o dito EDTA esta presente em uma concentragéo de 2 mM a 3 mM.

58. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que a dita mistura de reagdo compreende pelo menos 2 composig¢des
reagentes.

59. Método de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado pelo
fato de que a dita solugao tem um volume de 10 od a 40 od.

60. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que o dito ensaio é realizado em um analisador quimico clinico.

61. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que o dito ensaio ndo necessita de nenhuma etapa sem instrumento.

62. Kit de teste, caracterizado pelo fato de que é para uso na
avaliacdo da quantidade de homocisteina em uma amostra e que compre-
ende um agente de reducgéo e cistationina B-sintase, L-serina e cistationina
B-liase, em que o dito agente de redugdo é cloridrato de ftris-
(carboxiletil)fosfina (TCEP).
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63. Kit de teste de acordo com a reivindicagao 62, caracterizado
pelo fato de que compreende ainda um recipiente para manutengéo da dita
amostra.

64. Kit de teste de acordo com a reivindicagao 62, caracterizado
pelo fato de que a dita cistationina B-sintase esta presente em uma concen-
tracao final de 0,1 a 100 KUI/L.

65. Kit de teste de acordo com a reivindicagdo 64, caracterizado
pelo fato de que a dita cistationina B-sintase esta presente em uma concen-
tracao final de 0,5 a 75 KUIL.

66. Kit de teste de acordo com a reivindicagao 62, caracterizado
pelo fato de que a dita L-serina esta presente em uma concentragéo final de
1 «M a 50 mM.

67. Kit de teste de acordo com a reivindicagao 66, caracterizado
pelo fato de que a dita L-serina esta presente em uma concentracgéo final de
10 M a 40 mM.

68. Kit de teste de acordo com a reivindicagdo 62, caracterizado
pelo fato de que a dita cistationina B-liase esta presente em uma concentra-
¢ao final de 0,01 a 100 KUI/L.

69. Kit de teste de acordo com a reivindicagao 68, caracterizado
pelo fato de que a dita cistationina B-liase esta presente em uma concentra-
¢ao final de 0,05 a 50 KU/I.

70. Kit de teste de acordo com a reivindicagao 62, caracterizado
pelo fato de que compreende ainda lactato desidrogenase e NADH.

71. Kit de teste de acordo com a reivindicagao 70, caracterizado
pelo fato de que a dita lactato desidrogenase esta presente em uma concen-
tracéo final de 30 a 5000 U/.

72. Kit de teste de acordo com a reivindicagao 71, caracterizado
pelo fato de que a dita lactato desidrogenase esta presente em uma concen-
tracao final de 30 a 3000 U/.

73. Kit de teste de acordo com a reivindicagao 70, caracterizado
pelo fato de que a dita NADH esta presente em uma concentragao final de
0,1 mM a2 mM.
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74. Kit de teste de acordo com a reivindicagao 73, caracterizado
pelo fato de que a dita NADH esta presente em uma concentragao final de
0,1mMa1,5mM.

75. Kit de teste de acordo com a reivindicagao 62, caracterizado
pelo fato de que compreende ainda um corante capaz de sofrer uma mudan-
¢a de cor quando oxidado.

76. Kit de teste de acordo com a reivindicagdo 75, caracterizado
pelo fato de que o dito corante é selecionado do grupo consistindo em 5,5'-
ditiobis(acido 2-nitrobenzdico), 2,6-diclorofenolindofenol, um composto tetra-
z6lio, metossulfato de fenazina ou metil viologen.

77. Kit de teste de acordo com a reivindicagdo 62, caracterizado
pelo fato de que o dito TCEP esta presente em uma quantidade de 6 mM a
53 mM.

78. Kit de teste de acordo com a reivindicagao 62, caracterizado
pelo fato de que compreende ainda cistationina y-liase.

79. Kit de teste de acordo com a reivindicagdo 63, caracterizado
pelo fato de que a dita cistationina B-sintase, cistationina B-liase, cistationina
v-liase, lactato desidrogenase s&o imobilizadas dentro do dito recipiente.

