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RESUMO
"HP90: RECEPTOR MEMBRANAR DO HOSPEDEIRO PARA BACTERIAS
PATOGENICAS CODIFICADO PELO GENE BACTERIANO TIR"

Un polipéptido denominado Tir (receptor transportado
da intimina) que ¢é segregado por patogenes de adesdo e
destruicdo, como E. coli enteropatogénica (EPEC) e entero-
hemorrdgica (EHEC). Estes patogenes bacterianos inserem os
seus prbéprios receptores em superficies de células de
mamifero as quais o) patogene bacteriano adere,
desencadeando eventos adicionais de sinalizacéo do
hospedeiro e nucleacdo da actina. O diagndéstico de doenca
causada por E. coli patogénica pode ser realizado
utilizando anticorpos que se ligam ao Tir para detectar a
proteina, ou utilizando sondas de &cidos nucleicos para
detectar &cidos nucleicos que codificam o polipéptido Tir.
Sdo proporcionadas sequéncias de acidos nucleicos isoladas
que codificam o polipéptido Tir, péptidos Tir, um método
recombinante para produzir Tir recombinante, anticorpos que
se ligam ao Tir e um estojo para a detecgdo de E. coli
produtora de Tir. Também é proporcionado um método de
imunizacdo de um hospedeiro com Tir para induzir uma
resposta imunoldédgica protectora ao Tir ou um segundo
polipéptido de interesse. Também é proporcionado um método
de rastreio de compostos que interferem na ligacdo de

patogenes bacterianos aos seus receptores.



DESCRIGAO
"HP90: RECEPTOR MEMBRANAR DO HOSPEDEIRO PARA BACTERIAS
PATOGENICAS CODIFICADO PELO GENE BACTERIANO TIR"

AREA DA INVENGAO

A presente invencdo refere-se genericamente a
viruléncia de organismos patogénicos e mais especificamente
a factores de viruléncia associados a patogenes de adesédo e
destruicéo, como E. coli enteropatogénica e entero-

hemorragica.

CONTEXTO DA INVENGAO

Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) & uma das
principais causas de diarreia em lactentes e verificou-se
ser a primeira E. coli a causar gastroenterite. A EPEC
continua a ser uma causa importante de diarreia infantil em
paises em desenvolvimento, contribuindo para elevada
morbidez e mortalidade. A EPEC forma pequenas microcoldnias
na superficie de células epiteliais infectadas, seguida de
contacto intimo e degeneracdo localizada das
microvilosidades epiteliais em bordadura em escova,
originando por fim uma lesdo de adesdo e destruicdo (A/E).
A lesdo A/E (ou em pedestal) estd associada a reunido de
estruturas citoesqueléticas altamente organizadas em
células epiteliais imediatamente por baixo das bactérias
aderentes, que incluem os componentes citoesqueléticos
actina, o«o-actinina, cadeia leve de miosina, ezrina e

talina.

A EPEC & um membro de um grupo de organismos
patogénicos, colectivamente conhecidos como patogenes de

adesdo e destruicdo, que aderem a células-hospedeiro e



causam acumulacdo localizada de actina do hospedeiro por
baixo dos organismos aderentes. Os patogenes deste grupo
incluem E. coli entero-hemorragica (EHEC, o agente causador
de colite hemorrdgica e sindroma hemolitica urémica) e
vdrios outros patogenes de humanos e animais, incluindo

Citrobacter rodentium e Hafnia alvei.

Um modelo em trés fases descreve a patogénese por E.
coli enteropatogénica. A uma aderéncia inicial localizada a
células epiteliais, mediada por uma fimbria do tipo 1IV,
segue-se a activacdo de wvias de transducdo do sinal de
células epiteliais do hospedeiro e adesdo intima a células
epiteliais do hospedeiro. Estes dois passos finais séo
colectivamente conhecidos por adesdo e destruicdo. A
transducdo do sinal nas células epiteliais do hospedeiro
envolve a activacdo da actividade de tirosina-quinase de
células-hospedeiro conducente a fosforilacdo em tirosina de
uma proteina membranar do hospedeiro de 90 quiloDalton
(kDa), Hp90, e fluxos de fosfato de inositol (IP3) e calcio
intracelulares. Apds esta transdugdo do sinal, a bactéria
adere intimamente a superficie da célula epitelial,
acompanhada de danos nas microvilosidades de células
epiteliais do hospedeiro e acumulacdo de proteinas

citoesqueléticas por baixo da bactéria.

Recentemente foram identificados alguns dos
componentes bacterianos envolvidos na formacdo do pedestal.
A EPEC possui um plasmideo de viruléncia que codifica a
fimbria formadora de feixes e um regulador positivo do
factor de wviruléncia, Per. Todos o0s genes que codificam
produtos necessarios a formacdo do pedestal encontram-se
numa ilha de patogenicidade par de 35 quilobases (kb) do

cromossoma de E. coli. Na regido do Locus de Destruicgdo de



Enterédcitos (LEE) h& varios genes cujos produtos tém
diferentes func¢des, incluindo proteinas do sistema de
secrecdo de tipo III, moléculas efectoras segregadas e seus

"chaperones”, e intimina.

Os sistemas de secrecdo do tipo III estdo a ser cada
vez mais descobertos em muitos organismos patogénicos Gram-
negativos, e o papel do sistema de secrecdo de tipo III da
EPEC consiste em segregar proteinas necessarias a formacdo
da lesdo A/E. Pelo menos duas proteinas segregadas pelo
sistema de secrecdo da EPEC, EspA e EspB, sdo necessarias
para activar sinais induzidos pela EPEC em células
epiteliais. Estes sinais incluem fluxos de fosfato de
inositol e calcio e fosforilacdo em tirosina da Hp90.
Mutacdes em espA ou espB, ou as presentes no sistema de
secrecdo de tipo III (sep e cfm), sdo 1incapazes de
sinalizar ou induzir a ligacdo da adesina de EPEC intimina

a superficies de células epiteliais.

A intimina é o produto de um locus de LEE cromossdémico
bacteriano, eaeA, e é uma proteina da membrana externa da
EPEC de 94 kDa necessdria para a aderéncia intima. Mutantes
defeituosos no eaeA formam lesdes A/E imaturas e ndo
organizam proteinas fosfotirosina nem componentes
citoesqueléticos por baixo da bactéria aderente, apesar da
transducdo de sinais epiteliais ainda estar activada. A
intimina participa na reorganizagdo do citoesqueleto do
hospedeiro subjacente depois de outros factores bacterianos

(EspA e EspB) estimularem a transducdo do sinal epitelial.

A ligagdo da intimina a células-hospedeiro também
estimula uma segunda onda de transducdo do sinal no

interior da célula de mamifero, incluindo fosforilacdo em



tirosina da fosfolipase Cy. Em células cultivadas, a
intimina liga-se a forma da Hp90 fosforilada em tirosina,
mas apenas se células de mamifero tiverem sido pré-
infectadas com estirpes EPEC possuindo um sistema de
secrecdo do tipo III intacto capaz de segregar EspA e EspB.
No entanto, pouco era conhecido acerca da identidade da
Hp90, para além de que ¢é fosforilada em tirosina apéds
infeccdo pela EPEC e de que serve de receptor da intimina.
As proteinas fosfotirosina (presumivelmente a  Hp90)
concentram-se na ponta do pedestal imediatamente por baixo
da EPEC, mas os residuos fosfotirosina ndo estdo expostos a
superficie em células ndo permeabilizadas. Bioguimicamente,
a Hp90 comporta-se como uma proteina membranar integrante
do hospedeiro e parece estar altamente conservada. Também
parece desempenhar um papel-chave na organizacdo de actina
polimerizada por baixo da bactéria aderente depois de se

ligar a intimina.

Rosenshine et al. (EMBO J. 15, 26 13- 2624, 1996)
apresentam uma investigacdo de mecanismos do hospedeiro

desencadeados por E. coli enteropatogénica (EPEC).

A entrada da base de dados da EMBL AF025311, na sua
versdo de 28 de Outubro de 1997, descreve o0s genes da

proteina "chaperone" putativa e butinina (eaeA) de E. coli.

A entrada da base de dados da EMBL U59502, na sua
versdo de 27 de Junho de 1996, descreve o gene da intimina

(eaeh) da estirpe de E. coli REPEC 84/110/1.

RESUMO DA INVENGAO

A presente invencdo estd definida nas reivindicacdes.



A presente invencdo baseia-se na descoberta de que uma
proteina (Hp90) associada a formacdo do pedestal em
bactérias de adesdo e destruicdo, através do seu papel como
receptor da intimina, é de facto produzida pelas bactérias
de adesdo e destruigdo. A presente invencdo proporciona um
polipéptido, denominado Tir (receptor transportado da
intimina), gque é segregado por E. coli patogénica. O
diagnéstico da doenca causada por E. coli patogénica pode
ser feito por técnicas comuns, como as baseadas na
utilizacdo de anticorpos que se ligam ao Tir para detectar
a proteina, bem como as baseadas na utilizacdo de sondas de
dcidos nucleicos para a detecgdo de &cidos nucleicos que
codificam o polipéptido Tir. A invencédo também proporciona
sequéncias de A&acidos nucleicos isoladas que codificam o
polipéptido Tir, péptidos Tir, um método recombinante para
produzir Tir recombinante, anticorpos que se ligam ao Tir e
um estojo para a deteccdo de E. coli produtora de Tir. A
invencgdo também proporciona utilizag¢des para imunizar um
hospedeiro com Tir com a finalidade de induzir uma resposta
imunoldégica  protectora ao Tir. A invencgéo também
proporciona um método de rastreio de compostos que
interferem na ligacdo de patogenes bacterianos aos seus

receptores.

Noutro aspecto da invencdo sdo proporcionadas
proteinas de fusédo. Nesta forma de realizacéo, um
polinucleétido que codifica o Tir é operativamente ligado a
um segundo polinucledétido que codifica um polipéptido de
interesse. Numa forma de realizacdo preferida, o segundo
polinucledétido de interesse codifica um polipéptido que
confere uma resposta imunoldgica; todavia, o polipéptido
Tir pode ser ligado a qualquer segundo polipéptido de

interesse.



Noutra forma de realizacdo, as proteinas de fusdo da

invencdo sdo distribuidas numa célula-hospedeiro.

Foram identificados alguns receptores de mamifero para
adesinas e invasinas bacterianas. A descoberta de que a
Hp90, agora designada Tir, é uma proteina bacteriana foi
inesperada. Todos os dados biogquimicos anteriores indicavam
que era uma proteina membranar integrante de mamifero.
Varias bactérias patogénicas Gram-negativas usam sistemas
de secrecdo do tipo III para causar varios efeitos nas suas
células-hospedeiro. A EPEC representa o primeiro patogene
que usa um sistema do tipo III para inserir um receptor
bacteriano na sua célula-hospedeiro. Outros patogenes
também podem utilizar esta estratégia, especialmente
aqueles para os quais ndo foi identificado o receptor de
mamifero. O Tir também representa a primeira proteina
bacteriana que ¢é fosforilada em tirosina em células-
hospedeiro. Outros factores de viruléncia podem ser
inseridos em células-hospedeiro por sistemas do tipo III e

s&o modificados no interior da célula-hospedeiro.

DESCRICAO BREVE DAS FIGURAS

FIG. 1 mostra que anticorpos gerados contra a proteina
de 78 quiloDalton (kDa) segregada por E. coli
enteropatogénica (EPEC) reconhecem a Hp90.

FIG. 1A mostra a proteina de 78 kDa segregada presente
em sobrenadantes de crescimento de EPEC.

FIG. 1B mostra uma anadlise "Western". Fraccdes
membranares e insoltveis de células Hela ndo
infectadas ou infectadas com EPEC foram carregadas em
duplicado e resolvidas por SDS-6% PAGE. Apds coloracdo
em nitrocelulose, as amostras foram sondadas com

anticorpos anti-PY (PY) ou anti-EPEC 78 kDa. Os



marcadores da massa molecular estdo em kDa. Ep85 & a
proteina de EPEC fosforilada em tirosina de 85 kDa. (-
) indica células ndo infectadas e (+) indica células
Hela infectadas com EPEC.

FIG. 2A mostra resultados de imunoprecipitacdo. A
fraccdo membranar de células J774 ndo infectadas ou
infectadas <com mutante de intimina foi isolada,
separada em duas aliquotas e depois imunoprecipitada
com anticorpos anti-PY ou anti-EPEC de 78 kDa. Os
imunoprecipitados resultantes e sobrenadantes limpidos
foram resolvidos por SDS-6% PAGE. Apds coloracdo em
nitrocelulose, as amostras foram sondadas com anti-PY.
(-) indica células ndo infectadas e (+) indica células
J774 infectadas com CVD206.

FIG. 2B mostra uma electroforese em gel bidimensional
de fraccdes membranares de células J774 infectadas com
mutante de intimina sondadas com anticorpos anti-PY ou
EPEC de 78 kDa. A fraccdo membranar das células J774
infectadas com mutante de intimina foi preparada como
descrito e foi resolvida por focagem isoeléctrica,
seguida de SDS-8%-PAGE antes da transferéncia para
nitrocelulose para imunocolorag¢do com anticorpos anti-
PY ou anti-EPEC de 78 kDa.

A FIG. 3 mostra que a diferenca na migracdo entre EPEC
78 segregada e HpY90 associada a membranas (Tir) se
deve a fosforilacdo. As células Hela foram infectadas
com o mutante de intimina, CVD206, para induzir a
fosforilacdo da Hp90. Fracgdes membranares utilizadas
para o tratamento com fosfatase foram isoladas na
auséncia de inibidores de fosfatase e foram incubadas
com 2 unidades de fosfatase alcalina durante 4 horas a
37°C. As amostras tratadas (+) ou ndo tratadas (-) com

fosfatase alcalina, bem como o sobrenadante da EPEC



que continha as proteinas segregadas, foram carregados
em duplicado e resolvidos por SDS-6% PAGE. Apds
coloracdo em nitrocelulose, as amostras foram sondadas
com anticorpos anti-PY ou anti-EPEC de 78 kDa. Os
marcadores da massa molecular estdo em kDa.

FIG. 4 mostra que anticorpos anti-PY e EPEC de 78 kDa
etiquetam estruturas idénticas em células de mamifero
infectadas. Etiquetagem imunofluorescente de células
Hela apdés 3 horas de infeccdo com EPEC. As células
fixadas e permeabilizadas foram co-etiquetadas com
anticorpos anti-PY e anti-EPEC de 78 kDa (A-D), ou
FITC-faloidina e anti-EPEC de 78 kDa (E-H). Os painéis
D e H sdo sobreposicées dos painéis B e C, e F e G,
respectivamente. Para oS painéis E-H foram
seleccionados os campos que mostram células infectadas
com o0s pedestais de actina mais desenvolvidos. As
setas indicam bactérias ndo aderentes.

FIG. 5 mostra que a transferéncia de Tir para células-
hospedeiro depende do sistema de secrecdo do tipo III
e das proteinas segregadas por EPEC EspA e EspB.
Células HeLa foram infectadas com EPEC ou estirpes
contendo mutacdes em eaeA (intimina), espA, espB, tir
ou cfm-14, e as suas fraccdes soluveis (membranas) e
insoluveis (bactéria e citoesqueleto) em Triton X-100
foram isoladas. As amostras foram resolvidas por SDS-
6% PAGE e foram transferidas para nitrocelulose antes
da sondagem com anticorpos anti-EPEC de 78 kDa. As
proteinas relacionadas com Tir (90, 78 kDa) estéo
indicadas por setas. Os marcadores da massa molecular
estdo em kDa.

FIG. 6 mostra a sequéncia de nucledétidos e proteina
prevista de tir (A) e mapa genético (B). Na FIG. O6A,

dois dominios putativos que abrangem membranas estdo



sublinhados e os 6 residuos tirosina estdo sombreados.
Na FIG. 6B ilustra-se a localizacdo de tir no Locus de
Destruicdo de Enterdcitos (LEE) e a estratégia de
delecdo de genes.

FIG. 7 mostra a marcacdo de Tir com os epitopos de T7
e HSV.

FIG. 7A mostra que o mutante de Tir ndo causou
acumulacdo significativa de proteinas fosfotirosina ou
actina por baixo de bactérias aderentes. Células Hela
foram infectadas durante 3 horas com EPEC, Atir ou
Atir que expressa uma proteina de fusdo T7-Tir ou Tir-
HSV clonada. As células infectadas foram fixadas e
etiquetadas com anticorpos anti-PY, anti-T7 ou anti-
HSV, seguidos de anticorpos apropriados de cabra anti-
ratinho conjugados com FITC. A actina polimerizada foi
corada com faloidina-Vermelho Texas. A microscopia de
fluorescéncia de células infectadas revelou formacdo
tipica de pedestal com co-localizacdo dos epitopos de
T7 e HSV e actina em padrdes caracteristicos em
ferradura.

FIG. 7B mostra que T7-Tir foi detectdvel em extractos
de membranas de células HelLa utilizando anticorpos
contra EPEC de 78 kDa, T7 e PY. Para provar que T7-Tir
foi fosforilada em tirosina wutilizaram-se anticorpos
especificos para T7, com a finalidade de
imunoprecipitar fracg¢des membranares de células Hela
infectadas com CVD206 ou a estirpe T7-Tir. Como
esperado, o©0s anticorpos para T7 n&do imunoprecipitaram
a proteina Tir de 90 kDa, ao passo que precipitaram a
proteina de fusdo T7-Tir ligeiramente maior que foi
reconhecida por anticorpos contra PY, T7 ou EPEC 78.
Células Hela foram infectadas com CVD206 (1) ou Atir

que expressa a proteina de fusdo T7-Tir (2). As
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fraccdes (membranas) soluveis em Triton foram
seguidamente isoladas e imunoprecipitadas com
anticorpos anti-T7. Os imunoprecipitados de membranas
e T7 foram carregados em triplicado e resolvidos por
SDS-6% PAGE. Apds coloracdo em nitrocelulose, as
amostras foram seguidamente sondadas com anticorpos
anti-PY, anti-T7 ou anti-EPEC de 78 kDa. As setas
continuas indicam a posicdo de migracdo de Tir e as
setas sombreadas a de T7-Tir. A adicdo do marcador de
T7 aumentou a massa molecular aparente da proteina
fosforilada Tir em comparacdo com © oObservado com
CvD206. Em contraste com T7-Tir, o préprio Tir ndo
reagiu de forma cruzada com os anticorpos para T7.

FIG. 8 mostra que a intimina se liga a Tir de EPEC.

FIG. B8A mostra gque a proteina His-T7Int se ligou
especificamente a uma UGnica banda de 78 kDa,
subsequentemente identificada como sendo Tir por
sondagem da mesma coloragdo com anticorpos anti-EPEC
de 78 kDa. Esta ligacdo ocorreu de um modo dependente
da concentracdo. Utilizando sistemas de sobreposicgédo
de gel, varias proteinas de fusdo com intimina
ligaram-se apenas a Tir mas ndo as integrinas fp1 de
maior peso molecular (ou qualgquer outra molécula da
membrana epitelial). Isolaram-se sobrenadantes de
crescimento de EPEC ou tir, fizeram-se diluicbes em
série de 2 vezes e cada uma fol dopada com quantidades
iguais de extractos membranares de Hela. As amostras
foram resolvidas por 12% SDS-PAGE e foram transferidas
para nitrocelulose em duplicado antes da sobreposicdo
com 130 Og da proteina de fusdo His-T7Int e sondagem
com anticorpos especificos para T7 (painel da
esquerda) . Apds este procedimento, a mesma coloracdo

reagiu com anticorpos anti-EPEC de 78 kDa (painel da
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direita). As diluigbdes estdo indicadas na parte
superior dos géis, com a posicdo dos marcadores da
massa molecular ao lado.

FIG. 8B mostra que a presenca de niveis
aproximadamente equivalentes das outras proteinas
segregadas por EPEC e a auséncia de Tir no
sobrenadante de tir foram confirmadas por coloracdo
com Coomassie e sondagem por ELISA convencional de
diluicdes do sobrenadante com anticorpos anti-EPEC de
78 kDa ou EspB. Adicionaram-se diluig¢des em série da
proteina de fusdo His-T7Int purificada a placa de
ELISA revestida e detectou-se a proteina de fusédo
ligada utilizando anticorpos anti-T7. O perfil corado
com Coomassie de proteinas segregadas derivadas de 1
mL de sobrenadante de EPEC ou tir utilizado em ensaios
de ligacdo (painel da esquerda). O painel do meio
demonstra a ligacdo dependente da dose da fusdo His-
T7Int a Tir. Adicionaram-se a cavidades de ELISA 100
pL de sobrenadante de EPEC ou tir (em triplicado),
tendo sido incubadas com diluicdes em série do péptido
His-T7Int. A ligacdo da proteina His-T7Int foi
detectada espectrofotometricamente (Ag90) utilizando
anticorpos especificos para T7, como descrito no
EXEMPLO VII. Como mostrado no painel do meio, His-
T7Int ligou-se apenas as cavidades que continham Tir
no sobrenadante de crescimento. Esta ligacdo ocorreu
de um modo dependente da dose, ocorrendo ligacdo quase
de saturacdo a 75 ng/cavidade (25 nM). O painel da
direita demonstra que a ligacdo de uma quantidade
constante de His-T7Int (75 ng/cavidade) a
sobrenadantes de EPEC contendo Tir é inibida de forma
competitiva por quantidades crescentes de MBP-Int, mas

ndo de MBP. Apresentam-se o0s resultados + desvio
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padrdo. A ligacdo de His-T7Int (75 ng/cavidade) a
sobrenadantes de EPEC imobilizada foi inibida, de um
modo dependente da dose, por concentracdes crescentes
do péptido de fusdo proteina de ligacdo a maltose
(MBP) -intimina, mas né&do pela MBP isoladamente. Ocorreu
50% de inibicdo da 1ligacdo com quantidades molares
aproximadamente iguais de ambas as proteinas de fusdo
(25 nM). Mais uma vez, estes resultados salientam gque
a intimina se pode ligar a Tir ndo fosforilado de um
modo especifico.

FIG. 9 mostra a semelhanca de sequéncias entre
polipéptidos Tir de EPEC (ID SEQ NO: 2) e EHEC (ID SEQ
NO: 4).

DESCRICAO PORMENORIZADA DA INVENGAO

A presente invencdo proporciona um polipéptido como
definido nas reivindicacdes, denominado Tir (receptor
transportado da intimina), que é segregado pelo patogene de

adesdo e destruicdo E. coli entero-hemorragica (EHEC).

Estes patogenes bacterianos inserem os seus prdprios
receptores em superficies de células de mamifero, as quais
o patogene bacteriano entdo adere para desencadear eventos
adicionais de sinalizacdo do hospedeiro, como nucleacdo de
actina. O diagndéstico de doenca causada por patogenes
produtores de Tir pode ser feito por técnicas comuns, como
as baseadas na utilizac&o de anticorpos que se ligam ao Tir
para detectar a proteina, bem como as Dbaseadas na
utilizacdo de sondas de A&acidos nucleicos para detectar
dcidos nucleicos que codificam o ©polipéptido Tir. A
invencdo também proporciona sequéncias de Aacidos nucleicos
isoladas que codificam o polipéptido Tir, péptidos Tir, um

método  recombinante para produzir Tir recombinante,
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anticorpos que se ligam ao Tir e um estojo para a deteccéo
de organismos produtores de Tir. A invencdo também
proporciona a utilizacdo para imunizar um hospedeiro com
Tir com a finalidade de induzir uma resposta imunoldgica
protectora ao Tir. A invencdo também proporciona um método
de rastreio de compostos que interferem na ligacdo de

patogenes produtores de Tir ao Tir.

