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RESUMO
“WECTORES DE PESQUISA E/OU DE EXPRESSAO FUNCIONAIS EM
MICOBACTERIAS”

A invencdo refere-se a um vector recombinante de pesquisa
e/ou de clonagem e/ou de expressdo, caracterizado por se
replicar em micobactérias, por conter: 1) um replicdo
funcional nas micobactérias; 2) um marcador de seleccdo; 3)
um bloco integrado relator que compreende a) um sitio de
clonagem multipla (polylinker), Db) um terminador de
transcricdo activo nas micobactérias, situado a montante do
polylinker, e c¢) uma sequéncia nucleotidica codificadora
proveniente de um gene que codifica para um marcador de
expressdo e/ou de exportacdo e/ou de secrecdo de proteina,
sequéncia nucleotidica esta que estd desprovida do seu
coddo de inicio e das suas sequéncias de regulacédo. Este
vector é utilizado para a identificacdo e para a expressdo
de polipeptideos exportados, tais como o antigénio P28 de

Mycobacterium tuberculosis.
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DESCRIGCAO
“WECTORES DE PESQUISA E/OU DE EXPRESSAO FUNCIONAIS EM
MICOBACTERIAS”

O género Mycobacterium inclui agentes patogénicos humanos

importantes, tais como M. leprae e M. tuberculosis, o©0s

agentes responsaveis pela lepra e pela tuberculose, que
continuam a ser problemas graves de satude publica em todo o

mundo.

M. Dbovis e M. tuberculosis, o©os agentes causais da

tuberculose, sdo Dbactérias facultativas intracelulares.
Apesar dos problemas importantes de saude ligados a estes
organismos patogénicos, sabe-se pouco sobre as suas
proteinas exportadas e/ou segregadas. Andlises em SDS-PAGE

de um filtrado de cultura de M. tuberculosis mostram pelo

menos 30 proteinas segregadas (1, 19, 38). Algumas destas
foram caracterizadas, os seus genes clonados e sequenciados
(7, 35, 37). Outras, se bem que se trate de antigénios
imunodominantes de grande importdncia para induzir uma
imunidade protectora (2, 21), nao estédo totalmente
identificados. Além disso, ¢é provavel que numerosas
proteinas exportadas fiquem fixadas sobre a membrana
celular e, por consequéncia, n&o estejam presentes nos
sobrenadantes de cultura. Foi demonstrado que as proteinas
localizadas a superficie externa de diversas Dbactérias
patogénicas, tais como a invasina de 103 kDa de Yersina

pseudotuberculosis (14) ou a internalina de 80 kDa de

Listeria monocytogenes (10), desempenham um papel

importante nas interacgdes com as células hospedeiras e,
por consequéncia, na patogenicidade como na inducgdo de

respostas protectoras. Deste modo, uma proteina ligada a



membrana poderia ser importante para a infeccdo por M.

tuberculosis como para a inducdo de uma resposta protectora

contra esta infeccdo. Estas proteinas poderdo revestir um

interesse certo para a preparacdo de vacinas.

O BCG (Bacilo de Calmette e Guérin), uma estirpe avirulenta
derivada de M. bovis, tem sido muito utilizada como wvacina
contra a tuberculose. E igualmente um vector muito
interessante para a construcdo de wvacinas recombinantes
vivas, em particular por causa do seu forte poder
imunogénico. Por consequéncia, o estudo da Dbiologia
molecular das micobactérias suscita actualmente grande

interesse.

O desenvolvimento de novas vacinas contra as micobactérias
patogénicas ou o melhoramento das vacinas disponiveis
necessitava da disponibilidade de ferramentas especificas
que permitissem isolar ou obter sequéncias de polipeptideos

imunogénicos.

Os inventores definiram e realizaram para este objectivo
novos vectores que permitem a pesquisa de sequéncias de ADN
de micobactérias a fim de identificar de entre estas
sequéncias acidos nucleicos que codificam para proteinas de

interesse.

Foram definidos vectores para avaliar a eficacia de
sequéncias de regulacédo da expressdo no seio de

micobactérias.

A invencdo tem também como objectivo novos polipeptideos de
micobactérias que foil possivel isolar por meio dos vectores

precedentes e susceptiveis de entrar na realizacdo de



composicdes para a deteccdo de uma infeccéo por
micobactérias ou para a proteccdo contra uma infeccgdo

devida a micobactérias.

O pedido de patente descreve um vector recombinante de
pesquisa e/ou de clonagem e/ou de expressdo caracterizado
por se replicar em micobactérias, por conter
-1) um replicdo funcional nas micobactérias;
-2) um marcador de seleccédo;
-3) um bloco integrado relator que compreende
a) um sitio de clonagem multipla (polylinker),
b) um terminador de transcricédo activo nas
micobactérias a montante do polylinker e
c) uma sequéncia nucleotidica codificadora proveniente
de um gene que codifica para um marcador de expressdo
e/ou de exportacdo e/ou de secregcdo de proteina,
sequéncia nucleotidica esta que estd desprovida do seu

coddo de inicio e das suas sequéncias de regulacéo.

0 marcador de exportacdo e/ou de secrecdo & uma sequéncia
de nucledtidos cuja expressdo seguida da exportacdo e/ou da
secrecdo depende dos elementos de regulacdo que controlam a

sua expressdo.

Por “sequéncias ou elementos de regulacdo da expressédo”
entende-se uma sequéncia promotora da transcricdo, uma
sequéncia que compreende o sitio de ligacdo ao ribossoma
(RBS), as sequéncias responsiveils pela exportacdo e/ou pela

secrecdo tais como a sequéncia sita sequéncia de sinal.

Un primeiro marcador interessante de exportacdo e/ou de

expressdo €& uma sequéncia codificadora proveniente do gene

phoA. Eventualmente, esta sequéncia estd truncada de tal



modo que a actividade de fosfatase é no entanto susceptivel
de ser restaurada quando a sequéncia codificadora truncada
é colocada sob o controlo de um promotor e de elementos de

regulacdo apropriados.

Podem ser utilizados outros marcadores de exposicdo e/ou de
exportacdo e/ou de secrecdo. Serdo mencionadas a titulo
exemplificativo uma sequéncia do gene da Pf-agarase ou da
nuclease de um estafilococo ou da p-lactamase de uma

micobactéria.

O terminador de transcricdo deve ser funcional nas
micobactérias. Um terminador wvantajoso &, a este respeito,
o terminador do colifago T4 (tT4). Podem ser isolados
outros terminadores apropriados para a realizacdo da
invencdo utilizando a técnica apresentada nos exemplos, por

exemplo por meio do vector pJN3.

Un vector ©particular descrito é o plasmideo pJEM11
depositado na CNCM (Collection Nationale de Cultures de
Microorganismes de Paris - Franca) sob o n.° I-1375, em 3

de Novembro de 1993.

