1 P10806321-4 A2

* B RPIO®S8O0G6 32 1A2%*%

(22) Data de Depésito: 08/01/2008 (51) Int.Cl.:
- _ ) (43) Data da Publicacao: 06/09/2011 c12Q 1/26
Repuybll(;:baLFederallwa de Br§15|[ (RP| 2 122)
sttt 6t Cog;ércio Extarior
(54) Titulo: METODOS PARA IDENTIFICACAO DA (57) Resumo: METODOS PARA IDENTIFICACAO DA

ESTABILIDADE DE METILENOAMINAS ORGANICAS
NA PRESENGA DE AMINA OXIDASE SENSIVEL A
SEMICARBAZIDA E PARA DETERMINAGAO DO
PERFIL DA MESMA

(30) Prioridade Unionista: 10/01/2007 US 60/884,263
(73) Titular(es): sanofi-Aventis

(72) Inventor(es): Adedayo Adedoyin, Guyan Liang, Heng-Keang
Lim, Jennifer Cairns, Julie Ann Bick, Michael E. Angelastro, Yongqging
Huang

(74) Procurador(es): Dannemann, Siemsen, Bigler &
Ipanema Moreira

(86) Pedido Internacional: PCT US2008050456 de
08/01/2008

(87) Publicagao Internacional: wo 2008/086325de
17/07/2008

ESTABILIDADE DE  METILENOAMINAS ORGANICAS NA
PRESENCA DE AMINAOXIDASE SENSIVEL A SEMICARBAZIDA E
PARA DETERMINACAO DO PERFIL DA MESMA. A presente
invencdo refere-se a métodos para determinar a estabilidade de
metilenoamina, compostos similares a metilenoamina ou compostos
contendo uma por¢do de metilenoamina na presenga de amina
oxidase sensivel a semicarbazida (SSAO) ou uma amostra biolégica
contendo atividade de SSAO. Os métodos descritos podem ser
configurados em um formato de ensaio para aplicagbes de
classificagdo de alta produgéo.
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Relatério Descritivo da Patente de Invengdo para "METODO
PARA DETERMINAGAO DA ESTABILIDADE DE METILENOAMINAS
ORGANICAS NA PRESENGA DE AMINA OXIDASE SENSIVEL A SEMI-
CARBAZIDA".

A presente invengao refere-se a métodos para determinagéo da
estabilidade de metilenoamina, compostos similares a metilenoamina, ou
compostos contendo uma por¢do de metilenoamina na presenca de amina
oxidase sensivel a semicarbazida (SSAQ), ou uma amostra biolégica con-
tendo atividade de SSAQO. Os métodos descritos podem ser configurados em
um formato de ensaio para aplicagdes de classificagao de alta produgao.
ANTECEDENTES DA INVENCAO

Amina oxidases sensiveis a semicarbazida (SSAQ) sdo ampla-

mente distribuidas nos tecidos, particularmente vasos sanguineos, sugerindo
um papel para esta enzima para inativar circulagdo de metilenoaminas (L-
yles, Prog. Brain Res., 106:293-303, 1995). Muitos investigadores tém focali-
zado seus esforgos na descoberta de um ligante endégeno para SSAO e na
procura de inibidores desta enzima (Precious et al., Biochem. Pharmacol.,
37:707-713, 1988; Crosbie and Callingham, J. Neural Transm. Suppl.,
41:427-432, 1994, Elliot et al., Biochem. Pharmacol. 38:1507-1515, 1989;
Boomsma et al., Comp. Biochem. Physiol. C Toxicol. Pharmacol., 126:69-78,
2000;Yraola et al., J. Med. Chem. 49:6197-6208; WO 02/066669). Outros
tém pesquisado papéis fisiologicos alternativos de SSAO. Por exemplo,
SSAO, também denominada proteina de adesdo vascular -1 (VAP-1), tem
sido mostrada ser regulada superiormente sob condi¢es inflamatorias e
para mediar a ligagao de linfécitos (WO 98/53049). A presente invengao utili-
za a atividade de enzima de SSAO para medir a estabilidade metabolica de
agente de testes em células e amostra bioldgicas.

A estabilidade metabdlica de agentes de teste tem se tornado
um fator critico no desenvolvimento de farmaco; desse modo, a presente
invengao soluciona o problema de identificagdo potencial de agentes de tes-
te que sdo submetidos a metabolismo por SSAO. Os avangos na quimica,

biologia molecular e tecnologia de alta produgdo tém proporcionado progra-
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mas de descoberta de farmacos com a capacidade de classificar um nimero
enorme de compostos contra um grande nimero de alvos para identificar
compostos de condutor. Estes condutores em seguida suportam selegdo
mais criteriosa para identificar agueles compostos com 6timas propriedades
"similares a farmaco" (isto é, estabilidade fisico-quimica, solubilidade, segu-
ranga, eficacia, disposi¢do in vivo adequadas). Esforgos significantes sdo
dirigidos a identificagdo e eliminagcdo de compostos (ou classes de compos-
to) que sao mais provavelmente para ter propriedades "similares a farmaco”
em estagios anteriores de descoberta. As trés razbes principais de um far-
maco falhar durante ensaios clinicos sao falta de eficacia, efeitos adversos
inaceitaveis, e propriedades de ADME desfavoraveis (absorgao, distribuigdo,
metabolismo, excregao). Portanto, o sucesso final de um composto ndo é
somente definido por sua atividade e poténcia biolégica, mas também por
suas ADME/propriedades de toxicidade. Como um resultado, programas de
otimizacdo de condutor tém incorporado classificacdes para selecionar far-
macos com ADME/propriedades de toxicidade desejaveis para intensificar a
probabilidade que novos compostos de condutor terdo sucesso na clinica. A
transformacao metabdlica de moléculas de farmaco representa um proces-
so-chave pelo qual farmacos sdo removidos do corpo. Dada a distribuigao
ampla de SSAO em muitos compartimentos corpéreos, acredita-se que
SSAO pode ser uma enzima importante que contribui para uma deficiéncia
metabdlica potencial dos fadrmacos. Desse modo, a presente invengédo usa
métodos de determinagdo da estabilidade metabodlica de agentes de teste
expostos a SSAO. Métodos direcionados para determinagao do metabolismo
de um farmaco, ou outro agente de teste, por enzimas envolvidas em bio-
transformagdo, em particular SSAO, tém implicagbes importantes para de-
senvolvimento de farmaco.

Em estudos in vitro, o composto A (Patente dos Estados Unidos
6.977.263 B) foi incubado com plasma de varias espécies incluindo ser hu-
mano. O composto A foi observado ser mais estavel em plasma humano em
comparacgao a ovelha, porquinho-da-india, rato, e camundongo até uma ho-

ra. Adicionalmente, nenhum metabolismo significante ou degradagao foi ob-
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servado para o composto em plasma humano até 4 horas com ou sem semi-
carbazida. Contudo, dados farmacocinéticos a partir do estudo "primeiro no
homem" mostraram que o mesmo composto foi rapidamente metabolizado, e
a uma extensao maior do que aquela demonstrada in vitro usando-se plas-
ma de humano e de outras espécies. Estudos subsequentes confirmaram
que SSAO ligada @ membrana foi principalmente responsavel pelo metabo-
lismo do composto no homem. Estes dados indicam que SSAO soluvel en-
contrada no plasma humano ndo possui 0 mesmo nivel de atividade de en-
zima e/ou especificidade de substrato como a SSAO ligada 8 membrana sob
condigdes fisiologicas. Portanto, conforme ilustrado pelo composto A, a me-
digdo da estabilidade de plasma humano nao é predita de estabilidade de
SSAO no homem e, desse modo, é de utilidade limitada na selegéo de agen-
tes farmacéuticos como candidatos clinicos.
BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

Figura 1 mostra a sequéncia de aminoacido de SSAO humana
(Acesso no Banco de Gene No. Q16853; SEQ ID NO: 1).

Figura 2 mostra a sequéncia de nucleotideo de SSAO humana
(Acesso no Banco de Gene No. NM_00374; SEQ ID NO: 2).

Figura 3 mostra a estrutura quimica do composto A.
DESCRICAQ DETALHADA DA INVENCAO

Todas as publicagdes aqui citadas sdo, desse modo, incorpora-

das por referéncia. A menos que de outro modo definido, todos os termos
técnicos e cientificos aqui usados tém o mesmo significado conforme comu-
mente compreendido a um técnico no assunto ao qual esta invengao perten-
ce.

A terminologia usada neste relatério descritivo e nas reivindica-
¢Oes em anexo € para a proposta de concretizagdes particulares somente e
0 uso no relatério descritivo ndo é limitado para estar limitando a invengéo.
As formas singulares de uma palavra sao pretendidas para incluirem as for-
mas plurais, a menos que o0 contexto indique claramente de outro modo. Por

exemplo, as formas singulares de "um", "uma" e "0" sdo pretendidas para

incluirem as formas plurais também. Adicionalmente, referéncia a um agente
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pode incluir uma mistura de dois ou mais agentes. Desse modo, o termo "um
agente” inclui uma pluralidade de agentes, incluindo misturas e/ou enantio-
meros destes. Deve também ser notado que o termo "ou" é geraimente em-
pregado em seu sentido incluindo "e/ou”, a menos que o contelido mencione
claramente de outro modo. Sera adicionalmente compreendido que os ter-
mos "compreende" e/ou "compreendendo,” quando usados neste relatorio
descritivo, especificam a presenga de caracteristicas, etapas, elementos,
e/ou componentes citados, mas nao impedem a presenga ou adicdo de um
ou mais outras caracteristicas, etapas, elementos, componentes, e/ou gru-
pos destes.

Além disso, de acordo com a presente invengdo, pode ser em-
pregada biologia molecular convencional, microbiologia, DNA recombinante
e técnicas analiticas dentro da técnica. Tais técnicas sdo explanadas total-
mente na literatura. Ver, por exemplo, Sambrook, Fritsch & Maniatis, Molecu-
Iaf Cloning: A Laboratory Manual, Second Edition (1989) Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (aqui "Sambrook et al., 1989");
DNA Cloning: A Practical Approach, Volumes | e Il (D. N. Glover ed. 1985);
Oligonucleotide Synthesis (M. J. Gait ed. 1984); Nucleic Acid Hybridization
[B. D. Hames & S. J. Higgins eds. (1985)]; Transcription and Translation [B.
D. Hames & S. J. Higgins, eds. (1984)]; Animal Cell Culture [R. I. Freshney,
ed. (1986)]; Immobilized Cells and Enzymes [IRL Press, (1986)]; B. Perbal, A
Practical Guide to Molecular Cloning (1984); F. M. Ausubel et al. (eds.), Cur-
rent Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Inc. (1994); A Hand-
book of Bioanalysis and Drug Metabolism, G. Evans (2004).

Uma concretizagao da presente invengéao € um método de identi-
ficagdo de estabilidade metabdlica de um agente de teste devido a metabo-
lismo catalisado de amina oxidase sensivel & semicarbazida (SSAO), o0 mé-
todo compreendendo: (a) cultura de células que expressam SSAOQ; (b) adi-
¢ao de um agente de teste as células; (c) incubagao do agente de teste com
as células por um periodo de tempo predeterminado; (d) medigéo da quanti-
dade do agente de teste remanescente na presenca das células compreen-

dendo SSAO expressa no periodo de tempo predeterminado; e (e) compara-
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¢ao da quantidade do agente de teste no periodo de tempo predeterminado
a quantidade de agente de teste em um controle para determinar um valor
no qual o valor identifica a estabilidade metabdlica no agente de teste na
presenga de células compreendendo SSAO expressa.

Um técnico no assunto reconhecera que o método pode ser efe-
tuado usando-se o lisato de célula ao invés das células. Desse modo, uma
concretizagao da presente invengdo € um método de identificagio da estabi-
lidade metabdlica de um agente de teste devido ao metabolismo catalisado
de amina oxidase sensivel a semicarbazida (SSAO), o método compreen-
dendo: (a) cultura de células que expressam SSAQ; (b) lisagdo das células
para formar um lisato de célula; (c) adicdo de um agente de teste ao lisato
de célula; (d) incubagdo do agente de teste com o lisato de célula por um
periodo de tempo predeterminado; (e) medicdo da quantidade do agente de
teste remanescente na presenca do lisato de célula compreendendo SSAO
expressa no periodo de tempo predeterminado; e (f) comparagéo da quanti-
dade do agente de teste no periodo de tempo predeterminado a quantidade
de agente de teste em um controle para determinar um valor no qual o valor
identifica a estabilidade metabdlica do agente de teste na presenca de lisato
de célula compreendendo SSAO expressa. Outra concretizagdo combina as
etapas (b) e (c) em uma etapa unica.