Os pormenores das formas de realizacldo preferidas da
presente invencdo estdo apresentados nas reivindicacdes

dependentes.

Polipéptido Tir

A invencdo proporciona um  polipéptido receptor
transportado da intimina (Tir) substancialmente purificado
que se liga a intimina. Tal como é aqui utilizado, o termo
"Tir" (receptor transportado da intimina) refere-se a um

polipéptido segregado que se liga & intimina.

A descoberta de que a HpY90, agora designada Tir, é uma
proteina bacteriana foi inesperada. Todos os dados
bioquimicos anteriores indicavam que era uma proteina
membranar integrante de mamifero. O UGnico meio de deteccgéo
consistia em anticorpos anti-PY. Tinha sido previamente
presumido que estava na forma ndo fosforilada em células
ndo infectadas e, assim, era indetectéavel. No entanto, o
Tir foi descoberto em todos os tipos examinados de células
de mamifero infectadas com EPEC, e comportou-se como uma

proteina conservada.

Varios tipos de evidéncias demonstram agora a origem
bacteriana do Tir. Em primeiro lugar, anticorpos

policlonais contra a proteina Tir segregada por EPEC
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reconhecem e procedem a deplecdo imunoldégica de membranas
de Tir. Em segundo lugar, experiéncias de  focagem
isceléctrica e microscopia de fluorescéncia com anticorpos
para PY e Tir demonstram a sua identidade. Em terceiro
lugar, a identificacdo e delecdo do gene tir de EPEC e a
geracdo de proteinas de fusdo de Tir marcadas com epitopos
demonstram que a proteina Tir Dbacteriana se torna
fosforilada em tirosina e se comporta como Hp90. Por fim, a
intimina interage de forma directa e especifica com a

proteina Tir segregada de EPEC.

A distribuicdo de Tir em células-hospedeiro requer
EspA, EspB e o0 sistema de secrecdo do tipo III. Em estirpes
sem EspA nem EspB, um Tir fosforilado em tirosina ndo é
detectdvel em Hela. Se a distribuicdo de Tir & suficiente
para activar os outros sinais observados em células
infectadas com EPEC (como fluxos de cadlcio e fosfato de
inositol, fosforilacdo da cadeia leve de miosina, rearranjo
de actina), ou se EspA e EspB medeiam estes sinais via
mecanismos adicionais ainda ndo é claro. Presentemente,
estes processos variados ndo podem ser desacoplados. Por
contacto com células epiteliais, a EspB adopta uma forma
resistente a proteases associada a membranas epiteliais,
que pode facilitar a distribuicdo de Tir na membrana da

célula-hospedeiro.

O Tir tem pelo menos trés funcgdes identificadas. Uma
funcdo é como receptor da intimina de EPEC em superficies
de células de mamifero, ligando-se & intimina na superficie
bacteriana. Esta ligacdo, pelo menos nas condigdes in vitro
descritas aqui, ndo requer fosforilacdo em tirosina, pois a
proteina de fusdo de intimina His-T7Int ligou-se a forma do

Tir ndo fosforilada segregada pela bactéria de um modo
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especifico. Estirpes sem EspA, EspB ou Tir sdo incapazes de
induzir a ligacdo mediada pela intimina que €& necessaria
para aderéncia intima, presumivelmente por serem incapazes
de distribuir o Tir na superficie da célula-hospedeiro.
Varios tipos de evidéncias mostram que o Tir esté
localizado na membrana plasmdtica e funciona como uma
proteina membranar epitelial integrante. A proteina de
fusdo com intimina sé se liga a células epiteliais fixadas
que foram pré-infectadas <com estirpes de EPEC que
distribuem o Tir na célula-hospedeiro, o que sugere que o0
Tir estd exposto a superficie. O Tir estd co-localizado com
0s extractos de membranas celulares epiteliais e n&o pode
ser extraido destes extractos com elevado teor de sal. E
improvadvel que o Tir esteja noutra membrana, devido a sua
co-localizacdo por baixo de Dbactérias aderentes na
superficie celular (FIG. 4) e a sua capacidade para se
ligar a intimina. O Tir é sensivel a protedlise superficial
limitada em células néo permeabilizadas. Dados de
microscopia de fluorescéncia demonstraram que anticorpos
anti-EPEC de 78 quiloDalton (kDa) apenas se ligam a
membranas ndo permeabilizadas de células infectadas com
mutante de intimina, mas ndo a células infectadas com tir
ou ndo infectadas, também corroborando uma localizacdo
exposta na superficie da membrana plasmatica. Por fim,
anticorpos para fosfotirosina sé reconhecem Tir em células
permeabilizadas, indicando uma orientacdo membranar
transepitelial com residuos fosforilados em tirosina na

face citoplasméatica.

Uma segunda funcdo do Tir consiste em nucleacdo da
actina apdés ligacdo de intimina. Estirpes sem intimina ou
Tir sdo 1incapazes de localizar actina por Dbaixo de

bactérias aderentes, apesar de haver uma acumulacdo



16

pronunciada de actina na vizinhanca geral de Dbactérias
ligadas. Uma vez que o Tir estd localizado na ponta do
pedestal em células de mamifero e que a actina ndo fica
organizada por baixo de bactérias se ndo ocorrer a ligacdo
Tir-intimina, ¢é provavel que o Tir esteja envolvido na
ligacdo de actina directa ou indirectamente & membrana do

hospedeiro, desse modo formando o pedestal.

Uma terceira funcdo do Tir (que estd provavelmente
relacionada com a organizacdo de actina) refere-se a
transmissdo de sinais adicionais a células-hospedeiro
depois de ocorrer a interacc¢do Tir-intimina. A ligacdo
mediada pela intimina a células epiteliais desencadeia a
fosforilacdo em tirosina de fosfolipase Cy e outras
proteinas do hospedeiro. Estes sinais seguem-se a
fosforilagcdo do Tir e a outros eventos precoces de
sinalizacdo e ligacdo de intimina. Foram identificadas
poucas proteinas que se ligam a membranas com actina, e o
Tir representa um novo candidato a essa funcédo, dada a sua
origem Dbacteriana. ©No entanto, duas outras moléculas
bacterianas de Listeria monocytogenes e espécies Shigella
patogénicas, Acta e IcsA, sdo capazes de proceder a
nucleacdo de actina através de varios agentes
citoesqueléticos de formacdo de ligacdes cruzadas, néo
obstante a partir de uma localizacdo citoplasmdtica. No
entanto, as estruturas citoesqueléticas induzidas por EPEC
sdo mais reminiscentes de microvilosidades; desse modo, a
EPEC proporciona um modelo Unico para estudar a reunido

dessas estruturas.

Um resultado inesperado desta invencdo €& a descoberta
de gque a intimina ndo se liga a integrinas {;. Os 280

residuos C-terminais da intimina n&o se ligam a integrinas
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B.1. Foi detectada a ligacdo de MBP-Int (cuja construcéo
estd descrita no EXEMPLO VII) a células epiteliais quando
as células foram pré-infectadas com EPEC, mas ndo a células
ndo infectadas ou as infectadas com mutantes de secrecdo do
tipo III ou de sinalizacdo, que sdo células que ainda
expressam integrinas p:;. No entanto, quando se utiliza MBP-
Int para precipitar a forma de 90 kDa do Tir a partir de
membranas epiteliais, as integrinas p; ndo sdo co-
precipitadas apesar da sua presenca no extracto da membrana
epitelial utilizado para as precipitacdes. Adicionalmente,
utilizando sistemas de sobreposicdo de gel (descrito no
EXEMPLO VII), varias proteinas de fusdo de intimina
ligaram-se apenas ao Tir, mas ndo as integrinas {; de maior
peso molecular ou a qualquer outra molécula da membrana
epitelial (FIG. 8A). Estes resultados mostram que o Tir, e
ndo integrinas i1, é o principal receptor da intimina em

células cultivadas de mamifero.

O polipéptido Tir proporcionado pela invencdo pode ser
produzido por qualquer organismo. Especificamente, o
polipéptido Tir proporcionado pela invencdo pode ser
produzido por bactérias. Varias bactérias patogénicas Gram-
negativas utilizam sistemas de secrecdo do tipo III para
causar varios efeitos nas suas células-hospedeiro. A EPEC
representa apenas o0 primeiro patogene que utiliza um
sistema do tipo III para inserir um receptor bacteriano na
sua célula-hospedeiro. E esperado que outros patogenes
utilizem esta estratégia, especialmente aqueles patogenes
cujo receptor de mamifero n&do foi identificado. O Tir
também representa a primeira proteina bacteriana que &
fosforilada em tirosina em células-hospedeiro. E esperado
que outros factores de viruléncia sejam inseridos em

células-hospedeiro por sistemas do tipo III, possivelmente
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sendo depois modificados no interior da célula-hospedeiro.
A EPEC é um membro de um grupo de patogenes relacionados
que causam les®Ges A/E. Dada a semelhanca das varias
intiminas, EspA, EspB e os sistemas de secrec¢do do tipo III
presentes nestes patogenes, é de esperar que patogenes de
adesdo e destruicdo sigam uma estratégia semelhante para
mediar a aderéncia de intimina. De facto, sequéncias
relatadas a montante de orfU de EPEC, RDEC e estirpes de
Citrobacter tém fases de leitura aberta parciais homdlogas

a sequéncia C-terminal do Tir de EPEC.

O polipéptido Tir proporcionado pela invencdo pode ser
produzido por bactérias Gram-negativas. As bactérias Gram-
negativas sdo um grupo diversificado de organismos e
incluem Spirochaetes, como Treponema e Borrelia, bacilos
Gram-negativos, incluindo Pseudomonadaceae, Legionellaceae,
Enterobacteriaceae, Vibrionaceae, Pasteurellaceae, COCOS
Gram-negativos, tais como Neisseriaceae, Bacterdides
anaerébicos e outras bactérias Gram-negativas, incluindo

Rickettsia, Chlamydia e Mycoplasma.

Os bacilos (varetas) Gram-negativos s&do importantes em
medicina clinica. Incluem (1) Enterobacteriaccae, uma

familia que compreende muitos géneros patogénicos

importantes, (2) géneros Vibrio, Campylobacter e
Helicobacter, (3) organismos oportunistas (por exemplo,
Pseudomonas, Flavobacterium e outros) e (4) géneros

Haemophilus e Bordetella. Os bacilos Gram-negativos sdo os
principais organismos presentes em infeccg¢des das visceras
abdominais, peritoneu e tracto urinadrio, bem como invasores
secunddrios dos tractos respiratdérios, pele queimada ou
traumatizada e sitios de resisténcia decrescida do

hospedeiro. Presentemente, sdo a causa mais frequente de
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bacteremia com risco de vida. Exemplos de Dbacilos
patogénicos Gram-negativos s&o E. coli (diarreia, infeccéo
do tracto urindrio, meningite nos recém-nascidos), espécies
Shigella (disenteria), Salmonella typhi (febre tifdéide),
Salmonella typhimurium (gastroenterite), Yersinia
enterocolitica (enterocolite), Yersinia pestis (peste
negra), Vibrio cholerae (cdlera), Campylobacter jejuni
(enterocolite), Helicobacter  jejuni (gastrite, Glcera
péptica), Pseudomonas aeruginosa (infecc¢des oportunistas
incluindo em queimaduras, tracto urinario, tracto
respiratério, infeccdes em feridas e infeccdes primarias da
pele, olhos e ouvidos), Haemophilus influenzae (meningite
em criancas, epiglotite, otite média, sinusite e bronquite)
e Bordetella pertussis (tosse convulsa). Vibrio é um género
de Dbactérias Gram-negativas mdéveis em forma de vareta
(familia Vibrionaceae). Vibrio cholerae causa cdlera em
humanos; outras espécies de Vibrio causam doencas em
animais. E. «coli coloniza os intestinos de humanos e
animais de sangue quente, onde fazem parte da flora
comensal, mas ha tipos de E. coli que causam doencgas
intestinais em humanos e animais. Incluem E. coli
enteroagregada (EaggEC), E. coli entero-hemorragica (EHEC),
E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enteropatogénica
(EPEC) e E. coli enterotoxigénica (ETEC) . E. coli
uropatogénica (UPEC) causam infecg¢bdes do tracto urinédrio.
Também pode mencionar-se E. coli causadora de meningite
neonatal (NMEC). Para além de causarem em animais infeccdes
semelhantes a algumas causadas em humanos, hé& doencgas
especificas de animais, incluindo: septicemia de vitelos,
mastite bovina, doenca de edema porcino e micoplasmose em

aves domésticas.
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Foi clonado um gene tir homdélogo em EHEC (ID SEQ NO:
3). No entanto, a EHEC ndo causa fosforilacdo em tirosina
do seu receptor, indicando que ha& diferencas entre estes
dois patogenes. Assim, a inveng¢do proporciona um método
cientifico 1util para investigar patogénese por Dbiologia

celular.

O facto do Tir de EPEC, mas ndo Tir de EHEC, ser
fosforilado em tirosina proporciona um método para
diferenciar estes dois patogenes que contém factores de
viruléncia muito semelhantes. Assim, as bactérias podem ser
sondadas com anticorpos anti-fosfotirosina e anti-Tir. Tal
como é aqui utilizado, anticorpos "anti-fosfotirosina" séo
aqueles anticorpos que se ligam a um epitopo em que ©
epitopo tem wuma tirosina fosforilada. Anticorpos anti-
fosfotirosina ligam-se a proteinas com tirosina
fosforilada, mas n&o a tirosina que ndo esteja fosforilada.
A deteccdo da ligacdo de anticorpos anti-fosfotirosina e
tir a bactérias pode ser feita por imunofluorescéncia ou
coloracdes "Western". A EPEC serd positiva para a ligacgéo
anti-fosfotirosina e anti-tir. A EHEC serd positiva para a
ligagdo anti-Tir e negativa ©para a ligacdo anti-

fosfotirosina.

As bactérias patogénicas do grupo dos cocos aerdbicos
Gram-negativos incluem Neisseria, Moraxella (Branhamella) e
Acinetobacter. O género Neisseria inclui dois patogenes
humanos importantes, Neisseria gonorrhoeae (uretrite,
cervicite, salpingite, proctite, faringite, conjuntivite,
faringite, doenca inflamatdéria pélvica, artrite, doenca
disseminada) e Neisseria meningitides (meningite,
septicemia, pneumonia, artrite, wuretrite). Outros cocos

aerbébicos Gram-negativos que foram previamente considerados
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inofensivos incluem Moraxella (Branhamella) catarrhalis
(bronquite e Dbroncopneumonia em pacientes com doenca
pulmonar crénica, sinusite, otite média), tendo sido
recentemente mostrado ser uma causa comum de infeccdes em

humanos.

O polipéptido Tir proporcionado pela invencdo pode ser
segregado por bactérias Gram-negativas através do sistema
de secrecdo do tipo III. Bactérias Gram-negativas utilizam
maquinaria especializada para exportar moléculas através
das suas duas membranas, um processo critico para mover
factores de viruléncia para a superficie bacteriana, onde
podem interagir com componentes do hospedeiro. A secrecédo
Gram-negativa foi dividida em quatro grandes wvias. Em
primeiro lugar, a secrecdo de Tipo I é utilizada por uma
pequena familia de toxinas, de que hemolisina de E. coli é
o protdétipo. Em segundo lugar, o sistema de secrecdo do
tipo II é a principal via de exportacdo utilizada pela
maior parte das Dbactérias Gram-negativas para exportar
muitas moléculas, incluindo alguns factores de viruléncia;
partilha homologia com mecanismos de resisténcia a farmacos
de mamiferos. Em terceiro lugar, o sistema de secrecdo do
tipo IV estéd codificado no interior do produto segregado,
que sofre ele préprio clivagem como parte do mecanismo de
secrecdo: o protdétipo deste sistema é a protease de IgA de
Neisseria. Em quarto lugar encontra-se a via de secrecgéo

descoberta mais recentemente, a via do tipo III.

Os sistemas de secrecédo do tipo III foram
originalmente descritos como sistema de secrecgdo de
proteinas de viruléncia segregadas de Yersinia, YOPs, que
sdo criticas para a viruléncia de Yersinia. Um sistema de

secrecdo homdélogo foi entdo ddentificado em varios
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patogenes de plantas, incluindo Pseudomonas syringae, P.
solanacearumn e Xantharmonas campestris. Estes patogenes de
plantas wutilizam esta via de secrecdo para segregar
factores de viruléncia (estruturas em grampo e outras) que
sdo necessarios para causar doencgas em plantas. Apesar do
sistema de secrecdo ser semelhante, estruturas em grampo e
YOPs (isto &, os factores de viruléncia segregados) ndo sédo
polipéptidos hombélogos. VAarios outros sistemas de secrecéo
do tipo 11T necessarios a viruléncia foram mais
recentemente identificados noutros patogenes. Estes
sistemas incluem os sistemas de invas&o que Salmonella e
Shigella utilizam para entrar em células e causar doenca.
Foli identificado em Salmonella outro sistema de secrecdo do
tipo IITI que é critico para doenca, apesar dos produtos
segregados desta via e o0s mecanismos de viruléncia ainda
ndo terem sido determinados. Pseudomonas aeruginosa tem um
sistema de secrecdo do tipo III necessario para a secrecdo

da Exoenzima S, um potente factor de viruléncia.

Numa forma de realizacdo, o polipéptido Tir pode ser
segregado pelo patogene de adesdo e destruicdo (A/E), EHEC.
O Tir de EPEC é necessario para activar a transducdo do
sinal de células epiteliais, contacto intimo e formacdo de
lesdes de adesdo e destruicdo, processos correlacionados
com doenca. Exemplos de células epiteliais s&o células dos
intestinos, células da linha de células Hela e células da

linha celular J774.

Numa forma de realizacdo, o Tir tem um peso molecular
de cerca de 78 kDa determinado por SDS-PAGE, mas quando &
obtido de células epiteliais (Hp90) tem um peso molecular
de cerca de 90 kDa, determinado por SDS-PAGE. Apesar de se

prever que a proteina Tir segregada por EPEC codifica uma
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proteina de 56,8 kDa, observou-se uma massa molecular de
cerca de 78 kDa para a proteina segregada, que pode
reflectir alguma modificacdo Dbacteriana adicional ou
migracdo anormal devido a composigdo de aminodcidos ou
caracteristicas estruturais. Prevé-se que o Tir tenha dois
dominios transmembranares com o0s seils residuos tirosina,

substratos de gquinases potenciais, na metade C-terminal.

Os polipéptidos Tir incluidos na invencdo podem ter
uma das sequéncias de aminocdcidos de Tir de E. coli
patogénica, por exemplo, a sequéncia de aminoadcidos da ID

SEQ NO: 4.

Tal como é aqui wutilizado, o termo "polipéptido"
abrange qualquer variante alélica respectiva de ocorréncia
natural, bem como formas recombinantes preparadas. Os
polipéptidos Tir abrangem formas de ocorréncia natural e
recombinantes, isto &, formas de ocorréncia ndo natural da
proteina e do péptido que sdo suficientemente idénticas ao
péptido Tir de ocorréncia natural para terem uma fungdo
semelhante de ligacdo ao receptor da intimina ou do tipo
intimina. Exemplos desses polipéptidos incluem 0s
polipéptidos Tir de E. coli entero-hemorrdgica, mas ndo se
limitam a estes. Proteinas e polipéptidos incluem
derivados, andlogos e péptido-miméticos e proteinas de
fuséo. Alternativamente, os péptidos Tir podem ser
sintetizados quimicamente utilizando procedimentos de
sintese conhecidos do profissional. Preferivelmente
utiliza-se um sintetizador de péptidos automdtico com
aminodcidos N°Fmoc numa resina de enxerto de
polietilenoglicol-poliestireno (PEGPS). Podem utilizar-se

agentes de ligacdo adequados, como agente de ligacéo
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péptido amida (PAL), por exemplo, para criar grupos

terminais carboxamida.

Fragmentos de Tir também sdo duteis, para além da
sequéncia polipeptidica completa do Tir. Também se
descrevem fragmentos de polipéptidos Tir que retém pelo
menos uma actividade ou epitopo especifico do Tir. Por
exemplo, um fragmento do polipéptido Tir contendo, por
exemplo, pelo menos 8 - 10 aminodcidos pode ser utilizado
como imunogene na producdo de anticorpos especificos para o

Tir.

O fragmento pode conter, por exemplo, uma sequéncia de
aminodcidos que estd conservada no Tir. Diferentes
fragmentos do Tir s&o uteis para induzir wuma resposta
imunoldégica a patogenes produtores de Tir. Por exemplo,
diferentes anticorpos para diferentes fragmentos do Tir sé&o
uteis para bloquear diferentes interaccgdes entre o Tir e
outras moléculas, como a intimina. E bem conhecido dos
profissionais da 4rea da imunologia que um conjunto de
anticorpos para diferentes aspectos de uma molécula é mais
util do que um UGnico anticorpo para um aspecto da molécula.
Para além da sua utilizacdo como imunogenes peptidicos, os
fragmentos de Tir acima descritos podem ser utilizados em
imunoensaios, como ELISAs, para detectar a presenca de
anticorpos especificos para o Tir em amostras. Além disso,
fragmentos de Tir s&do Uteis para interferir na ligacdo
entre o polipéptido Tir completo e a intimina. Descreve-se
abaixo um método de rastreio de polipéptidos Tir e outros
compostos que interferem na ligacdo do polipéptido Tir a

intimina.
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Adicionalmente, o polipéptido Tir ou respectivos
fragmentos que retém a actividade bioldgica de permitir a
distribuicdo numa célula-hospedeiro podem ser uteis como
mecanismo de distribuicdo para proteinas de fusdo. Como
mencionado acima, o Tir & inserido em membranas de células-
hospedeiro pela EPEC. Uma vez que o Tir acaba por residir
em células-hospedeiro, 1sto levanta a oportunidade de
explorar o Tir como sistema de distribuic&do de proteinas de
fusdo estranhas fundidas ao Tir a serem distribuidas em
células-hospedeiro. Este sistema pode ser utilizado para
alterar a resposta imunoldégica a proteinas estranhas; por
exemplo, uma resposta mediada por células/de células T seré
induzida por antigene fundido ao Tir e apresentada na
superficie de células, e assim o antigene serd apresentado
por uma célula prdépria ou do hospedeiro em vez de o ser
como proteina segregada. Alternativamente, o Tir pode
funcionar como adjuvante quando fundido a sequéncias
estranhas, desse modo induzindo uma resposta de células B,
melhorando a resposta imunoldégica relativamente a péptidos

isolados.

O termo "substancialmente purificado" é aqui utilizado
para descrever uma molécula, como um polipéptido (por
exemplo, um polipéptido Tir, ou respectivo fragmento) que
estd substancialmente livre de outras proteinas, lipidos,
hidratos de carbono, acidos nucleicos e outros materiais
biolégicos aos quais estd naturalmente associado. Por
exemplo, uma molécula substancialmente purificada, como um
polipéptido, pode consistir em pelo menos 60% por peso seco
da molécula de interesse. O profissional pode purificar
polipéptidos Tir utilizando métodos comuns de purificacéo
de ©proteinas, e a pureza dos polipéptidos pode ser

determinada wutilizando métodos comuns, incluindo, por
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exemplo, electroforese em gel de poliacrilamida (por
exemplo, SDS-PAGE), cromatografia em coluna (por exemplo,
cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC)) e andlise

de sequéncias de aminoacidos amino-terminais.