Para a seleccdo ou a identificacdo de sequéncias de &acidos
nucleicos de micobactérias que codificam para produtos
susceptiveis de serem incorporados nas composicdes
imunogénicas ou antigénicas para a deteccdo de uma infeccéo
por micobactérias, o vector descrito compreendera, num dos
sitios do polylinker, uma sequéncia de nucledétidos duma
micobactéria na qual se pesquisa a presenca de sequéncias
reguladoras associadas a totalidade ou a parte de um gene
de interesse que permite, quando o vector que possul estas

sequéncias (vector recombinante) estd integrado ou se



replica num hospedeiro celular de tipo micobactéria, obter
a exposicdo ao nivel da membrana ou da parede celular do
hospedeiro e/ou a exportacdo e/ou a secrecdo do produto de

expressdo da referida sequéncia de nucledtidos.

A sequéncia em questdo de micobactérias pode ser qualquer
sequéncia de que se pretende detectar se ela contém
elementos de regulacdo da expressédo associados a totalidade
ou a parte de um gene de 1interesse e susceptiveils de
permitir ou de favorecer a exposigdo ao nivel da membrana
celular de um hospedeiro no qual ela sera expressa e/ou a
exportacdo e/ou a secrecdo de um produto de expressdo duma
sequéncia codificadora dada e a titulo experimental do

marcador de exportacdo e/ou de secrecdo.

De preferéncia, esta sequéncia ¢é obtida por digestéo
enzimdtica do ADN gendémico ou do ADN complementar de um ARN
de uma micobactéria e de preferéncia de uma micobactéria

patogénica.

De acordo com uma primeira forma de realizacdo do wvector
descrito, a digestdo enzimdtica do ADN gendmico ou do ADN

complementar é efectuada a partir de M. tuberculosis.

De preferéncia, esta ADN é digerido com uma enzima como,

por exemplo, sau3A.

Podem naturalmente ser utilizadas outras enzimas de

digestdo, tais como Scal, Apal, Scall, KpnI ou ainda

exonucleases ou polimerases, uma vez Jque estas permitem a
obtencdo de fragmentos cujas extremidades podem ser
inseridas num dos sitios de clonagem do polylinker do

vector da invencéo.



Eventualmente, serdo efectuadas simultaneamente digestdes

com diferentes enzimas.

S&o escolhidos vectores recombinantes descritos de entre os
vectores recombinantes seguintes depositados na CNCM em 8
de Agosto de 1994:

PExp53 depositado na CNCM sob o n.° I-1464

PExp59 depositado na CNCM sob o n.° I-1465

PExp410 depositado na CNCM sob o n.° I-1466

PExp421 depositado na CNCM sob o n.° I-1467
Os vectores da invencdo podem igualmente ser utilizados
para determinar a presencga de sequéncias de interesse, de
acordo com ¢} que foi exposto anteriormente, em

micobactérias tais como M. africanum, M. bovis, M. avium ou

M. leprae cujo ADN ou ADNc tenha sido tratado com enzimas
determinadas.
O pedido de patente descreve também um processo de pesquisa
de sequéncias de nucledétidos provenientes de micobactérias
para determinar a presenca no seio destas sequéncias de
elementos - de regulacdo que controlem a expressdo num
hospedeiro celular de sequéncias de acido nucleico qgue as
contém e/ou a exposicdo na superficie do hospedeiro celular
e/ou a exportagdo e/ou a secrecdo de sequéncias
polipeptidicas resultantes da exportacdo das ditas
sequéncias de nucledétidos, caracterizado por compreender as
fases seguintes:

a) a digestdo das sequéncias de ADN de micobactérias

por pelo menos uma enzima determinada e a recuperagédo

dos fragmentos de digestédo obtidos.

b) a insercdo dos fragmentos de digestdo num sitio de

clonagem compativel com a enzima da fase a) do

polylinker de um vector referido,

c) se necessario, a amplificacdo do fragmento de



digestdo contido no vector, por exemplo, por replicacéo
deste ultimo apds insercdo do vector assim modificado
numa célula determinada, por exemplo E. coli,

d) a transformacdo de hospedeiros celulares pelo vector
amplificado na fase c) ou, na auséncia de ampliacéo,
prelo vector da fase b),

e) a cultura dos hospedeiros celulares transformados
num meio gque permite evidenciar o marcador de
exportacdo e/ou de secrecdo contido no vector,

f) a deteccdo dos hospedeiros celulares positivos
(coldénias positivas) para a expressdo do marcador de
exposicdo e/ou de exportacdo e/ou de secrecgdo,

g) o isolamento do ADN das coldénias positivas deste ADN
numa célula idéntica a da fase c¢),

h) a seleccédo das insercdes contidas no vector, que
permitem a obtencdo de clones positivos para o marcador
de exportacdo e/ou de secrecdo,

i) o isolamento e a caracterizacdo dos fragmentos de

ADN de micobactérias contidos nestas insercdes.

A realizacdo deste processo permite a construcdo de bancos
de ADN que comportam sequéncias susceptiveis de ser
exportadas e/ou segregadas, quando sdo produzidas no seio
de micobactérias recombinantes.

A fase i) do processo pode compreender uma fase de
sequenciacdo de inserc¢des seleccionadas.

De preferéncia, o vector utilizado é o plasmideo pJEMI11
(CNCM I-1375) e a digestdo é efectuada por meio da enzima
sau3A.

O processo de pesquisa &, por exemplo, caracterizado por as
sequéncias de micobactérias serem provenientes de uma

micobactéria patogénica, por exemplo de M. tuberculosis, M.

bovis, M. avium, M. africanum ou M. leprae.




O pedido de patente descreve também as sequéncias
nucleotidicas de micobactérias seleccionadas depois da
realizacdo do processo acima descrito.

S840 sequéncias seleccionadas, por exemplo, os fragmentos de
ADN de micobactérias contidos nos vectores pIPX412 (CNCM I-
1463 depositado em 8/08/94), pExp53, pExp59, pExp4l0 ou
PExpd2l.

Quando a sequéncia codificadora proveniente do gene
marcador de exportagdo e/ou de secrecdo é uma sequéncia
proveniente do gene phoA, a exportacdo e/ou a secrecdo do
produto do gene phoA, eventualmente truncado, apenas &
obtida quando esta sequéncia estd inserida em fase com a
sequéncia localizada a montante, que contém os elementos
gque controlam a expressdo e/ou a exportagdo e/ou de
secrecdo provenientes de sequéncia de micobactérias.

O pedido de patente descreve também micobactérias
recombinantes que contém um vector recombinante descrito
anteriormente. Uma micobactéria preferida é uma

micobactéria do tipo M. smegmatis.