Uma concretizagdo adicional da presente invengdo € um método
de identificagdo da estabilidade metabdlica de um agente de teste devido ao
metabolismo catalisado de SSAO em uma amostra biolégica, o método
compreendendo: (a) obtengdo de uma amostra biolégica compreendendo
SSAQ; (b) adigédo de um agente de teste & amostra biolégica; (c¢) incubagao
do agente de teste com a amostra biolégica por um periodo de tempo prede-
terminado; (d) medicdo da quantidade do agente de teste no periodo de
tempo predeterminado; e (e) comparagao da quantidade do agente de teste
no periodo de tempo predeterminado a quantidade de agente de teste em
um controle para determinar um valor no qual o valor identifica a estabilidade
metabdlica do agente de teste na presenca de uma amostra biolégica com-
preendendo SSAO.
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Uma concretizagao da presente invengdo usa cultura de célula
primaria ou linhagens de célula que sdo comercialmente disponiveis. Como
um exemplo ndo-limitativo, células que podem ser usadas sao disponiveis a
partir de American Tissue Culture Company. Em uma concretizagdo, células
de CHO sao usadas. As células podem ser procaridticas ou eucariéticas. O
escopo da invengao nao é limitado pelo tipo de células usado.

Uma amostra biolégica pode incluir, mas ndo ¢ limitada a, tecido
ou fluidos, seg¢des de tecidos, tais como bidpsia e amostras de autdpsia, e
segdes congeladas tomadas para propostas histolégicas. Tais amostras in-
cluem sangue, saliva, tecido, células de cultura, (por exemplo, culturas pri-
marias, explantes, e células transformadas), partes de ou 6rgaos totais (por
exemplo, figado, pulmao, ileo, artéria, corddo umbilical), fezes, urina, etc.
Uma amostra biolégica pode ser obtida de um organismo eucariético, inclu-
indo de mamiferos, tais como um primata, por exemplo, chimpanzé, macaco
ou ser humano, vaca, cdo, gato, um roedor, por exemplo, porquinho-da-
india, rato, camundongo, coelho, ou um passaro, réptil, ou peixe. Em exem-
plo n&do-limitativo de uma concretizagéo da presente invengao € investigar se
um agente de teste particular ou composto tem maior risco de deficiéncia
metabdlica ou, inversamente, € metabolicamente estavel em um comparti-
mento de tecido versus outros compartimentos de tecido, por exemplo, se
um composto tem maior estabilidade metabdlica no figado comparada ao
pulmao. Adicionalmente, uma amostra biolégica pode ser processada para
proporcionar uma suspensao de seus componentes celulares, ou usada para
cultura primaria dos componentes celulares.

Uma concretizagdo da invengao é usar uma amostra biologica
de um individuo humano ou ndo-humano para quantificar a estabilidade me-
tabolica de um agente de teste. Uma amostra bioldgica pode ser uma amos-
tra de 6rgao derivada de um ou mais 6rgdos de animais ndo-humanos ou
humanos, uma amostra de tecido derivada de um ou mais tecidos de ani-
mais ndo-humanos ou humanos, bem como amostras de célula, derivadas
de uma ou mais células de animais ndo-humanos ou humanos, ou de cultu-

ras de célula. Para experimentacao animal, as amostras biolégicas podem
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compreender tecidos 6rgaos-alvo obtidos, por exemplo, apds necropsia ou
bidpsia, ou podem ser fluidos corpéreos, tal como sangue. Para uso clinico,
as amostras podem compreender fluidos corpéreos, similares a sangue, so-
ro, plasma, urina, fluido sinovial, fluido espinhal, fluido cerebroespinhal, sé-
men ou linfa, bem como tecidos corpé6reos obtidos por bidpsia. Uma referén-
cia ou controle € compreendido pelo técnico no assunto. Uma referéncia ou
controle pode incluir, mas nao é limitado a, uma amostra biolégica de um
individuo nao-adoentado no qual o individuo é um animal ndo-humano ou
humano. Adicionalmente, uma referéncia ou controle pode ser uma amostra
biologica de um individuo nao-tratado. Alternativamente, uma referéncia ou
controle pode ser do mesmo individuo antes, durante e apds tratamento.
Uma referéncia ou controle pode ser do mesmo individuo, mas é uma célula
diferente, amostra de tecido ou érgdo do que a fonte de célula, tecido ou 6r-
gao usada para identificar a estabilidade metabdlica do agente de teste.
Uma referéncia ou controle ndo tem que ser uma amostra bioldgica, mas
pode ser uma amostra com uma quantidade desconhecida de atividade de
SSAO. Uma referéncia ou controle pode ser um agente que ndao é metaboli-
zado por SSAQ, ou que é metabolizado por SSAO com uma quantidade co-
nhecida de deficiéncia de SSAO.

A presente invengao proporciona métodos para identificagao da
estabilidade metabdlica ou deficiéncia metabdlica de agentes de teste. O
termo "agente de teste", conforme aqui usado, descreve qualquer molécula,
por exemplo, proteina, composto organico de ndo-proteina, ou farmacéutico,
com a capacidade de ser afetada por ou afetando a atividade de enzima de
SSAOQ. Estas nao sao restricdes particulares como para os agentes de teste
que podem ser ensaiados. Em uma concretizagdo da invengao, um agente
de teste € um composto. Exemplos de agentes de teste incluem agentes
simples ou bibliotecas de moléculas quimicas de peso molecular pequeno,
médio ou alto. Um agente pode ser na forma de uma biblioteca de agentes
de teste, tal como uma biblioteca combinatorial ou randomizada, que propor-
ciona uma faixa suficiente de diversidade, ou, inversamente, estdo limitados
a estruturas ou caracteristicas similares. Os agentes podem ser opcional-
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mente ligados a um copatrticipante de fusdo, exemplo, compostos-alvo, com-
postos de livramento, compostos de dimeriza¢do, compostos de estabiliza-
cao, compostos enderegaveis, e outras porgdes funcionais. Convencional-
mente, novas entidades quimicas com propriedades Uteis sdo geradas pela
identificagdo de um agente de teste (denominado um "composto de condu-
tor" ou um "condutor") com alguma propriedade ou atividade desejavel, por
exemplo, inibigdo da atividade ou modulagio. O composto de condutor é, em
seguida, usado como uma armagado para criar variantes do composto de
condutor, e, adicionalmente, avaliar a propriedade e atividade daqueles
compostos variantes. Um técnico no assunto apreciara a utilidade de usar a
presente invengao para otimizar a selecdo de composto pela identificagao da
estabilidade metabdlica e, desse modo, a deficiéncia metabdlica de compos-
tos de condutor potenciais, e identificacao ou selecdo daqueles compostos
com deficiéncia minima para metabolismo de SSAO.

A SSAO da presente invengdo € SSAO de comprimento total ou
um fragmento desta que retém atividade de enzima total ou parcial. A ativi-
dade de enzima parcial pode ser 30% da atividade de enzima total, ou maior,
por exemplo, 40% ou 50%. Um exemplo nao-limitativo € uma SSAO isolada
de uma espécie outra do que humana. Exemplos nao-limitativos de outras
espécies incluem roedores, tais como ratos, camundongos e porquinhos-da-
india, ou primatas ndo-humanos, tais como macacos ou chimpanzés. Um
exemplo nao-limitativo adicional € SSAO humana de comprimento total, con-
forme descrito em SEQ ID NO: 1, ou fragmentos desta tendo atividade de
metilenoamina oxidase.

Estabilidade metabdlica ou deficiéncia metabdlica sdo termos da
técnica pelo técnico no assunto. Estabilidade metabdlica se refere a suscep-
tibilidade ou extensao a qual um agente de teste ou uma molécula de farma-
co suporta metabolismo sob uma dada condi¢cdo. Desse modo, quanto mais
alta a extensdo de metabolismo, mais baixa a estabilidade metabdlica. A es-
tabilidade metabdlica é um de varios determinantes maiores na defini¢géo da
biodisponibilidade oral e folga sistémica de um farmaco, composto ou agente

de teste. Como uma ilustragdo nao-limitativa, apés um farmaco ser adminis-
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trado oralmente, ele primeiro encontra enzimas metabdlicas no limen gas-
trointestinal, bem como no epitélio intestinal. Apds ele ser absorvido na cor-
rente sanguinea através do epitélio intestinal, ele é distribuido ao figado via
a veia portal. Um farmaco pode ser efetivamente removido por metabolismo
intestinal ou hepatico antes dele alcangar circulagao sistémica, um processo
conhecido como primeiro metabolismo de passagem. A estabilidade ou defi-
ciéncia de um farmaco para metabolismo dentro do figado, bem como teci-
dos extra-hepéaticos determinardo por Ultimo a concentragdo de farmaco en-
contrada na circulagéo sistémica, e afetam sua meia-vida e tempo de resi-
déncia dentro do corpo. O tipo de biotransformagdes tipicamente referido
como metabolismo de Fase | inclui oxidagao, redugao, e hidrdlise, que ser-
vem principalmente para aumentar a hidrofilicidade e intensifica a excregao
de um farmaco por descerramento ou incorporagdo de um grupo funcional
polar na molécula (OH, SH, NH,, ou CO;H). As reagdes de Fase Il ou rea-
¢bes de conjugacado adicionalmente aumentam a polaridade de um farmaco
pela modificagdo de um grupo funcional para formar O- ou N- glucuronidas,
sulfato ésteres, alfa-carboxiamidas e adutos de glutationila. Uma concretiza-
¢&o da presente invengao é a estabilidade metabdlica ou deficiéncia metabo-
lica de um farmaco, composto ou agente de teste para metabolismo por
SSAO.

Uma concretizagdo da invengao seleciona as amostras biologi-
cas mais relevantes e outras espécies para examinar a estabilidade metabo-
lica de tecido ao metabolismo de SSAQO. Por exemplo, metabolismo baseado
em figado é responsavel pela folga metabdlica de muitos farmacos assim de
interesse no primeiro metabolismo de passagem pode focalizar no metabo-
lismo hepatico e, as vezes, intestinal. A presenga ubiqua de SSAO em teci-
dos e fluidos biologicos e sua atividade particularmente alta em muitos teci-
dos, tais como pulmao e vasos sanguineos, torna imperativo usar as amos-
tras biolégicas apropriadas em adi¢ao a ou no lugar de figado para examinar
a estabilidade metabdlica do agente de teste na presenga de SSAO. Em adi-
¢3o ao metabolismo intestinal e ao primeiro metabolismo de passagem, a

exposicao de um agente de teste objeto ao SSAO pode ser limitada pelo
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primeiro metabolismo de passagem nos locais outros do que tecidos intesti-
nal e hepatico, tais como veias portais, vasos sanguineos, e pulmdes. Um
agente de teste pode demonstrar estabilidade metabdlica diferente contra
formas diferentes de SSAO. Amostras bioldgicas diferentes podem conter
formas diferentes de SSAO. Um exemplo n&o-limitativo é que um agente de
teste pode mostrar estabilidade metabdlica relativa contra a forma solavel de
SSAO em plasma humano, mas instabilidade metabdlica mais alta contra
SSAO ligada @ membrana em tecidos. Adicionalmente, uma espécie animal
pode mostrar atividade de SSAO solGvel muito mais alta ou mais baixa em
plasma do que o nivel de atividade de SSAOQ solavel encontrado em huma-
no, sob condi¢bes de ensaio comparaveis.

Uma concretizagdo da invengdo usa varios inibidores quimicos
para inibir varias formas de atividades de amina oxidase e atribuir a instabili-
dade metabdlica observada como, ou SSAO catalisada, ou monoamina oxi-
dase (MAO)-A, ou metabolismo catalisado de MAO-B. Um exemplo n3o-
limitativo é a adigdo de hidralazina como um inibidor de amina oxidase no-
discriminante, clorgilina como um inibidor de MAO-A especifico, pargilina
como um MAO-A misturado e inibidor de MAO-B, semicarbazida e bromoeti-
lamina como inibidores de SSAO especificos.