Também estdo incluidos na invencdo polipéptidos com
sequéncias que sdo substancialmente idénticas a sequéncia
de um polipéptido Tir. Uma sequéncia de aminoacidos
substancialmente idéntica é uma sequéncia que difere de uma
sequéncia de referéncia apenas por uma substituicdo de
aminodcidos conservativa, nomeadamente substituicdo de um
aminodcido por outro da mesma classe (por exemplo,
substituicdo de um aminoacido hidrdéfobo, como isoleucina,
valina, leucina ou metionina, por outro, ou substituicdo de
um aminocdcido polar por outro, como a substituicdo de
lisina por arginina, &cido aspartico por acido glutémico ou
asparagina por glutamina), ou por uma substituicdo ndo
conservativa, delecdo ou insercdo, desde que o polipéptido
retenha pelo menos uma actividade especifica do Tir ou um
epitopo especifico do Tir. Por exemplo, um aminodcido pode
ser deletado de um polipéptido Tir, originando uma
modificagcdo da estrutura do polipéptido sem alterar
significativamente a sua actividade bioldgica. Por exemplo,
pode remover-se um aminodcido amino- ou carboxi-terminal
que ndo € necessario para a actividade bioldégica do Tir.
Essas modificag¢des podem originar o desenvolvimento de

polipéptidos Tir activos mais pequenos.

Também se descrevem polipéptidos Tir com sequéncias de
aminoacidos que sdo pelo menos 50% idénticas a sequéncia de
aminodcidos de um polipéptido Tir, como a ID SEQ NO: 2 e a
ID SEQ NO: 4. A extensdo da comparacdo na determinacdo da

homologia das sequéncias de aminodcidos pode ser, por



27

exemplo, pelo menos 15 aminoacidos, por exemplo, pelo menos
20, 25 ou 35 aminoédcidos. A homologia pode ser medida
utilizando "software" comum de andlise de sequéncias (por
exemplo, Sequence Analysis Software Package do Genetics
Computer Group, University of Wisconsin Biotechnology
Center, 1710 University Avenue, Madison, WI 53705; wver

também Ausubel et al., supra).

Os polipéptidos Tir da invencdo podem ser obtidos
utilizando qualquer um de varios métodos comuns. Por
exemplo, podem produzir-se polipéptidos Tir em sistemas
comuns de expressdo recombinante (ver abaixo), quimicamente
sintetizados (esta abordagem pode limitar-se a pequenos
fragmentos de péptidos Tir) ou purificados de Dbactérias
onde sdo naturalmente expressos (ver, por exemplo, Ausubel

et al., supra).

Proteinas de fuséo nas quais polipéptidos Tir
completos, como definido nas reivindicacgdes, estdo fundidos
a uma proteina ndo relacionada também pertencem ao &ambito
da invencdo e podem ser concebidos com base nas sequéncias
de nucledétidos de tir e de aminodcidos de Tir reveladas
nesta seccdo e na seccdo acima. A proteina de fusdo também
pode ser manipulada de modo a conter um sitio de clivagem
localizado entre wuma sequéncia Tir e a sequéncia da
proteina diferente de Tir, de modo que o polipéptido Tir
possa ser removido da fraccdo diferente de Tir por
clivagem. Essas proteinas ou polipéptidos de fusdo incluem
mas ndo se limitam a fusdo com IgFc, que pode estabilizar a
proteina Tir in vivo, ou fusdo com uma enzima, proteina
fluorescente, um segundo polipéptido de interesse ou
proteina luminescente, que conferem uma funcdo marcadora. O

polipéptido de interesse pode ser um antigene para o qual
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se deseja induzir uma resposta imunoldgica ou induzir

imunidade selectiva.

Polinucledétido Tir

A invencdo também proporciona polinucledtidos isolados
que codificam os polipéptidos Tir descritos acima. Por
exemplo, polinucleétidos isolados podem codificar os
polipéptidos Tir com a sequéncia de aminodcidos da ID SEQ
NO: 4. Estes polinucledétidos podem conter sequéncias de
nucledétidos de ocorréncia natural, ou sequéncias dque
diferem das sequéncias dos acidos nucleicos de ocorréncia
natural que codificam o Tir mas que codificam os mesmos
aminodcidos, devido a degenerescéncia do cbédigo genético.
Os &acidos nucleicos da invencdo podem conter nucledtidos de

DNA ou RNA, ou combinacdes ou modificacdes destes.

Por "polinucledtido isolado" pretende-se significar um
polinucledétido, por exemplo, uma molécula de DNA ou RNA,
que ndo é imediatamente contiguo as sequéncias
flanqueadoras 5' e 3' as quais normalmente é imediatamente
contiguo quando presente no genoma de ocorréncia natural do
organismo de onde deriva. Assim, o termo descreve, por
exemplo, um acido nucleico que estd incorporado num vector,
como um vector plasmidico ou wviral, um &cido nucleico que
estd incorporado no genoma de uma célula heterdéloga (ou no
genoma de um célula homdéloga mas num sitio diferente
daquele onde ocorre naturalmente) e um Aacido nucleico que
existe na forma de uma molécula separada, por exemplo, um
fragmento de DNA produzido por amplificacdo por PCR ou
digestdo com enzimas de restricdo, ou uma molécula de RNA
produzida por transcricdo in vitro. O termo também descreve
um Aacido nucleico recombinante que faz parte de um gene

hibrido que codifica sequéncias polipeptidicas adicionais
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que podem ser utilizadas, por exemplo, na producdo de uma
proteina de fusédo.

Tal como ¢é aqui wutilizado, o termo "amplificar"”
refere-se a aumentar o nlimero de cépias de um
polinucledétido especifico. Por exemplo, a reaccdo em cadeia
de polimerase (PCR) é um método de amplificacdo de wuma
sequéncia polinucleotidica utilizando uma polimerase e dois
"primers" oligonucleotidicos, um complementar a um dos dois
filamentos polinucleotidicos numa extremidade da sequéncia
a ser amplificada e o outro complementar ao outro dos dois
filamentos polinucleotidicos na outra extremidade. Uma vez
que os filamentos de DNA sintetizados de novo podem
subsequentemente servir de modelos adicionais para as
mesmas sequéncias de primers", rondas sucessivas de
hibridizacdo dos "primers", alongamento dos filamentos e
dissociacdo produzem uma amplificacdo réapida e altamente
especifica da sequéncia desejada. Também pode utilizar-se
PCR para detectar a existéncia da sequéncia definida numa
amostra de DNA. Numa forma de realizacdo especifica, a
invencdo proporciona um método para amplificar e, assim,

detectar o polinucledtido tir.

As moléculas de &cidos nucleicos da invencdo podem ser
utilizadas como modelos em métodos comuns de producdo de
produtos genéticos de Tir (por exemplo, RNAs de Tir e
polipéptidos Tir; wver abaixo). Adicionalmente, as moléculas
de A&acidos nucleicos que codificam polipéptidos Tir (e
respectivos fragmentos) e 4acidos nucleicos relacionados,
tais como (1) &cidos nucleicos contendo sequéncias que séo
complementares ou que hibridizam com &cidos nucleicos que
codificam polipéptidos Tir, ou respectivos fragmentos (por
exemplo, fragmentos contendo pelo menos 12, 15, 20 ou 25

nucleétidos), e (2) &acidos nucleicos contendo sequéncias
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que hibridizam para sequéncias que sdo complementares a
dcidos nucleicos que codificam polipéptidos Tir, ou
respectivos fragmentos (por exemplo, fragmentos contendo
pelo menos 12, 15, 20 ou 25 nucledtidos), podem ser
utilizadas em métodos centrados nas suas propriedades de
hibridizacé&o. Por exemplo, como descrito mais
pormenorizadamente abaixo, essas moléculas de Acidos
nucleicos podem ser utilizadas nos métodos seguintes:
métodos de PCR para sintetizar éacidos nucleicos de Tir,
métodos para detectar a presenca de um &cido nucleico de
Tir numa amostra, métodos de rastreio para identificar
dcidos nucleicos que codificam novos membros da familia Tir

e métodos terapéuticos.

A invencdo também inclui métodos, como definido nas
reivindicacdes, para identificar moléculas de Acidos
nucleicos que codificam membros da familia de polipéptidos
Tir para além dos polipéptidos Tir apresentados na FIG. 9.
Nestes métodos, uma amostra, por exemplo, uma biblioteca de
dcidos nucleicos, como uma biblioteca de cDNA, que contém
um Aacido nucleico que codifica um polipéptido Tir é
rastreada com uma sonda especifica para Tir, por exemplo,
uma sonda de &cido nucleico especifica para Tir. Sondas de
dcidos nucleicos especificas para Tir sdo moléculas de
dcidos nucleicos (por exemplo, moléculas que contém
nucledétidos de DNA ou RNA, ou respectivas combinacdes ou
modificagcdes) que hibridizam especificamente para Aacidos
nucleicos que codificam polipéptidos Tir, ou para
respectivas sequéncias complementares. O termo "sonda
especifica para Tir", no contexto deste método da invencdo,
refere-se a sondas que se ligam a &cidos nucleicos que
codificam polipéptidos Tir, ou a respectivas sequéncias

complementares, numa extensdo maior, de forma detectavel,
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do que a acidos nucleicos que codificam outros
polipéptidos, ou a respectivas sequéncias complementares.
Assim, o termo "sonda especifica para Tir" inclui sondas
que podem ligar-se a acidos nucleicos que codificam
polipéptidos Tir (ou a respectivas sequéncias

complementares) .

A invencdo facilita a producdo de sondas de &cidos
nucleicos especificas para Tir. Podem conceber-se métodos
para obter essas sondas com base nas semelhancas de
sequéncias de sequéncias polinucleotidicas que codificam
polipéptidos Tir, cujos alinhamentos de sequéncias de
aminodcidos estdo apresentados na FIG. 9. As sondas, dque
podem conter pelo menos 12, por exemplo, pelo menos 15, 25,
35, 50, 100 ou 150 nucledtidos, podem ser produzidas
utilizando qualquer um de varios métodos comuns (ver, por
exemplo, Ausubel et al., supra) . Por exemplo e
preferivelmente, as sondas sdo geradas utilizando métodos
de amplificacdo por PCR. ©Nestes métodos concebem-se
"primers” que correspondem a sequéncias conservadas de Tir,
que podem incluir aminocdcidos especificos de Tir, e o
produto de PCR resultante ¢é wutilizado como sonda para

rastrear uma biblioteca de &acidos nucleicos.

Identificaram-se sequéncias de nucledtidos que
codificam Tir de EHEC (ID SEQ NO: 3) seguindo genericamente
este processo com base na andlise das sequéncias da ID SEQ
NO: 1. As semelhancas de sequéncias entre a proteina
codificada e o polipéptido Tir de EPEC estédo apresentadas

na FIG. 9.

Como ¢é conhecido na &rea, os "primers" de PCR sédo

tipicamente concebidos de modo a conterem pelo menos quinze
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nucledétidos, por exemplo, 15 - 30 nucledtidos. Descreve-se
a seguir a concepcdo de "primers" especificos para Tir
contendo vinte e um nuclebétidos que codificam péptidos Tir
contendo sete aminodcidos. Preferivelmente, a maior parte
ou todos os nucledétidos dessa sonda codificam aminodcidos
conservados em Tir, incluindo aminodcidos especificos de
Tir. Por exemplo, podem wutilizar-se "primers" contendo
sequéncias que codificam péptidos contendo pelo menos 40%
de aminodcidos conservados em Tir. Esse "primer", contendo
vinte e um nucledétidos, pode incluir sequéncias que
codificam que codificam pelo menos trés aminoacidos
conservados em Tir. Assim, o "primer" ©pode conter
sequéncias que codificam pelo menos um aminoacido
especifico de Tir, por exemplo, até sete aminoacidos
especificos de Tir. Depois de sequéncias de aminoacidos
especificos de Tir serem seleccionadas como modelos contra
0s quals se pretende conceber as sequéncias de "primers",
os "primers" podem ser sintetizados utilizando, por
exemplo, métodos quimicos comuns. Como descrito acima,
devido a degenerescéncia do cbédigo genético, esses
"primers" devem ser —concebidos de modo a incluirem
sequéncias degeneradas apropriadas, como pode ser

facilmente determinado pelo profissional.

Tal como é aqui utilizado, o termo "tir" refere-se ao
polinucledétido que codifica o polipéptido Tir. Estes
polinucledétidos incluem sequéncias de DNA, c¢DNA e RNA que
codificam o Tir. Todos os polinucledétidos que codificam a
totalidade ou wuma porgdo do Tir estdo também aqui
incluidos. Esses polinucledétidos incluem polinucledtidos de
ocorréncia natural, sintéticos e intencionalmente
manipulados. Por exemplo, um polinucledétido tir pode ser

sujeito a mutagénese dirigida a sitios. A sequéncia do
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polinucledétido tir também inclui sequéncias anti-sentido.
Todas as sequéncias de nucledtidos degeneradas estdo
incluidas na invencédo desde que a sequéncia de aminodcidos
do péptido Tir codificado pela sequéncia de nucledtidos se

mantenha funcionalmente inalterada.

Tal como € aqui utilizado, o termo "Acido nucleico”
abrange RNA bem como DNA e cDNA de filamentacdo simples e
dupla. O polinucledétido que codifica o Tir inclui a ID SEQ
NO: 3, bem como sequéncias de acidos nucleicos
complementares a essa sequéncia. Uma sequéncia complementar
pode incluir um nucledtido anti-sentido. Quando a sequéncia
consiste em RNA, os desoxinucledtidos A, G, C e T da ID SEQ
NO: 3 sdo substituidos pelos ribonucledétidos A, G, C e U,
respectivamente. Também estédo incluidos na invencgéo
fragmentos das sequéncias de 4&cidos nucleicos descritas
acima que tém pelo menos 15 bases de comprimento, o que é
suficiente para permitir que o fragmento Thibridize
selectivamente para DNA que codifica a proteina da ID SEQ

NO: 4 em condicdes fisioldgicas.

Em reaccdes de hibridizacdo de acidos nucleicos, as
condicdes utilizadas para se atingir um nivel particular de
restricdo irdo wvariar, dependendo da natureza dos Aacidos
nucleicos a serem hibridizados. Por exemplo, pode
considerar-se o comprimento, grau de complementaridade,
composicdo da sequéncia de nucledétidos (por exemplo, teor
de GC versus AT) e tipo de &cido nucleico (por exemplo, RNA
versus DNA) das regides de  hibridizacdo dos 4cidos
nucleicos na seleccdo de condicgdes de hibridizacdo. Uma
consideracdo adicional & se um dos &acidos nucleicos estéa

imobilizado, por exemplo, num filtro.
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Um exemplo de condigdes de restricdo progressivamente
maior é o seguinte: 2 x SSC/0,1% SDS a cerca da temperatura
ambiente (condicgdes de hibridizacédo); 0,2 x SSC 0,1% SDS a
cerca da temperatura ambiente (condig¢des de restricgéo
baixa); 0,2 x SSC/0,1% SDS a cerca de 42°C (condic®es de
restricdo moderada), e 0,1 x SSC a cerca de 68°C (condicdes
de restricdo elevada). A lavagem pode ser efectuada
utilizando apenas uma destas condig¢des, por exemplo,
condicdes de restricdo elevada, ou pode utilizar-se cada
uma das condic¢des, por exemplo, durante 10 - 15 minutos
cada, na ordem listada acima, repetindo gqualgquer um ou
todos os passos listados. No entanto, como mencionado
acima, as condig¢des Oéptimas i1irdo variar dependendo da
reaccdo de hibridizacdo particular envolvida, e podem ser

determinadas empiricamente.

Podem obter-se sequéncias de DNA da invencdo por
vadrios métodos. Por exemplo, o DNA pode ser isolado
utilizando técnicas de hibridizacdo que sdo bem conhecidas
na Aarea. Estas incluem mas ndo se limitam a (1)
hibridizacdo de Dbibliotecas com sondas para detectar
sequéncias de nucledétidos homdélogas, (2) reaccdo em cadeia
de polimerase (PCR) em DNA utilizando "primers" capazes de
hibridizar para a sequéncia de DNA de interesse e (3)
rastreio com anticorpos de bibliotecas de expressdo para
detectar fragmentos de DNA clonados com caracteristicas

estruturais partilhadas.

Os procedimentos de rastreio que se Dbaseiam na
hibridizacdo de &cidos nucleicos permitem isolar qualquer
sequéncia genética de qualquer organismo, desde que seja
disponibilizada a sonda apropriada. Sondas

oligonucleotidicas que correspondem a uma parte da
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sequéncia que codifica a proteina em questdo podem ser
sintetizadas quimicamente ou produzidas por fragmentacdo da
sequéncia nativa. A sintese quimica requer que sejam
conhecidas pequenas extensdes oligopeptidicas da sequéncia
de aminodcidos. A sequéncia de DNA que codifica a proteina
pode ser deduzida do cédigo genético, todavia a
degenerescéncia do cdédigo genético deve ter tomada em
consideracdo. E possivel realizar uma reaccdo de adicédo
misturada quando a sequéncia é degenerada. Isto inclui uma
mistura heterogénea de DNA de filamentacéo dupla
desnaturado. Para esse rastreio, a hibridizacéo é
preferivelmente realizada em DNA de filamentacdo simples ou
DNA de filamentacdo dupla desnaturado. Quando utilizado em
combinacdo com a tecnologia da reacgdo em cadeia de
polimerase, podem mesmo ser clonados produtos de expressédo

raros.

A invencdo proporciona sequéncias de acidos nucleicos
que codificam os polipéptidos Tir, vectores e células-
hospedeiro que os contém e métodos de expressdo. Depois de
isolado um péptido de Tir, &cidos nucleicos que codificam o
péptido podem ser isolados por métodos bem conhecidos na
drea. Estes &acidos nucleicos isolados podem ser ligados em
vectores e introduzidos em células-hospedeiro adequadas
para expressdo. Métodos de ligagdo e expressdo de &cidos
nucleicos em células sdo bem conhecidos na &rea (ver
Sambrook et al., "Molecular Cloning: A Laboratory Manual",
Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, Nova
Iorque, 1989, incorporado aqui por referéncia). No EXEMPLO
V construiram-se os "primers" MS 102+ (ID SEQ NO: 8) e MS
103- (ID SEQ NO: 9) utilizando esses métodos.
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A invencdo proporciona vectores contendo
polinucledétidos que codificam o polipéptido Tir. Tal como é
aqui wutilizado, "vectores" inclui plasmideos, vectores
virais de DNA e RNA, vectores de baculovirus, vectores para
utilizacdo em levedura e outros vectores bem conhecidos dos
profissionais. Varios tipos de vectores estéo
comercialmente disponiveis e podem ser wutilizados para
implementar esta invencdo. Exemplos de vectores uteis na
pradtica desta invencdo incluem vectores tdo amplamente
variados tais como o vector de pequeno numero de cdpias
pPMW118, o vector suicida de seleccdo positiva pCvD442 e o
pBluescript II SK(+) comercialmente disponivel (Stratagene,
La Jolla, CA) . Por exemplo, utilizaram-se pCVD442 e
pBluescript no EXEMPLO V.

Quando o vector é um plasmideo, normalmente contém uma
variedade de componentes, incluindo promotores, sequéncias
de sinal, genes de seleccdo fenotipica, origens de sitios
de replicacdo e outros componentes necessdrios, como é
conhecido dos profissionais. Os promotores mais
habitualmente utilizados em vectores procaridéticos incluem
0 sistema promotor de lacZ, o promotor de phoA de fosfatase
alcalina, o promotor de Dbacteridéfago APL (um promotor
sensivel a temperatura), o promotor de tac (um promotor
hibrido de trp-lac regulado pelo repressor de lac), o
promotor do triptofano e o promotor de bacteridéfago T7. Por
exemplo, o vector de pequeno numero de cdpias pMW118 estéd

sob o controlo do promotor de lacZ.

Uma sequéncia de sinal encontra-se tipicamente
imediatamente a 5' do &cido nucleico que codifica o péptido
e, assim, serd transcrita no terminal amino da proteina de

fusédo.
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Genes tipicos de seleccdo fenotipica sdo aqueles que
codificam proteinas que conferem resisténcia a antibidticos
na célula-hospedeiro. Por exemplo, o gene de resisténcia a
ampicilina (amp) e o gene de resisténcia a tetraciclina
(tet) sdo facilmente empregues para esta finalidade. Num
exemplo diferente, a cassete aphA-3 que codifica um gene de
resisténcia a canamicina (kan) pode ser clonada na regido
do vector que contém polinucledtidos que codificam o
polipéptido Tir para seleccdo do wvector em placas de

canamicina.

A construcdo de vectores adequados contendo
polinucledétidos que codificam o polipéptido Tir é feita
utilizando procedimentos comuns de DNA recombinante bem
conhecidos dos profissionais. Os polinucleétidos isolados
que codificam o polipéptido Tir a serem combinados para
formarem o vector sdo clivados e ligados em conjunto numa
ordem e orientacdo especificas para gerar o vector

desejado.

A invencdo proporciona uma célula-hospedeiro que
contém um vector contendo um polinucledtido que codifica o
polipéptido Tir. Os polinucledétidos da presente invencéo
podem ser utilizados para produzir células transformadas ou
transfectadas para producdo aumentada do Tir expresso. O
Tir pode ser isolado de células transformadas por métodos
comuns bem conhecidos dos profissionais. A proteina pode
ser 1isolada, ©por exemplo, wutilizando purificacdo por

imunoafinidade.

As sequéncias de DNA que codificam o Tir podem ser
expressas 1in vitro por transferéncia de DNA para uma

célula-hospedeiro adequada. Tal como é aqui wutilizado,



38

"células-hospedeiro"™ s&do células nas quais um vector se
pode propagar e o seu DNA pode ser expresso. O termo também
inclui qualquer progenitura da célula-hospedeiro em
questdo. Entende-se que toda a progenitura poderd ndo ser
idéntica a célula paterna, pois podem ocorrer mutacdes
durante a replicacdo. No entanto, essa progenitura estéd
incluida gquando se usa o termo "célula-hospedeiro”.
Conhecem-se na &rea métodos de transferéncia estéavel,
significando que o DNA estranho é continuamente mantido no

hospedeiro.

A invencdo também proporciona um método de producdo do
polinucledétido tir, em que as sequéncias do polinucledtido
tir podem ser inseridas num  vector de expressdo
recombinante. O termo "vector de expressédo recombinante”
refere-se a um plasmideo, virus ou outro veiculo conhecido
na area que foil manipulado por insercdo ou incorporacdo das
sequéncias genéticas de Tir. Esses vectores de expressdo
contém uma sequéncia promotora que facilita a transcricédo
eficiente da sequéncia genética inserida do hospedeiro. O
vector de expressdo contém tipicamente wuma origem da
replicacdo, um promotor, bem como genes especificos que

permitem a seleccdo fenotipica das células transformadas.