A M. smegmatis permite de modo vantajoso experimentar a

eficdcia de sequéncias de micobactérias para o controlo da
expressdo e/ou da exportacdo e/ou da secrecdo de uma
sequéncia dada, por exemplo de uma sequéncia que codifica
para um marcador tal como a fosfatase alcalina.

Uma outra micobactéria interessante é uma micobactéria do
tipo M. bovis, ©por exemplo a estirpe BCG wutilizada
actualmente para a vacinacdo contra a tuberculose.

O pedido de patente descreve, além disso, uma micobactéria
recombinante, caracterizada por conter um vector

recombinante acima definido.

A invencdo tem por objecto uma sequéncia de nucledtidos

proveniente de um gene que codifica para uma proteina



exportada de M. tuberculosis, caracterizada por ser

seleccionada de entre as sequéncias seguintes:

- uma sequéncia IA que corresponde ao encadeamento de
nucledétidos descrito na figura 6A ou uma sequéncia IB que
corresponde ao encadeamento de nucledétidos descrito na
figura 6B ou uma sequéncia que codifica para uma proteina

exportada de M. tuberculosis e que hibrida em condig¢des de

elevada especificidade com estes encadeamentos,
- uma sequéncia que compreende o encadeamento de
nucledétidos IA ou IB e que codifica para uma proteina P28

de M. tuberculosis que tem um peso molecular tedrico de

cerca de 28 kDa e um peso molecular observado de 36 kDa,
determinado por electroforese em gel de acrilamida
desnaturante (PAGE-SDS)

- uma sequéncia compreendida na sequéncia IA ou IB e
que codifica para um  polipeptideo reconhecido por
anticorpos dirigidos contra a proteina P28 de M.

tuberculosis, que corresponde ao encadeamento de A&cidos

aminados VIII A - representado na figura ©6A ou ao
encadeamento de 4&cidos aminados VIIIB representado na
figura 6B,

- uma sequéncia IV que compreende as sequéncias
reguladoras do gene que compreende a sequéncia codificadora
IA ou IB, em que estas sequéncias estdo contidas nas
sequéncias nucleotidicas a montante e a jusante
representadas na figura 7A e na figura 7B,

- uma sequéncia V que corresponde ao encadeamento
compreendido entre os nucledtidos 1 e 72 da sequéncia IA ou
IB e correspondente a sequéncia de sinal,

- uma sequéncia VI que corresponde ao encadeamento
compreendido entre os nucledétidos 62 a 687 da sequéncia IA
ou IB,

- uma sequéncia VII que corresponde ao encadeamento
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compreendido entre os nucledétidos 688 a 855 da sequéncia IA
ou IB.
Estd abrangido igualmente no &dmbito da invencdo um poli-

peptideo de M. tuberculosis, caracterizado por corresponder

ao encadeamento de &cidos aminados VIIIA ou ao encadeamento
VIIIB representados na figura 6A e 6B, respectivamente, ou
por compreender um destes encadeamentos.

Un polipeptideo preferido é caracterizado por ter um peso
molecular tedrico de cerca de 28 kDa, determinado de acordo

com a técnica descrita nos exemplos.

A proteina p28 de M. tuberculosis foi caracterizada pela

sua capacidade de ser exportada e, ©por conseguinte,
potencialmente localizada através da membrana bacteriana
plasmdtica ou da parede celular. Além disso, como o mostram
as sequéncias apresentadas na figura 6, determinados
motivos peptidicos da sequéncia estdo repetidos. Por estas

razdes, a proteina p28 de M. tuberculosis é agora mais

frequentemente designada como proteina ERP e o0 gene dgue
contém a sequéncia codificadora desta proteina é chamado
seja gene irsa, seja gene erp.

O peso molecular tedrico da proteina ERP, avaliado em 28
kDa, corresponde a um reso molecular observado
experimentalmente de cerca de 36 kDa (migracéo
electroforética em gel de poliacrilamida desnaturante

(PAGE-DOS) ) .

Un outro polipeptideo interessante no d&mbito da invencédo
compreende uma parte do encadeamento VIII ou VIIIB de
acidos aminados anteriormente descrito e reage
imunologicamente com anticorpos dirigidos contra a proteina

p28 de M. tuberculosis.

Sao sequéncias de acidos aminados particularmente

interessantes no é&ambito da invencdo as sequéncias que
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compreendem um dos encadeamentos seguintes numa ou em
varias coépias:

PGLTS, PGLTD, PGLTP, PALTN, PALTS, PALGG, PTGAT, PTGLD, PVGLD.

Outras sequéncias interessantes séo, por exemplo, a
sequéncia de sinal compreendida entre as posicdes de
nucledétidos 1 e 72 das sequéncias da figura 6A ou 6B ou
ainda a sequéncia compreendida entre os nucledétidos 688 e
855 susceptivel de se comportar como uma sequéncia de
transmembrana.

Estas sequéncias polipeptidicas podem ser expressas sob a
forma de polipeptideos recombinantes. Nestes polipeptideos
recombinantes, aquelas podem ser substituidas em parte, em
especial no que se refere as sequéncias de 5 A&cidos
aminados anteriormente descritas, por sequéncias de
interesse provenientes de micobactérias ou de outros
organismos patogénicos, podendo esta substituicdo conduzir
a incluir, no seio dos polipeptideos recombinantes,
epitopos ou determinantes antigénicos de um organismo
patogénico ou de uma proteina de interesse contra o qual (a
qual) se procuraria obter anticorpos.

Deste modo, os polipeptideos da invencdo, enquanto
apresentam eventualmente eles prbéprios propriedades

antigénicas ou mesmo imunogénicas, podem ser utilizados

como moléculas portadoras interessantes para,
eventualmente, preparar vacinas que tém propriedades
variadas.

A invencéo tem igualmente como objecto anticorpos
monoclonais ou soros policlonais dirigidos contra um
polipeptideo tal como definido anteriormente.

Quando se trata de anticorpos monoclonais, estes sdo de

preferéncia dirigidos especificamente contra um
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polipeptideo da invencdo e ndo reconhecem, por exemplo, a
proteina p28 de M. leprae.
A invencdo tem também por objecto uma composicdo para a

deteccdo in wvitro de uma infecg¢do por M. tuberculosis,

caracterizada por compreender um polipeptideo definido
acima, capaz de reagir imunologicamente com anticorpos

formados num doente infectado por M. tuberculosis.

Uma outra composicdo para a deteccdo in wvitro de uma

infeccdo por M. tuberculosis é caracterizada por uma

sequéncia de nucledtidos que contém pelo menos 9
nucledétidos, proveniente de uma sequéncia definida acima,
ou uma sequéncia de nucledétidos que contém pelo menos 9
nucledétidos e que hibrida em condig¢des severas com o ADN de

M. tuberculosis e ndo hibrida nas mesmas condic¢des com ©

ADN de M. leprae, em que esta sequéncia é uma sequéncia de
ADN ou de ARN eventualmente marcada.