Outro exemplo nao-limitativo da invencdo é determinar a estabi-
lidade metabdlica de um agente de teste em individuos tratados com um
farmaco ou uma combinagao de farmacos para determinar se existe uma
mudanga na estabilidade metabdlica do agente de teste em tais individuos
comparada a individuos de controle. Um técnico no assunto apreciara a utili-
dade de obtengdo de amostras biolégicas de individuos humanos ou nao-
humanos que sofrem de uma ou mais doengas, ou foram manipulados para
induzir um ou mais estados de doenga, cirurgicamente ou geneticamente
alterados ou pré-tratados com um farmaco, composto ou agente de teste.
Um exemplo ndo-limitativo inclui o uso da invengao para determinar a estabi-
lidade metabdlica de um agente de teste em érgaos que podem ser com-
prometidos pela doenga comparado a 6rgaos de ndo-doenga. Como um e-

xemplo nao-limitante adicional, a estabilidade metabdlica de um composto
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pode ser avaliada no tecido do pulm&o de um individuo humano que sofre de
asma, e comparado a estabilidade metabdlica do composto em tecido de
pulmao saudavel de um individuo de idade equiparada ou de controle. Outro
exemplo ndo-limitativo seria estudar a estabilidade metabdlica de um com-
posto em uma amostra biolégica tal como em figado "jovem" comparado a
figado "velho" ou "de idade", onde "jovem", "velho" e "de idade" sdo defini-
dos pelas espécies particulares sob investigagao.

Uma concretizagdo da invengdo usa uma populacdo de célula
homogénea ou uma amostra biolégica. Uma concretizagdo alternativa da
invengéo usa uma populagdo de célula heterogénea ou uma combinagéo de
mais do que uma amostra biologica. As células ou amostra biolégica podem
ser de qualquer tipo e em qualquer propor¢ao para completar os métodos da
invengao.

Uma concretizagdo da invengdo usa uma célula recombinante
que expressa SSAO. Um vetor de expressdo recombinante da invengao
compreende uma molécula de acido nucleico em uma forma adequada para
expressao do acido nucleico em uma célula hospedeira. Desse modo, um
vetor de expressao recombinante da presente invengdo pode incluir uma ou
mais sequéncias regulatorias, selecionadas com base nas células hospedei-
ras a serem usadas para expressao, que € operavelmente ligada ao acido
nucleico a ser expresso. Dentro de um vetor de expressao recombinante,
"operavelmente ligado" € pretendido para significar que a sequéncia de nu-
cleotideo de interesse ¢ ligada a(s) sequéncia(s) regulatoria(s) em uma ma-
neira que permite(m) expressdo da sequéncia de nucleotideo (por exemplo,
em um sistema de transcrigao/translacgédo in vitro, ou em uma célula hospe-
deira quando o vetor é introduzido na célula hospedeira). O termo "sequén-
cia regulatéria" é pretendido para incluir promotores, intensificadores e ou-
tros elementos de controle de expressao (por exemplo, sinais de poliadenila-
¢ao). Tais sequéncias regulatorias sdo descritas, por exemplo, em Goeddel,
Gene Expression Technology: Methods in Enzymology Vol. 185, Academic
Press, San Diego, Calif. (1990). As sequéncias regulatérias incluem aquelas

que dirigem expressao constitutiva da sequéncia de nucleotideo em muitos
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tipos de células hospedeiras (por exemplo, sequéncias regulatérias especifi-
cas de tecido). Sera apreciado por aqueles técnicos no assunto que o dese-
nho do vetor de expressdo pode depender de fatores tais como a escolha de
célula hospedeira a ser transformada, do nivel de expressao de proteina de-
sejado, etc. Os vetores de expressao da invengdo podem ser introduzidos
em células hospedeiras para produzir proteinas ou peptideos codificados por
acidos nucleicos conforme descrito aqui.

O termo "sobreexpressdo”, conforme aqui usado, se refere a
expressao de um polipeptideo em um nivel que é maior do que o nivel nor-
mal de expresséo do polipeptideo em uma célula que normalmente expressa
o polipeptideo, ou em uma célula que ndo expressa normalmente o polipep-
tideo. Por exemplo, a expressao do polipeptideo pode ser 10%, 20%, 30%,
40%, 50%, 60%, 70, 80%, 90%, 100%, ou mais, conforme comparado a ex-
pressao do polipeptideo em uma célula tipo selvagem que expressa nor-
malmente o polipeptideo. Mutantes, variantes, ou analogos do polipeptideo
de interesse, podem ser sobreexpressos.

Conforme aqui usado, o termo expressao "transiente" se refere a
expressao de molécula(s) de acido nucleico exégeno que sdo separadas a
partir dos cromossomos da célula. A expressdo transiente geralmente alcan-
¢a seu maximo em 2-3 dias apoés introdugédo do acido nucleico exdgeno e,
subsequentemente, declina.

Conforme aqui usado, o termo expressao "estavel" se refere a
expressao de molécula(s) de acido nucleico exégeno que se torna uma parte
integrada do(s) cromossomo(s) da célula. Em geral, vetores para expressao
de genes incluem um ou mais marcadores de selegao.

As técnicas de cultura de célula para cultura primaria transfor-
mada, nao-transformada, e amostras biolégicas, sdo bem-conhecidas na
técnica. As amostras biolégicas ou células cultivadas podem ser armazena-
das até que requeridas para uso. O meio usado para cultura pode ser espe-
cificamente designado ou comprado de fontes comerciais.

Uma concretizagdo da invengdo envolve a lisagao das células.

As células podem ser lisadas pela adigdo de um detergente contendo tam-
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péao lise. Contudo, a invengé@o nao é limitada ao uso de detergente no tam-
pao lise mas pode incluir qualquer método que é apropriado para lisagdo de
células. Por exemplo, as células podem ser lisadas por exposicdo a tampio
hiperténico, sonicagdo ou congelamento/descongelmento. Estes e outros
métodos de lisacdo de células sao bem conhecidos aos técnicos no assunto.

Uma concretizagdo da invengao usa um controle. Um controle é
um termo da técnica bem compreendido pelos técnicos no assunto. Um con-
trole apropriado pode ser dependente dos pardmetros de ensaio, ou da
questédo experimental sob investigacdo. Um controle pode ser um conjunto
particular de condigbes de ensaio, ou a adigdo ou eliminagdo de um compos-
to particular para o ensaio. Portanto, um exemplo n3o-limitativo de um con-
trole € uma condicdo onde um agente de teste é incubado na auséncia de
células ou lisato de células que expressam SSAO. Um controle pode ser
considerado um controle positivo em que as condi¢gbes de ensaio ou com-
posto de controle adicionado proporcionam a resposta antecipada. Por e-
xemplo, se o agente sob investigacao é esperado ser metabolizado, um con-
trole positivo seria um composto que é metabolizado por SSAO. Adicional-
mente, um controle positivo pode ser um composto que é metabolizado por
SSAO em subprodutos metabdlicos conhecidos. Um exemplo nao-limitativo
de um controle positivo € a adigdo de benzilamina. Um controle pode tam-
bém ser um controle negativo. Um controle negativo pode ser um conjunto
particular de condi¢des de ensaio, ou a adi¢gao ou eliminagdo de um compos-
to particular para o ensaio que nao proporcionaria a resposta antecipada.
Por exemplo, se o agente sob investigagdo é esperado ser metabolizado,
entdo um controle negativo seria esperado nao ser metabolizado. Um exem-
plo ndo-limitativo de um controle negativo € a adi¢ao de acido benzéico que
ndo tem um grupo metilenoamina, e nao € metabolizado por SSAO. Um e-
xemplo ndo-limitativo de um conjunto particular de condi¢cdes de ensaio co-
mo um controle negativo pode ser a adi¢gdo de um inibidor tendo como alvo
atividade de enzima de SSAQ, tal como hidralazina, no qual a atividade de
SSAO ¢ inibida. Um controle pode ser um controle de "veiculo". Por exem-

plo, se o0 agente de teste é dissolvido em DMSO, entdo o controle de veiculo
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seria DMSO sem agente de teste. Um controle pode simplesmente ser o uso
de dados historicos.

Uma concretizagdo da presente invengdo é medigcdo da quanti-
dade do agente de teste incubado na presenga de SSAO no periodo de
tempo predeterminado e comparagdo da quantidade do agente de teste no
periodo de tempo predeterminado a quantidade de agente de teste em um
controle para determinar a estabilidade metabdlica do agente de teste na
presenga de SSAO. E prontamente aparente a um técnico no assunto que a
estabilidade metabdlica de agente de teste pode ser medida pelo desapare-
cimento do agente de teste, ou, alternativamente, pela medi¢do do apareci-
mento de um ou mais metabolitos do agente de teste. Uma concretizagdo
adicional da presente invengao € medir o aparecimento de um ou mais me-
tabolitos do agente de teste em adi¢cdo a ou no lugar de medigdo da quanti-
dade de agente de teste.

A quantidade de agente de teste ou o aparecimento de um ou
mais metabolitos do agente de teste pode ser medida por qualquer niimero
de técnicas disponiveis a um técnico no assunto. Exemplos no-limitativos
incluem espectrometria de massa, cromatografia liquida de alta pressao (H-
PLC), cromatografia liquida/espectrometria de massa, cromatografia liqui-
da/espectrometria de massa/espectrometria de massa e cromatografia liqui-
da/deteccao radiomatica. Adicionalmente, a quantidade de agente de teste
ou o aparecimento de um ou mais metabolitos do agente de teste podem ser
medidos pelo uso de moléculas indicadoras, tais como radiois6topos, coran-
tes fluorescentes ou anticorpos. A presente invengao nao € limitada pelo mé-
todo de medicao do agente de teste ou qualquer um ou mais metabolitos do
agente de teste.

O agente de teste pode ser etiquetado com um radiois6topo, tal
como, mas ndo limitado a, *H ou C. Desse modo, uma concretizagdo da
invengdo € um método de identificagdo da estabilidade metabdlica de um
agente de teste radioetiquetado devido ao metabolismo catalisado de amina
oxidase sensivel a semicarbazida (SSAO), o método compreendendo: (a)

cultura de células que expressam SSAOQO; (b) adicdo de um agente de teste
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radioetiquetado as células; (c) incubagdo do agente de teste radioetiquetado
com as células por um periodo de tempo predeterminado; e (d) medicéo da
quantidade do agente de teste radioetiquetado remanescente na presenca
das células compreendendo SSAO expressa no periodo de tempo predeter-
minado no qual a percentagem de agente de teste radioetiquetado que nao
foi metabolizada identifica a estabilidade metabdlica do agente de teste ra-
dioetiquetado na presenga de células compreendendo SSAO expressa. Um
técnico no assunto reconhecera que o método pode ser efetuado usando-se
lisato de células ao invés das células. Adicionalmente, a presente invencao
nao é limitada pelo uso de radioisétopos, mas pode usar quaisquer meios
disponiveis na técnica para etiquetar o agente de teste.

Uma concretizagao adicional da presente invengdo € um método
de identificagcdo da estabilidade metabdlica de um agente de teste radioeti-
quetado devido ao metabolismo de SSAO catalisada em uma amostra biolo-
gica, o método compreendendo: (a) obtengdo de uma amostra bioldgica
compreendendo SSAQ; (b) adicdo de um agente de teste radioetiquetado a
amostra bioldgica; (c) incubagao do agente de teste radioetiquetado com a
amostra biolégica por um periodo de tempo predeterminado; e (d) medigdo
da quantidade do agente de teste radioetiquetado no periodo de tempo pre-
determinado no qual a percentagem de agente de teste radioetiquetado que
nao foi metabolizado identifica a estabilidade metabdlica do agente de teste
na presenca de uma amostra biolégica compreendendo SSAO.

O técnico no assunto pode apreciar a utilidade de comparacgao
da estabilidade metabdlica de um agente de teste em células ou lisatos de
célula a estabilidade metabdlica do agente de teste em amostras bioldgicas.
Desse modo, uma concretizagdo da presente invengao inclui um método de
determinar o perfil de estabilidade metabdlica de um agente de teste, 0 mé-
todo compreendendo (a) obtengdo do valor de estabilidade metabdlica do
agente de teste incubado na presenca de células ou lisato de célula compre-
endendo SSAQO expressa e (b) obtencao do valor de estabilidade metabdlica
do agente de teste incubado na presenca de uma amostra biolégica com-

preendendo SSAO expressa, no qual o valor de estabilidade metabdlica do
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agente de teste na presenga das células ou lisato de célula compreendendo
SSAO expressa é comparado ao valor de estabilidade metabélica do agente
de teste na presenga da amostra biolégica compreendendo SSAO, propor-
cionando o perfil de estabilidade metabdlica do agente de teste.