Sequéncias polinucleotidicas que codificam o Tir podem
ser expressas em procariotas ou eucariotas. Os hospedeiros
podem incluir organismos microbianos, de levedura, insecto
e mamifero. Conhecem-se na &rea métodos de expressdo de
sequéncias de DNA que tém sequéncias eucaridticas ou virais
em procariotas. Conhecem-se na area vectores de DNA virais
e plasmidicos biologicamente funcionais capazes de sofrerem
expressdo e replicacdo num hospedeiro. Esses vectores sdo

utilizados para incorporar sequéncias de DNA da invencgédo.
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Em sistemas bacterianos, alguns vectores de expressdo
podem ser vantajosamente seleccionados, dependendo da
utilizacdo pretendida do produto genético do Tir a ser
expresso. Por exemplo, quando se pretende produzir uma
grande quantidade dessa proteina, por exemplo, para gerar
composicdes farmacéuticas do polipéptido Tir ou para
induzir anticorpos para o polipéptido Tir, poderdo ser
desejdvels vectores que dirigem a expressdo de niveis
elevados de produtos de proteina de fusdo que sdo
facilmente purificados. Esses vectores incluem mas ndo se
limitam ao vector de expresséo de E. coli pUR278 (Ruther et
al., 1883, EMBO J. 2: 1781), no qual a sequéncia
codificadora do produto genético de Tir pode ser ligada
individualmente no wvector na estrutura com a regido
codificadora lac z de modo a ser produzida uma proteina de
fusdo; wvectores pIN (Inouye & Inouye, 1985, Nucleic Acids
Res. 13: 3101-3109) e afins. Também podem utilizar-se
vectores pGEX para expressar um polipéptido estranho na
forma de proteinas de fusdo com glutationa S-transferase
(GST). Em geral, essas proteinas de fusdo sdo sollveis e
podem ser facilmente purificadas de células submetidas a
lise por adsorcdo em esférulas de glutationa-agarose,
seguida de eluicdo na presenca de glutationa 1livre. Os
vectores pGEX sdo concebidos de modo a incluirem sitios de
clivagem por proteases de trombina ou factor Xa, de modo
que o produto genético alvo clonado possa ser libertado da

fraccdo de GST.

Um sistema alternativo de proteinas de fusdo permite a
purificacdo facil de proteinas de fusdo ndo desnaturadas
expressas em linhas de células humanas (Janknecht, et al.,
1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 8972-8976). Neste

sistema, o gene de interesse é subclonado num plasmideo de
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recombinacdo de wvacinia, de modo que a fase de leitura
aberta do gene fique fundida, por translacdo, a um marcador
amino-terminal que consiste em seis residuos de histidina.
Extractos de <células infectadas com o virus vacinia
recombinante s&o carregados em colunas de Ni?" 4&cido
nitriloacético-agarose, e as proteinas marcadas com
histidina sdo selectivamente eluidas com tampdes contendo

imidazolo.

A  transformagcdo de uma célula-hospedeiro com DNA
recombinante pode ser efectuada por técnicas convencionais,
como é bem conhecido dos profissionais. Quando o hospedeiro
for procariético, como E. coli, células competentes capazes
de captacdo de DNA podem ser preparadas a partir de células
recolhidas apdés a fase de crescimento exponencial e
subsequentemente tratadas pelo método de CaCl, utilizando
procedimentos bem conhecidos na &rea. Alternativamente pode
utilizar-se MgCl, ou RbCl. A transformacdo também pode ser
realizada apdés a formacdo de um protoplasto da célula-
hospedeiro, se desejado. Noutro exemplo, pode utilizar-se
conjugacdo triparental para introduzir geneticamente o
vector em E. coli. As células transformadas sdo
seleccionadas por crescimento num antibidético,
habitualmente tetraciclina (tet) ou ampicilina (amp), para
0os quais se tornaram resistentes devido a presenca no

vector dos genes de resisténcia tet ou amp.

Quando o hospedeiro é um eucariota podem utilizar-se
métodos de transfeccdo de DNA tais como co-precipitados com
fosfato de cédlcio, procedimentos mecdnicos convencionais
como microinjeccéo, electroporacdo, insercdo de um
plasmideo encerrado em lipossomas ou vectores virais. As

células eucaridticas também podem ser co-transformadas com
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sequéncias de DNA que codificam o Tir da invencdo, e uma
segunda molécula de DNA estranho que codifica um fendtipo
selecciondvel, como o gene da timidina-quinase de herpes
simplex. Outro método consiste em utilizar um vector viral
eucaridético, como o virus simio 40 (SV40) ou virus papiloma
bovino, para infectar ou transformar células eucaridticas
de forma transitdéria e expressar a proteina. Ver, por
exemplo, "Eukaryotic Viral Vectors™, Cold Spring Harbor

Laboratory, Gluzman, editor (1982).

O isolamento e purificacdo do polipéptido microbiano
expresso, ou respectivos fragmentos, proporcionado pela

invencdo podem ser efectuados por meios convencionais,

incluindo cromatografia preparativa e separacdes
imunoldgicas envolvendo anticorpos monoclonais ou
policlonais.

De entre os organismos procaridéticos que podem servir
de células-hospedeiro contam-se a estirpe JM101 de E. coli,
a estirpe K12 de E. coli 294 (numero da ATCC 31,446), a
estirpe W311l0 de E. coli (numero da ATCC 27,325), X1776 de
E. coli (numero da ATCC 31,537), XL-1 Blue de E. coli
(Stratagene) e E. coli B; no entanto, também podem
utilizar-se muitas outras estirpes de E. coli, como HB101,
NM522, NM53 8, NM539, e muitas outras espécies e géneros de
procariotas. Para além das estirpes de E. coli listadas
acima podem wutilizar-se como hospedeiros bacilos como
Bacillus subtillis, outras enterobacteriaceae, como
Salmonella typhimurium ou Serratia marcesans, e VAarias
espécies de Pseudomonas. Numa forma de realizacdo
especifica, a célula-hospedeiro procaridtica & E. coli

enteropatogénica.
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Adicionalmente, estirpes de bactérias atenuadas ou ndo
patogénicas podem ser Uteis na distribuicdo de polipéptidos
de fusdo na mucosa intestinal. Por exemplo, estirpes vivas
atenuadas (por exemplo, com EspA ou EspB deletado) contendo
uma proteina de fusdo ou vector que codifica um polipéptido
de fusdo com Tir podem ser utilizadas para distribuir o
polipéptido de fusdo num hospedeiro. Deste modo, a bactéria
atenuada pode proporcionar a proteina de fusdo a um
hospedeiro em que a proteina de fusdo é apresentada pela
célula-hospedeiro de modo a conferir uma resposta

imunoldégica especifica.

De entre os organismos eucaridéticos que podem servir
de células-hospedeiro contam-se estirpes de levedura, como
PS23-6A, W301-18A, LL20, D234-3, INVSCl, INVSC2, YJJ337.
Sequéncias promotoras e intensificadoras, como gall e pEFT-
1, sdo uteis. Vra-4 também proporciona uma sequéncia
intensificadora adequada. Sequéncias Uteis como origens da
replicacdo funcionais incluem o plasmideo circular arsI e
21.

Tal como sdo aqui utilizados, os termos "espA", "espB"
e "eaeA" referem-se a genes diferentes de tir que codificam
proteinas segregadas por E. coli patogénica. Tal como sdo
aqui wutilizados, os termos "EspA", "EspB" e "intimina"
referem-se as proteinas codificadas pelos genes esph, espB
e eaeA, respectivamente. A intimina é o produto de um locus
LEE cromossdémico bacteriano, eaehA, e & uma proteina da
membrana externa de EPEC de 94 kDa que é necessaria para a
aderéncia intima. EspA, EspB e intimina s&o segregadas pela

EHEC bem como pela EPEC.

Anticorpos e Métodos Imunoldgicos
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Os polipéptidos Tir da invencdo também podem ser
utilizados para produzir anticorpos que reagem
imunologicamente ou se ligam a epitopos dos polipéptidos
Tir. sSéo proporcionados anticorpos que consistem
essencialmente em anticorpos monoclonais reunidos com
diferentes especificidades para epitopos, bem como
preparacgdes de anticorpos monoclonais distintos. Os
anticorpos monoclonais sdo preparados por métodos bem
conhecidos na 4&4rea a partir de fragmentos que contém
antigenes da proteina (Kohler, et al., Nature 256: 495
(1975); "Current Protocols in Molecular Biology", Ausubel,

et al., editores, (1989)).

O termo T"anticorpo", tal como é wutilizado nesta
invencdo, inclui moléculas intactas bem como respectivos
fragmentos, tais como Fab, Fab', F(ab'),, Fv e anticorpos
de cadeia simples que se podem ligar ao epitopo. Estes
fragmentos de anticorpos retém alguma capacidade para se

ligarem selectivamente ao seu antigene ou receptor.

Conhecem-se na &rea métodos de preparacdo destes
fragmentos (ver, por exemplo, Harlow e Lane, "Antibodies: A
Laboratory Manual”, Cold Spring Harbor Laboratory, Nova
Iorque (edicdo actual), aqui incorporado por referéncia).
No EXEMPLO I geraram-se anticorpos policlonais de ratinho e

rato para a proteina da EPEC de 78 kDa por esses métodos.

Un epitopo é qualquer determinante antigénico de um
antigene ao qual se liga o paratopo de um anticorpo. Os
epitopos consistem habitualmente em agrupamentos de
superficie quimicamente activos de moléculas, como
aminoAcidos ou cadeias laterais de acucares, e

habitualmente tém caracteristicas estruturais
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tridimensionais especificas, bem como caracteristicas

especificas de carga.

Se necessario, os anticorpos policlonais ou
monoclonais podem ser suplementarmente purificados, por
exemplo, por ligacdo e eluicdo de uma matriz a qual esté
ligado o péptido ou um péptido contra o qual sdo dirigidos
os anticorpos. Os profissionais conhecem varias técnicas
comuns na area da imunologia para a purificacdo e/ou
concentracdo de anticorpos policlonais, bem como anticorpos
monoclonais (ver, por exemplo, Coligan, et al., Unidade 9,
"Current Protocols in Immunology", Wiley Interscience,

edicdo actual, incorporado por referéncia).

A invencdo também proporciona epitopos peptidicos para
utilizacédo na concepcdo de sondas nucleotidicas especificas
de tir ou anticorpos anti-Tir. Essas sondas ou anticorpos
podem ser utilizados para identificar proteinas ou genes
que possam estar envolvidos na viruléncia de outros
patogenes, incluindo mas ndo se limitando a polipéptidos ou

polinucledétidos de bactérias Gram-negativas.

Os anticorpos da invencéo, incluindo anticorpos
policlonais e monoclonais, anticorpos quiméricos,
anticorpos de cadeia simples e afins, tém capacidade para
se ligarem com especificidade imunolégica elevada as
proteinas Tir, péptidos ou sequéncias de nucledtidos da
invencdo, ou respectivos fragmentos. Estes anticorpos podem
ndo ser etiquetados ou ser adequadamente etiquetados. Os
anticorpos da invencéo podem ser utilizados para
purificacdo por afinidade de Tir, por exemplo. Os
anticorpos da invencdo podem ser empregues em procedimentos

imunoldégicos conhecidos para a detecgcdo qualitativa ou
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quantitativa destas proteinas ou péptidos em células,
amostras de tecido, preparacdes para amostragem ou fluidos.
Os anticorpos da invencdo ©podem ser empregues em
procedimentos imunoldégicos conhecidos para a deteccgéo
qualitativa ou quantitativa das sequéncias de nucledtidos,

ou respectivas porc¢des.

A invencdo proporciona um método para detectar um
polipéptido Tir numa amostra, que inclui contactar uma
amostra de um sujeito com um anticorpo como definido nas
reivindicacées e detectar a ligacdo do anticorpo ao
polipéptido Tir. A 1ligacdo ¢é indicadora da presenca do
polipéptido Tir na amostra. Tal como é aqui utilizado, o
termo "amostra" inclui material derivado de um mamifero ou
sujeito humano ou outro animal. Essas amostras incluem mas
ndo se limitam a cabelo, amostras de pele, amostra de
tecido, células cultivadas, meios de células cultivadas e
fluidos bioldégicos. Por exemplo, o polipéptido Tir pode ser
detectado numa cultura de <células Hela (por exemplo,
humanas) . No EXEMPLO II detectou-se a Hp90 em células do

tipo macréfagos J774 utilizando esses métodos.

Tal como é aqui utilizado, o termo "tecido" refere-se
a uma massa de células agrupadas (por exemplo, tecido do
SNC, tecido neural ou tecido ocular) derivada de um ser
humano ou outro animal, e inclui o material agrupado e o
material liquido associado as células. Tal como €& aqui
utilizado, o termo "fluido bioldégico" refere-se a material
ligquido derivado de um ser humano ou outro animal. Esses
fluidos bioldégicos incluem mas ndo se limitam a sangue,
plasma, soro, derivados do soro, Dbilis, mucosidades,
saliva, transpiracdo, fluido amnidético e fluido cérebro-

espinal (CSF), como CSF lombar ou ventricular.
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Tal como ¢é aqui utilizado, o termo "amostra" também
inclui solucdes que contém o polipéptido isolado, meios nos
quais foi segregado o polipéptido e meios contendo células-
hospedeiro que produzem o polipéptido Tir. Por exemplo, uma
amostra pode ser uma amostra de proteinas a ser resolvida
por SDS-PAGE e transferida para nitrocelulose para analise
de imunocoloracdo "Western". A quantidade de amostra
necessaria para se obter uma reaccdo pode ser determinada
pelo profissional por técnicas laboratoriais comuns. A
quantidade oéptima da amostra pode ser determinada por

diluicdo em série.

Numa forma de realizacdo, a presenca do polipéptido
Tir na amostra é indicadora de infec¢do por E. coli entero-

hemorréagica.

As proteinas da invencdo sdo projectadas de modo a
terem numerosas utilizacdes, incluindo aplicacdes de
progndéstico, terapéuticas, de diagnéstico ou de concepcgdo
de farmacos. As proteinas da invencdo proporcionardo a base
para a preparacdo de anticorpos monoclonais e policlonais
que reagem imunologicamente de forma especifica com as
proteinas da invencdo. Numa forma de realizacdo, a invencdo
proporciona wuma utilizacdo para imunizar um hospedeiro
susceptivel de <contrair doenca causada por E. coli
produtora de Tir por administragdo a um hospedeiro do
polipéptido da reivindicacdo 1 e inducdo de uma resposta
imunoldégica protectora no hospedeiro ao polipéptido Tir.
Desse modo previne-se a infeccdo do hospedeiro pelo
organismo produtor de Tir. Numa forma de realizacdo mais
especifica, o organismo produtor de Tir é uma estirpe de E.

coli. Numa forma de realizacdo ainda mais especifica, a



47

estirpe de E. coli é E. coli enteropatogénica ou entero-

hemorréagica.

Noutra forma de realizacdo, a invencdo proporciona uma
utilizacdo para melhorar wuma doenca causada por um
organismo produtor de Tir por imunizac&o de um hospedeiro
com o polipéptido Tir como definido nas reivindicagbes e
inducdo de uma resposta imunoldégica no hospedeiro ao
polipéptido Tir. Numa forma de realizacdo mais especifica,
o organismo produtor de Tir é uma estirpe de E. coli. Numa
forma de realizacdo ainda mais especifica, a estirpe de E.

coli é E. coli enteropatogénica ou entero-hemorragica.

Numa forma de realizacdo, o hospedeiro imunizado & um
ser humano. Os humanos podem ser imunizados por qualquer um
dos protocolos comuns bem conhecidos dos profissionais da
medicina. Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) €& a
principal causa de diarreia em lactentes e foi a primeira
E. coli que se verificou causar gastroenterite. A EPEC
continua a ser uma causa importante de diarreia infantil em
paises em desenvolvimento, contribuindo para elevada
morbidez e mortalidade. Usando voluntarios humanos foi
mostrado que a intimina ¢é necessaria para a viruléncia
completa da EPEC (Donnenberg et al., J. Clin. Inv. 92:
1412-7 (1993)). Varios modelos animais documentaram o papel
da intimina na viruléncia. As interac¢des intimas que
ocorrem entre proteinas segregadas pela EPEC e a superficie
de células-hospedeiro salientam a complexidade das
interac¢des hospedeiro-patogene e proporcionam ferramentas
de valor para explorar e estudar a funcdo celular e doencga
bacteriana, para além de potenciais utilizacgdes em

terapéutica.
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Noutra forma de realizacdo, o hospedeiro imunizado é
um bovino. O gado vacum pode ser imunizado por qualquer um
dos protocolos comuns bem conhecidos dos profissionais da
veterindria. O gado vacum é entdo vacinado com Tir, EspA,
EspB, intimina, ou combinacdes destes. A aderéncia da EHEC
a vacas vacinadas é bloqueada pela resposta imunoldgica
bovina. Em consequéncia, o gado vacum vacinado n&o se torna

portador de EHEC.

A EHEC foi ligada a muitos surtos alimentares e casos
esporadicos de colite hemorradgica e sindroma hemolitica
urémica em todo o mundo. O alimento mais habitualmente
associado a epidemiologia é carne de vaca picada. A EHEC
n&do causa sintomas de doenca no gado vacum, mas o0s bovinos
de criacdo transportam a EHEC nos seus tractos intestinais.
A contaminacédo das carcacas ocorre durante as operacdes da
matanca. A utilizacdo de gado vacum vacinado & Util para
reduzir a ocorréncia de carne contaminada por E. coli

entero-hemorragica.

A invencdo proporciona um método como definido nas
reivindica¢des para detectar o polinucledétido tir numa
amostra por contacto de uma amostra suspeita de conter o
polinucledétido tir com uma sonda de &cido nucleico que
hibridiza para o ©polinucledtido tir e detecgdo da
hibridizacdo da sonda com o polinucledétido tir. A deteccdo
da hibridizacdo é indicadora da presenca do polinucledtido

tir na amostra.

Métodos Genéticos Recombinantes
A invencdo proporciona um método recombinante como
definido nas reivindicacées para produzir um polinucledtido

tir que inclui inserir um 4&cido nucleico que codifica um
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marcador selecciondavel no polinucledtido que codifica o
polipéptido Tir. O polinucledétido resultante codifica um
polipéptido Tir recombinante que contém o marcador
selecciondvel. Tal como ¢é aqui wutilizado, um "marcador
seleccionavel™ pode ser qualquer sequéncia genética
diferente de uma sequéncia tir que pode ser detectada ou
que codifica wuma sequéncia de aminoadcidos que pode ser
detectada. Por exemplo, um marcador seleccionadvel pode ser
um marcador do virus herpes simplex (HSV), para o qual ha
anticorpos comercialmente disponiveis. No EXEMPLO VI
construiram-se duas fusdes genéticas ligando a sequéncia
que codifica os epitopos de T7 ou HSV ao 5' ou 3' de tir,

respectivamente, utilizando esses métodos.

A  invencdo proporciona um método para produzir
proteinas de fusdo. Uma vez que o Tir é wuma proteina
segregada, & util como parceiro de fusdo para a clonagem e
expressdo de outros péptidos e proteinas. Por exemplo, Tir
fundido a uma proteina de interesse é produzido de forma
recombinante numa célula-hospedeiro, por exemplo, E. coli,
e a proteina de fusdo é segregada para o meio de cultura
onde cresce o hospedeiro transformado. A proteina de fusdo
pode ser isolada por anticorpos anti-Tir, seguida da
clivagem do Tir do péptido ou proteina de interesse. Pode
utilizar-se ELISA, ou outros métodos de imuncafinidade,
para identificar a proteina de fusdo com Tir. A invencgéo
proporciona um método para produzir uma proteina de fusédo
com Tir, que inclui fazer crescer uma célula-hospedeiro
contendo um polinucledtido que codifica o Tir
operativamente ligado a um polinucledétido que codifica um
polipéptido ou péptido de interesse, em condig¢des que
permitam a expressdo e secrecdo dos polipéptidos de fusdo,

e 1isolar o polipéptido de fusdo. O termo "operativamente
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ligado ou associado" refere-se a ligacdo funcional entre
uma sequéncia promotora e O gene ou genes estruturais no
caso de uma proteina de fusdo, regulada pela sequéncia de
dcido nucleico promotora. O promotor operativamente ligado
controla a expressdo do polipéptido codificado pelo gene

estrutural (por exemplo, a proteina de fusdo).

Organismos preferidos onde se podem implementar os
métodos recombinantes da invencdo incluem mas ndo se
limitam a Dbactérias. Noutra forma de realizacdo, o)
organismo utilizado para gerar uma mutacéo num
polinucleétido que codifica o polipéptido Tir é E. coli. De
entre as E. coli que podem ser transformadas contam-se E.

coli enteropatogénica e entero-hemorragica.

A invencdo proporciona um método recombinante para
produzir um polipéptido Tir fazendo crescer uma célula-
hospedeiro contendo um polinucledétido que codifica o
polipéptido Tir em condicdes que permitam a expressdo e
secrecdo do polipéptido Tir, e isolando o polipéptido.
Métodos de producdo recombinante de polipéptidos e péptidos
pertencem ao Admbito desta invencdo. Tal como ¢é aqui
utilizado, o termo "condicdes que permitam a expressdo e
secrecdo" refere-se a condigbes adequadas de modo que o
dcido nucleico seja transcrito e traduzido, e o isolamento
do polipéptido produzido desse modo. O polipéptido
produzido pode ser uma proteina segregada para o meio. Meio
inclui um fluido, substédncia ou organismo onde pode ocorrer
crescimento microbiano ou onde podem existir micrdébios.
Esses ambientes podem ser, por exemplo, tecidos ou fluidos
corporais de animais, &gua e outros liquidos, alimentos,
produtos alimentares ou extractos alimentares, e certos

objectos inanimados. Por exemplo, os micrdébios podem
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crescer em meio Luria-Bertani (LB). N&do é necessario que o
ambiente promova o crescimento do micrébio, apenas Jque

permita a sua subsisténcia.

Agentes que Interferem na Ligacdo Entre Tir e Intimina
Noutra forma de realizacéo, a ©presente invencdo
refere-se a agentes que interferem na ligacdo entre Tir e
intimina. Esses agentes de 1ligacdo podem interferir por
inibic¢do competitiva, por inibic&o ndo competitiva ou por
inibicdo incompetitiva. A interferéncia na ligacdo normal
entre o Tir e a intimina pode originar um efeito

farmacolégico ttil.

Também se descreve um método para identificar uma
composicdo que se liga ao Tir. O método inclui incubar
componentes compreendendo a composicdo e Tir em condigdes
suficientes para permitir que os componentes interajam e
medir a ligac8do da composicdo ao Tir. Composicdes que se
ligam ao Tir incluem péptidos, péptido-miméticos,

polipéptidos, compostos quimicos e agentes bioldégicos.

A incubac&o inclui condig¢des que permitem o contacto
entre a composicdo de teste e o Tir. O contacto inclui
contacto em solucdo e em fase sdlida. O ligando/composicédo
de teste pode opcionalmente ser uma biblioteca
combinatorial para rastrear uma pluralidade de composicdes.
As composic¢des identificadas no método da invencgdo podem
ser suplementarmente avaliadas, detectadas, clonadas,
sequenciadas e afins, quer em solucdo quer apds ligacdo a
um suporte sélido, por qualquer método habitualmente
aplicado a deteccdo de uma sequéncia de DNA especifica,
como PCR, restricéo de oligbémeros (Saiki et al.,

Bio/Technology 3: 1008-1012 (1985)), anadlise de sondas
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oligonucleotidicas especificas para alelos (Conner et al.,
Proc. Natl. Acad Sci. USA 80: 278 (1983)), ensaios de
ligacdo de oligonucledétidos (OLAs) (Landegren et al.,
Science 241: 1077 (18988)) e afins. Técnicas moleculares
para andlise de DNA foram revistas por Landegren et al.,

Science 242: 229-237 (1988).

Para determinar se uma composicdo pode complexar
funcionalmente com a proteina receptora, a inducdo do gene
exdgeno & monitorizada por monitorizacdo de alteracdes dos
niveis proteicos da proteina codificada pelo gene exdgeno,
por exemplo. Quando se verificar que uma composicdo pode
induzir a transcricédo do gene exdgeno, conclui-se que esta
composicdo se pode ligar a proteina receptora codificada
pelo &acido nucleico que codifica a composicdo de teste de

amostra inicial.