A invencdo tem também por objecto um hospedeiro celular
procaridético ou eucaridtico caracterizado por ser
transformado por uma sequéncia de nucledétidos tal como
descrita nas ©paginas precedentes, sob condigdes que
permitem a expressdo desta sequéncia e/ou a sua exposicdo
ao nivel da membrana do hospedeiro celular e/ou a sua
exportacdo e/ou a sua secregcdo a partir da referida
membrana.

De um modo preferido, os hospedeiros celulares sdo

micobactérias tais como M. smegmatis ou M. bovis BCG.

Outros hospedeiros celulares sdo, por exemplo, E. coli,
células CHO, BHK, Spf9/Baculovirus, leveduras tais como
Saccharomyces cerevisiae ou o virus da vacina.

A invencdo tem também por objecto uma composicgdo
imunogénica que compreende um polipeptideo tal como
apresentado acima ou um hospedeiro celular tal como

definido anteriormente.
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O pedido de patente descreve, além disso, um vector para a
pesquisa e/ou a clonagem e/ou para a expressdo de
sequéncias de nucledétidos funcionais em micobactérias,
derivado de um vector precedentemente descrito e
caracterizado por a sequéncia codificadora proveniente de
um gene que codifica para um marcador de exportacdo e/ou de
secrecdo ser substitulido por wum gene relator ou uma
sequéncia relatora.

O gene ou a sequéncia relatores podem ser desprovidos das
suas sequéncias reguladoras, em particular das suas
sequéncias de ligacdo ao ribossoma e/ou das suas sequéncias
gque permitem a exportacdo e/ou a secrecdo do produto
marcador quando o vector ¢é incorporado num hospedeiro
celular recombinante.

O gene ou a sequéncia relatores contém a sequéncia
codificadora do gene 1lacZ ou uma parte desta sequéncia
suficiente para que o polipeptideo apresente uma actividade
de B-galactosidase.

Um vector particular é caracterizado por compreender num
dos sitios de clonagem do polylinker um encadeamento de
nucledétidos que compreende um promotor e eventualmente
sequéncias de regulacdo, por exemplo para a ancoragem a
superficie, a exportacdo ou, segundo 0s casos, a secregdo
de um polipeptideo que seja produzido sob o controlo do
promotor, do qual se pretende avaliar a capacidade de
promover ou regular a expressdo de uma sequéncia
nucleotidica relatora em micobactérias.

Sdo vectores particulares os plasmideos seleccionados de
entre os plasmideos pJEM12, pJEM13, pJEM14 ou pJEM15 tais
como representados na figura 12.

Um destes vectores pode ser utilizado para avaliar o

interesse de sequéncias de regulacdo ou de expressdo ou
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promotores, por exemplo as sequéncias de promotores pAN,
pblaF*, psul3, pgroES/ELIL.

O pedido de patente descreve igualmente um processo para
determinar a actividade de uma sequéncia que contém num dos
sitios de <clonagem do polylinker um encadeamento de
nucledétidos que compreende um promotor e eventualmente
sequéncias de regulacdo, por exemplo para a exposicdo, a
exportacdo ou, segundo ©0s casos, a secrecdo de um
polipeptideo que seja produzido sob o controlo do promotor,
em micobactérias caracterizado por compreender as fases de:
transformacdo de uma estirpe de micobactérias, por exemplo

M. smegmatis ou M. tuberculosis com um vector anteriormente

descrito,

deteccdo da actividade normalmente associada a presenca do
gene relator ou da sequéncia relatora.

Outras <caracteristicas e vantagens da invencdo serédo
evidentes pela leitura dos exemplos que se seguem assim
como nas figuras.

LEGENDA DAS FIGURAS

Fig. 1

Construg¢édo de pJEM11.

Ver Material e Métodos. pJEM11l tem origens de replicacdo
(ori) de E. coli e de micobactérias. Trata-se, por
conseguinte, de um plasmideo vaivém. O marcador de seleccgdo
&€ um gene de resisténcia & canamicina (Km). O gene PhoA
truncado de pPHO7 (22) estd desprovido de promotor, de
coddo de partida e de sequéncia de sinal, assim a expressdo
e a exportacdo de PhoA dependem da fusdo por traducdo com
as extremidades amino-terminais de outras proteinas. O
terminador de transcricdo (T) do bloco integrado &émega
evita a transcricdo por ‘“read-through” a partis de

sequéncias plasmidicas.
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Fig. 2

Construg¢édo dos plasmideos pLA7l, pLA72 e pLA73.

A insercdo no sitio Bam H1 de pJEM11l de fragmentos BlaF*
(34) de 3 comprimentos diferentes conduz a expressdo de
proteinas de fusdo com a actividade phoA. Foram efectuadas
dosagens colorimétricas de acordo com a técnica de Brockman
e Heppel (8), com o p-nitrofenil-fosfato como substrato. Os
teores em proteinas foram medidos com o auxilio da dosagem
Bio-Rad. As unidades arbitradrias de fosfatase alcalina (aU)

foram calculadas como descrito em Material e Métodos.

Fig. 3
Analises de Western-blot de proteinas de fusédo PhoA
Foram cultivadas em meio Beck que continha canamicina (20

ng/ml) estirpes de M. smegmatis transformadas. Foram

solubilizados ©por SDS extractos totais de Dbactérias
submetidas a ultra-sons, resolvidos por SDS-PAGE e
submetidos a imunoimpressdo. A preparacdo do soro de coelho
anti-PhoA foi descrita precedentemente (34) . Foram
utilizados anticorpos de coelho acoplados a PhoA (promega)
e, como substrato, uma mistura de X-P e de azul de
nitrotetrazdélio (BCIP-NBT, Promega) para revelar as fusdes

PhoA. Coluna 1: PhoA bacteriana purificada, M. smegmatis

transformada por plasmideos pJEM11l; coluna 2, pLA7l: coluna
3, pLA72: coluna 4, pLA73: coluna 5, pExp4l0: coluna 6,
PExp53: coluna 7, pExp59: coluna 8, pExp42l: coluna 9
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Fig. 4

Sequéncias nucleotidicas e de &acidos aminados deduzidas de
segmentos de inserc¢des seleccionados dos plasmideos
PExp410, pExp53, pExp59 et pExp42l.