Refinamentos tais como uso da presente invengdo com métodos
de classificagdo de alta produgdo (HTS) estdo bem dentro do conhecimento
e capacidade do técnico no assunto e sdo concretizacdes consideradas da
invengdo. Uma concretizagdo da invengéo é o uso em métodos de classifi-
cagao de alta produgdo (HTS). HTS é o teste automatico simultdneo de mi-
Ihares de compostos quimicos distintos em ensaios designados para mode-
lar mecanismos biolégicos ou aspectos de patologias de doenga. Mais do
que um composto, por exemplo, uma pluralidade de compostos, pode ser
testada simultaneamente. Em uma concretizagdo, o termo método de classi-
ficagdo de HTS se refere a ensaios que testam a estabilidade metabdlica de
um composto em uma pluralidade de amostras biolégicas ou uma pluralida-
de de compostos em uma ou mais amostras bioldgicas.

Uma concretizagdo da presente invengao compreende uma série
de receptaculos que podem receber células, lisatos de células, amostras
corpdreas ou outros materiais tais como metilenoamina ou agente de teste
similar & metilenoamina sob investigagcdo. Uma série de receptaculos pode
ser qualquer numero de receptaculos de pelo menos um ou mais do que um
receptaculo adequado para retengdo de materiais dentro do escopo da in-
vengao. Exemplos incluem, mas ndo estdo limitados a, frascos, pratos de
cultura, laminas, tubos, tais como tubos de 1,5 mL, placas de 12 pogos, pla-
cas de 96 pocos, placas de 384 pogos e placas de microtitulagdo miniaturi-
zadas com talvez 4000 receptaculos (Pedido de Patente dos Estados Unidos
20050255580). A série de receptaculos pode ser emendavel para a adigao
de uma cobertura protetora, prevenindo, desse modo, contra entrada de con-
taminantes ou evaporacgao de conteudos.

Uma caracteristica adicional dos receptaculos é que o recepta-
culo pode permitir analise. Exemplos nao-limitativos incluem analise por es-

pectrometria de massa ou HPLC. Contudo, ndo existe uma limitagdo para
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receptores que podem ser usados dentro do escopo da presente invengio,
dado que as amostras podem ser transferidas para um recipiente adicional
para analise adicional. Um exemplo nao-limitativo € modificar o método tal
que o método adicionalmente compreende provisdo de uma segunda série
de receptaculos na qual uma ou mais etapas séo realizadas na segunda sé-
rie de receptaculos.

Sistemas de manuseio de liquido, equipamento analitico, tais
como leitoras de fluorescéncia ou contadores de cintilagédo e robdticos para
cultura de célula e manipulagdo de amostra sdo bem conhecidos na técnica.
Sistemas mecanicos, tais como bragos robéticos, ou dispositivos de "cherry-
picking" sdo disponiveis ao técnico no assunto. Leitoras de placa comerciais
sdo disponiveis para analisar placas de 96 pogos e de 384 pogos conven-
cionais. Leitoras de amostra Unica, amostra multipla ou amostra de placa
sdo disponiveis que analisam pogos predeterminados e geram relatos de
dados brutos. Os dados brutos podem ser transformados e apresentados em
uma variedade de modos.

Uma concretizagdo adicional da presente invengcdo é um kit
compreendendo pelo menos um elemento de um sistema de ensaio para
realizar os métodos aqui descritos, e instrugées para uso. Desse modo, os
componentes do sistema de ensaio podem ser providos separadamente, ou
podem ser providos juntos em tal kit. Os componentes do sistema de ensaio
podem ser preparados e incluidos em um kit de acordo com métodos que
maximizam a estabilidade dos componentes individuais. Tais métodos séo
familiares aqueles técnicos no assunto. Por exemplo, as células do sistema
de ensaio podem ser providas como uma suspensao, ou as células podem
ser congeladas ou liofilizadas. Os componentes adicionais do sistema de
ensaio podem também ser incluidos, tais como tampdes, recipientes para
mistura dos componentes de ensaio, tais como placas de microtitulagao ou
tubos de teste. O sistema de ensaio pode ser provido na forma de um kit que
inclui instrugdes para realizagdo do ensaio e instrugdes para manuseio e
interpretagao de dados.

A presente invencdo é adicionalmente descrita nos exemplos
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seguintes, que nao limitam o escopo da invengao descrita nas reivindica-
¢Oes. Conquanto a invengado tenha sido descrita e exemplificada em detalhe
suficiente para aqueles técnicos nesta area técnica para produzir e usar, va-
rias alternativas, modificacbes e aperfeicoamentos devem ser aparentes
sem fugir do espirito e escopo da inveng¢do. Um técnico no assunto apreciara
que a presente invengdo € bem adaptada para efetuar o objetivo e obter as
finalidade e vantagens mencionadas, bem como aquelas inerentes na mes-
ma. Os exemplos que se seguem sdo descrigbes de concretizacdes e nao
sao pretendidos como limitagdes no escopo da invencdo. Modificagdes na
mesma e outros usos ocorrerao aqueles técnicos no assunto. Estas modifi-
cagoes estdo envolvidas dentro do espirito da invengéo, e sdo definidas pelo
escopo das reivindicagoes.

A presente invengdo descrita ilustrativamente aqui pode ser pra-
ticada na auséncia de qualquer elemento ou elementos, limitagdo ou limita-
¢oes, que ndo sdo especificamente aqui descritos. Os termos e expressdes
que foram empregados sdo usados como termos de descri¢éo, e ndo de li-
mitagdo, e ndo ha intengdo que no uso de tais termos e expressdes de ex-
clusao de quaisquer equivalentes das caracteristicas mostradas e descritas
ou porgoes destas, mas € reconhecido que varias modificagbes sdo possi-
veis dentro do escopo da invencédo reivindicada. Desse modo, deve ser
compreendido que embora a presente invengdo tenha sido especificamente
descrita pelas concretizagbes e caracteristicas opcionais, modificagdo e va-
riagdo dos conceitos aqui descritos podem ser feitas por aquele técnico no
assunto, e que tais modificagbes e variagbes sdo consideradas estarem den-
tro do escopo desta invengdo conforme definida pelas reivindicagdes em
anexo.

Exemplo 1
A. Clonagem e Expressdo de SSAO Humana

1) De modo a facilitar a produgdo de constructo de expressao,
um plasmideo de SSAO de comprimento total pPDONR221 inicial foi gerado
conforme segue:

Uma primeira PCR foi realizada usando-se os iniciadores espe-
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cificos de gene mostrados abaixo. O iniciador de avango tinha metade do
local att (Invitrogen) e uma sequéncia Kozak mostrada em negrito. O inicia-
dor reverso tinha a metade restante do local att mostrado em negrito. PCR
foi realizada usando-se corddo umbilical humano como o gabarito de DNA
(preparado de RNA comprado de Biochain e kit Il superescripte de RT-PCR
de Invitrogen):

Iniciadores de Clonagem Iniciais:

Avanco (SEQ ID NO: 3):

5'-AAAAGCAGGCTTAGGAATGAACCAGAAGACAATCCTC-3'

Reverso (SEQ ID NO: 4):

5-CAAGAAAGCTGGGTCCTAGTTGTGAGAGAAGCCCC-3'

Uma segunda PCR foi, em seguida, efetuada usando-se os ini-
ciadores universais mostrados abaixo. O iniciador de avango e o iniciador
reverso incluem sequéncias de local aft (mostradas em negrito) e sequén-
cias de vetores.

Sequéncias de Iniciador Universais:

Avancgo (SEQ ID NO: 5):

5-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAGGA-3'

Reverso (SEQ ID NO: 6):

5-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTC-3'

Este segundo produto de PCR foi clonado em pDONR221 usan-
do-se a reagao BP de Invitrogen. Usando-se este vetor de entrada como ga-
barito, seis variagcdes de constructos de expressao de SSAO humana foram
preparadas; trés formas (uma de comprimento total e duas truncadas) sem
etiquetas e trés etiquetas 6xHIS com carboxil-terminal para facilitar a purifi-
cacgao da enzima.

2) A SSAO de comprimento total:

As sequéncias mostradas em negrito no iniciador de avango e
nos iniciadores reversos indicam sequéncia de local de att.

Sequéncias de Iniciador para Clonagem de SSAO de Compri-
mento total Nao-Etiquetado:

Avango (SEQ ID NO: 7).
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5-AAAAGCAGGCTTAGGAATGAACCAGAAGACAATCCTC-3'

Reverso (SEQ ID NO: 8):

5.
CAAGAAAGCTGGGTCCTAGTTGTGAGAGAAGCCCCCGTGG-3'

Para adicionar 3' 6xHIS antes do cddon de parada, os seguintes
iniciadores foram usados:

As sequéncias mostradas em negrito no iniciador de avango e
no iniciador reverso indicam sequéncia de local att, as sequéncias sublinha-
das no iniciador reverso indicam e etiqueta 6xHIS.

Sequéncias de Iniciador para Clonagem de SSAO de Compri-
mento total com etiqueta 6xHIS C-terminal:

Avancgo (SEQ ID NO: 9):

5'-AAAAGCAGGCTTAGGAATGAACCAGAAGACAATCCTC-3'

Reverso (SEQ ID NO: 10):

5'-
CAAGAAAGCTGGGTCCTAATGGTGATGGTGATGGTGGTTGTGAGAGAA
GCCCCCGTGG-3'

3) Ty (Gly27-Asn763) representando a enzima que falta na regi-

a0 de ancoragem de membrana:

As sequéncias mostradas em negrito no iniciador de avango e
no iniciador reverso indicam a sequéncia de local att, sequéncias sublinha-
das no iniciador de avango indicam Met N-terminal adicional.

Sequéncias de Iniciador para Clonagem de SSAO Néo-
Etiquetada, N-terminal, Truncada:

Avanco (SEQ ID NO: 11):

5'-
AAAAGCAGGCTTAGGAATGGGCAGGGGTGGAGATGGGGGTG-3'

Reverso (SEQ ID NO: 12):

5'-CAAGAAAGCTGGGTCCTAGTTGTGAGAGAAGCCCC-3'

Para adicionar 3' 6xHIS antes do cédon de parada, os seguintes
iniciadores sédo usados:

As sequéncias mostradas em negrito no iniciador de avango e
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no iniciador reverso indicam sequéncia de local att, sequéncias sublinhadas
no iniciador de avanco indicam Met N-terminal adicional, e as sequéncias
sublinhadas no iniciador reverso indicam a etiqueta 6xHIS.

Sequéncias de Iniciador para Clonagem de SSAO de etiqueta
6xHIS N-terminal Truncada, C-terminal:

Avanco (SEQ ID NO: 13):

5'-
AAAAGCAGGCTTAGGAATGGGCAGGGGTGGAGATGGGGGTG-3'

Reverso (SEQ ID NO: 14):

5'-
CAAGAAAGCTGGGTCCTAATGGTGATGGTGATGGTGGTTGTGAGAGAA
GCCCCCGTGG-3'

4) T> (Met211-Asn763) representando o dominio catalitico puta-

tivo.

As sequéncias mostradas em negrito no iniciador de avango e
no iniciador reverso indicam a sequéncia de local aft, e as sequéncias subli-
nhadas no iniciador de avango indicam Met N-terminal adicional.

Sequéncias de Iniciador para Clonagem de dominio catalitico de
SSAO néo-etiquetada:

Avanco (SEQ ID NO: 15):

5-AAAAGCAGGCTTAGGAATGACCACGGCTCCCCGTGGTC-
3

Reverso (SEQ ID NO: 16):

5-CAAGAAAGCTGGGTCCTAGTTGTGAGAGAAGCCCC-3'

Para adicionar 3' 6xHIS antes do c6don de parada, os seguintes
iniciadores foram usados:

As sequéncias mostradas em negrito no iniciador de avancgo e
no iniciador reverso indicam sequéncia de local att, as sequéncias sublinha-
das no iniciador de avango indicam Met N-terminal adicional, as sequéncias
sublinhadas no iniciador reverso indicam a etiqueta 6xHIS.