A expressdo do gene exdgeno pode ser monitorizada por
um ensaio funcional ou ensaio quanto a um produto proteico,
por exemplo. Em consequéncia, o gene exdgeno & um gene que
proporcionard um produto de expressdo apto a @ ser
testado/medido para permitir a deteccdo da expressdo do
gene exdbdgeno. Esses genes exdgenos incluem mas ndo se
limitam a genes repdrter, como o gene da cloranfenicol
acetil-transferase, um gene de fosfatase alcalina, beta-
galactosidase, um gene luciferase, um gene de proteina
verde fluorescente, guanina xantina fosforribosil-
transferase, fosfatase alcalina e genes de resisténcia a

antibidéticos (por exemplo, neomicina fosfotransferase).

A expressdo do gene exdgeno € indicadora da ligacéo
composicdo-receptor; assim, a composicdo de ligacdo ou

bloqueio pode ser identificada e isolada. As composicdes da
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presente invencgdo podem ser extraidas e purificadas do meio
de cultura ou de uma célula utilizando técnicas conhecidas
de purificacdo de proteinas habitualmente empregues, como
extraccdo, precipitacédo, cromatografia de permuta idnica,
cromatografia de afinidade, filtracdo em gel e afins. As
composicdes podem ser isoladas por cromatografia de
afinidade wutilizando o dominio extracelular da proteina
receptora modificada ligado a uma matriz de coluna, ou por

cromatografia em heparina.

No método de rastreio descrito também estdo incluidos
métodos de quimica combinatorial para identificar compostos
quimicos que se ligam ao Tir. Assim, o método de rastreio
também ¢é Util para identificar variantes, agentes de
ligacdo ou bloqueio, etc., que actuam funcionalmente, se
n&do mesmo fisicamente (por exemplo, de forma estérica) como

antagonistas ou agonistas, consoante o desejado.

A invencdo proporciona um método como definido nas
reivindicacdes para identificar um composto que interfere
na ligacdo de um polipéptido Tir & intimina. Mede-se a
ligacdo de wum polipéptido Tir a intimina em condic¢des
padrdo bem conhecidas dos profissionais da biogquimica.
Determina-se a afinidade de ligacdo do polipéptido Tir a
intimina. Em seguida, um composto candidato suspeito de
interferir na ligagdo do polipéptido Tir a intimina é
adicionado a uma mistura ou solucdo do polipéptido Tir e
intimina. Depois mede-se a ligagcdo do polipéptido Tir a
intimina nas condic¢des padrdo. Determina-se a afinidade de
ligacdo do polipéptido Tir a intimina na presenca do
composto. O ensaio compara a ligacdo do polipéptido Tir a
intimina na presenca do composto com a ligacdo do

polipéptido Tir na auséncia do composto. Os compostos que
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interferem na ligacdo do polipéptido Tir a intimina sé&o
uteis no tratamento de patogenes em que a ligacdo do
polipéptido Tir & intimina estd envolvida na patogénese,
incluindo patogenes tais como EPEC e EHEC. Além disso, as
sequéncias polipeptidicas ou de nucledtidos da invencdo
podem ser utilizadas para identificar compostos ou
composicdes que interagem (por exemplo, se ligam) com
aquelas e afectam a sua actividade biolégica. Esses efeitos
incluem inibicdo ou estimulacdo da actividade ou secrecdo

do Tir.

A invencdo proporciona um método como definido nas
reivindicacdes para utilizar o sistema Tir-intimina para a
distribuicdo celular. Tal como ¢é aqui wutilizado, um
"veiculo de distribuicdo celular" é um composto, capaz de
conter um segundo composto de interesse, que pode ser
absorvido por uma célula. Numa forma de realizacdo, as
células sdo infectadas com um mutante da intimina, desse
modo distribuindo o Tir nas células infectadas. Numa forma
de realizacdo mais especifica, as células estdo in vivo.
Noutra forma de realizacdo especifica, as células estdo in
vitro. Numa forma de realizacdo alternativa, o patogene de
adesdo e destruicdo é um mutante da intimina. Mutantes da
intimina (eaeh) foram descritos por Kenny e Finlay,
Infection & Immunity 65(7) 2528-2536 (1997). Noutra forma
de realizacdo alternativa, o Tir é expresso numa célula por

métodos genéticos recombinantes descritos supra.

As moléculas de interesse podem ser dirigidas
selectivamente para células que contém Tir utilizando um
veiculo de distribuicdo celular que contém intimina. Tal
como é aqui utilizado, "células que contém Tir" s&o células

que contém Tir. Por exemplo, células epiteliais podem
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conter Hp90. Tal como é aqui wutilizado, um "veiculo de
distribuicdo celular que contém intimina”™ inclui um veiculo
de distribuicdo celular que compreende intimina ou um
fragmento da intimina capaz de se ligar ao Tir na
superficie do veiculo de distribuicdo. Numa forma de
realizacdo, o veiculo de distribuicdo celular que contém

intimina é uma esférula.

O veiculo de distribuic&o celular que contém intimina
pode ser um lipossoma. Os lipossomas podem ser modificados
utilizando métodos bem conhecidos na area para ligacdo aos
mesmos, directa ou indirectamente, tal como através de
ligandos especificos para o alvo, como intimina, de modo a
conferir especificidade para o 6érgdo ou célula-alvo, como
descrito por Malone et al., Proc. Nat’1. Acad. Sci. U.S.A.,
86: 6077, (1989), e Gregoriadis, Immunology Today, 11(3):
89 (1990).

Varias substdncias Dbiologicamente activas podem ser
incorporadas nos lipossomas por encapsulacdo. Estas
substdncias incluem férmacos, bem como outros tipos de
materiais farmacéuticos, como DNA, RNA, proteinas de varios
tipos, hormonas proteicas, como insulina, factores de
crescimento, citoquinas, monoquinas, linfoquinas, e
proteinas e hidratos de carbono que servem de imunogenes

para vacinacéo.

Substdncias biologicamente activas eficazes para usos
cosméticos também podem ser incorporadas em lipossomas por
encapsulacdo. Estas incluem hidratantes, vitaminas, enzimas
e esséncias. Adicionalmente, herbicidas, pesticidas,

fungicidas, etc., sé&o exemplos de substéncias
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biologicamente activas com aplicacdes agricolas que podem

ser encapsuladas em lipossomas.

A gama de dosagem apropriada para utilizacdo in vivo
em seres humanos da substdncia biologicamente activa em
lipossomas inclui a gama de 0,001 - 6 000 mg/m? de &rea
superficial corporal. Ndo obstante doses fora da gama de
doses anterior poderem ser administradas, esta gama abrange
a amplitude de wutilizacdo de ©praticamente todas as
substdncias biologicamente activas. No entanto, para um
agente terapéutico particular, a concentracdo preferida

pode ser facilmente determinada como previamente descrito.

O veiculo de distribuicdo celular que contém intimina
pode ser administrado por qualquer via desejada, por
exemplo, intratumoral, intra-articular (em articulacdes),
intramuscular, intratecal, intraperitoneal, subcuténea,

intravenosa, intralinfdtica, oral e submucosa.

A invencdo proporciona um método como definido nas
reivindicacdes para detectar o citoesqueleto de uma célula,
por contacto do citoesqueleto celular com o polipéptido Tir
e deteccdo da ligacdo do polipéptido Tir ao citoesqueleto
celular. Tal como é aqui utilizado, o termo "citoesqueleto”
refere-se a uma rede de filamentos moleculares (como
actina, microtubulos, etc.) que proporciona uma estrutura
para o citoplasma de uma célula eucaridtica. A lesdo A/E
(ou em pedestal) estd associada a reunido de estruturas
citoesqueléticas altamente organizadas em células
epiteliais imediatamente por baixo da bactéria aderente,
que incluem os componentes citoesqueléticos actina, o-
actinina, cadeia leve de miosina, ezrina e talina. O Tir

liga-se ao citoesqueleto. A detecgdo da ligacdo do
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polipéptido Tir ao citoesqueleto pode ser feita por varios
métodos. Numa forma de realizacdo, a 1ligacdo do Tir é
detectada por 1ligacdo subsequente ao Tir de anticorpos
anti-Tir. Exemplos desta forma de realizacéo sdo
apresentados no EXEMPLO I. Noutra forma de realizacgédo
detecta-se a ligacdo do Tir ao citoesqueleto por ligacéo
subsequente de intimina ao Tir. Exemplos desta forma de
realizacdo sdo apresentados no EXEMPLO VII. Ainda noutra
forma de realizacdo, o polipéptido Tir que se liga ao

citoesqueleto é uma proteina de fusdo.

Estojos

Esta invencdo inclui um estojo que contém um ou mais
anticorpos da invencdo, bem como um estojo a base de
nucledétidos. Numa forma de realizacdo, o estojo & util para
a deteccdo do polipéptido Tir e consiste num meio
transportador separado em compartimentos de modo a encerrar
de forma confinada um recipiente que contém um anticorpo
que se liga ao polipéptido Tir. Tal como é aqui utilizado,
um "recipiente"™ inclui frascos, tubos e afins, em que cada
um dos recipientes compreende um dos elementos separados a

serem utilizados no método.

Numa forma de realizacdo, o anticorpo que se liga ao
polipéptido Tir ¢é etiquetado de forma detectavel. Numa
forma de realizacdo mais especifica, a etiqueta é
seleccionada do grupo que consiste num isdtopo radioactivo,
um composto bioluminescente, um composto
quimioluminescente, um composto fluorescente, um quelato

metdlico e uma enzima.

Noutra forma de realizacdo, o estojo é util para a

deteccdo de um polinucledtido tir e consiste num meio
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transportador separado em compartimentos de modo a encerrar
de forma confinada um recipiente que contém a sonda de
dcido nucleico como definida nas reivindicacgbes que
hibridiza para o polinucleétido tir. Numa forma de
realizacdo, a sonda de &cido nucleico que hibridiza para o
polinucleétido tir é etiquetada de forma detectédvel. Numa
forma de realizacdo mais especifica, a etiqueta é
seleccionada do grupo que consiste num isdétopo radioactivo,
um composto bioluminescente, um composto
quimioluminescente, um composto fluorescente, um quelato

metdlico e uma enzima.

Outro estojo é definido nas reivindicacdes e é util
para a deteccdo de um polinucledtido tir e consiste num
meio transportador separado em compartimentos de modo a
encerrar de forma confinada um recipiente que contém um
primeiro recipiente que contém uma primeira sonda de &cido
nucleico que hibridiza para um de dois filamentos do
polinucledétido tir, e um segundo recipiente que contém uma
segunda sonda de acido nucleico que hibridiza para o outro
de dois filamentos do polinucledétido tir. O estojo pode ser
utilizado para amplificar uma sequéncia polinucleotidica
tir, por exemplo, por métodos de PCR. Numa forma de
realizacdo especifica, o primeiro "primer" é complementar a
um de dois filamentos numa extremidade da sequéncia tir a
ser amplificada, e o segundo "primer" ¢é complementar ao
outro de dois filamentos na outra extremidade do
polinucleétido tir. Uma vez que os filamentos de DNA
sintetizados de novo podem servir subsequentemente de
modelos adicionais para as mesmas sequéncias de "primers",
rondas sucessivas de hibridizacéo dos "primers",

alongamento dos filamentos e dissociacdo originam
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amplificacdo rédpida e altamente especifica da sequéncia

desejada.

Pretende-se que os exemplos seguintes ilustrem mas ndo
limitem a invencdo. N&do obstante serem tipicos dos que
poderdo ser utilizados, outros procedimentos conhecidos dos

profissionais podem ser alternativamente utilizados.

Referéncia EXEMPLO I

ANTICORPOS PARA UMA PROTEINA SEGREGADA PELA EPEC DE 78 kDa
REAGEM DE FORMA CRUZADA COM A Hp90

A finalidade deste EXEMPLO é mostrar que anticorpos
para uma proteina segregada pela EPEC de 78 kDa reagem de
forma cruzada com a Hp90. Durante as tentativas para
purificar a HpY90 foi descoberto que um anti-soro de coelho
policlonal dirigido contra a EPEC reconheceu uma proteina
que co-migrou de forma precisa com a Hp90 enriquecida de
membranas de células de mamifero. Esta banda reactiva de
forma cruzada ndo estava presente quando células Hela foram
infectadas com mutantes defeituosos para a secrecdo de tipo
ITI, que também ndo causam fosforilacdo em tirosina da
Hp90. Apbs infeccgdes que utilizaram condicdes de
etiquetagem radiocactiva que procedem a etiquetagem
especifica de proteinas da EPEC mas ndo de Hela, anticorpos
anti-fosfotirosina (PY) efectuaram a imunoprecipitacdo de
uma proteina etiquetada de forma radiocactiva que co-migrou
com a Hp90. Em contraste, nenhuma Hp90 etiquetada de forma
radiocactiva precipitou quando proteinas de células Hela
foram etiquetadas. Estas descobertas preliminares sugeriram

a hipétese da Hp90 poder ser de origem bacteriana.
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Se a HpY90 fosse de origem bacteriana, a EPEC deveria
conseguir segregar esta proteina. A EPEC segrega varias
proteinas que estdo envolvidas na activacdo de sinais de
células-hospedeiro e outros eventos necessdrios para a
ligacdo intima. A EPEC ndo aparenta segregar qualquer
proteina wvisivel de 90 kDa, a massa molecular da Hp90. A
secrecdo de proteinas da EPEC foi optimizada de modo que,
em condicdes especiais de cultura, a EPEC segregue duas
proteinas adicionais de 72 e 78 kDa, para além da EspA (25
kDa), EspB (37 kDa), EspC (110 kDa) e duas outras proteinas
de 39 e 40 kDa. As condicdes de cultura estdo descritas em
Kenny e Finlay, Proc. Natl. Acad Sci. USA 92: 7991-5
(1995). As bandas de 72 e 78 kDa tinham a mesma sequéncia
amino-terminal (PIGNLGNNYNGNHLIPPFAPPLPSOTRGAAR; ID SEQ NO:
7), que ndo estava relacionada com nenhuma proteina
conhecida da EPEC. A sequéncia amino-terminal foi
determinada do modo seguinte: as proteinas foram
transferidas para papel de PVDF, foram visualizadas com

vermelho Ponceau e excisadas para analise.

Adicionalmente, anticorpos dirigidos contra as outras
proteinas segregadas pela EPEC ndo reconheceram estas
proteinas. Ocorreram niveis elevados das proteinas de 72 e
78 kDa segregadas quando se utilizaram miltiplas cépias do
reguldo Per-positivo e condigdes especiais de crescimento.
Obtiveram-se niveis elevados de secrecdo de proteinas de
EPEC diluindo EPEC/CVD450 que cresceram em LB 1:50 em meio
minimo M9 contendo NaHCO; 44 mM e crescendo durante 7
horas. O plasmideo pCVD450 que codifica o regul&o Per foi
mantido utilizando tetraciclina (concentracdo final de 25
ug/mL) . As bactérias cresceram durante a noite em caldo LB
a 37°C sem agitacdo antes da infeccdo. Concentraram-se os

sobrenadantes por adicdo de Aacido tricloroacético (10%
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volume/volume) . Geraram-se anticorpos policlonais de
ratinho e rato para a proteina de EPEC de 78 kDa com a
finalidade de determinar se estes anticorpos podiam

reconhecer a Hp90.

Os anticorpos policlonais de ratinho e rato para a
proteina de EPEC de 78 kDa foram gerados do modo seguinte.
Induziram-se niveis elevados de secrecdo de proteinas de
EPEC como acima e concentraram-se o0s sobrenadantes por
adicdo de sulfato de amdénio 40% (peso/volume) durante a
noite. Apds centrifugacdo, o grédnulo resultante foi
novamente suspenso em solucdo salina tamponada com fosfato
(PBS) mais fluoreto de fenilmetilsulfonilo (PMSF,
concentracdo final de 0,1 mM) e foi dialisado contra PBS.
As proteinas concentradas foram novamente suspensas em
tampdo de carga e foram resolvidas por SDS-12% PAGE. Depois
de transferidas para nitrocelulose, as proteinas foram
visualizadas por vermelho Ponceau, foram excisadas,
fragmentadas por sonicacdo e utilizadas para imunizar
ratinhos e ratos. Avaliou-se o titulo por andlise de
imunocoloracdo contra proteinas segregadas por EPEC/CVD450.
Utilizaram-se anti-soros a 1:2 000 - 1:5 000 em andlise de
imunocoloracdo, e a 1:100 - 1:200 para microscopia de
imunofluorescéncia. As células Hela infectadas com EPEC
foram fraccionadas de acordo com o método de Kenny e
Finlay, Infection & Immunity 65 (1997), utilizando saponina
para libertar proteinas citoplasmdticas e Triton X-100 para
solubilizar proteinas membranares, e estas fracgdes foram
sondadas com anticorpos anti-PY (para detectar a Hp90) e
anti-proteina de EPEC de 78 kDa. As células Hela (CCL 2,
ATCC) foram cultivadas em Meio de Eagle Modificado de

Dulbecco contendo soro fetal de vitelo 10%.
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Os dois anticorpos reagiram com proteinas que se
comportaram como a Hp90 na fracgdo de membranas celulares
de mamifero de células infectadas, mas ndo de células nédo
infectadas (FIG. 1B). Os dois anticorpos também reagiram
com uma proteina de 90 kDa na fraccédo insoluvel (bactéria e
citoesqueleto), que representa Hp90 ligada a Dbactérias.
Adicionalmente, anticorpos anti-PY reconheceram a Ep85, uma
proteina de EPEC fosforilada em tirosina de 85 kbDa, na
fraccdo insoltvel. Os anticorpos anti-EPEC de 78 kDa, mas
ndo os anticorpos anti-PY, também reagiram com a forma
bacteriana da proteina de 78 kDa na fracgdo insoltvel que

contém bactérias.

Em consequéncia, o©os anticorpos para uma proteina
segregada pela EPEC de 78 kDa reagem de forma cruzada com a
Hp90, evidenciando que a Hp90 é uma proteina segregada pela

EPEC.

Referéncia EXEMPLO II

Hp90 E A FORMA FOSFORILADA EM TIROSINA DA PROTEINA
SEGREGADA PELA EPEC DE 78 kDa

A finalidade das experiéncias de imunoprecipitacédo
deste EXEMPLO foi mostrar que a Hp90 é a forma fosforilada

em tirosina da proteina segregada pela EPEC de 78 kDa.

Una vez que se detectam niveis elevados de Hp90 em
células do tipo macrdéfagos J774 (TIB 67, ATCC), células
J774 foram infectadas com o mutante da intimina, CVD206,
para maximizar os niveis membranares da Hp9%90, foram
fraccionadas, e a fraccdo membranar soluvel em Triton X-100
foi imunoprecipitada com anticorpos anti-PY ou anti-CPCC de

78 kDa. As células J774 A.l1 foram cultivadas em Meio de
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Eagle Modificado de Dulbecco contendo soro fetal de wvitelo
10%. A imunoprecipitagdo foi realizada como descrito por
Kenny e Finlay, Infection & Immunity 65 (1997). Os
imunoprecipitados e sobrenadantes pds-imunoprecipitados
foram entdo resolvidos por SDS-PAGE, foram transferidos
para nitrocelulose e sondados com anticorpos anti-PY (FIG.
2A) . Utilizando este procedimento a Hp90 foi removida da
fraccdo membranar de células infectadas com ambos o0s
anticorpos (sobrenadante na FIG. 2A), e reconheceu-se no
imunoprecipitado com ambos os anticorpos uma proteina de

co-migracdo de 90 kDa.

Obtiveram-se evidéncias adicionais de que ambos os
anticorpos reconheceram a mesma proteina realizando
electroforese em gel bidimensional Realizou-se
electroforese em gel Dbidimensional do modo seguinte.
Prepararam-se fraccdes membranares soluveis em Triton X-100
de células J774 como descrito por Rosenshine et al., EMBO
J. 15: 2613-2624 (19906) . As membranas foram
suplementarmente purificadas por aquecimento a 90°C durante
5 minutos, seguido de ultracentrifugacdo a 50 000 x g, 30
minutos, 4°C. O volume de 100 uL da proteina membranar
solubilizada foi precipitado utilizando CHCli/acetona/H;0,
foi novamente suspenso em 12,5 plL de tampdo de amostra de
gel 2D e foi resolvido em géis de focagem isoeléctrica na
primeira dimensdo utilizando géis de focagem mini-
isoeléctrica de poliacrilamida (BioRad) 4% (p/v) contendo
anfolinas 2% (0,4% pH 3 - 10, 1,6% pH 5 - 7) a 700 v, 3,5
horas. Realizou-se electroforese na segunda dimensdo em
géis de 8% SDS-poliacrilamida. As proteinas foram
transferidas para nitrocelulose para imunocoloracdo com 0Os
anti-soros apropriados. As membranas que continham Hp90

foram isoladas de J774 infectadas com CVD206 e as proteinas
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foram separadas por focagem isoeléctrica, seguida de SDS-
PAGE. Amostras duplicadas foram transferidas para
nitrocelulose e foram sondadas com anticorpos anti-PY ou

anti-EPEC de 78 kDa (FIG. 2B).

A sondagem com o0s anticorpos anti-EPEC de 78 kDa e
anti-PY revelou que a Hp90 consistia realmente em varias
proteinas relacionadas de peso molecular semelhante mas com
pontos isoeléctricos varidveis. Depois das coloragdes terem
sido separadas e novamente sondadas com o outro anticorpo
exibiram o mesmo padrdo de manchas, indicando que as
proteinas Hp90 e segregada pela EPEC de 78 kDa eram a mesma
proteina. Com base nestes resultados e no facto da Hp90
fosforilada em tirosina ser o receptor da intimina, esta
proteina foi denominada Tir, receptor transportado da

intimina.

O Tir em membranas de células-hospedeiro tem uma massa
molecular prevista significativamente diferente da proteina
segregada pela bactéria (90 kDa versus 78 kDa em SDS-PAGE).
A diferenca deveu-se a fosforilacdo em tirosina da proteina
de 78 kDa na célula-hospedeiro, que ndo é reconhecida pelos
anticorpos para PY na sua forma segregada pela bactéria de
78 kDa (FIG. 3). Para mostrad-lo, extractos membranares
preparados a partir das células Hela infectadas com o
mutante da intimina CVD206 foram tratados com fosfatase
alcalina, que deve remover todos os grupos fosfato.
Efectuou-se uma imunocoloracdo com a amostra tratada por
sondagem com anticorpos anti-EPEC de 78 kDa e anti-PY. O
fraccionamento celular e o tratamento com fosfatase
alcalina foram efectuados como descrito por Kenny e Finlay,
Infection & Immunity 65 (1997). Em resumo, células Hela

cultivadas foram infectadas com EPEC, foram lavadas e
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tratadas com saponina 0,2%, para libertar a fraccéo
citoplasmética solGvel na ©presenca de 1inibidores de
fosfatases e proteases. Utilizou-se Triton X-100 a um por
cento para solubilizar as proteinas membranares da restante
fraccdo insoluvel que contém bactérias aderentes, nlGcleos
do hospedeiro e citoesqueleto. Para o tratamento com
fosfatase alcalina, fraccdes membranares foram isoladas na
auséncia de inibidores de fosfatases e foram incubadas com

2 U de fosfatase alcalina (NEB) durante 4 horas a 37°C.

Como mostrado na FIG. 3, o©os anticorpos anti-PY
reconheceram apenas a forma fosforilada (90 kDa) da Tir em
membranas ndo tratadas. Em contraste, os anticorpos para
EPEC 78 reconheceram a Tir de 90 kDa em membranas néo
tratadas e também uma banda da mesma massa molecular como
proteina de EPEC segregada de 78 kDa nas fraccdes
membranares tratadas com fosfatase. Também se detectou uma
banda de menor peso molecular que pode ser um produto de

degradacdo devido a digestédo prolongada.