80. Ensaio para avaliagido da quantidade de homocisteina em
uma amostra, caracterizado pelo fato de que compreende as etapas de:

criacdo de uma mistura de reagao incluindo a dita amostra, seri-
na, lactato desidrogenase, NADH e um agente redutor capaz de liberar ho-
mocisteina ligada a proteina na amostra, em que o dito agente redutor é clo-
ridrato de tris-(carboxiletil)fosfina (TCEP);

incubacao da dita mistura de reagédo por um tempo suficiente pa-
ra reduzir uma preponderancia da dita homocisteina ligada a proteina;

adicdo de uma mistura de enzima incluindo cistationina B-sintase
e cistationina B-liase, e ciclicamente conversdo de homocisteina em cistatio-
nina e reconversao de cistationina em homocisteina com produgéo acompa-
nhante de piruvato; e

medi¢cdo da producdo de NAD+ ou desaparecimento de NADH

com o tempo como uma medi¢do de homocisteina na amostra.
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81. Ensaio de acordo com a reivindicagao 80, caracterizado pelo
fato de que a dita L-serina é adicionada a mistura de reagéao para uma con-
centragao final de 1 ««M a 50 mM.

82. Ensaio de acordo com a reivindicagao 81, caracterizado pelo
fato de que a dita L-serina é adicionada a mistura de reagéo para uma con-
centracgao final de 10 «oM a 40 mM.

83. Ensaio de acordo com a reivindicagao 80, caracterizado pelo
fato de que a dita lactato desidrogenase é adicionada a mistura de reagao
para uma concentragao final de 30 U/l a 5.000 U/I.

84. Ensaio de acordo com a reivindicagao 80, caracterizado pelo
fato de que a dita lactato desidrogenase é adicionada a mistura de reagao
para uma concentragao final de 30 U/l a 3.000 U/I.

85. Ensaio de acordo com a reivindicagao 80, caracterizado pelo
fato de que a dita NADH é adicionada a mistura de reagao para uma concen-
tracao final de 0,1 mM a 2 mM.

86. Ensaio de acordo com a reivindicagao 85, caracterizado pelo
fato de que a dita NADH ¢é adicionada a mistura de reagao para uma concen-
tracao final de 0,1 mM a 1,5 mM.

87. Ensaio de acordo com a reivindicagao 80, caracterizado pelo
fato de que a dita cistationina B-sintase esta presente em uma concentragao
final de 0,1 a 100 KUI/I.

88. Ensaio de acordo com a reivindicagao 87, caracterizado pelo
fato de que a dita cistationina B-sintase esta presente em uma concentragéo
final de 0,5 a 75 KUI.

89. Ensaio de acordo com a reivindicagao 80, caracterizado pelo
fato de que a dita cistationina B-liase esta presente em uma concentragao
final de 0,01 a 100 KU/I.

90. Ensaio de acordo com a reivindicagao 89, caracterizado pelo
fato de que a dita cistationina B-liase esta presente em uma concentragao
final de 0,05 a 50 KU/I.

91. Ensaio de acordo com a reivindicagao 80, caracterizado pelo

fato de que o dito ensaio é completado em um periodo de até 15 minutos.
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92. Ensaio de acordo com a reivindicagao 91, caracterizado pelo
fato de que o dito ensaio é completado em um periodo de 5-12 minutos.

93. Ensaio de acordo com a reivindicagao 80, caracterizado pelo
fato de que o dito ensaio é realizado em um analisador quimico clinico.

94. Ensaio de acordo com a reivindicagao 80, caracterizado pelo
fato de que o dito ensaio é realizado em um instrumento unico.

95. Ensaio para avaliagdo da quantidade de homocisteina em
uma amostra, caracterizado pelo fato de que compreende as etapas de:

criacdo de uma mistura de reacgao incluindo a dita amostra, seri-
na, cistationina p-sintase e cistationina B-liase, e ciclicamente converséao da
homocisteina em cistationina e reconverséo da cistationina em homocisteina
com produgao conjunta de piruvato, a razdo de cistationina B-sintase para
cistationina pB-liase variando de 1:1 a 25:1;

avaliagéo da quantidade de piruvato presente na dita mistura de
reacao através da adicdo de lactato desidrogenase e NADH a dita mistura
de reacdo e monitoramento da producdo de NAD+ ou desaparecimento de
NADH com o tempo na dita mistura de reacéo; e

adicao de cloridrato de tris-(carboxiletil)fosfina (TCEP) a mistura
de reagédo na presenga da referida lactato desidrogenase e NADH com a
finalidade de reduzir pelo menos uma porg¢ao de qualquer homocisteina liga-
da a proteina na amostra.

96. Ensaio de acordo com a reivindicagao 95, caracterizado pelo
fato de que o dito ensaio é realizado em um periodo de até 20 minutos.