Sequéncias de Iniciador para Clonagem de dominio catalitico de
SSAO com etiqueta 6xHIS C-terminal:
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Avanco (SEQ ID NO: 17):
5-AAAAGCAGGCTTAGGAATGACCACGGCTCCCCGTGGTC-

Reverso (SEQ ID NO: 18):

5'-
CAAGAAAGCTGGGTCCTAATGGTGATGGTGATGGTGGTTGTGAGAGAA
GCCCCCGTGG-3'

Os constructos de expressdo foram preparados por clonagem
destes produtos de PCR no vetor pPCDNA5-FRT-Para-DEST (Invitrogen, Ga-

teway System®). A sequéncia de DNA de avango e reversa de cada cons-

tructo foi confirmada incluindo sequéncias expressas e pelo menos 100 pa-
res bases ou lados destas. As linhagens de célula estaveis para Flp-In CHO,
Flp-In CHO T-Rex, e Flp-In HEK 293 (invitrogen, Flp-In system®) foram ge-
radas usando-se estes 6 constructos de acordo com as instrugdes do fabri-
cante. As células foram cotransfectadas com o vetor regulatério pOG44, e
cada um dos constructos pCDNAS5-FRT-Para-DEST usando Lipfectamina
(Invitrogen) de acordo com as instrugdes do fabricante. Desse modo, 18 li-
nhagens de célula foram geradas: SSAO de comprimento total CHO Flp-In;
SSAO de comprimento total CHO Fip-in com etiqueta 6xHIS C-terminal;
SSAO CHO Flp-In T4; SSAO CHO Flp-In T4 com etiqueta 6xHIS C-terminal;
SSAO CHO Flp-In T2; SSAO CHO Flp-In T, com etiqueta 6xHIS C-terminal;
SSAOQO de comprimento total CHO T-Rex Flp-In; SSAO de comprimento total
CHO T-Rex Flp-In etiqueta 6xHIS C-terminal; SSAO CHO T-Rex Flp-In Ty;
SSAO CHO T-Rex Flp-In T4 com etiqueta 6xHIS C-terminal ; SSAO CHO T-
Rex Flp-In T; SSAO CHO Flp-In T, com etiqueta 6xHIS C-terminal; SSAO
de comprimento total HEK 293 Fip-in; SSAO de comprimento total HEK 293
Flp-In com etiqueta 6xHIS C-terminal; SSAO HEK 293 Fip-In T¢; SSAO HEK
293 Flp-In T4 com etiqueta 6xHIS C-terminal ; SSAO HEK 293 Fip-In Ty;
SSAO HEK 293 Flp-In T, com etiqueta 6xHIS C-terminal.

Células CHO aderentes foram cultivadas a 37 °C, 5% de CO, em
meio contendo Ham's F12, 10% de soro bovino fetal, 2 mM de L-glutamina,

1% de Penicilina/Estreptomicina, 300 uM de higromicina B. Células aderen-
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tes HEK 293 foram cultivadas a 37 °C, 5% de CO, em D-MEM (alta glicose),
10% de soro bovino fetal, 2 mM de L-glutamina, e 200 uM de higromicina B.
Transformantes estaveis foram identificados por perda de resisténcia a zeo-
cina. Uma vez que as células estavam 80% confluentes, a expressdo de
SSAO foi induzida pela adi¢gdo de Tetraciclina a 1 ug/mL. Em seguida a 18
horas, as células foram colhidas usando-se um tratamento de tripsina de 3
minutos, a temperatura ambiente. As células foram lavadas 3 vezes em so-
lugdo salina tamponada de fosfato antes de congelamento instantadneo em
nitrogénio liquido.

Para a preparagao de lisato de célula para teste de atividade,
pelotas de ceélula congeladas foram ressuspensas em tamp3ao de lisato con-
tendo 10 mM de Tris-HCI (pH 7,2), 150 mM de NaCl, 1,5 mM de MgCl,, 1%
v/v de NP-40 e incubadas por 15 minutos em gelo. O lisato foi removido por
centrifugagdo 800 x g por 10 minutos, 4 °C, e armazenado em aliquotas a -
80 °C até uso. As proteinas foram determinadas usando-se Reagente de
Proteina Pierce Coomassie, de acordo com as instrugées do fabricante.

B. Teste da Proteina Recombinante para Atividade Enzimatica

(i). Preparacao da Amostra.

Para cada ensaio efetuado, 1 mL de lisato de célula (1,5 mg/mL
de proteina) foi misturado com benzilamina a 2000 ng/mL de concentragdo
final. Em cada ponto de tempo correspondente, 20 uL da mistura de incuba-
¢éo foram transferidos para um tubo de micro centrifuga (1,7 mL) e mistura-
dos com 50 uL de acetonitrila. Os tubos foram misturados em vortice breve-
mente para assegurar mistura completa e, em seguida, centrifugados a
10.000 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi removido, e 50 pL foram trans-
feridos a um frasco autoamostrador e misturados com 50 uL de agua antes
da analise de LC/MS/MS. A benzilamina que permanece no lisato foi anali-
sada com método de LC/MS/MS.

(ii). Analise

Analise de LC/MS/MS foi realizada com um espectrometro de
massa PE Sciex APl 3000 sob as seguintes condicdes listadas abaixo e nas
Tabelas 1 e 2:
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Coluna analitica: Jupiter C-4, 5 uM, 50 x 2,1 mm

Temperatura da coluna: ambiente

Taxa de fluxo: 0,2 mL/min

Volume de injegao: 15 uL

Tabela 1: Gradiente de Fase Mdvel

Tempo (min) Solugao A (%) Solugéo B (%)
0 40 60

0,1 95 5
29 95 5
3,0 40 60
6,0 40 60

A solucéo A foi 90% de metanol em agua, a solugéo B foi 10 mM
de tampéo de acetato de amoénio, pH 7,0
Valvula de desvio: 0-1,5 min para perda, 1,5 - 5 min para detec-
tor de MS
Tabela 2: LC/MS/MS
Composto RT (min) Transicdo de massa
Benzilamina 2,74 108,1 para 65,1 +Ve

(iii) Resultados de lisato de célula de analise de LC/MS/MS sio mostrados

na Tabela 3.
Tabela 3: Atividade Enzimatica de SSAO em Linhagens de Célula que Ex-

pressam SSAO de Comprimento Total ou Truncada

Fonte de Lisato SSAO Expressa Etiqueta Benzilamina Remanes-
de Célula cente (%)
0 min 10 min 2 horas
Controle CHO Nenhuma Nenhuma 100 111 110
Controle CHO Nenhuma Nenhuma 100 104 99
Flp-In
CHO Flp-In Comprimento Nenhuma 100 1 1
Total
CHO Flp-In Comprimento 6xHIS C- 100 101 73
Total terminal
CHO Flp-In T Nenhuma 100 109 103
CHO Flp-In T 6xHIS C- 100 101 98
terminal
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Fonte de Lisato SSAO Expressa Etiqueta Benzilamina Remanes-
de Célula cente (%)
0 min 10 min 2 horas
CHO Flp-in T2 Nenhuma 100 105 98
CHO Flp-In T2 6xHIS C- 100 108 102
terminal
CHO Flp-in T-Rex Nenhuma Nenhuma 100 104 99
CHO Flp-In T-Rex Comprimento Nenhuma 100 6 0
Total
CHO Flp-In T-Rex Comprimento 6xHIS C- 100 94 59
Total terminal
CHO Flp-In T-Rex T Uma 100 104 92
CHO Flp-In T-Rex T 6xHIS C- 100 95 93
terminal
CHO Flp-In T-Rex T2 Nenhuma 100 97 83
CHO Flp-In T-Rex T2 6xHIS C- 100 100 97
terminal
HEK293 controle Nenhuma Nenhuma 100 106 123
HEK293 Comprimento Nenhuma 100 58 2
total
HEK293 Comprimento 6xHIS C- 100 105 98
total terminal
HEK293 T Nenhuma 100 105 102
HEK293 T 6xHIS C- 100 111 103
terminal
HEK293 T2 Nenhuma 100 113 101
HEK293 T2 6xHIS C- 100 100 117
terminal

Os lisatos ativos de CHO Flp-In, CHO Flp-In T-Rex ou HEK293
Flp-In que expressam SSAO de comprimento total (ndo-etiquetada) foram
subsequentemente testados e atividade confirmada (Tabela 4). Desde que
as linhagens de célula de SSAO ativa foi a CHO Flp-In que expressa SSAO

de comprimento total (ndo-etiquetada), esta preparagao foi usada para teste

de atividade subsequente.




10

15

20

25

26

Tabela 4: Atividade Enzimatica de SSAO em Linhagens de Célula que Ex-

pressam SSAO de Comprimento Total

Tipo de Célula que Expressam Benzilamina Remanescente (%)
SSAO de Comprimento total (nao- 0 min 10 min 30 min
etiquetada)
HEK293 Flp-In 100 50 9
CHO Flp-In 100 9 1
CHO Flp-In T-Rex 100 16 1
Exemplo 2

Otimiza¢do das Condicdes de Ensaio de LCMS/MS

O ensaio Amplex Red (um ensaio comercialmente disponivel),
foi usado inicialmente para medir a atividade especifica do SSAO humana
recombinante. Amplex Red € um derivado incolor ndo-fluorescente de di-
hidroresorufin. Na presenca de amina oxidases e SSAQO, o Amplex Red rea-
ge com H20O, para produzir o produto altamente fluorescente, resorufin. Re-
sorufin tem uma excitagdo maxima a 563 nm e emissdo maxima a 587 nm, e
0 ensaio pode ser quantificado pela leitura da placa de microtitulagdo a 587
nm. A atividade especifica de SSAO recombinante foi determinada para ser
280 pmol/min/mg de proteina e esta foi determinada para ser equivalente a
atividade especifica de SSAO encontrada em tecido de pulmao humano.
Para ensaios subsequentes para moldar compostos no ensaio de
LC/MS/MS, SSAO humana recombinante (rhSSAO) foi usada nesta ativida-
de especifica definida.

O ensaio de LC/MS/MS conforme descrito acima foi usado para
avaliar a susceptibilidade do composto A a metabolismo por rhSSAO. A es-
trutura quimica do composto A € mostrada na Figura 3 (a Patente dos Esta-
dos Unidos 6.977.263 B2 genericamente envolve moléculas e métodos de
produgao das mesmas). O composto A mostrado na Tabela 5 foi incubado a
37 °C com rhSSAO (tendo uma atividade especifica definida que é compati-
vel com aquela encontrada em tecidos humanos conforme descrito acima)
por 4 horas inicialmente ou por 24 horas. No tempo zero e tempo 4 horas (ou
24 horas), uma aliquota da amostra foi removida e resfriada rapidamente

com acetonitrila. As amostras foram, em seguida, analisadas por LC/MS/MS



10

15

20

25

27

para medir a quantidade de composto original remanescente a 24 horas
comparada aquela presente no tempo zero.

Os valores mostrados na Tabela 5 sdo percentagens de com-
posto original remanescente nos varios tempos indicados seguindo incuba-
¢ao com rhSSAO.

Tabela 5: Percentagem de Composto Original Remanescente Sequindo In-

cubacdo com rhSSAO

% de Composto Original Remanescente

Composto 0 h (%) 4 h (%) 24 h (%)
A 100 25 3,2
Exemplo 3

Teste de Estabilidade Metabdlica do Composto A nas Preparacdes de So-

brenadante de Homogenatos de Tecido Animal e Humano

(i) Tecidos usados

Os seguintes tecidos foram usados: pulm3o, figado e ileo de
porquinho-da-india, macaco cynomolgus, e humano; artéria de porquinho-
da-india e macaco; e cordao umbilical de humano.

(i) Preparagao de tecido

Tecidos foram processados para obter subrenadantes. Breve-
mente, os tecidos excisados foram enxaguados imediatamente com quanti-
dades copiosas de solugéo salina fisioldgica (pré-resfriadas a 4 °C) para re-
mover sangue. Os tecidos reunidos foram homogeneizados em tampéo de
fosfato de sédio a 0,01 M resfriado a pH 7,4 (10 mL por g de tecido) com um
Polytron. O homogenato foi tratado com Triton X-100 a uma concentragao
adicionada de cerca de 1% sob sacudimento brando continuo por 2 horas a
4 °C e, em seguida, centrifugado (4 °C, 15 minutos, 3000 x g). O sobrena-
dante foi cuidadosamente separado e aliquotado em porgdes de 2 mL e
congelado a aproximadamente -80 °C até uso.