O tratamento da proteina segregada por EPEC de 78 kDa

com fosfatase alcalina nédo afectou a sua migracdo.

Estes resultados indicam que as proteinas Hp90 e
segregada pela EPEC de 78 kDa eram a mesma proteina. A
diferenca das massas moleculares entre estas duas formas da
Tir deve-se a wuma modificacdo sensivel a fosfatase
alcalina, ©presumivelmente fosforilacdo em tirosina e

possivelmente serina ou treonina.

Referéncia EXEMPLO III
ANTICORPOS ANTI-EPEC DE 78 kDa SAO CO-LOCALIZADOS COM A
Hp90 EM CELULAS DE MAMIFERO
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A finalidade deste EXEMPLO foi mostrar que anticorpos
anti-EPEC de 78 kDa s&o co-localizados com a Hp90 em
células de mamifero. Uma vez que estes anticorpos contra PY
e proteinas de EPEC de 78 kDa reconhecem a mesma proteina,
examinou-se se etiquetavam células Hela infectadas de modo

semelhante utilizando microscopia de imunofluorescéncia.

Proteinas fosforiladas em tirosina, presumivelmente
Hp90 (isto é, Tir fosforilada em tirosina), apresentam
estruturas distintas em ferradura na ponta de pedestais
ricos em actina por baixo de Dbactérias aderentes. Os
anticorpos PY sé reconhecem esta proteina se células Hela
infectadas forem permeabilizadas, indicando que residuos PY
ndo estdo expostos na superficie celular. Quando células
Hela infectadas foram co-etiquetadas com anticorpos contra
PY (FIG. 4B) e a proteina EPEC de 78 kDa (FIG. 4C), o
padrdo de etiquetagem ficou completamente sobreposto (FIG.
4D) . Os anticorpos anti-EPEC de 78 kDa sé coraram areas das
células Hela imediatamente por baixo da bactéria e nédo
etiquetaram bactéria livre (ver setas na FIG. 4C). Quando
células Hela infectadas foram etiquetadas com anti-EPEC de
78 kDa e FITC-faloidina para corar a actina (FIGS. 4E-H), a
coloracdo de anti-EPEC de 78 kDa ficou localizada na ponta
do pedestal de actina, directamente por baixo da bactéria,
em vez de corar todo o pedestal de actina (FIG. 4H). Este
padrdo de coloragdo ¢é idéntico ao observado por co-

etiquetagem com anti-PY e FITC-faloidina.

[0S

Estes resultados também mostram que a Tir

fosforilada na célula-hospedeiro.

Referéncia EXEMPLO IV
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O SISTEMA DE SECREQAO DO TIPO III E AS SUAS PROTEINAS
SEGREGADAS, EspA E EspB, FACILITAM A DISTRIBUIQiO DE TIR EM
CELULAS-HOSPEDEIRO

A finalidade deste EXEMPLO foi examinar o papel do
sistema de secregdo do tipo III e as suas proteinas
segregadas na distribuicdo de Tir em células Hela. Estirpes
contendo mutacdes em genes que codificam o sistema de
secrecdo do tipo III (sep e cfm) ou proteinas segregadas,
EspA ou EspB (espA ou espB) ndo produzem Tir fosforilada em
tirosina em células-hospedeiro. No entanto, a forma da Tir
ndo fosforilada em tirosina ainda poderd ser distribuida na
célula-hospedeiro. Extractos membranares de células Hela
infectadas com EPEC ou mutante foram isolados e sondados

com anticorpos anti-PY e anti-EPEC de 78 kDa (FIG. 5).

A forma da Tir de 90 kDa fosforilada em tirosina s6é
foi detectada com anticorpos anti-PY nas membranas
infectadas com EPEC e CVD206. Os anticorpos anti-EPEC de 78
kDa reconheceram a mesma banda de 90 kDa em extractos
membranares de EPEC e CVD206, mas as estirpes contendo
mutacdes em espA, espB ou cfm-14 ndo continham niveis
detectdveis de Tir nas fraccdes membranar (FIG. 4) ou
citoplasmatica. A forma de 78 kDa da Tir em células
infectadas com EPEC ou CVD206 ndo foi detectada, sugerindo
uma modificacdo rapida em 90 kDa. A forma bacteriana da
proteina Tir de 78 kDa estava presente na fraccdo insoltvel
contendo Dbactérias aderentes de todas estas estirpes.
Apenas a fraccdo insolGvel de células Hela infectadas com
EPEC continha a forma de 90 kDa da Tir, que fica localizada

nesta fraccdo devido a sua interaccdo com a intimina.
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Em consequéncia, EspA e EspB, ambas segregadas pelo
sistema do tipo III, sdo necessarias para a distribuicdo

eficiente de Tir na fraccdo membranar do hospedeiro.

Referéncia EXEMPLO V

CARACTERIZAQAO GENETICA DO GENE QUE CODIFICA A Tir

A finalidade deste EXEMPLO foi efectuar uma
caracterizacdo genética do gene bacteriano que codifica a
Tir. Utilizou-se a sequéncia amino-terminal da proteina de
EPEC de 78 kDa para conceber um oligonucledétido sintético,
utilizando as preferéncias de localizacdo de coddes do
Locus de Destruicdo de Enterdcitos (LEE), para identificar
a sequéncia de DNA homéloga. Examinaram-se os fragmentos de
DNA sobrepostos na regido LEE porque esta regido & capaz de
induzir fosforilacdo de Tir em tirosina quando clonada e

expressa em E. coli ndo patogénica.

O oligonucledétido sintético hibridizou para um tUnico
fragmento de DNA na regido LEE a montante do gene eaed da
intimina, que entdo foi clonado e sequenciado (FIG. 6A). A
clonagem e analise de sequéncias de DNA do tir foram
realizadas do modo seguinte. Com base nos dados da
sequéncia proteica N-terminal do Tir concebeu-se um
oligonucledtido degenerado, tendo-se utilizado este
oligonucledétido em hibridizacdo "Southern" em condicgdes
restritas para identificar e depois clonar um fragmento
EcoRI de 3800 pares de bases da regido LEE no vector
Bluescript SK(+) pSK-tir. O vector resultante foi digerido
com Exonuclease III (Erase-a Base; Promega) para se obter
um conjunto de delecdes encaixadas, que foram utilizadas
para determinar a sequéncia de DNA do tir utilizando o

Estojo de Sequenciacdo de Ciclos Tag DyeDeoxy™ Terminator
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da Applied Biosystems. A iniciacdo das reacgdes de
sequenciacdo de DNA empregou o "Primer" Directo M13 e o
"Primer" T3. As estirpes de EPEC E2348/69, CVD206, cfm 14-
2-1 (1) e UMD872 (espd), UMD864 (espB) foram descritas por
Donnenbarg et al., Infection & Immunity 60: 3953-61 (1990);
Donnenberg et al., Trends Microbiol. 5: 109-114 (1993);
Foubister et al., Infection & Immunity 62: 3038-40 (1994);
Foubister et al., J. Exp. Med. 179: 993-8 (19%94); Jerse et
al., Proc. Natl. Acad Sci. USA 87, 7839-43 (1990); Kenny e
Finlay, Proc. Natl. Acad Sci. USA 92: 7991-5 (1995), e
Rosenshine et al., EMBO J. 11: 3551-60 (1992).

O gene tir (ID SEQ NO: 1; nUmero de acesso da Genbank
AF013122) estd localizado a montante de eaed, com uma fase
de leitura aberta previamente descrita, orfU, entre caeld e
tir (FIG. 6B). Fases de leitura aberta parciais contendo
homologias com orfU e o terminal C de Tir estdo presentes
na EPEC e nos outros patogenes de adesdo e destruicdo EHEC,
RDEC e Citrobacter rodentium (anteriormente C. freundii
bidétipo 4280) (ntmeros de acesso da Genbank M58154, U32312,
Uoc0002, L11691). A sequéncia amino-terminal da proteina
purificada correspondeu exactamente a sequéncia proteica
prevista, com a excepcdo da metionina amino-terminal né&o
estar presente na proteina de EPEC segregada. As proteinas
que sé&o segregadas por sistemas de secrecdo do tipo III
retém os seus residuos metionina amino-terminais. Uma vez
que Tir n&o tem esta metionina, o Tir pode nédo utilizar
directamente o sistema de secrecdo do tipo III para a sua
secrecdo, apesar da sua transferéncia eficiente para
células-hospedeiro depender da EspA, EspB e da via de

secrecdo do tipo III (FIG. 5).
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Nem o gene tir nem o seu produto, Tir, exibiram
homologia significativa com gquaisquer genes ou proteinas
conhecidos utilizando uma pesquisa de homologia por BLAST.
Apesar de se prever que a proteina Tir codifique uma
proteina de 56,8 kDa, observou-se uma massa molecular de
cerca de 78 kDa para a proteina segregada, que pode
reflectir alguma modificag¢do Dbacteriana adicional ou
migracdo anormal devido & composicdo de aminodcidos ou
caracteristicas estruturais. A Tir contém duas sequéncias
previstas que abrangem membranas com seis residuos tirosina
na metade C-terminal da proteina, que podem servir de
substratos para a fosforilacdo (FIG. 6A). Prevé-se que a
Tir tinha dois dominios transmembranares (previsdo de TM,
ISREC, Suica) com os seis residuos tirosina, potenciais
substratos de quinases, na metade C-terminal. Tal como
previsto para EspA e EspB, a Tir aparenta ser ligeiramente
acidica (pI previsto de 5,16), o que foi wverificado por

andlise de electroforese em gel bidimensional.

Para mostrar o papel desta proteina na formacdo do
pedestal construiu-se uma delecdo cromossdédmica no gene tir
(FIG. 6B). O mutante de delecdo cromossdmica foi construido
do modo seguinte. Os "primers":

MS 102 + (&-AAAGTCGACAAGAACUTGAGAATCAG-3; ID SEQ NO: 8) e

MS 103 - (B-TTTGTCGACTTATGTITGTGAAGGTAGTGGE-3; ID SEQ NO: 9)
foram utilizados para criar uma delecdo 5' de 795 pares de
bases entre os pares de bases 149 e pares de bases 795 do
gene tir utilizando amplificac¢do por PCR inversa de pSK-
tir. O oligonucledétido MS 103 também introduziu um sitio de
restricdo Sall no produto de PCR e um coddo de terminacdo
para terminar a traducdo da proteina. O fragmento de
delecdo resultante de tir Sall/Sacl de 3000 pares de bases

foi clonado no vector suicida de seleccgdo positiva pCvD442
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(Sall/Sacl) e foi utilizado para construir o mutante de

delecédo por permuta alélica.

A estirpe mutante resultante ndo expressou a proteina
de EPEC de 78 kDa nem transferiu Tir para células Hela
(FIG. 5). Adicionalmente, este mutante nao causou
acumulacdo significativa de proteinas fosfotirosina ou
actina por baixo de bactérias aderentes (FIG. 7A), apesar
de alguma actina se ter agregado na vizinhanca da bactéria
aderente de modo semelhante ao observado com mutantes de
intimina. A mutacdo de delecdo ndo afectou a secrecdo das
outras proteinas segregadas por EPEC nem preveniu a
expressdo de intimina. Quando células Hela nado
permeabilizadas foram coradas com o anticorpo anti-EPEC de
78 kDa, ocorreu etiquetagem de superficies de células Hela
infectadas com o mutante de intimina (que ndo sequestra Tir
por baixo de bactérias), mas ndo se observou coloragcdo com
células ndo infectadas ou com as infectadas com o mutante
de tir, indicando que epitopos de Tir estdo expostos na

superficie de células Hela infectadas.

Estes resultados mostram que a Tir & uma proteina nova

e que tir é um polipéptido novo.

Referéncia EXEMPLO VI

MARCAGCAO DE EPITOPOS DA Tir

A finalidade deste EXEMPLO foi <confirmar que a
proteina fosforilada em tirosina de 90 kDa em membranas
epiteliais era a proteina Tir de EPEC. Construiram-se duas
fusdes genéticas ligando a sequéncia que codifica os

epitopos de T7 ou HSV ao 5' ou 3' do tir, respectivamente.
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A construcdo das fusdes T7-tir e tir-HSV foi feita do
modo seguinte. Em resumo, o gene tir foi amplificado por
PCR, introduzindo sitios unicos de restricdo para permitir
fusdes na estrutura com as sequéncias de T7 ou HSV no
conjunto de vectores pET28a e pET27b (Novagen). O gene tir
marcado, sem a cauda de His, foi entdo clonado num vector
baseado em PACYC184 para expressdo. Os plasmideos
resultantes foram transformados na estirpe de delecdo
alélica de tir de EPEC e foram utilizados para infectar
células HelLa. A microscopia de fluorescéncia de células
infectadas revelou a formacdo tipica do pedestal com co-
localizacdo dos epitopos de T7 e HSV e actina em padrdes
caracteristicos em ferradura (FIG. 7A). Esta complementacéo
fenotipica com a construcdo tir-HSY, que codifica tir mas
ndo o gene orfU a jusante, indica que o fendtipo da mutacdo
de delecdo de tir ndo se deve a um efeito polar no produto

genético de orfU.

As fraccgdes membranares de células infectadas com EPEC
expressando Tir marcado com T7 também foram comparadas com
as infectadas com o mutante de intimina CVD206. O T7-Tir
foi detectdvel em extractos de membranas de células Hela
utilizando anticorpos contra EPEC de 78 kDa, T7 e PY (FIG.
7B) . A adicdo do marcador de T7 aumentou a massa molecular
aparente da proteina Tir fosforilada em comparacdo com o
observado com CVD206. Em contraste com o T7-Tir, o prdprio
Tir ndo reagiu de forma cruzada com os anticorpos para T7
(FIG. 7B). Utilizaram-se anticorpos especificos para T7
para imunoprecipitar fraccdes membranares de células Hela
infectadas com CVD206 ou a estirpe T7-Tir. Como esperado,
os anticorpos para T7 ndo imunoprecipitaram a proteina Tir

de 90 kDa, ao passo que precipitaram a proteina de fuséo
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T7-Tir ligeiramente maior que foi reconhecida  por
anticorpos contra PY, T7 ou EPEC 78 (FIG. 7B).
Isto prova que T7-Tir estd fosforilada em tirosina e é

de origem bacteriana.

Referéncia EXEMPLO VII

A INTIMINA LIGA-SE A Tir DE EPEC POR EXPERIENCIAS DE
SOBREPOSICAO DE GEL

A  finalidade deste EXEMPLO foi determinar se a
intimina consegue ligar-se directamente a Tir segregada por

EPEC.

Realizaram-se experiéncias de sobreposicdo de gel
utilizando sobrenadantes de EPEC que cresceram em condicdes
que expressam a Tir. As sobreposicdes de gel foram
realizadas do modo seguinte. As amostras foram resolvidas
por 12% SDS-PAGE e foram transferidas para nitrocelulose
antes do bloqueio em leite magro 5% em Hyb75 (HEPES 20 mM
[pH 7,7]; KC1 75 mM; EDTA 0,1 mM; MgCl, 2,5 mM; DTT 1 mnM;
NP40 0,05%) durante 2 horas a temperatura ambiente. A His-
T7Intimina foi dincubada durante a noite em 1% BSA/TBS
(solucdo salina tamponada com Tris), foi lavada e a fusédo
ligada foi detectada por anticorpos para T7 (1:5000 em 1%
BSA/TBS) seguido de peroxidase de rdbano bravo de cabra
anti-ratinho (1:10 000 em 1% BSA/TBS mais 0,1% Tween-20)

utilizando o sistema de deteccdo ECL (Amersham).

Estes sobrenadantes foram sondados com a proteina de
fusdo His-T7Int purificada que contém os 280 residuos C-
terminais da intimina. A proteina de fusdo foi construida
do modo seguinte. A fus&o genética MBP-Int foi construida e

MBP e as fusdes MBP-Intimina foram purificadas como
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descrito noutro lugar (Frankel et al., 1994). A mesma
porcdo de intimina foi clonada em pET28a, para preparar uma
fusdo na estrutura His-T7Int, e foi purificada utilizando
uma coluna de agarose-niquel como descrito pelo fornecedor

(Novagen) .

Assim, o sobrenadante da cultura de crescimento de
EPEC foi diluido em série, dopado com uma quantidade
constante de extracto membranar de HelLa ndo infectadas, foi
resolvido por SDS-PAGE e transferido para nitrocelulose
antes de se adicionar o péptido His-T7Int e detectar a
proteina de fusdo ligada com anticorpos anti-T7. A FIG. 7A
mostra que a proteina His-T7Int se ligou especificamente a
uma Unica banda de 78 kDa, subsequentemente identificada
como sendo Tir por sondagem da mesma coloracdo com
anticorpos anti-EPEC de 78 kDa. Esta ligagdo ocorreu de um
modo dependente da concentracdo. O nivel de Tir presente no
sobrenadante, mesmo & concentracdo mais elevada utilizada,

foi inferior & deteccdo com Azul de Coomassie.

Os 280 residuos C-terminais da intimina ndo se ligam a
integrinas B:. Detectou-se ligagcdo de MBP-Int a células
epiteliais quando as células foram pré-infectadas com EPEC,
mas ndo a células ndo infectadas nem as infectadas com
mutantes de secrecdo do tipo III ou de sinalizacdo, células
que ainda expressam integrinas ;. Quando se utiliza MBP-
Int para precipitar a forma da Tir de 90 kDa a partir de
membranas epiteliais, as integrinas B1 nédo sdo co-
precipitadas apesar da sua presenca no extracto de
membranas epiteliais utilizado para as precipitacdes.
Adicionalmente, utilizando sistemas de sobreposicdo de gel,

vdrias proteinas de fusdo com intimina ligaram-se apenas a

Tir mas ndo as integrinas fp1 de maior peso molecular (ou a
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qualquer outra molécula da membrana epitelial) (FIG. 8A). A
Tir extralida de membranas epiteliais foi sondada com
anticorpos policlonais dirigidos contra integrinas fpi, néo
se tendo detectado reactividade cruzada. As integrinas p;
ndo estdo co-localizadas por baixo de EPEC aderente em
células epiteliais (apesar da Tir estar), e a EPEC adere
fortemente & superficie apical de células epiteliais
polarizadas que ndo contém integrinas p; conhecidas. Os
motivos destas discrepdncias permanecem por resolver, mas
os resultados sugerem fortemente que a Tir é o principal

receptor da intimina em células cultivadas de mamifero.

Estes dados mostram que a intimina ndo se liga a
nenhuma molécula das membranas de células HeLa, mostram
que, nestas condic¢des, a intimina pode ligar-se a Tir néo
fosforilada e mostram que outras proteinas segregadas por

EPEC ndo sdo necessarias para facilitar esta ligacdo.

Referéncia EXEMPLO VIII

A INTIMINA LIGA-SE A Tir DE EPEC POR ELISA
A finalidade deste EXEMPLO foi desenvolver um ensaio
ELISA para examinar a especificidade de interacg¢des da

intimina com Tir segregada por EPEC.

Conduziram-se ELISAs como previamente descrito por
Kenny et al., Infection & Immunity 65 (1997). Para ELISAs
de ligacdo/competitivos, 100 pL de EPEC ou sobrenadante de
tir que cresceram em condicdes que induzem a secrecdo de
Tir foram adicionados a placas de 96 cavidades Immulon
(Dynatech Laboratories, Inc.). Apds bloqueio com 200 uL de
0,1% Tween-20/PBS, as cavidades foram incubadas com a) 100

uL de His-T7Int (0,75 ng/mL em PBS) ou diluicdes em série
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de 2 vezes em PBS ou b) 100 uL de His-T7Int (0,75 upg/mL em
PBS) contendo 170 pg/mL de MBP-Int ou 85 pg/mL de MBP, para
além de diluicdes em série de 4 vezes em PBS contendo 0,75
ug/mL de His-T7Int. A ligacdo da fusdo de His-T7Int foi
detectada com anticorpos para T7 e foi wvisualizada
espectrofotometricamente ao comprimento de onda de
absorvadncia A490, como previamente descrito por Kenny et

al., Infection & Immunity 65 (1997).

As cavidades de ELISA foram revestidas com
sobrenadante de crescimento de EPEC ou o mutante de tir
isogénico. A presenca de niveis aproximadamente
equivalentes das outras proteinas segregadas por EPEC e a
auséncia de Tir no sobrenadante de tir foram confirmadas
por coloracdo com Coomassie e sondagem por ELISA
convencional de diluicdes de sobrenadantes com os
anticorpos anti-EPEC de 78 kDa ou EspB (FIG. 8B). Diluicdes
em série da proteina de fusdo His-T7Int purificada foram
adicionadas a placa de ELISA revestida e a proteina de
fusdo ligada foi detectada wutilizando anticorpos anti-T7.
Como mostrado na FIG. 8B (painel do meio), a His-T7Int
ligou-se apenas as cavidades que continham Tir no
sobrenadante de crescimento. Esta ligacdo ocorreu de um
modo dependente da dose, ocorrendo ligacdo quase de
saturacdo a 75 ng/cavidade (25 nM). A ligacdo de His-T7Int
(75 ng/cavidade) a sobrenadantes de EPEC imobilizada foi
inibida, de uma forma dependente da dose, por concentracdes
crescentes do péptido de fusdo proteina gque se liga a
maltose (MBP)-intimina, mas ndo pela MBP isoladamente (FIG.
8B, painel da direita). Ocorreu 50% de inibic&o da ligacdo
com quantidades molares aproximadamente iguais de ambas as

proteinas de fusdo (25 nM).
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Estes resultados salientam novamente que a intimina se

pode ligar a Tir n&o fosforilada de um modo especifico.

EXEMPLO I

Tir ISOLADA DE EHEC

A finalidade deste EXEMPLO foi investigar a estrutura
da Tir em E. coli entero-hemorrdgica (EHEC). O gene tir foi
clonado e as suas sequéncias foram comparadas com as da E.
coli enteropatogénica (EPEC). A homologia das sequéncias de
aminoacidos entre os polipéptidos Tir estd apresentada na

FIG. 9.

A clonagem e analise de sequéncias de genes tir foram
feitas do modo seguinte. O fragmento de DNA que codifica o
tir de EHEC foi obtido por PCR de DNA cromossédmico de EHEC
utilizando "primers" derivados da sequéncia publicada de E.
coli enteropatogénica. Utilizou-se DNA polimerase Vent para
PCR com a finalidade de amplificar DNA cromossdémico de
estirpes EHEC. A reaccdo de PCR foi realizada durante
trinta ciclos de desnaturacdo a 94°C durante um minuto,
hibridizac&o a 55°C durante um minuto e alongamento a 72°C
durante dois minutos. O produto resultante foi ligado no
plasmideo pBluescript comercialmente disponivel e
sequenciaram-se ambos os filamentos. A sequenciac&o de DNA
foi feita do modo seguinte. O fragmento de DNA que codifica
os genes tir foi amplificado por PCR wutilizando os
"primers" e DNA cromossémico de EHEC como modelo de DNA. O
fragmento de extremidades planas resultante foi digerido
com Sall e <clonado no sitio Sall-Smal do plasmideo
pBluescript-II SK(+) comercialmente disponivel. Determinou-
se a sequéncia de DNA do tir de EHEC utilizando o estojo

Taq DyeDeoxy comercialmente disponivel. Encontraram-se
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fases de leitura aberta nas regides clonadas, e estas duas
sequéncias de DNA eram semelhantes ao tir de EPEC.