Os clones de M. smegmatis com a actividade da fosfatase

alcalina foram seleccionados sobre capsulas de
XP/canamicina. Os seus plasmideos foram amplificados em E.
coli XL-1 B e a sequéncia nucleotidica das insercdes foi
determinada como descrito em Material e Métodos. A: pExp4l0
inclui uma parte da lipoproteina de 19 kDa. O quadro de
leitura é mantido na Jjuncdo com phoA (Bam H1/Sau 3A). B:
PExp53 inclui uma parte de um gene que apresenta
similitudes com o antigénio de 28 kDa de M. leprae. Os
dcidos aminados divergentes estdo em caracteres em negrito.
O cod&o de inicio de traducdo é GTG. Os sitios putativos de
clivagem por sinal de ©peptidase estdo indicados por
flechas. C: pExpb9 codifica para uma sequéncia de sinal
caracteristica. Um sitio de ligacdo putativo aos ribossomas
(RBS) estd sublinhado. O sitio putativo de clivagem pela
peptidase de sinal estd indicado por uma flecha. D: pExp42l
codifica para motivos de &cidos aminados conservados com
proteinas da familia das dessaturases de estearoil-
-proteina-portadora de acilo (ACP). R. comm: R. communis

(ricino) .

Fig. 5
O gene similar ao gene do antigénio de 28 kDa de M. leprae
estad presente numa Wdnica «cépia no genoma de M.

tuberculosis.

O ADN gendémico de M. tuberculosis foi extraido seguindo os

protocolos normais (27), digerido pelas endonucleases Pst
I, Sma I, Bst EII, Sph I e Bam HI e submetido a uma

migracdo sobre um gel de agarose a 1%. A hibridacdo de
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Southern-blot foi efectuada de acordo com protocolos
normais (27). A sonda marcada com 32P era um fragmento de

PCR de 180 pb da insercdo de pExp53.

Fig. 6
Sequéncia de nucledtidos (IA e IB) e de acidos aminados
(VIIIA e VIIIB) do produto do gene IRSA que codifica para a

proteina P28 de M. tuberculosis (sdo apresentadas duas

variantes). Este gene é agora designado pela abreviatura
“erp” correspondente a expressdo ‘“exported repetitive
protein”.

Fig. 7

Sequéncias de nucledtidos preliminares de flanco do gene

IRSA de M. tuberculosis.

Fig. 8

Genes de bactérias para a regulacdo do ferro (IRG’s).

Fig. 9
Perfil de hidrofilia DAS PROTZINAS P28 DE M. leprae e M.

tuberculosis

Fig. 10
A) Alinhamento das sequéncias de nucledétidos do gene que

codifica para as proteinas p28 de M. tuberculosis e

de M. leprae.
B) Alinhamento das sequéncias de 4&cidos aminados das

proteinas p28 de M. tuberculosis e de M. leprae.
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Fig. 11

Construcgédo dos plasmideos pJN3 e pJN1l.

Apenas se apresentam os sitios de restricdo e elementos
genéticos pertinentes. Os plasmideos pRR3 e pJdNl foram
descritos na técnica anterior (60) (58). O bloco integrado
édmega foi obtido por digestdo por Smal de pHP45X (59),
seguida da purificacdo de um fragmento de 2 kb de um gel de
agarose utilizando o kit Geneclean (Bio 101 Inc.). As
técnicas normais de ADN recombinante foram utilizadas de
acordo com a descricdo dada no estado da técnica (61). Em
PJIN3 e pJN1l, o gene da P-lactamase (bla) foi interrompido,
oriE e oriM designam as origens de replicacdo de pUC (E.

coli) e de pAL5000 (micobactérias), respectivamente.

Fig. 12.

estrutura dos plasmideos da série pJEM.

(A) Na representacédo esquemdtica dos plasmideos, apenas sdo
indicados o©os elementos genéticos pertinentes. pJEMI15
resultou da clonagem, no sitio Scal de pRP3, i) de um
fragmento obtido por amplificacdo por PCR (utilizando
OJN1 : 5'-AAGCTTCCGATTCGTAGAGCC-3’ e OJN2: 5=
GGGCTCGAGCTGCAG TGGATGACCTTTITGA-3’ como iniciadores; e
pJN1l como matriz) e que contém tT4 e a extremidade
N-terminal de cII; ii) oligonucledétidos de  sintese
correspondentes a MCS1l; e 1iii) o fragmento lacZ’ de
HindIII-Dral de pNM480. pJEM12-13-14 foram obtidos por
clonagem do fragmento amplificado por PCR descrito acima no
sitio Scal de ©pRR3. O0Os oligonucledétidos de sintese
correspondentes a MCS2 foram em seguida inseridos. Por fim,
cada uma das trés formas da série pNM480 foi introduzida no
sitio HindIII em MCS2. (B) Sequéncias nucleotidicas das

regides entre o iniciador OJNl e o 8.° coddo de lacz’
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(marcado KAk Estas sequéncias foram verificadas
experimentalmente. A regido tT4 estd sublinhada e o RBS de
sintese estd em caracteres negrito. A sequéncia de &cidos
aminados da extremidade N-terminal de <c¢cII é dada por
debaixo da sequéncia de ADN. Os sitios HindIII estéo
marcados por um asterisco, uma vez que ndo sdo Unicos. Para
descric¢des complementares, ver a legenda da fig. 11.
EXEMPLOS

I) Identificacdo de genes que codificam para proteinas

exportadas de M. tuberculosis.

Os resultados aqui relatados descrevem a definicdo para
micobactérias de um método genético de identificacédo de
proteinas exportadas. Esta metodologia estd baseada na
fusdo de traducdo com a fosfatase alcalina Dbacteriana
(Phoa) . Estas proteinas de fusdo devem ser exportadas para
ter a actividade PhoA (6, 13, 16). Um gene PhoA foi
utilizado apds supressdo da regido do promotor, do sitio de
ligacdo aos ribossomas e do conjunto da regido que codifica
para a sequéncia de sinal cujo coddo de inicio de traducéo
foi wutilizado. Deste modo, a actividade de fosfatase
alcalina depende da fusdo de traducdo realizada na boa fase
de leitura com uma parte de uma proteina exportada. A
construcédo de um vector plasmidico phoA para as
micobactérias estd descrita em primeiro lugar pois se
mostrou que a introducdo neste vector do gene da
f-lactamase exportada de M. fortuitum (blaF*) (34) conduz a

producdo em M. smegmatis de proteinas de fusdo que

apresentam a actividade enzimdtica PhoA. Construiu-se em
seguida um banco de sequéncias de fusdo entre o ADN

genémico de M. tuberculosis e o gene phoA. Foram isolados

doze clones independentes que exportavam proteinas de
fusdo. Entre estes, foi possivel identificar a lipoproteina

exportada de 19 kDa j& descrita em M. tuberculosis, uma
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nova sequéncia de M. tuberculosis que apresenta semelhancas

com a proteina de 28 kDa de M. leprae, uma proteina gue
comporta residuos de 4cidos aminados conservados com
dessaturases de estearoil-proteina portadora-de acilo (ACP)
e outras sequéncias novas.

MATERIAL E METODOS

Estirpes bacterianas, plasmideos e condi¢des de cultura
As estirpes bacterianas e os plasmideos utilizados neste
estudo estdo apresentados no quadro 1. O crescimento de

estirpes de E. coli e de M. smegmatis, a electroporacdo, a

pesquisa sobre gelose contendo 20 pg/ml de canamicina e 20
ng/ml de fosfato de 5-bromo-4-cloro-3-indolilo (X-P) foram

realizados como descrito anteriormente (14).