(iii) Otimizacao de condicoes de incubacdo com composto de teste

Todas as incubagbes foram conduzidas a 37 °C usando-se um
banho de agua preaquecido. Composto teste M radioetiquetado '*C- foi

incubado a 1 ou 10. Incubagbes preliminares foram realizadas para cada
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combinagéo de tecido/composto para selecionar as duragdes de incubagio
apropriadas. As duragbes de incubagao de 1,5 a 6 horas foram entdo usa-
das. O volume de incubagdo suficiente foi usado para permitir pelo menos
cinco amostras em série durante a duragdo de incubagdo. Aliquotas indivi-
duais (1 mL) tomadas a partir da mistura de incubagao foram imediatamente
resfriadas rapidamente com dois volumes de acetonitrila, e as misturas res-
friadas rapidamente foram secadas por congelamento. As amostras secadas
por congelamento foram, ou reconstituidas imediatamente para analise de
amostra, ou armazenadas a aproximadamente -80 °C até analise. A recons-
tituicdo foi realizada com uma mistura de 500 L (90% a 20 mM de acetato
de aménio, pH 4,0 e 10% de metanol (v/v)). L do apds centrifugagdo, 100
amostras reconstituidas foram injetadas para separagdo cromatografica li-
quida de alto desempenho (HPLC), seguido por detecgao radiomatica.

(iv) Analise de dados e calculos

Amostras reconstituidas de incubag¢des foram analisadas por
HPLC, seguido por detecg¢ao radiomatica. A identidade do composto teste e
respectivos benzilaldeido e metabolitos acidos foi verificada pela equipara-
¢ao dos tempos de retengdo com os padroes de referéncia do composto ori-
ginal e seus respectivos metabolitos. A quantidade do composto teste rema-
nescente € calculada como a percentagem da radioatividade do pico original
na radioatividade total do radiocromatograma de uma amostra reconstituida.
A percentagem de composto teste remanescente versus tempo de incuba-
¢ao mostrou cinéticas de primeira ordem quando plotada em uma escala
linear de log. A taxa constante de primeira ordem foi calculada para incuba-
¢oes individuais como a inclinagéo entre o logaritmo do composto teste re-
manescente versus tempo baseado na analise de regressao linear de mini-
mo quadrado.
(v) Resultados de estabilidade metabdlica de composto teste em prepara-

coes de tecido

A constante de taxa de primeira ordem (1/h) para a degradagéo
metabdlica do composto teste é listada na Tabela 6. Assumindo-se que o

metabolismo seguido de cinéticas de Michaelis-Menten, a aproximagao a
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cinéticas de primeira ordem M implicou que K para até 10, >> M para a
reagao enzimatica. 10

Tabela 6: Estabilidade metabodlica do Composto A nas Preparacdes de Teci-
do

Espécies Tecido Composto A

MO1 MO10

Humano Figado 0,418 0,365
ileo 0,352 0,353

Pulmao 0,675 0,706

Cordao umbilical 0,688 0,697

Porquinho- Figado 0,318 0,305
da-india fleo 0,0775 0,0782
Pulmao 0,747 0,709

Artéria 0,127 0,111

Macaco Figado 2,05 2,64
leo 0,328 0,277

Pulmao 0,177 0,208

Artéria 0,835 0,673

Conforme mostrado na Tabela 6, a presente invengdo demons-
tra uma boa correlagao entre os dados do tecido e o perfil metabdlico clinico
observado do composto A. Comparado ao uso somente de medigbes de es-
tabilidade de plasma humano, a presente invengdo pode refletir melhor a
estabilidade de SSAO humana de um agente farmacéutico sob condigdes
fisiologicas, e € uma ferramenta predita mais relevante para guiar a selegao

de e o desenvolvimento farmacéutico de candidatos clinicos.
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LISTAGEM DE SEQUENCIA

<110>

<120>

<130>

<160>

<170>

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Met
1

Ile

Gly

Gln

Arg
65

Pro

Phe

Asn

Phe

Glu

Pro

50

Glu

Gly

Ser

Gln

Ala

Pro
35

Trp

Glu

Leu

Val
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METODO PARA DETERMINACAO DA ESTABILIDADE DE METILENOAMINAS OR-

GANICAS NA PRESENCA DE AMINA OXIDASE SENSIVEL A SEMICARBAZIDA

US2005/172 WO PCT
18

PatentIn versdo 3.3
1

763

PRT

Homo sapiens

Lys Thr Ile Leu Val Leu Leu

Leu Val Cys Val Leu Leu Val
20 25
Ser Gln Leu Pro His Cys Pro
40
Thr His Pro Gly Gln Ser Gln
55
Leu Thr Ala Val Met Arg Phe
70
Val Asp Ala Ala Gln Ala Arg
85 90

Glu Leu Gln Leu Pro Pro Lys

Ile

Gly

Ser

Leu

Leu

75

Pro

Ala

Leu

Arg

val

Phe

60

Thr

Ser

Ala

Ala

Gly

Ser

45

Ala

Gln

Asp

Ala

Val

Gly

30

Pro

Asp

Arg

Asn

Leu

Ile

15

Asp

Ser

Leu

Leu

Cys

95

Ala

Thr

Gly

Ala

Ser

Gly

80

Val

His
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Leu

Phe

Pro

145

Gly

Leu

Gly

val

Thr

225

His

Ala

Ser

Vval

Pro

305

Pro

Phe

Arg

Asp

Phe

130

Leu

Gly

Asp

Leu

Thr

210

Trp

His

Arg

Leu

Leu

290

vVal

Arg

Ser

Phe

Arg

115

Gly

Pro

Pro

Ile

Leu

195

Met

Phe

Val

Trp

Ala

275

Ile

Pro

Phe

Phe

Gln

100

Gly

Arg

His

Leu

Asp

180

His

Thr

Gly

Gly

Thr

260

Gln

Pro

Pro

Ser

Gly

340

Gly

Ser

Gln

Pro

Pro

165

Gln

His

Thr

Leu

Leu

245

Ile

Leu

Asp

Gly

val

325

Leu

Glu

Pro

Pro

Ser

150

Tyr

Met

Cys

Ala

Tyr

230

Glu

Gln

Glu

Asn

Pro

310

Gln

Gly

Arg

Pro

Gln

135

Tyr

His

Ile

Cys

Pro

215

Tyr

Leu

Lys

Ala

Gly

295

Ala

Gly

Ala

Leu

Pro

120

Pro

Met

Arg

Phe

Phe

200

Arg

Asn

Leu

Val

Gln

280

Thr

Pro

Ser

Phe

val

105

Ala

Asn

Arg

Arg

Asn

185

Tyr

Gly

Ile

val

Phe

265

Phe

Gly

Pro

Arg

Ser

345

Tyr

31

Arg

val

Asp

Pro

170

Arg

Lys

Leu

Ser

Asn

250

Tyr

Glu

Gly

Leu

Val

330

Gly

Glu

Glu

Ser

val

155

val

Glu

His

Gln

Gly

235

His

Gln

Ala

Ser

Gln

315

Ala

Pro

Ile

Ala

Glu

140

Thr

Leu

Leu

Arg

Ser

220

Ala

Lys

Gly

Gly

Trp

300

Phe

Ser

Arg

Ser

Leu

125

Leu

Val

Phe

Pro

Gly
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Gly

Gly

Ala

Arg

Leu
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Ser

Tyr

Ser

Ile

Leu
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Ala

Val

Glu

Gln

Gln

190

Arg

Asp

Phe

Leu

Tyr
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Leu

Pro

Leu

Phe
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Gln

Ile

val

Arg

Glu
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Ala

Asn

Arg

Phe

Asp
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Tyr

Asn

Lys

Gln
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Asp

Glu

Val

Gly

His

160

Tyr

Ser

Leu

Ala

Leu
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Pro

Asp

val

Ser

Gly

320

Thr

Val

Ala
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Leu

Val

385

Gly

Leu

Glu

Ser

Met

465

Pro

Ser

Glu

Asp

val
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Arg

Phe

His

Ser

Ala

370

Asp

Val

Glu

Gln

His
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Ser

Ser

Ala

His
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530

Phe

Leu

Leu

Ser

Phe
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Ile

Gly

Asp

Ser

Asn
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Tyr

Thr

Gly

Phe

Thr
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Asp
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Gln
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Asn
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Ala

Tyr

Gly

Cys

Gln
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Gln

Phe

Leu

Ala

Leu

500

Leu

Val

Pro

val

Gly
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Lys

Gly

Gly

Phe

Pro

405

Ala

Gly

Gly

Leu

Ile
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Phe

Gly

Ala

Met

Thr
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Ser

Trp

Glu

Gly

Gly
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Tyr

Pro

Leu

Gly

Asn
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Glu

Gly

Thr

Gly

Ala
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Arg

Ala

Gly

Pro

Asn
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Met

Leu

Lys

Pro

Leu
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Tyr

Ile

Ala
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Lys

Thr

His

Leu
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Ser

Gly

Ala

Thr

Leu
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Ala

Asp

Arg

Thr

His
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Glu

Pro

Leu

Pro

Pro

600

Pro

Pro

Lys

Thr

Ile

425

Arg

Glu

Tyr

Phe

Gly
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Thr

Asn

Trp

Leu

Arg

585

Arg

Gln

32

Ala

Tyr

Tyr

410

Arg

Arg

Thr

Val

Tyr
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Lys

His

Trp

Ser

Glu

570

Tyr

Gly

Asn

Ala

Thr
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Val

Asp

His

Val

Trp
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Ala

Tyr

Ser

Val

Pro
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Met

Leu

Tyr

Ser

Met
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Thr

Asp

Ala

His

Leu
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Asp

Thr

Gly

Ala

Trp
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Glu

Glu

Tyr

Arg

Ser
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Thr

Pro

Phe

Ser

445

val

Thr

Gly

Asn

His
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Ala

His

Glu

Leu

Ile
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Met

Thr

Leu

His

Cys

430

Asp

Val

Val

Tyr

Gln

510

Phe

Glu

Gln

Gln

Ala

590

Gln

Ala

Arg

Thr

Phe

415

Val

Leu

Arg

Phe

Ile

495

val

Lys

Asp

Leu

Ala

575

Ser

Met

Arg

Tyr

Arg

400

Leu

Phe

Tyr

Ser

His
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Ser

Ser

Val

Met

Gln
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Ala

Asn

Leu
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610

Phe Ser Trp
625
Glu

Pro Ser

Thr Val Asp

Asp Leu Val

675

Glu Asp Ile
690

Leu Arg Pro

705

Ile

Asp Ser

Asn Pro Leu

Pro Ala Phe
755
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
atgaaccaga
gtttgtgtcc
tgcccetctg
gcagacctga
ccagggctgg
ttgcagctgce
gcccgggagyg

ctggtggtgg

Glu Arg

Tyr

615

Gln Leu

630

Ser Ser
645
Phe Ser
660
Ala Trp

Pro Asn

Tyr Asn

Ser

Asp

Val

Thr

Phe

Val Phe

Phe Ile

Thr Ala
680
Val Thr
695

Phe Asp

710

Tyr Phe
725
Ala Cys
740

Ser His

2292
DNA
Homo
2
agacaatcct
tgctggtggg
tatctcccag
gccgagagga
tggatgcagc
ctcccaaggce
cactggccat

ggccactgcec

Arg

Leu

Gly

Gly Asp

Pro Gln

Gly Phe

760

sapiens

cgtgctcececte
caggggtgga
tgcccagcect
gctgacggct
ccaggcccgg
tgcagcecetg
cgtcttettt

tcacccctec

Ala

Asn

Asn

Gly

val

Glu

Gln

Ala

Ser

33

Val Thr
635
Gln Asn
650

Asn Glu

665

Phe Leu

Gly Asn

Asp Pro
715
Asp Ala
730

Ala Ala

745

His Asn

attctggecg
gatgggggtg
tggacacacc
gtgatgcgcet
ccctcggaca
gctcacttgg
ggcaggcaac

tacatgcggg

620

Gln Arg Lys

Asp Pro Trp

Thr Ile Ala

670

His Ile Pro
685

Gly Val Gly

700

Ser Phe Tyr

Gly Ala Cys

Cys Ala Pro

750

tcatcaccat
aacccagcca
ctggccagag
ttctgaccca
actgtgtett
acagggggag
cccagcccaa

acgtgactgt

Glu Glu
640
Ala Pro
655
Gly Lys

His Ala

Phe Phe

Ser Ala
720
Glu Vval
735

Asp Leu

ctttgecttg
gcttcecececat
ccagctgttt
gcggetgggg
ctcagtggag
ccceecacct
cgtgagtgag

ggagcgtcat

60

120

180

240

300

360

420

480
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ggaggccccc
cagatgatct
tacaagcacc
ggggaccggg
caccacgtgg
atccagaagg
tttgaggceg
tcectgaagt
cccegettea
ctcggagcat
tatgagataa
acgacccgcet
ggggtggact
gcccccaaga
cggcgacacc
gtcgtcagat
cccagtgggg
tttggtgcta
acccacagcg
gccgaggata
aggctgcagg
agcgccaccce
cggggctacc
atggcgagag
gagcccagta
agtgacttca
ggttttetge
gtgggcttet
gactccatct
tgcectgecce
tctcacaact