Estes resultados mostram que a EHEC codifica um gene
tir e que o polipéptido Tir previsto estd altamente

conservado em EPEC e EHEC.

Referéncia EXEMPLO IX

MODELO DE COELHO PARA VIRULENCIA DE EPEC

A finalidade deste EXEMPLO foi mostrar que a EspA e
EspB sdo criticas para a viruléncia. Utilizando voluntérios
humanos foi mostrado que a intimina é necesséaria para a
viruléncia completa de EPEC (Donnenberg et al., J. Clin.
Inv. 92: 1412-7 (1993)), e varios modelos animais
documentaram o papel da intimina na viruléncia. Utilizou-se
um modelo de coelho natural de infeccdo com EPEC para
demonstrar que a EspA e EspB sdo criticas para a

viruléncia.

Inocularam-se RDEC-1 e suas estirpes mutantes em espA
e espB pela via orogdstrica em coelhos jovens. Uma semana
pés-infeccdo, a maior parte da RDEC-1 estava presente no
ceco e no célon. No entanto, o numero de gqualquer uma das
estirpes mutantes estava grandemente decrescido nestes
tecidos em comparacdo com a estirpe paterna. A RDEC-1
aderiu especificamente ao sacculus rotundus (epitélio
associado ao foliculo) e também se observou colonizacdo
bacteriana no ceco, indicando que o sacculus rotundus no
ceco é um sitio de colonizacdo importante para este
patogene. Os niveis de aderéncia das estirpes EspA e EspB’
ao sacculus rotundus foram 70 e 8000 vezes inferiores aos
da estirpe paterna. Estes resultados mostram que a

capacidade de aderéncia e tropismo em tecidos da RDEC-1
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dependem das duas proteinas Esp segregadas. Além disso, a
EspB parece desempenhar um papel mais critico do que a EspA
na colonizacdo e patogénese bacterianas. Esta é a primeira
demonstracdo de que as proteinas segregadas por E. colil
enteropatogénica, EspA e EspB, que estdo envolvidas no
desencadeamento de vias de transducdo do sinal de células-
hospedeiro, também s&o necessdrias para a colonizacdo e

viruléncia.

Realizaram-se infecg¢des em animais do modo seguinte.
Culturas bacterianas efectuadas durante a noite foram
recolhidas por centrifugacdo e foram novamente suspensas em
um mL de solucdo salina tamponada com fosfato. Coelhos
brancos da Nova Zelédndia (pesos desde 1,0 até 1,6 kg)
jejuaram durante a noite e depois inocularam-se no
estdémago, utilizando tubos orogastricos, «cinco mnmlL de
bicarbonato de sédio esterilizado 2,5% e um mL de RDEC-1 ou
das estirpes espA ou espB (2,5 x 10'%). No dia seguinte,

cada coelho foi inoculado com a mesma dosagem da bactéria.

Realizaram-se avaliac¢des clinicas do modo seguinte.
Cada coelho foi pesado diariamente e recolheram-se o0s
dejectos fecals de Dbactéria por esfregacos rectais e
granulos de fezes. Os esfregacos rectais foram enrolados
sobre metade da superficie de placas MacConkey que
continham &cido nalidixico. Cinco granulos fecais ou a
mesma quantidade de fezes liquidas foram recolhidos de cada
coelho, foram novamente suspensos em trés mL de solucgéo
salina tamponada com fosfato e 0,1 mL de cada suspensdo de
fezes foram plaqueados em placas MacConkey que continham
dcido nalidixico. O crescimento de coldnias resistentes ao
dcido nalidixico foi pontuado do modo seguinte: 0, auséncia

de crescimento; 1, colébénias muito espacadas; 2, coldnias
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proximamente espacgadas; 3, crescimento confluente de

coldnias.

A amostragem e preparacdo dos tecidos foram realizadas
do modo seguinte. Os tecidos foram excisados imediatamente
apdés o sacrificio por injeccdo intravenosa de cetamina e

sobredosagem de fenobarbital sdédico.

A quantidade de colonizagdo bacteriana em tecidos
intestinais foi avaliada do modo seguinte. Os segmentos
intestinais (10 cm), excepto o <ceco, foram duplamente
ligados nas suas extremidades préxima e distal e foram
dissecados entre as partes duplamente ligadas, depois foram
enxaguados com 10 mL de solugdo salina tamponada com
fosfato gelada. Adicionou-se um grama do conteudo wviscoso
do ceco a 9 mL de solucdo salina tamponada com fosfato. As
suspensdes resultantes em solugdo salina tamponada com
fosfato foram diluidas e plaqueadas em placas MacConkey que

continham &cido nalidixico.

A  quantidade de aderéncia bacteriana a tecidos
intestinais foi avaliada do modo seguinte. Amostras de
tecidos foram excisadas utilizando uma puncdo de cortica de
9 mm de didmetro, foram lavadas trés vezes com solucdo
salina tamponada com fosfato, adicionadas a dois mL de
solucdo salina tamponada com fosfato gelada e
homogeneizadas com um homogeneizador, depois amostras
diluidas em série foram plagqueadas em placas MacConkey. O
numero de bactérias aderentes a cada tecido por centimetro
quadrado foi calculado do modo seguinte: CFU/cm’® = ntmero

bacteriano/placa x factor de diluicdo x 2 mL / -0,452.
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Estes dados indicam que estas moléculas e as funcdes
que desempenham sdo criticas para a patogénese. As
interacc¢des intimas que ocorrem entre proteinas segregadas
por EPEC e a superficie das células-hospedeiro salientam a
complexidade das interaccdes hospedeiro-patogene e
proporcionam ferramentas de valor para explorar e estudar a
funcdo celular e doenca bacteriana, para além de potenciais

utilizacdes terapéuticas.

EXEMPLO II

DESENVOLVIMENTO DE UMA VACINA BOVINA CONTRA A EHEC
A finalidade deste EXEMPLO é proporcionar uma vacina

bovina contra E. coli entero-hemorragica.

A EHEC foi ligada a muitos surtos alimentares e casos
esporddicos de colite hemorrdgica e sindroma hemolitica
urémica em todo o mundo. Um surto em 1993, na costa
ocidental dos Estados Unidos, envolveu mais de 500 casos e
a morte de vaArias criancas. A EHEC & a terceira causa mais
frequente de doencas alimentares nos E.U.A. O alimento mais
habitualmente associado a epidemiologia é carne de vaca
picada. A EHEC ndo causa sintomas de doenca no gado vacum,
mas os bovinos de criacdo transportam a EHEC nos seus
tractos intestinais. A contaminacdo das carcacgas ocorre

durante as operacdes da matanca.

O gado vacum é vacinado com Tir, EspA, EspB, intimina,
ou combinacdes destas. A aderéncia da EHEC a wvacas
vacinadas é bloqueada pela resposta imunolégica bovina. Em
consequéncia, o gado vacum vacinado ndo se torna portador

de EHEC.
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A utilizacdo de gado vacum vacinado reduz a ocorréncia
de carne contaminada por E. coli entero-hemorradgica. Em
consequéncia, a introducéo reduzida de alimentos
contaminados no mercado reduz, e talvez mesmo elimine, a
incidéncia de doencas associadas a alimentos com EHEC e os

respectivos fardos econdémicos associados.

EXEMPLO III

DESENVOLVIMENTO DE UM ENSAIO PARA RASTREAR INIBIDORES DA
LIGAGAO DO POLIPEPTIDO Tir A INTIMINA

A finalidade deste EXEMPLO é proporcionar um ensaio de
rastreio de um composto que interfere na ligacdo de um

polipéptido Tir & intimina.

A ligac&o do polipéptido Tir a intimina é medida em
condig¢des padrdo. Gera-se um grafico de Scatchard da
ligagcdo para determinar a afinidade de ligacdo do

polipéptido Tir & intimina.

Em seguida, um composto candidato suspeito de
interferir na ligacdo do polipéptido Tir & intimina é
adicionado a uma mistura ou solugdo de polipéptido Tir e
intimina. Depois mede-se a ligacdo do polipéptido Tir a
intimina em condig¢des padrdo. Gera-se um grafico de
Scatchard da ligacdo para determinar alteracgdes da ligacdo

do polipéptido Tir a intimina.

O ensaio compara a ligacdo do polipéptido Tir a
intimina na ©presenca do composto <com a ligacdo do
polipéptido Tir na auséncia do composto. Os compostos que
interferem na ligacdo do polipéptido Tir a intimina séo

Uteis no tratamento de patogenes nos quais a ligacdo do
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polipéptido Tir & intimina estd envolvida na patogénese,

incluindo patogenes como EPEC e EHEC.

EXEMPLO IV

METODO DE DIFERENCIAQAO ENTRE EPEC E EHEC

A finalidade deste EXEMPLO é demonstrar um método de
diferenciacdo entre patogenes que contém factores de
viruléncia muito semelhantes. Uma estirpe isolada de um
patogene de adesdo e destruicdo, EPEC ou EHEC, é utilizada
para infectar células de cultura de tecidos. As células de
cultura de tecidos sdo sondadas com anticorpos anti-
fosfotirosina e anti-Tir. A ligacdo dos anticorpos anti-
fosfotirosina e anti-Tir & bactéria nas células de cultura
de tecidos infectadas é detectada por imunofluorescéncia ou

coloracdes "Western".

A EPEC nas células de cultura de tecidos infectadas
exibe uma resposta positiva a ligacdo de ambos o0s
anticorpos anti-fosfotirosina e anti-Tir. A EHEC nas
células de cultura de tecidos infectadas exibe uma resposta
positiva a ligacdo do anticorpo anti-Tir e uma resposta

negativa a ligagdo a anti-fosfotirosina.

Referéncia EXEMPLO X

DISTRIBUIQAO CELULAR DIRIGIDA

A finalidade deste EXEMPLO é wutilizar o sistema Tir-
intimina para distribuicdo celular dirigida. Células Hela
em cultura de tecidos s&o infectadas com uma estirpe de
EPEC eaeRA (mutante de intimina). Um veiculo de distribuicéo
que contém intimina é construido e introduzido na cultura.

O veiculo de distribuicdo & um lipossoma que encapsula p-
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galactosidase. Apds incubacdo apropriada, as células sédo
lavadas e coradas com X-gal. Uma cor azul indica que a P-
galactosidase ¢é distribuida na célula pelo lipossoma.
Células de controlo tratadas com lipossoma que ndo contém
intimina encapsulando Pf-galactosidase sdo coradas com uma

intensidade menor detectéavel.

Os resultados deste EXEMPLO mostram que o Tir &
distribuido nas células e que um veiculo que dirige o Tir
pode distribuir compostos bioquimicos nestas células.

Apesar da invengdo ter sido descrita com referéncia as
formas de realizacdo presentemente preferidas, deve

entender-se que se podem fazer vArias modificacdes.

Em conformidade, a invencdo é limitada apenas pelas

reivindicacdes seguintes.
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<170>

<210> 1
<211>
<212>
<213>

DNA

<400> 1

cggetgeata
gatatatgta
cotgogeege
attagetata
gotgartctg
geagotacat
cttgatatto
ggracteaty
caagaatgga
gggggecgty
cgtacgasaa
gttgatacge
gaaacccata
gtegygegeaa
gettigacac
goagaaagtyg
azagttaaca
gttgagraaa
gaaagcaaty
ttacageett
attggtgety
actacaacaa
geactgatge
geategacac
ggggcLegga
gragatectg
ttaakaggaa
ggattgegtt
aatgeegeac
tgaggttagy
geagoatggg
atoaagatet

<210> 2
<211>
<212>
<213>

<400> 2

549
PRT

1920

cogttacgha
tgeetattgy
cactacotee
caggageatt
togatteeag
ctgagacatyg
tcaatacgea
sogetatigg
geagotigea
goggatagtgy
tagrtggocaa
gttetgttag
CLECasgcaac
ttgotgetgy
cggaategga
caacaaaaga
tegatgogaa
rageacaaca
cacaggeges
categggtat
gtgtaacgac
cacatacggt
cacaagagey
actggteaga
atagtctatc
gttatagoegh
ctecagggea
taggtatggg
caacgeagay
gtggggtoad
taactotiga
gaactrLtat

PatentIn versdo 3.3

Escherichia coli

atagtaatat
taaccttggt
acaaacagac
aggatotogt
agatattoca
ctbgettgga
aattggacec
agaaaaaaat
atctattgat
geateegaty
attagacosa
tgttggeage
agatcecayge
tstagoggga
tgatcotaca
teagttaacy
cggaaatget
agotaaagag
goagogatat
tggttacgge
tgogotoeat
agtgeageaa
aagacgcolte
ttoctctage
ggcteateag
tattcagaat
aggtatecaa
aggattaacyg
agrtagtacygt
ggggegeoet
acttotgtta
tagataggtt

Escherichia coli

aaaggaacgt
aataakgtaa
ggegegygcac
tcattghtte
gacttocta
ggattitgaag
tetgeattee
ggtttggaqy
actgagggta
greactgtey
gacaatcary
gcttogggaa
grregoteag
ctggoggcaa
accaccgate
caagaageat
atteccgtety
gotggtgagy
gaggatcage
ctrageagtyg
agacgaaatec
cagaccggag
totgatagas
gaagtggtta
ceagasgage
ctttecaggga
agtacttaby
aytgotgacy
ttegtitaaa
actagegtta
ttataatcaa
tgcggaaaaa

gtcaaattte
atggoaatca
gaggaggaac
ctooootgag
taaacceate
ttctocatgs
gtgttgaagt
ttagogttac
azaacagate
catcagatat
gaggacgica
tagatgatgg
atcotaaatt
chggtattge
ctyatcagge
teaagaacoe
gggaactaaa
tggocagaca
atgocagacy
cattgatsge
ageoggeaga
ggataceooca
gtgatecgoa
abtoecatatgoe
atatttatga
goggeccagt
cgertatgge
agacggcage
tatatotgty
atgtttcaga
ttaagagaaa
attggigtty

tasataaaay
tttaattece
tggteatota
aaattctatg
gaggoettyget
taaggagceca
goaggcagat
attaagtect
tgteectace
cgcggaagot
acccaaggac
cgttgttage
cEgggtLbe
acaggoegthg
cgrasatget
tgagaaccag
agatgatatt
geaggetgtt
tocaggaggaa
tgctgggoga
acagacaact
goacaagoty
ggggagtgtt
tgaagttggy
tgaggrogee
taceggasgyy
aaacagegge
aagttcetgta
agtatttagt
gaacaacgty
trataatgte
gatetattte

85

&0
128
180
240
390
360
420
480
540
6§00
660
720
T80
840
90¢
9508

1020
10890
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920



Met
Pro
Gly
Leu
Asp
65

Ser
Rro
Glu
Leu
Ser
145
Gly

Ala

Ser
Asn
225
Ils
Leau
Glin
Glu
Gly

3¢5
Ile

Bro
Pro
Thr
Phe
Ile
8lu
Lau
Val
Glu
130
lle
Gly
Axrg
Gln
Gly
210
Ser
Ala
Ala
Ala
Ala
280

Asn

Ala

Ile
Ala
Gly
35

Ser
Pro
Thr
Asp
Gin
118
val
Asp
Ser
Thr
Pro
195
e
Ser
Ala
Lan
Ala
275
Phe
Ala

Gln

Gly
Fro
20

His

Prao

Gly

Cys
Ile
100
Ala
Ser
Thr
Gly
Aryg
1890
Lys
Asp
Val
Gly
Thr

260
Asn

Lys
Tle

Gln

Asn
Pro
Leu
Len
L.eu
Lew
85

Leu
Asp
val
Glu
His
165
Ile
Asp
Asp
Arg
Len
245
Pro
Ala
Asn

Pro

Ala
325

Leu
Leu

Ile

Asn
Sly
Thy
Gly
150
Pro
Leu
val
Gly
Ser
230
Ala
Glu
Ala
Pro
Ser
310
Lys

Gly
Pro
Ser
Asn
Thr
Gly
Thy
Thr
Lau
135
Lys
Met
Ala
Asp
val
215
Asp
Gly
Prg
Glua
Glu
298
G} ¥

Glu

Asn
Ser
Seyr
40

Ser
Asn
Gly
Gin
His
120
Ser
Asn
val
Lys
Thr
200
val
Fro
L
Asp
Ser
280
AsSn
Glu

Ala

Asn
Gin
Thr
Met
Fro
Pha
Ile
168
Ala
Pre
Avg
Thr
Leu
188
Arg
Ser
Lys
Ala
Asp
2585
Ala
Gln
L

Gly

val
The
Gly
Ala
Ser
Glu
Gly
Ala
Gin
Phe
val
130
Asp
Sar
Glu
Phe
Ala
250
Pro
Thx
Lys
Lys

Glu
330

Asn
Asp
Ala
Asp
Arg
val
Bro
Ile
Glu
val
155
Ala
Pro
val
Thr
Trp
235
Thy
Lys
val
Asp

315
val

-Gly

Gly
Len
Ser
&0

Leu
Leu
Ser
oly
Trp
1490
Phe
Ser
Asp
Gly
Hig
220
val

Gly

Asp
Asn
300
ASp

Ala

Asn

Ala

Gly
45

Val
Ala
His
Ala
Glu
125
Ser
The
AsSp
Asn
val
205
Thy
Ser
Ile
Thr
Gln
285
Xile
Ila

Arg

Asp
Ala
Asp
fhe
110
Lys
ser
Gly
Tle
His
190
Gly
Ser
val
Ala
Asp
276
Leu
Asp
val

Gln

Ser
Ala
Lys

95
' Arg

175
Gly

Ser
Thr
Gly
Gln
238
Fro
Thr
Ala
Glu

Gln
338

86

Ile
Qly

Ser

Thr
80

Gly
val
Gly
Gln
Arg
1860
Glu
Gly
Ala
ThHe
Ala
240
Ala
Asp
Gln
Asn
Gin

320
Ala
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val Glu Ser Asn Ala Gln Ala Gln Gln Avrg Tyr Glu Asp Gln His Ala
340 345 350

Arg Arg Gln Glu Glu Leu Gln Leu Ser Ser Gly Ile Gly Tyr Gly Leu

355 160 385
Ser Ser Ala Leu Ile Val Ala Gly Gly Ile Gly Ala Gly val Thr Thr
3V0 375 380

Ala Leu His Arg Arg Asn Gln Pro Ala Glu ¢ln Thr Thr Thr Thr Thr

385 399 385 400

Thr His Thr val val Gla ¢ln Gln Thr Gly Gly Ile Pro Gln His Lys

105 410 415

Val Ala Leu Met Pro Gln Glu Arg Arg Arg Phe Ser Asp Arg Arg Asp
429 © 428 430

Ser Gin Gly Ser Val Ala Ser Thr His Txp Ser Asp Ser gexr Ser Glu

433 440 445
Val val Asn Pro Tyr Ala Glu val Gly Gly Ala Axg Asn Ser Leu Ser
£580 455 480

Ala His Gln Pro Glu Glu His Tle Tyr Asp Glu Val Ala Ala Asp Pro

455 470 475 480

Gly Tyr Ser Val Ile Gln Asn Phe Ser Gly Ser Gly Pro Val Thr Gly

4885 480 19%

Arg Leu Ile Gly Tthr Pro Gly Gln Gly Ile Gln Ser Thr Tyr Ala Len

500 505 510

Lew Ala Asn Ser 6ly Gly Leu Arg Leu Gly Met Gly Gly Leu Thr Ser
51% 520 525
Gly Gly Glu Thr Ala Val Ser Sar Val Asn Ala Ala Pro Thr Pro Gly
530 835 540

Pro Val Arg Phe Val
545

<210> 3
<211> 1723
<212> DNA

<213> Escherichia coli

<400> 3



atgeetattg
ceathacort
ccgttgggat
aategtgeoca
atmacactyga
aggcagatty
gtoggtcaga
ttgecagteca
getgygeatg
gagetghtay
gaggagttga
tcaactLtooa
ggtetgatayg
gatagaccas
gatcagttaa
ctoggaaaty
caggoetaaag
caasaasasat
gotggotacy
getgegete
acaactacaa
aatgtagata
acctogtega
gttaaaacat
aatatgggaa
actgataacy
cgretggeyge
agegetgtga
tatupataat

<210> 4
<211>
<212>
<213>

<400> 4

Mat Pro
1
Pro Pro

Gly Gln

Thr Pro
50

Asp Val

63

Yle Thr

Asp Thr

Gln Giuw

gtaaccetgy
cacasaccga
ctoghgeget
gtgatgttec
atgatggatt
gotettegge
ggaatggtgt
ttgateetga
ctatggtoac
ageecaaagy
gggagrcaaa
goctregie
ggttggeggc
ccacgaccga
cgaaagaagc
egatteagte
cagcaggega
atgatgaaca
gtottagtgg
atcgasaaas
gcgeacgtac
ceeetgugte
cittetttga
cgetgeatga
atacagatte
gegracygtyt
taagtggtoyg
atacttocgas
cattttatht

558
PRT

Ile

8

Ala

26

Leu
is

val

Pro
Leu
Leu

100
Asp

Gly Asn
Bro Pro
Ile Asn
Arg Asn
Gly Leu
Asn Asp
85
Asn Arg

Gly Lys

tcataatece
cggtgeaggg
atttacgeet
tggacttcect
tgaagttoty
atttcgagtt
tgagaccotet
aggtaaagac
cgttgettes
gaccggggag
tageggtacyg
agatoccraas
gacgggtatct
cootgatgoa
gttegcagaac
aggggtatey
agaggocaaa
Ataagotasas
cgraktgatt
teageeggta
ggtagagaat
agaagatace
cactitcrage
ttegeaggty
tgtrgtatat
attaggaaak
attacgocat
taacccacca
agagggagoy

Escherichia coli

Leu Gly

Leu Pro

Ser Thy
Met
55

val

Ser

Pro
70

Gly Phe

Gln Ile

Hig Ile

88

aatgtgaata atteaattes tootgeacet 60
gggogtggtc agotcattas cretacgayy 120
gtaaggaatt ctatggetga tbetggegad 180
gtaastocga tgogootygge ggcgtotgag 240
catgatcatg gtocgetega tactcttaac 300
gaaactecaygyg aagatggtaa scatantgoto 360
grtgtittas gtgateaaga gtacgotege 420
aaattogtat ttactggagg ceghgyutggr 480
gatatecacgg aagcccgeca aaggatactyg 548
tocaaaggtyg ctggggagte aaaaggogtt 800
gaaaacacca cagaaactcea gacctoaace 660
crttrggtigy cgttggggac tgtigetaca T30
gtacaggoge ttgeattgac gocggageey T80
gatgcaagtly caactgaaac tgcgacaaga 340
ceagataato assaagttas tatcgatgag 299
aaagatgatg ttgttgegsa tatagaagag 860
cagcaageca ttgaaaataa tgotcagges 1§20
cygoraggaqy agetgaaagt tteategggg 1080
cttgatgggy gaattggtgt tgeegtcace 114¢
gaacaaacaa ¢aacaactac tactacaact 1240
dagectgeas ataatscace tgoacaggos . 1280
atggagagca gacgragote gatggetage 1320
atagggaccg tgcagaatce gtatgotgat 1380
ccgacticta attoctaatac gtetgtteag 1440
agcaccattc aacatcetee ccgyggatact 1500
coaagtgegy ggattcaaag cacttatgeog 1580
gacatgggag gattaacggyg ggggagtaat 1620
gogergggat cocatogttt cgtetaaata 1680
aggggguaag tet 1723
His Asn Pgo Asn Val Asn Asn Ser Ile
1 15
Ser 8ln Thr Asp Gly Ala Gly Gly Arg
25 30 °
Gly Pro Leu Qly Ser Arg Ala Leu Phe
40 45
Ala Asp Ser Gly Asp Asn Arg Ala Serxy
&0
Asn Pro Met Arg Leu Ala Ala Ser Glu
75 80
Glu Val Leu His Asp His Gly Pro Leu
94 85
Gly Ser Ser Wal Phe Arg Val Glu Thr
105 . 1190
Ala Val Gly Gln Arg Asn Gly val Glu