M. tuberculosis, isolado de um doente (estirpe 103) foi

cultivado sobre meio sdélido de Lowé&nstein-Jensen.

Manipulag¢do e sequenciagdo de ADN

A manipulacdo de ADN e as analises de Southern-blot foram
efectuadas com o auxilio de técnicas normais (27). Para as
determinacdes das sequéncias, 0s oligonucledtidos
(5-GGCCCGACGAGTCCCGC-3" e 5’'-TTGGGGACCCTAGAGGT-3’) foram
realizados com vista a sequenciacdo através das juncdes de

fusdo das insercdes de M. tuberculosis em pJEMI1l (ver

acima). As sequéncias de ADN plasmidico de cadeia dupla
foram determinadas pelo método de terminacdo de cadeias por
didesoxi (28) utilizando o kit de sequenciacédo T7
(Pharmacia) de acordo com as instrucdes do fabricante, ou
com o kit de sequenciacdo Ciclo Terminador Taqg Dyc Desoxi
(Applied Biosystems), sobre um sistema de PCR GeneAmp 9600
(Perkin Elmer), e foram passadas sobre um sistema de

andlise de ADN - Modelo 373 (Applied Biosystems).
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Analises dos bancos de dados

As sequéncias nucleotidicas foram comparadas com as dos
bancos de dados de EMBL e de GenBank utilizando o algoritmo
FASTA (23) e as sequéncias de proteinas derivadas foram
analisadas para determinar uma semelhanga eventual com as
sequéncias contidas nos bancos de dados de proteinas PIR e

SwissProt utilizando o algoritmo BLAST (1).

construgdes dos plasmideos

pJEM11l: A construcdo de pJEM1l estd resumida na fig. 1. Em
resumo, pPJEM2 foi construido a partir do plasmideo vaivém
PRP3 de E. coli-micobactérias (26), por insercdo do
fragmento lacZ truncado de pNM480 (18), de um multissitio
de clonagem ou poly-linker (MCS) e do terminador de
transcricdo do bloco integrado odmega (24). O fragmento
N-terminal EcoRV-KpnI de lacZ é substituido pelo fragmento
phoA truncado de pPHO7 (11) sem coddo de inicio ou de
sequéncia de sinal para dar pJEM10. Por fim, um coddo de

inicio potencial no MCS foi eliminado para dar pJEMI11.

pLAT1, PLAT2 e PLAT73: Inseriram-se fragmentos de
comprimento diferente de blaF* (34) obtidos por
amplificacdo por PCR no sitio Bam H1 de pJEM1l para dar
pLA71, pLA72 e pLA73 (fig. 2). Os oligonucledétidos (Genset,
Paris) utilizados para a amplificac&o por PCR eram para a
Frente 5’ -CGGGATCCTGCTCGGCGGACTCCGGG-3" e para Tras
57 -CGGGATCCGGTCATCGATCGGTGCCGCGAA-3', 57—
CGGGATCCCGCCGTGCTCGG CCATCTGCAG-3' e 5'-CGGGATCCAGAGTAAG
GACGGCAGCACCAG-3", para pLATL, PLAT2 e PLAT3,
respectivamente. As amplificac¢des por PCR foram efectuadas
num Cycler Térmico de ADN (Perkin Elmer), wutilizando a
polimerase Taq (Cetus), de acordo com as recomendacdes do

fabricante.
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Construg¢édo dos bancos gendémicos de M. tuberculosis

Extraiu-se ADN gendémico de M. tuberculosis de acordo com oOs

protocolos normais (27) Este ADN foi parcialmente digerido
por Sau3A (com 1 U por 2 ug) a 37 °C durante 2 min e 30 s.
A digestdo foi feita parar pela adicédo de fenol. Fez-se
entdo migrar este ADN sobre agarose a baixo ponto de fusédo
(Gibco, BRL). A fraccdo que continha os fragmentos de 400 a
2000 pb foi extraida por agarase (GELase, Epicentre
Technologies) e foi inserida no sitio Bam HI compativel de
PJEM11 com a ligase T4 de ADN Boehringer Mannheim), a 16 °C

durante uma noite.

Dosagem da fosfatase alcalina

Para as dosagens da fosfatase alcalina, cultivou-se M.
smegmatis no caldo L adicionado de tilaxopol a 0,05%
(Sigma) a 37 °C durante 48 h. A actividade da fosfatase
alcalina foi doseada pelo método de Brockman e Heppel (8)
em extractos tratados com ultra-sons como descrito
anteriormente (34), utilizando o fosfato de p-nitrofenilo
como substrato da reaccdo. Os teores em proteinas foram
medidos com o auxilio da dosagem Bio-Rad (Bio-Rad). A

actividade da fosfatase alcalina ¢é expressa em Unidades

1 1

arbitridrias (aU) = DO430x105x1 g de proteina = x min .
Preparacdes de anticorpos, electroforese em gel de SDS—
poliacrilamida e imunoimpresséo

A preparacdo de um soro de coelho anti-PhoA foi descrita
precedentemente (34) . Prepararam-se por tratamento por
ultra-sons extractos celulares de M. smegmatis, a SDS-PAGE

e a imunoimpresséo foram realizadas como descrito

precedentemente (36)
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RESULTADOS
Construgéo de um vector plasmidico vaivém (pJEH1l) para a

producdo de proteinas de fusdo com PhoA em M. smegmatis

PJEM11 possui um gene phoA truncado de E. coli sem coddo de
inicio ou quaisquer elementos de regulacdo (fig. 1). O
sitio multiplo de clonagem permite a insercdo de fragmentos
provenientes de genes que codificam para proteinas
exportadas putativas ao mesmo tempo que 0s seus elementos
de regulacdo. Deste modo, foi possivel produzir proteinas
de fusdo que expressavam a actividade da fosfatase alcalina
quando a fusdo era exportada. pJEMI11l é um plasmideo vaivém
de E. coli/micobactérias que inclui o gene de resisténcia
ao antibidético canamicina de tn9%03 como marcador de

seleccédo.