<210>

tgccctatca
tcaacagaga
ggggacggaa
ccacctggtt
gcttggagct
tgttctatca
gcctggtgaa
ccecetgtgec
gtgtccaggg
tcagtggcecce
gccteccaaga
atgtggatgg
gccectactt
caatacgtga
actcagatct
ctatgtccac
ccatagaaat
ctgggaggta
cccacttcaa
tggtctttgt
tgaccecggaa
ctcgctacct
gcatccagat
gcttcagctg
gcagcagcgt
tcaacaatga
atatcccaca
tcctecgacce
acttccgagg
aggctgctge
ag

3

ccgacgcecc
gctgccccag
cctggtgaca
tggcctctac
gctagtgaac
aggccgctac
tgtggtgctg
ccegggteca
aagtcgagtg
aaggatcttt
ggccttggcece
aggctttggc
ggccacctac
tgcettttgt
ctactcgcac
cttgctcaac
acgattctat
cgggaaccaa
ggtggatctg
ccccatgget
gctgetggag
gtacctggcc
gctcagcttt
ggagaggtac
tttcaatcag
gaccattgct
tgcagaggac
ctataacttc
ggaccaggat

ctgtgeecee

34

gtgctgttcc
gcttctggge
atgaccacgg
tacaacatct
cacaaggccc
tacgacagcc
atcccagaca
gctcccecte
gcctectceac
gacgttcget
atctatggtg
atgggcaagt
gtggactggc
gtgtttgaac
tactttgggg
tatgactatg
gccacgggcet
gtgtcagagc
gatgtagcag
gtgccctgga
atggaggagc
agcaaccaca
gctggagagc
cagctggctg
aatgaccctt
ggaaaggatt
attcctaaca
tttgacgaag
gctggggcect

gacctcecetg

aagagtacct
ttctccacca
ctceeegtgg
cgggcgctgg
ttgaccctgce
tggceccaget
atggcacagg
tacagttcta
tgtggacttt
tccaaggaga
gaaattcccc
acaccacgcc
acttcetttt
agaaccaggg
gtcttgcgga
tgtgggatac
acatcagctc
acaccctggg
gactggagaa
gcectgagcea
aggccgectt
gcaacaagtg
cgctgceccca
tgacccagcg
gggcceccac
tggtggccetg
cagtgactgt
acccctectt
gcgaggtcaa

ccttectecca

ggacatagac
ctgttgctte
tctgcaatca
gttcttecectg
ccgctggact
ggaggccceag
tgggtcctgg
tccccaagge
cteectttgge
aagactagtt
agcagcaatg
cctgaccegt
ggagtcccag
cctceccctg
aacggtgctg
ggtcttccac
ggcattcctce
cacggtccac
ctgggtetgg
ccagctgcag
cctcgtggga
gggtcaccce
aaacagctcc
gaaggaggag
tgtggatttc
ggtgacagct
ggggaacggc
ctactctgec

ccceectaget

cgggggctte

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2292
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<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
aaaagcaggc
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
caagaaagct
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
ggggacaagt
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
ggggaccact

<210>

35

37
DNA

Artificial

iniciador de clocagem inicial - avango

3

ttaggaatga accagaagac aatcctc 37
4

35

DNA

Artificial

iniciador de clonagem inicial - reverso

4

gggtcctagt tgtgagagaa gcccce 35
5

34

DNA

Artificial

Iniciador universal - avango

ttgtacaaaa aagcaggctt agga 34
6

30

DNA

Artificial

iniciador universal - reverso
6
ttgtacaaga aagctgggtc 30

7
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36

<211> 37

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> sequéncia de iniciador de avan¢o para clonagem de SSAO de com-
primento com 6xHIS etiquetada C-terminal

<400> 7

aaaagcaggc ttaggaatga accagaagac aatcctce 37

<210> 8

<211> 40

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> sequéncia de iniciador de reverso para clonagem de SSAO de com-
primento com 6xHIS etiquetada C-terminal

<400> 8

caagaaagct gggtcctagt tgtgagagaa gcccccgtgg 40

<210> 9

<211> 37

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> sequéncias de iniciador reverso para clonagem de SSAO de compri-
mento total com etiqueta 6xHIS C-terminal

<400> 9

aaaagcaggc ttaggaatga accagaagac aatcctce 37

<210> 10

<211> 58

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> sequéncias de iniciador reverso para clocagem de SSAO de compri-
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<400>
caagaaagct
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

<223>

<400>
aaaagcaggc
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

<223>

<400>
caagaaagct
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

<223>

<400>
aaaagcaggc
<210>

<211>

37

mento total com etiqueta 6xHIS C-terminal

10
gggtcctaat
11

41

DNA

Artificial

sequéncias
etiquetada
11
ttaggaatgg
12

35

DNA

Artificial

sequéncias
etiquetada
12
gggtcctagt
13

41

DNA

Artificial

sequéncias

ggtgatggtg atggtggttg tgagagaagc ccccgtgg 58

de iniciador de avango para clonagem de SSAO ndo-

N-terminal truncada

gcaggggtgg agatgggggt g 41

de iniciador reverso para clonagem de SSAO ndo-

N-terminal truncada

tgtgagagaa gcccc 35

de iniciador de avango para clonagem de SSAO N-

terminal truncada de etiqueta 6xHIS C-terminal

13
ttaggaatgg
14

58

gcaggggtgg agatgggggt g 41
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<212>
<213>
<220>

<223>

<400>
caagaaagct
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

<223>

<400>
aaaagcaggc
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

<223>

<400>
caagaaagct
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

<223>

38

DNA

Artificial

sequéncias de iniciador reverso para clocagem de SSAO N-terminal
truncada de etiqueta 6xHIS C-terminal

14

gggtcctaat ggtgatggtg atggtggttg tgagagaagc ccccgtgg 58

15

38

DNA

Artificial

sequéncias de iniciador de avango para clonagem de dominio cata-
litico de SSAO ndo-etiquetada

15

ttaggaatga ccacggctcecc ccgtggtce 38

16

35

DNA

Artificial

sequéncias de iniciador reverso para clonagem de dominio catali-
tico de SSAO ndo-etiquetada

16

gggtcctagt tgtgagagaa gcccc 35

17

38

DNA

Artificial

sequéncias de iniciador de avango para clonagem de dominio cata-

litico de SSAQO com etiqueta 6xHIS C-terminal
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39

<400> 17

aaaagcaggc ttaggaatga ccacggctcce ccgtggtce 38
<210> 18

<211> 58

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> sequéncias de iniciador reversa para clonagem de dominio catali-

tico de SSAO com etiqueta 6xHIS C-terminal
<400> 18

caagaaagct gggtcctaat ggtgatggtg atggtggttg tgagagaagc ccccgtgg 58



10

15

20

25

30

REIVINDICAGOES

1. Método de identificacdo de estabilidade metabdlica de um a-
gente de teste devido ao metabolismo catalisado de amina oxidase sensivel
a semicarbazida (SSAQ), o método compreendendo:

a) cultura das células que expressam SSAOQ;

b) adigao de um agente de teste as células;

c) incubacdo do agente de teste com as células por um periodo
de tempo predeterminado;

d) medigdo da quantidade do agente de teste remanescente na
presenca das células compreendendo SSAO expressa no periodo de tempo
predeterminado; e

e) comparagdo da quantidade do agente de teste no periodo de
tempo predeterminado a quantidade de agente de teste em um controle para
determinar um valor no qual o valor identifica a estabilidade metabolica do
agente de teste na presencga de células compreendendo SSAO expressa.

2. Método de identificagdo de estabilidade metabodlica de um a-
gente de teste radioetiquetado devido ao metabolismo catalisado de amina
oxidase sensivel a semicarbazida (SSAQO), o método compreendendo:

a) cultura das células que expressam SSAQ;

b) adicao de um agente de teste radioetiquetado as células;

c) incubagao do agente de teste radioetiquetado com as células
por um periodo de tempo predeterminado; e

d) medi¢cdo da quantidade do agente de teste radioetiquetado
remanescente na presencga das células compreendendo SSAO expressa no
periodo de tempo predeterminado; no qual a percentagem de agente de tes-
te radioetiquetado que foi metabolizada identifica a estabilidade metabdlica
do agente de teste radioetiquetado na presenga das células compreendendo
SSAO expressa.

3. Método, de acordo com a reivindicagao 1 ou reivindicagao 2,
em que as células que expressam SSAO sado produzidas por transfecgio
transiente ou estavel das células com DNA que codifica SSAO.

4. Método, de acordo com a reivindicagao 1 ou reivindicagao 2,
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em que as células que expressam SSAO s3o procaridticas.

5. Método, de acordo com a reivindicagdo 1 ou reivindicagéo 2,
em que as células que expressam SSAO sio eucaridticas.

6. Método de identificacdo da estabilidade metabdlica de um a-
gente de teste devido ao metabolismo catalisado de SSAO em uma amostra
biolégica, o método compreendendo:

a) obtengao de uma amostra biolégica compreendendo SSAOQ:;

b) adigdo de um agente de teste a amostra bioldgica;

c) incubagéo do agente de teste com a amostra biolégica por um
periodo de tempo predeterminado;

d) medigdo da quantidade do agente de teste no periodo de
tempo predeterminado; e

e) comparagdo da quantidade do agente de teste no periodo de
tempo predeterminado a quantidade de agente de teste em um controle para
determinar um valor no qual o valor identifica a estabilidade metabdlica do
agente de teste na presenga de uma amostra biolégica compreendendo
SSAO.

7. Método de identificagdo da estabilidade metabdlica de um a-
gente de teste radioetiquetado devido ao metabolismo catalisado de SSAO
em uma amostra bioldgica, o0 método compreendendo:

a) obtengao de uma amostra bioldgica compreendendo SSAOQ;

b) adicdo de um agente de teste radioetiquetado a amostra bio-
l6gica;

¢) incubagao do agente de teste radioetiquetado com a amostra
biolégica por um periodo de tempo predeterminado; e

d) medi¢ao da quantidade do agente de teste radioetiquetado no
periodo de tempo predeterminado, no qual a percentagem de agente de tes-
te radioetiquetado que nao foi metabolizada identifica a estabilidade metabo-
lica do agente de teste na presengca de uma amostra biologica compreen-
dendo SSAO.

8. Método, de acordo com a reivindicagado 6 ou reivindicagao 7,

em que a amostra bioldgica é selecionada a partir do grupo consistindo em
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sangue, plasma, soro, artéria, corddo umbilical, figado, ileo, e pulmao.

9. Método, de acordo com a reivindicagdo 8, em que a amostra
biologica é de um individuo humano.

10. Método, de acordo com a reivindicagdo 8, em que a amostra
biolégica é de um individuo ndo-humano.

11. Método, de acordo com a reivindicagdo 9 ou reivindicagio
10, em que o individuo humano ou nao-humano é manipulado antes da ob-
tengao da amostra biolégica.

12. Método, de acordo com a reivindicagdo 11, em que a mani-
pulag&o do individuo humano ou ndo-humano é selecionada a partir do gru-
po consistindo em tratamento com um ou mais farmacos, indugdo de um ou
mais aspectos de um estado de doenga, manipulagdo cirlrgica e alteragéo
genética.

13. Método, de acordo com a reivindicagao 1 ou reivindicagao 6,
em que a quantidade de agente de teste € determinada por uma técnica se-
lecionada a partir do grupo consistindo em espectrometria de massa, croma-
tografia liquida de alta pressdo, cromatografia liquida/espectrometria de
massa, cromatografia liquida/espectrometria de massa/espectrometria de
massa e cromatografia liquida/detec¢ao radiomatica.