97. Ensaio de acordo com a reivindicagao 96, caracterizado pelo
fato de que o dito ensaio é realizado em um periodo de até 15 minutos.

98. Ensaio de acordo com a reivindicagao 95, caracterizado pelo
fato de que o dito ensaio é realizado em um analisador quimico clinico.

99. Ensaio de acordo com a reivindicagao 95, caracterizado pelo
fato de que o dito ensaio é realizado em um instrumento unico.

100. Método de sequencialmente testar uma pluralidade de
amostras contendo homocisteina, caracterizado pelo fato de que compreen-

de as etapas de:
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(a) criagdo de uma mistura de reagdo pondo em um recipiente
uma das ditas amostras junto com serina, cistationina p-sintase, cistationina
B-liase, lactato desidrogenase, NADH e um agente redutor capaz de liberar
homocisteina ligada a proteina na amostra, em que o dito agente redutor é
cloridrato de tris-(carboxiletil)fosfina (TCEP);

(b) ciclicamente conversao da homocisteina em cistationina e re-
converséo da cistationina em homocisteina na dita mistura de reagdo, com
producao conjunta de piruvato;

(c) avaliagdo da quantidade de piruvato presente na mistura de
reacao através de monitoramento da produgdo de NAD+ ou desaparecimen-
to de NADH com o tempo nela; e

(d) repeticao das etapas (a)-(c) para cada uma das ditas amos-
tras, o intervalo de tempo entre as respectivas etapas de mistura de reagao-
criagdo para cada uma das ditas amostras sendo até 15 minutos.

101. Método de acordo com a reivindicagdo 100, caracterizado
pelo fato de que o dito tempo de intervalo é de até 13 minutos.

102. Método de acordo com a reivindicagdo 100, caracterizado
pelo fato de que inclui as etapas de primeiro criar uma primeira mistura de
reagcao compreendendo a dita amostra, serina, lactato desidrogenase, NADH
e dito redutor, permitindo que a dita primeira mistura de reacéo fique incuba-
da por um periodo de tempo para liberar uma preponderancia da dita homo-
cisteina ligada a proteina, e em seguida adi¢do da dita cistationina p-sintase
e dita cistationina B-liase.

103. Método de acordo com a reivindicagdo 100, caracterizado
pelo fato de que a razéo de cistationina B-sintase para cistationina p-liase na
dita mistura de reacéao € de a partir de 1:1 a 25:1.

104. Método de acordo com a reivindicagdo 103, caracterizado
pelo fato de que a dita razéo é de a partir de 1:1 a 10:1.

105. Método de acordo com a reivindicagdo 100, caracterizado
pelo fato de que o dito método é realizado em um analisador quimico clinico.

106. Método de acordo com a reivindicagdo 100, caracterizado

pelo fato de que o dito método é realizado em um Unico instrumento.
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RESUMO
Patente de Invengdo: "METODOS DE ENSAIO DE CICLIZAGAO ENZIMA-
TICA PARA HOMOCISTEINA E CISTATIONINA E DE TESTE DE AMOS-
TRAS CONTENDO HOMOCISTEINA, BEM COMO KIT DE TESTE PARA
QUANTIFICAR HOMOCISTEINA E ENSAIOS DE AVALIAGAO DA QUAN-
TIDADE DE HOMOCISTEINA".

A presente invengao refere-se a um ensaio de ciclizagdo enzi-
matica para avaliagao da quantidade de homocisteina e/ou cistationina em
uma solugdo tal como sangue, derivados de sangue ou urina. O ensaio
compreende as etapas de contato da solugdo contendo homocisteina e/ou
cistationina para formar uma mistura de reagédo, com CBS, ou um seu deri-
vado, L-serina, e CBL, ou um seu derivado, por um periodo de tempo sufici-
ente para catalisar a conversao clinica da forma homocisteina em cistationi-
na e a reconversao de cistationina em homocisteina com a produgéo de pi-
ruvato e amodnia; determinagao da quantidade de homocisteina e/ou amonia
presente na mistura de reagao; e determinacio da quantidade de homociste-
ina e/ou cistationina presente na solugéo baseada na quantidade de piruvato
e/ou aménia formada. Vetores de expressao e procedimentos de isolamento
para CBS, ou seus derivados, e CBI, ou seus derivados, sdo também provi-
dos, bem como kits de teste para realizar o ensaio. Em modalidades preferi-
das, os ensaios podem ser realizados em 15 minutos ou menos, com um

minimo de uso de enzima.
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