Thr Ser
130

Asp Pro

145

Ala Gly

Gin Arg
Gly Als

Gly Ala
210
Leu Arg
225
Gly Leu

Thr Pro
Sex Als

Gln Asn
2940

Iia Pro

305

Gln Ala

Asn Ala
Glu Glu

Len Ile
379

Arg Lys

385

Thr Thr

Pro Ala

Sz=xr Arg

Sexr Ser
450

Leu His

455

Asn Met

Pro Arg
Ala Gly
Arg His

530
Thr Ser
54%

<210> 5

115
val

Glu
His
Ile
Gly
19%
Glu
Ser
Ile
Glu
Thy
275
Bro
Sexy
Lys
Gln
355
Leu
Asn
Thr
Gin

Arg
435

Tie
Asp
Gly
Asp
Ile
515
Asp

Asn

val
Gly
Ala
Leu
189
Glu
Asn
Asp
Gly
260
Glu
Asp
Gly
Ala
Ala
340
Lys
Gly
Gln
Ser
Gly

420
Ser

Lau
Lys
Met
165
Glu
Ser
Thye
Pro
Leu
245
Asp
Thr
Asn
Val
Ala
325
Gln
Val
Gly
Fro
Ala
405
Asn

Ser

Ser
Asp
158
Val
Leu
Lys
Thy
Lysa
230
Ala
Ser
Ala
&ln
Leu
310
Gly
Lys
Ser
Gly
Val
390
Arg
val

Met

Gly Thr val

Ser
Asn
Thr
500
Gln
Met

Asn

Gin
Thr
48BS
Thy
Sar
Gly

Pro

val
470
AsSp

Asp
135

Lys

Thr
Ley
Gly
Glu
215
Leu
Ala
Pro
The
Lys
298
Lys
alu
Lys
Ser
Ile
373
Glu
Thy
Asp

ala

120
Gln

Phe
val
Glu
Val

200
Thr

Trp
Thr
Thr
280
Val
Asp
Glu
TYY
Gly
is0
Gly
Gin
val
Thy

Ser
440

Gln Asn

435

Pro Thy

Ser Val

Asp Asn Gly
Tyr Ala

Thr

520

Gly Leu Thr

Pro
550

335

Ala Pro

Gia
val
Ala
Pro
185
Gly
Gin
Leu
Gly
Thr
265
Asp
Asn
Asp
Ala
Asp
345
Ala
val
Thx
Glu

Fro
425

Pro
Ser
Val
Ala
505
Arg
Gly

Gly

Tyx

Phe
Ser
176
Lys
Glu
Thr
Ala
Yie
250
Thr
Elin
Ile
val
Liva
330
Glu
Gly
Ala
Thr
Aan
410
Gly

Ser

TyTr
Asn
Tyr
430
Arg
Leu

Gly

Sexr

Ala
Thr
15%
Asp
Gly
Loy
Ser
Lew
235
val
Asp
Lew
Asp
val
315
Gin
Gln
Tyr
Val
Thr
395
Lye
Sar

15

Arg
140
Gly
Ile
Thr
Arg
Thr
2249
Gly
Gin
Pro
Thr
Glu
300
Ala
Gln
Gin
Gly
Thr
K§:1¢
Thr
Pro

Glu

Thr

89

125
Leu Gin Ser Ile

Cly Arg Gly Gly
160

Thr Glu Ala Arg

178
Gly Glu Ser Lys
190

Giu Jer Asn Ser

205

Ser Thyr Ser Sar

Thr ¥al Ala Thr

240

Ala Leu Ala Leu
255

Asp Ala Ala Ala

Lys Glu Ala Phe
285
Leu Gly Asn Ala

Asn Ile Glu Glu
320

Ala Yle Glu Asn

335
Ala Lys Arg Gin
350

Leu Ser Gly ala

k{1 i

Ala Ala Leu His

Thr Thr Thr Thr
400

Ala Asn Asn Thr

418
Asp Thr Met Glu
430
Phe Phe Asp Thr
445

Ala Asp Val Lys Thr Serx

Ser
475

Ser Thr

Leu
Ala
Ser

His
555

4868
Asn

Thr Ser Val Gin

480

Ile Gin His Pro
485

Leu Gly Asn Pro Sex

Lieu

Asn
540
Arg

S0
Ser Qly Gly Leu
525
Ser Ala vVal Asn

Phe vVal



<211> 1460
<212> DNA

<213> Escherichia coli

<400> 5

aattetgttg ctgatgetge tgattctegt gocagtygata ttoccggach togtacaaat
ccactgeogot ttgotgogta cgaggtatet ttgeatggtyg ogocttgaagt tettoatgatb

aaagggggge
cgggatgaty
ttaagtgagc
gtatctactyg
gocgaagoce
gagocagggg
acttetagen
ctgataggga
gacceaatea
cagttascga
ggaaatgeaa
gctaaagegy
caaa’atarg
ggetacggta
getcttcatg
aatcagecta
taeecygega
ageacgggca
gotegeatet
attcaacatt
ggtatccaaa
ggattaacgg
ceegcacgel

<210> 6
<211> 485
<212>

<213>

PRT

<400> 6

tigatactct
geagecatgt
aagagttttc
gaggecgegy
gtcagaggat
atccaaatay
teogtgcaga
tggctgogae
ctaccgacee
aagaageatt
ttecgtecgy
cgggtgaaca
atgaacagea
ttagrggtge
ggaaaaacca
cgaataacgc
goagacgtaa
cggkagagaa
cagaggaace
tttcagggaa
gtacttatge
gaggtagega
togtttaaat

Laactcotget
tgctatcyggg
tagecttacayg
Lggoceagyy
aatagatasaa
tggegaggga
tectaaactt
gaggattgea
tgatgeigea
coagaacess
ggaactaaaa
ggccagacag
cgetaaacge
gotgacectt
avcggecagaa
atcrgegoeay
ttegaatgoes
tcegtakget
tatttatgat
cagecocagtte
getetggea
gagogeagta

Escherichia coli

attggatett
caaaaaaatyg
teogtigate
catgeratygyg
ttagaaccaa
aaaateatty
tggtrgteat
caggctgttyg
grasacacag
gataaccaga
gatgatgtry
gaagoratty
gaacaggasaa
ggcgggggaa
caaacaatca
ggcaatacty
ageotegoat
gacgttggaa
gaggtoegetyg
aceggaaggt
ageageggoy
agtactgeea

cgtkhattccyg
goetogagac
ctgaaggtaa
tracggttac
aggatacaaa
aaattratac
tggggactat
cgttgactecs
ctgaagrage
asgttaatat
ttgogeaaat
aaagtaatte
tgtotooeLe
trggtgoegy
cracacgtac
acacaagtgg
cgaacgggic
tgcecagaaa
cagatoctaa
tagtgggaac
gattgogtnh
atgeoegeacs

tgttgaaact
cactgtegtt
aaacaaattt
ttoagatate
ggagacgaag
ctcaacctea
tgctgeaggt
agagcoggat
ggcaaaagat
cgatgagaac
agcagaacaa
tocaggoegeay
ategggggtt
tgttactget
ggtagteogat
gccagaagag
tgacacctoe
cgattcacty
ttatagegee
cccagggcaa
aggtatggga
aacgoaggga

90

60
12¢

180
249
300
360
420
480
540
500
680
720
78¢
840
300
980
1020
1080

- 11490

iz60
132s¢0
1320
1389
1440
1460



Asn
Leu
Gly
Ser
Ser
65

Leu
Lys
Met
Agp
Pro
145
Thr
Ile
Val
Ala
Slu
225
Gly

Ile

Ser
Pro
Ala
Ala
His
Sexr
asn
Val
Lys
130
Asn
Ser
Ala
Ala
Ala
210
Ala

Asn

Ala

val
Thr
Ley
A5

Ile
al
Glu
Lys
Thr
115
Leu
Ser
Ser
Ala
Ley
185
Ala
Phe
Ala

Glu

Ala
l}.sn
Glu
Gly
Ala
Gln
Phe
1840
val
Glu
Gly
Leu
Gly
180
Thr
Asn
Gin
Iie

Gln
260

Asp
Pro
val
Ser
Ile

Glu

Val

Ala
Bro

Glu

Arg

165
Leu

Pro
Thr
Asn
Pro

2435
Ala

Ala
Leu
Let
Ser
Gly
70

Phe
Pha
Ser
Lys
Gly
15¢
Ala
Ile
Glu
Ala
Pro
230

Ser

Lys

Ala
Arg
His
Lew
55

Gln
Sey
Thr
AsSp
Asp
135
Lys
Asp
Gly
Fra
Glu
A5
Asp
Gly

Ala

Asp
Phe
ASD
40
fhe
Lys
Sax
Gly
Ile
120
Thr
Ile
Fro
Met
Asp
200
Ala
Asn
Glu

Ala

Ser

Ala
25
Lys

Arg

Asn
Leu
Gly
105
Ala
Lys
Ile
Lys
Ala
185
Asp
Ala
Gin

Leu

Gly
2685

Arg

Lau
179
Ala
Pro
Ala
iys
Lys

258
Glu

Ala
Ser
Gly
Glu

Leu
75

y Ser

Gly

Als

L Thr

Ile
158
Trp
Thrx
Ile
Lys

val
235
Asp

Gln

Ser
Glu
Leu
Thr
Glu
Leu
Gly
Axg
Lys
140
His
Leu
Gly
Thr
Asp
220
Asn

Asp
Ala

Asp
val
Asp
45

Arg
Thr
Asp
Pro

Gln
12s

Glu

Thr
Ser
Ile
Thr
2058
Gln
Ila
val

Arg

¥le
Ser
The
Asp
Thx
Pro
Gly
110
Arg
;tro
Ser
Leu
Ala
150
Asp
Leu
Asp
Val

Gin
270

Pro
i5

Leu
Leu
Asp
val
Glu
95

His
Tie
Gly
Thr
Cly
175
Gln
Pra
Thr
Glu
Ala

255
Glu

91

Gly
His
aAsn
Gly
val
ag¢

Gly
Ala
Ile
Asp
Sex
160
Thr
Ala
Asp
Lys
Asn
240
Gln

Ala



92

Ile Glu Ser Aszn Ser Gln Ala Gln Gln Lys Tyr Asp Giu Gln His Ala
278 280 285
Lys Arg Glu Gln Glu Met Ser Leu Ser Ser Gly Val Gly Tyr Gly Ile
290 285 300
Ser Gly Ala Leuy Ile Leu Gly Gly Gly 1le Gly Ala Gly val Thr Ala
365 3190 315 320
Ala Leu His Arg Lys Asn Gln Pro Ala Glu Gln Thr ile Thr tThr Arg
325 330 335
Thr Val Val Asp Asn Gln Pro Thr Asn Asn Ala Ser Ala Gln Gly Asn
340 345 350
Thr Asp Thr Ser Gly Fro Glu Glu Ser Pro Ala Ser Arg Arg aAsn Ser
355 3860 365
Asn Ala Ser Leu Ala Ser Asn Gly Ser Asp Thr Ser Ser Thr Gly Thr
37 375 380
val Glu Asn Pro Tyr Ala Asp Val Gly Met Pro Arg Asn Asp Ser Leu
ias 380 395 400
Ala Arg Ile Ser Glu Glu Pro Tle Tyr Asp Glu Val Ala Ala Asp Pro
4498 410 415
Asn Tyr Ser Val Ile Gln His Phe Ser Gly Asn Ser Pro Val Thr Gly
420 425 430
Arg Leu Val Gly Thr Pro Gly Gln Gly Ile Gln Ser Thr Tyr Ala Leu
435 440 445
Lew Ala Ser Ser Gly Gly Leu Arg Leu Gly Met Gly Gly Leu Thr Gly
450 455 460
Gly 8ly Glu Ser Ala Val Ser Thr Ala Asn Ala Ala Pro Thr Pro Gly
4% 4790 _ 478 480
Pro Ala Arg Phe Val
485

<210> 7
<211> 30
<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 7
Pro Ile Gly Asn Leu Gly Asn Asn Val Asn Gly Asn His Leu Ile Pro
i K] 10 15
Pro Ala Pro Pro Leu Pro Ser Gln Thr Asp Gly Ala Ala Arg
20 25 30

<210> 8
<211> 26
<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>



<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>

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

<400>

1

SEQUENCIA DE "PRIMER"

g aaagicgaca agaaccigay aaccag 26

9
30
DNA

Sequéncia Artificial

SEQUENCIA DE "PRIMER"

9 Higingact tatgitigty asggtagiqy 30

10
22
PRT

Escherichia coli

10

Gly Val Gly Ser lle Ser

20

Lisboa, 3 de Novembro de 2009

10

15

93

Met Ser Ser Arg Ser Glu Leu Leu Leu Asp Arg Phe Ala Glu Lys Ile
5 :



REIVINDICAGCOES

Polipéptido receptor transportado da intimina (Tir) que
se liga a intimina, em que o polipéptido compreende uma
sequéncia de aminodcidos que é seleccionada do grupo

que consiste em:

(a) a sequéncia de aminodcidos apresentada na ID SEQ
NO: 4;

(b) uma sequéncia de aminodacidos que é
substancialmente idéntica a sequéncia apresentada na
ID SEQ NO: 4, em que o polipéptido Tir tem um residuo
de aminodcido da ID SEQ NO: 4 substituido por um
aminodcido conservativo, e

(c) uma sequéncia de aminoacidos que é
substancialmente idéntica & sequéncia apresentada na
ID SEQ NO: 4, em que o polipéptido Tir tem um

aminodcido deletado ou inserido na ID SEQ NO: 4.

Polipéptido Tir da reivindicacdo 1, em que o referido
polipéptido também tem uma actividade seleccionada do
grupo que consiste (a) na capacidade para proceder a
nucleacdo de actina numa célula-hospedeiro, e (b) na
capacidade para activar uma via da transducdo do sinal

da célula-hospedeiro.

Polipéptido Tir da reivindicacdo 1, em que o referido
polipéptido também tem capacidade para se ligar

especificamente a um anticorpo especifico para o Tir.

Polipéptido Tir da reivindicacdo 1, em que o referido

polipéptido também tem capacidade para induzir wuma



10.

resposta imunoldégica num hospedeiro contra uma E. coli

entero-hemorréigica.

Polinucleétido seleccionado do grupo que consiste em:

(2a) um polinucledétido compreendendo a sequéncia de
dcido nucleico apresentada na ID SEQ NO: 3;

(b) um polinucledétido de (a) em que T é U;

(c) um polinucledétido compreendendo a sequéncia de
dcido nucleico complementar a (a) ou (b);

(d) um polinucledétido que codifica um polipéptido
compreendendo a sequéncia de aminodcidos apresentada

na ID SEQ NO: 4.

Vector compreendendo o polinucleétido da reivindicacgéo

5.

Célula-hospedeiro compreendendo o) vector da

reivindicacdo 6.

Anticorpo anti-Tir, ou respectivo fragmento, que se
liga com elevada especificidade imunolégica ao

polipéptido de qualquer uma das reivindicacdes 1 até 4.

Anticorpo da reivindicacdo 8, em gque o anticorpo é

monoclonal ou policlonal.

Método para detectar um polipéptido Tir numa amostra,

que compreende:

(a) contactar a amostra com o anticorpo da

reivindicacdo 8 ou 9, e



11.

12.

13.

14.

15.

16.

(b) detectar a 1ligacdo do anticorpo ao polipéptido
Tir, em que a ligagcdo ¢é indicadora da presenca do

polipéptido Tir na amostra.

Método da reivindicacdo 10, em que a amostra consiste

em tecido ou um fluido bioldgico.

Método da reivindicacdo 10 ou 11, em que a presenca do
polipéptido Tir na amostra é indicadora de infecg¢do por

uma E. coli entero-hemorragica.

Composicdo farmacéutica compreendendo o polipéptido de
qualquer uma das reivindicacdes 1 até 4, o
polinucleétido da reivindicagdo 5 ou o vector da

reivindicacdo 6.

Utilizacéo do polipéptido de qualquer  uma das
reivindicacdes 1 até 4, do polinucledtido da
reivindicacdo 5 ou do vector da reivindicacdo 6 para a
preparagdo de uma composicdo farmacéutica destinada a
melhorar uma doenca causada por infeccdo de um

hospedeiro por um organismo produtor de Tir.

Utilizacéo do polipéptido de qualquer uma das
reivindicacdes 1 até 4, do polinucledtido da
reivindicacdo 5 ou do vector da reivindicacdo 6 para a
preparacdo de uma composicdo farmacéutica destinada a
induzir uma resposta imunoldgica contra um organismo

produtor de Tir.

Utilizacdo da reivindicacdo 14 ou 15, em que O

hospedeiro é um ser humano ou um bovino.



17.

18.

19.

20.

21.

22.

Utilizacdo de qualquer uma das reivindicacdes 14 até

16, em que o organismo produtor de Tir é E. coli.

Utilizacdo da reivindicacdo 17, em que a E. coli

produtora de Tir é uma E. coli entero-hemorrdgica.

Método para detectar um polinucledtido Tir numa

amostra, que compreende:

(a) contactar wuma amostra com uma sonda de A&cido
nucleico que hibridiza em condig¢des restritas para o
polinucledétido da reivindicacdo 5, e

(b) detectar a hibridizacéo da sonda com o)
polinucledétido Tir, em que a deteccdo de hibridizacdo
é 1indicadora da presenca do polinucledétido Tir na

amostra,

em que a referida sonda é um fragmento do
polinucledétido da reivindicagcdo 5 que tem pelo menos

15 bases nucleotidicas de comprimento.

Método da reivindicacdo 19, que também compreende

amplificar o polinucledétido Tir.

Método recombinante para produzir um polinucledtido
Tir, que compreende inserir um &cido nucleico que
codifica um marcador selecciondvel no polinucledtido da
reivindicacdo 5 de modo que o polinucledtido resultante
codifique um polipéptido Tir recombinante compreendendo

o marcador seleccionavel.

Método recombinante para produzir um polipéptido Tir,

que compreende:



23.

24.

25.

26.

(a) fazer crescer uma célula-hospedeiro recombinante
compreendendo o polinucledtido da reivindicacdo 5 que
codifica um polipéptido Tir em condigdes que permitam
a expressdo e secrecdo do polipéptido Tir, e

(b) isolar o polipéptido Tir.

Método para produzir uma proteina de fusdo de Tir, que

compreende:

(a) fazer crescer uma célula-hospedeiro compreendendo
um polinuclebétido que codifica um polipéptido Tir de
qualquer uma das reivindicacdes 1 até 4 operativamente
ligado a um polinucledtido que codifica um polipéptido
ou péptido de interesse em condigcdes que permitam a
expressdo e secrecdo da proteina de fusdo, e

(b) isolar a proteina de fusédo.

Proteina de fusdo de Tir produzida pelo método da
reivindicacdo 23, em que o polipéptido de fusdo de Tir
compreende a sequéncia de aminocacidos da ID SEQ NO: 4

fundida a uma sequéncia proteica diferente de Tir.

Método para identificar um composto que interfere na
ligacdo de um polipéptido Tir de qualquer uma das
reivindicacbdes 1 até 4 & intimina, em gque o método
compreende comparar a ligacdo do polipéptido Tir a
intimina na presenca do composto com a ligagdo do

polipéptido Tir na auséncia do composto.

Método de diferenciacdo de patogenes de adesdo e

destruicdo, que compreende:



27.

28.

29.

30.

(a) contactar bactérias de adesdo e destruicdo obtidas
de uma célula-hospedeiro infectada com um anticorpo da
reivindicacdo 8 ou 9, e

(b) contactar as bactérias de adesdo e destruicdo com

um anticorpo anti-fosfotirosina.

Utilizacdo de um veiculo de distribuicdo celular
contendo intimina que compreende um composto de
interesse para a preparacdo de uma composicgédo
farmacéutica ou cosmética destinada a distribuir um
composto de interesse numa célula contendo um

polipéptido de qualquer uma das reivindicaces 1 até 4.

Método para detectar o citoesqueleto de uma célula, que

compreende:

(a) contactar um citoesqueleto celular com  um
polipéptido Tir de qualquer uma das reivindicacdes 1
até 4, e

(b) detectar a ligacdo do referido polipéptido Tir ao

citoesqueleto celular.

Estojo Util para a deteccdo de um polipéptido Tir, que
compreende um meio transportador separado em
compartimentos de modo a encerrar de forma confinada um
ou mais recipientes compreendendo um recipiente que
contém um anticorpo da reivindicacdo 2 ou 9 que se liga

ao polipéptido Tir.

Estojo da reivindicacdo 29, em que o anticorpo é

etiquetado de forma detectéavel.



31.

32.

33.

34.

35.

Estojo da reivindicacdo 30, em que a etiqueta &
seleccionada do grupo gque consiste num isdtopo
radiocactivo, um composto bioluminescente, um composto
quimioluminescente, um composto fluorescente, um

quelato metdlico e uma enzima.

Estojo ttil para a deteccdo de um polinucledtido tir,
que compreende um meio transportador separado em
compartimentos de modo a encerrar de forma confinada um
ou mais recipientes compreendendo um recipiente que
contém uma sonda de &cido nucleico que hibridiza para o
polinucledétido da reivindicacdo 5, em que a referida

sonda contém pelo menos 35 nucledtidos.

Estojo da reivindicacdo 32, em que a sonda é etiquetada

de forma detectavel.

Estojo da reivindicacdo 33, em que a etiqueta é
seleccionada do grupo que consiste num isdétopo
radiocactivo, um composto bioluminescente, um composto
quimioluminescente, um composto fluorescente, um

quelato metdlico e uma enzima.

Estojo 1Util para a deteccdo de um polinucledbtido tir,
que compreende um meio transportador separado em
compartimentos de modo a encerrar de forma confinada

dois ou mais recipientes compreendendo:

(a) um primeiro recipiente que contém uma primeira
sonda de &cido nucleico que hibridiza para um de dois

filamentos do polinuclebétido da reivindicacgdo 5, e



36.

37.

38.

39.

(b) um segundo recipiente que contém uma segunda sonda
de &cido nucleico que hibridiza para o outro de dois

filamentos do polinucledtido da reivindicacdo 5,

em que a referida primeira sonda e a referida segunda
sonda contém pelo menos 12 nucledétidos e em que a
hibridizacdo ¢é realizada em condicdes de restricdo

elevada.

Bactéria atenuada, em que a Dbactéria ndo tem uma
proteina EspA ou EspB e em que a bactéria compreende um
polinucleétido que <codifica uma proteina de fuséo
compreendendo o polipéptido de qualquer uma das
reivindicacées 1 até 4 operativamente ligado ao
polipéptido de interesse, para induzir uma resposta
imunolégica mediada por células a um polipéptido de

interesse.

Bactéria atenuada da reivindicacdo 36, em que ©O

polipéptido de interesse é um antigene.

Bactéria atenuada da reivindicacdo 36 ou 37, em que a

bactéria é E. coli.

Composicdo farmacéutica da reivindicacdo 13, em que a
composicdo induz uma resposta imunoldégica contra uma E.

coli produtora de Tir.

Lisboa, 3 de Novembro de 2009
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