14. Método, de acordo com a reivindicagcdo 1 ou reivindicagdo 6,
em que uma ou mais etapas sao realizadas por um dispositivo robético.

15. Método, de acordo com a reivindicagdo 1 ou reivindicagéo 6,
em que a estabilidade metabdlica do agente de teste é determinada por me-
dicdo de um ou mais metabolitos do agente de teste em adi¢do a ou no lugar
da medigdo do agente de teste.

16. Método de determinar um perfil de estabilidade metabdlica
de um agente de teste, 0 método compreendendo:

a) obtencdo do valor de estabilidade metabdlica do agente de
teste incubado na presenca da célula compreendendo SSAO expressa u-
sando-se 0 método como definido na reivindicagdo 1;

b) obtencdo de uma amostra biolégica compreendendo SSAO;

c) adigdo de um agente de teste a amostra biologica;
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d) incubagdo do agente de teste com a amostra biolégica por um
periodo de tempo predeterminado;

e) medigdo da quantidade do agente de teste no periodo de
tempo predeterminado; e

f) comparagao da quantidade do agente de teste no periodo de
tempo predeterminado a quantidade de agente de teste em um controle para
determinar um valor que identifica a estabilidade metabdlica do agente de
teste na presenga de uma amostra bioldégica compreendendo SSAQ, em que
o valor da estabilidade metabdlica do agente de teste na presenga da célula
compreendendo SSAO expressa € comparado ao valor de estabilidade me-
tabdlica do agente de teste na presenga de uma amostra biolégica compre-
endendo SSAO que proporciona o perfil de estabilidade metaboélica do agen-
te de teste.

17. Método de determinar o perfil de estabilidade metabdlica de
um agente de teste radioetiquetado, o método compreendendo:

a) obtengéo do valor da estabilidade metabdlica do agente de
teste radioetiquetado incubado na presenga do lisato de célula compreen-
dendo SSAO expressa usando-se o método como definido na reivindicagéo
2

b) obten¢cdo de uma amostra biolégica compreendendo SSAQ;

c) adigdo de um agente de teste radioetiquetado a amostra bio-
l6gica;

d) incubagéo do agente de teste radioetiquetado com a amostra
biolégica por um periodo de tempo predeterminado;

e) medi¢do da quantidade do agente de teste radioetiquetado no
periodo de tempo predeterminado; e

f) identificagdo da estabilidade metabdlica do agente de teste
radioetiquetado pela percentagem de agente de teste radioetiquetado que
nao foi metabolizada no periodo de tempo predeterminado, em que o valor
da estabilidade metabdlica do agente de teste radioetiquetado na presenca
de lisato de célula compreendendo SSAO expressa é comparado ao valor de
estabilidade metabdlica do agente de teste radioetiquetado na presenga de



uma amostra biolégica compreendendo SSAO que proporciona o perfil de

estabilidade metabdlica do agente de teste.
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Sequéncia de amino acido de SSAO humana
ACESSO Q16853

MNQKTILVLL ILAVITIFAL VCVLLVGRGG DGGEPSQLPH CPSVSPSAQP
WTHPGQSQLF 60

ADLSREELTA VMRFLTQRLG PGLVDAAQAR PSDNCVFSVE LQLPPKAAAL
AHLDRGSPPP 120

AREALAIVFF GRQPQPNVSE LVVGPLPHPS YMRDVTVERH GGPLPYHRRP
VLFQEYLDID 180

QMIFNRELPQ ASGLLHHCCF YKHRGRNLVT MTTAPRGLQS GDRATWFGLY
YNISGAGFFL 240

HHVGLELLVN HKALDPARWT IQKVFYQGRY YDSLAQLEAQ FEAGLVNVVL
IPDNGTGGSW 300

SLKSPVPPGP APPLQFYPQG PRFSVQGSRV ASSLWTFSFG LGAFSGPRIF
DVRFQGERLV 360

YEISLQEALA IYGGNSPAAM TTRYVDGGFG MGKYTTPLTR GVDCPYLATY
VDWHFLLESQ 420

APKTIRDAFC VFEQNQGLPL RRHHSDLYSH YFGGLAETVL VVRSMSTLLN
YDYVWDTVFH 480

PSGAIEIRFY ATGYISSAFL FGATGKYGNQ VSEHTLGTVH THSAHFKVDL
DVAGLENWVW 540

AEDMVFVPMA VPWSPEHQLQ RLQVTRKLLE MEEQAAFLVG SATPRYLYLA
SNHSNKWGHP 600

RGYRIQMLSF AGEPLPQNSS MARGFSWERY QLAVTQRKEE EPSSSSVFNQ
NDPWAPTVDF 660

SDFINNETIA GKDLVAWVTA GFLHIPHAED IPNTVTVGNG VGFFLRPYNF
FDEDPSFYSA 720

DSIYFRGDQD AGACEVNPLA CLPQAAACAP DLPAFSHGGF SHN

FIG. 1
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Sequéncia de Nucleotideo de SSAO humana (NM_003734)

ATGAACCAGA AGACAATCCT CGTGCTCCTC ATTCTGGCCG TCATCACCAT
CTTTGCCTTIG 60

GTTTGTGTCC TGCTGGTGGG CAGGGGTGGA GATGGGGGTG AACCCAGCCA
GCTTCCCCAT 120

TGCCCCTCTG TATCTCCCAG TGCCCAGCCT TGGACACACC CTGGCCAGAG
CCAGCTGTTT 180

GCAGACCTGA GCCGAGAGGA GCTGACGGCT GTGATGCGCT TTCTGACCCA
GCGGCTGGGG 240

CCAGGGCTGG TGGATGCAGC CCAGGCCCGG CCCTCGGACA ACTGTGTCTT
CTCAGTGGAG 300

TTGCAGCTGC CTCCCAAGGC TGCAGCCCTG GCTCACTTGG ACAGGGGGAG
CCCCCCACCT 360

GCCCGGGAGG CACTGGCCAT CGTCTTCTTT GGCAGGCAAC CCCAGCCCAA
CGTGAGTGAG 420

CTGGTGGTGG GGCCACTGCC TCACCCCTCC TACATGCGGG ACGTGACTGT
GGAGCGTCAT 480

GGAGGCCCCC TGCCCTATCA CCGACGCCCC GTGCTGTTCC AAGAGTACCT
GGACATAGAC 540

CAGATGATCT TCAACAGAGA GCTGCCCCAG GCTTCTGGGC TTCTCCACCA
CTGTTGCTTC 600

TACAAGCACC GGGGACGGAA CCTGGTGACA ATGACCACGG CTCCCCGTGG
TCTGCAATCA 660

GGGGACCGGG CCACCTGGTT TGGCCTCTAC TACAACATCT CGGGCGCTGG
GTTCTTCCTG 720

CACCACGTGG GCTTGGAGCT GCTAGTGAAC CACAAGGCCC TTGACCCTGC
CCGCTGGACT 780

ATCCAGAAGG TGTTCTATCA AGGCCGCTAC TACGACAGCC TGGCCCAGCT
GGAGGCCCAG 840

TTTGAGGCCG GCCTGGTGAA TGTGGTGCTG ATCCCAGACA ATGGCACAGG
TGGGTCCTGG 900

TCCCTGAAGT CCCCTGTGCC CCCGGGTCCA GCTCCCCCTC TACAGTTCTA
TCCCCAAGGC 960

CCCCGCTTCA GTGTCCAGGG AAGTCGAGTG GCCTCCTCAC TGTGGACTTT
CTCCTTTGGC 1020

CTCGGAGCAT TCAGTGGCCC AAGGATCTTT GACGTTCGCT TCCAAGGAGA
AAGACTAGTT 1080

TATGAGATAA GCCTCCAAGA GGCCTTGGCC ATCTATGGTG GAAATTCCCC
AGCAGCAATG 1140

ACGACCCGCT ATGTGGATGG AGGCTTTGGC ATGGGCAAGT ACACCACGCC
CCTGACCCGT 1200

GGGGTGGACT GCCCCTACTT GGCCACCTAC GTGGACTGGC ACTTCCTTTT
GGAGTCCCAG 1260

GCCCCCAAGA CAATACGTGA TGCCTTTTGT GTGTTTGAAC AGAACCAGGG
CCTCCCCCTG 1320

CGGCGACACC ACTCAGATCT CTACTCGCAC TACTTTGGGG GTCTTGCGGA
AACGGTGCTG 1380 F | G 2
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GTCGTCAGAT CTATGTCCAC CTTGCTCAAC TATGACTATG TGTGGGATAC
GGTCTTCCAC 1440

CCCAGTGGGG CCATAGAAAT ACGATTCTAT GCCACGGGCT ACATCAGCTC
GGCATTCCTC 1500

TTTGGTGCTA CTGGGAAGTA CGGGAACCAA GTGTCAGAGC ACACCCTGGG
CACGGTCCAC 1560

ACCCACAGCG CCCACTTCAA GGTGGATCTG GATGTAGCAG GACTGGAGAA
CTGGGTCTGG 1620

GCCGAGGATA TGGTCTTTGT CCCCATGGCT GTGCCCTGGA GCCCTGAGCA
CCAGCTGCAG 1680

AGGCTGCAGG TGACCCGGAA GCTGCTGGAG ATGGAGGAGC AGGCCGCCTT
CCTCGTGGGA 1740

AGCGCCACCC CTCGCTACCT GTACCTGGCC AGCAACCACA GCAACAAGTG
GGGTCACCCC 1800

CGGGGCTACC GCATCCAGAT GCTCAGCTTT GCTGGAGAGC CGCTGCCCCA
AAACAGCTCC 1860

ATGGCGAGAG GCTTCAGCTG GGAGAGGTAC CAGCTGGCTG TGACCCAGCG
GAAGGAGGAG 1920

GAGCCCAGTA GCAGCAGCGT TTTCAATCAG AATGACCCTT GGGCCCCCAC
TGTGGATTTC 1980

AGTGACTTCA TCAACAATGA GACCATTGCT GGAAAGGATT TGGTGGCCTG
GGTGACAGCT 2040

GGTTTTCTGC ATATCCCACA TGCAGAGGAC ATTCCTAACA CAGTGACTGT
GGGGAACGGC 2100

GTGGGCTTCT TCCTCCGACC CTATAACTTC TTTGACGAAG ACCCCTCCTT
CTACTCTGCC 2160

GACTCCATCT ACTTCCGAGG GGACCAGGAT GCTGGGGCCT GCGAGGTCAA
CCCCCTAGCT 2220

TGCCTGCCCC AGGCTGCTGC CTGTGCCCCC GACCTCCCTG CCTTCTCCCA
CGGGGGCTTC 2280

TCTCACAACT AG 2292

FIG. 2

(Continuacao)
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RESUMO
Patente de Invencdo: "METODO PARA DETERMINAGCAO DA ESTABILI-
DADE DE METILENOAMINAS ORGANICAS NA PRESENGA DE AMINA
OXIDASE SENSIVEL A SEMICARBAZIDA".

A presente invengao refere-se a métodos para determinar a es-
tabilidade de metilenoamina, compostos similares a metilenoamina ou com-
postos contendo uma porgdo de metilenoamina na presenca de amina oxi-
dase sensivel a semicarbazida (SSAO) ou uma amostra bioldgica contendo
atividade de SSAO. Os métodos descritos podem ser configurados em um

formato de ensaio para aplicagdes de classificagao de alta produgao.
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Prolobsdd-4

RESUMO
Patente de Invengao: "METODOS PARA IDENTIFICAGAO DA ESTABILI-
DADE DE METILENOAMINAS ORGANICAS NA PRESENGCA DE AMINA
OXIDASE SENSIVEL A SEMICARBAZIDA E PARA DETERMINAGAO DO
PERFIL DA MESMA".

A presente invengao refere-se a métodos para determinar a es-
tabilidade de metilenoamina, compostos similares a8 metilenoamina ou com-
postos contendo uma por¢ao de metilenoamina na presenga de amina oxi-
dase sensivel a semicarbazida (SSAO) ou uma amostra bioldgica contendo
atividade de SSAO. Os métodos descritos podem ser configurados em um

formato de ensaio para aplicagdes de classificagdo de alta produgéo.
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