A insercdo de elementos genéticos responsaveis pela
expressdo e pela exportagdo de p-lactamase em pJEMl1l conduz
a producdo de proteinas de fusdo PhoA enzimaticamente
activas em M. smegmatis

Os trés plasmideos foram construidos por insercdo de
fragmentos de comprimento diferente provenientes do gene da

B-lactamase da estirpe superprodutora M. fortuitum D316

(blaF*) (34) no sitio Bam HI de pJEM11l (fig. 2). Em pLA71,
o fragmento de 1384 pb inclui o promotor, o© segmento que
codifica para os 32 acidos aminados da sequéncia de sinal e
os 5 primeiros A&acidos aminados da proteina madura (ndo
existe sequéncia Shine-Dalgarno para a fixacdo ribossémica
na sequéncia de origem de blaF*). pLA72 possul um fragmento
de 1550 pb que inclui os elementos que codificam para a
sequéncia de sinal e os 61 primeiros &cidos aminados da
proteina madura. Em pLA73, o fragmento de 2155 pb contém a
blaF* inteira. Estes plasmideos foram utilizados para

transformar M. smegmatis e os transformantes foram
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pesquisados para as fusdes PhoA enzimaticamente activas por
revelacdo sobre meios de gelose que continham canamicina e
X-P. O X-P é soluvel e incolor, mas apds clivagem do
fosfato pela fosfatase alcalina, produz-se um precipitado
azul. Deste modo, era possivel identificar facilmente os
clones que produziam a fosfatase alcalina pela sua
coloracdo azul. A expressdo de pLA7l, 72 e 73 em M.
smegmatis conduz a coldnias azuis, enquanto que as colédnias
com pPJEM11l continuaram brancas. Por andlises de Western-
blot verificou-se a producdo de proteinas de fusdo phoA com
um peso molecular aparente de cerca de 47,5 kDa, 54 kDa e
76 kDa, para pLA7l1, pLA72 e pLA73 respectivamente (fig. 3,
coluna 3, 4, 5). Estes pesos moleculares estdo de acordo
com o comprimento da proteina madura fundida com a
fosfatase alcalina (p. M. aparente de 46 kDa, fig. 3,
coluna 1). Em pJEM1l, ndo hé& expressdo de PhoA, como
previsto (fig. 3, coluna 2). A dosagem da actividade da
fosfatase alcalina (ver a fig. 2) destas bactérias confirma
a expressdo de uma actividade enzimdtica com as 3

construgcdes pLA. No entanto, M. smegmatis com pLA73

expressa aproximadamente duas vezes mails actividade em
comparacdo com PLA73 e 72. Em experiéncias distintas,
confirmdmos que a producdo intracelular de phoA sob o
controlo de um promotor micobacteriano, sem fusdo com uma
proteina exportada, ndo estava associada a expressdo da
actividade da fosfatase alcalina. O conjunto destes
resultados indica que neste sistema a actividade da
fosfatase alcalina depende da fusdo de tradugdo e da
exportacdo propriamente dita do produto. Por consequéncia,
pPJEM11l convém para a identificacdo genética das proteinas

exportadas pelas micobactérias.
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Construgdo em M. smegmatis de um banco de fusdes phoA com

fragmentos de ADN gendémico de M. tuberculosis

O ADN gendémico de um produto isolado clinico de M.

tuberculosis foi purificado e parcialmente digerido por

Sau3A. A fraccdo de 400/2000 pb foi inserida no sitio Bam
HI compativel de pJEM1l. Os produtos de ligacdo foram
transferidos para E. coli XL-1 azul por electroporacdo para
obter uma fase de amplificacdo. Cerca de 2500 clones que
continham plasmideos com inserg¢des cresceram sobre um meio
de gelose que continha canamicina. Os plasmideos
purificados a partir de transformantes foram reunidos e

transferidos por electroporacdo para M. smegmatis MC?155.

As Dbactérias transformadas foram expostas sobre gelose
L-canamicina-X-P. Foram obtidos cerca de 14000 clones. Apds
4 dias de incubacdo, observaram-se as primeiras coldnias
azuis, portanto PhoA+. As cédpsulas foram verificadas todos
os dias e foram isoladas novas coldnias PhoA+. As colédnias
clonadas foram lisadas e o seu ADN foi introduzido por
electroporacdo em E. coli XL-1 azul, para as preparacdes de
plasmideos. Ao todo, foram isoladas e sequenciadas 12
insercdes diferentes que permitiam a expressdo de phoA.
Trés sequéncias apresentavam semelhancas com sequéncias

conhecidas.

Fusdo de PhoA com o gene da lipoproteina de 19 kDa de M.

tuberculosis

Um dos plasmideos (pExp410) possui uma insercéo
correspondente a uma parte do gene da proteina de 19 kDa jé
conhecida. Este gene codifica para uma lipoproteina
exportada (5, 31). A fig. 4 mostra a sequéncia de ADN
correspondente a fusdo entre este gene e phoA. Como
previsto, a mesma fase de leitura é mantida entre as duas

proteinas. O peso molecular esperado da proteina de fuséo,
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segundo a sequéncia, devera ser de aproximadamente 57 kDa.
No entanto, o peso molecular verdadeiro observado por
andlise de Western-blot é idéntico ao da proteina PhoA
purificada (fig. 3, coluna 1 e 6), O gque sugere que a
proteina de fusdo estd clivada perto da juncédo PhoA.

Fusdo com uma sequéncia similar ao gene da proteina de 28
kDa de M. leprae.

A proteina de 28 kDa de M. leprae é um antigénio principal
que ¢é frequentemente reconhecido pelos soros de doentes
atingidos pela forma lepromatosa da lepra (9). No banco de

insercdo de M. tuberculosis preparado, foi identificada uma

sequéncia incluida num vector recombinante (pExp53) que
apresenta uma semelhanca de T7% com a sequéncia
nucleotidica deste gene e de 68% para a sequéncia de acidos
aminados deduzida (fig. 4 B). Na anédlise por Western-blot,
o peso molecular da proteina de fusdo é de cerca de 52 kDa
(fig. 3, coluna 7), o que faz prever cerca de 45 acidos
aminados da proteina micobacteriana na proteina de fuséo,
apds clivagem do peptideo de sinal. Isto estd conforme com

o comprimento do fragmento do gene de M. tuberculosis

fundido com phoA (fig. 4 B).
Foram realizadas analises de Southern-blot do ADN gendmico

de M. tuberculosis. Demonstrou-se que um fragmento de 180

pb da insercdo de 2 kb do plasmideo pExp53 ndo contém
qualquer sitio de restricdo para as endonucleases PstI,
Smal, BamHI, BstEII e SphIl. Este fragmento foi amplificado

por PCR. O ADN gendémico de M. tuberculosis foi digerido com

0 auxilio destas enzimas e foi sondado com o fragmento de
PCR marcado com 32P. Como se pode ver na fig. 5, foi
observada apenas uma banda quando o ADN gendémico foi
digerido com cada uma das cinco enzimas, O que sugere que O
gene estd presente numa unica cbépia no genoma de M.

tuberculosis.
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Outras fusdes PhoA que incluem as sequéncias de sinal
putativas

A fig. 4 mostra a sequéncia de uma insercdo incluida num
vector recombinante (PExp59) fundido com phoA. Esta
insercdo apresenta uma sequéncia de sinal tipica que
permite a exportacdo de proteinas. A sequéncia apresentada

esté conforme com as regras habituais tais como

estabelecidas nas bactérias Gram-negativas (25). Esta
sequéncia contém dois acidos aminados carregados
positivamente (Arg, Asn) depois do coddo de inicio,

seguidos por um peptideo  hidréfobo, com um Gly,
correspondente provavelmente a wuma lacada na estrutura
tridimensional do peptideo. Um sitio potencial de clivagem
pela peptidase de sinal estd indicado por uma flecha, o que
dd uma proteina de fusdo com um peso molecular préximo do

de phoA, como mostra a fig. 3, coluna 8, em conformidade.

Proteinas de fusdo PhoA com motivos de &acidos aminados
conservados com dessaturases estearoil-proteina-portadora
de acilo (ACP)

As dessaturases ACP sé&o enzimas implicadas nas vias da
biossintese dos &acidos gordos. Em geral, estas enzimas s&o
proteinas de membrana integrais (29). Por anédlises do
plasmideo pExp42l1 do banco preparado foram revelados dois
motivos de &cidos aminados conservados com dessaturases
ACP, um de 9 A&cidos aminados e o segundo de 14 &cidos
aminados (fig. 4 D). O resto da sequéncia ndo revelou

qualquer semelhanca significativa com proteinas conhecidas.

DISCUSSAO
Foram encontradas mais de 30 proteinas segregadas em

filtrados de BCG ou de M. tuberculosis a curto termo, com




28

um minimo de lise da bactéria ((1, 19, 38). Estas proteinas
foram classificadas de acordo <com © respectivo peso
molecular e com as suas reactividades imunoldgicas. Algumas
foram caracterizadas de modo mais completo. Por exemplo, as
proteinas segregadas do complexo do antigénio 85 (os
antigénios 85 A, B e C(C) sdo proteinas de 32 kDa que
apresentam reaccdes seroldgicas cruzadas (7, 35). Os
antigénios 85 A e 85 B apresentam uma afinidade para com a
fibronectina e estardo implicados na internalizacdo de M.

tuberculosis nos macréfagos. Os genes destas proteinas

imunogénicas (7) e de proteinas de 23 kDa (MPB64) (37) e de

19 kDa (5) foram clonados e sequenciados e foram
encontradas sequéncias de peptideos de sinal
caracteristicas de proteinas exportadas. As proteinas

recombinantes produzidas a partir destes genes seréo
ferramentas interessantes para o diagnéstico seroldgico da
tuberculose. A dismutase de superdxido (SOD) de 23/28 kDa é
abundante nos filtrados de cultura a curto termo e estard
implicada na sobrevivéncia das micobactérias no
fagolisossoma. O gene que codifica para a SOD na M.

tuberculosis foi clonado e sequenciado (39) . De modo

interessante, n&o foi encontrada qualquer sequéncia de
peptideo de sinal caracteristica. Isto sugere uma via
especifica de secrecdo desta enzima pelas micobactérias.
Proteinas segregadas em duas gamas estreitas de peso
molecular (6-10 kDa e 26-34 kDa) sdo antigénios principais
das células T (3) e induzem nos ratinhos respostas
imunitdrias em células T protectoras frente a uma amostra

por micobactérias vivas do complexo de M. tuberculosis (4).

Foli sugerido que as diferencas nas respostas imunitdrias
observadas entre as bactérias vivas e mortas sdo devidas a
estas proteinas exportadas/segregadas (20) Estes diversos

resultados preliminares sugerem que uma melhor
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caracterizacdo de proteinas exportadas/segregadas das

bactérias patogénicas do complexo de M. tuberculosis seria

de grande utilidade tanto para a compreensdo do seu poder

patogénico como para a realizacgdo de novas vacinas.

Se as proteinas segregadas foram estudadas por métodos
bioguimicos, outras metodologias genéticas mostrar-se—-iam
necessarias. Utilizando wum gene phoA truncado, foram
estabelecidos sistemas de fusdo que permitem a fixacdo das
extremidades amino de outras proteinas sobre PhoA. Esta
abordagem baseia-se sobre a fosfatase alcalina bacteriana
periplasmdtica de E. coli. Esta enzima deve estar
localizada de modo extracitoplasmdtico para ser activa.
Deste modo, a fosfatase alcalina pode ser utilizada como
sonda de localizacdo subcelular.

Foi elaborada e aqui descrita uma metodologia PhoA para a
identificacdo de proteinas exportadas pelas micobactérias.
A insercdo de DblaF* em pJEM1l conduz a producédo em M.
smegmatis de proteinas de fusdo com a actividade de
fosfatase alcalina. Além disso, fusdes de PhoA com 3
fragmentos diferentes de Blab* eram enzimaticamente
activas, o que sugere que a maior parte das fusdes em fase
com proteinas exportadas terdo uma actividade de PhoA.

Foi construido e expresso em M. smegmatis um banco de

insercdes de M. tuberculosis em pJEM1l. Neste banco, foi

isolada uma parte do gene que codifica para a lipoproteina
exportada conhecida de 19 kDa (pExp4l10). Esta proteina de

M. tuberculosis ¢é um dos antigénios serologicamente

imunodominantes encontrados neste Dbacilo. Anédlises da
sequéncia de ADN do gene que codifica para este antigénio
indicam que a regido NHy-terminal hidréfoba é um peptideo
de sinal de lipoproteina (5). Uma parte desta lipoproteina

foi fundida a proteina A de superficie externa de Borrelia
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burgdorferi para construir wuma vacina BCG recombinante
capaz de induzir uma forte resposta imunitéaria (31).

Foram igualmente identificadas duas outras sequéncias que
apresentam semelhancas com as proteinas exportadas ou de
membrana.

Verificou-se que pExp53 apresenta semelhancas com o gene do
antigénio de 28 kDa de M. leprae. Este antigénio de M.
leprae foi encontrado por pesquisa de um banco de Agtll com
o soro de doentes atingidos com a forma lepromatosa da
lepra. E um antigénio principal implicado na resposta
imunitdria humoral a M. leprae (9). De modo interessante,
verificou-se que um peptideo de 20 acidos aminados desta
proteina apresenta uma semelhanca considerdvel com um

peptideo do antigénio de 19 kDa de M. tuberculosis, e é um

epitopo de células T gque apresentam reaccdes cruzadas (12).
A sequéncia de ADN do gene que codifica para o antigénio de

AN}

28 kDa de M. leprae sugere que “a sequéncia de &cidos
aminados prevista da proteina contém um peptideo de sinal
potencial na sua extremidade amino-terminal e dois longos
dominios hidréfobos, o que sugere que a mesma estd dirigida
para a localizacdo sobre a membrana plasmdtica bacteriana
ou a parede celular” (9).

Uma proteina de fusdo codificada por um plasmideo do nosso
banco (pExp42l) partilhava motivos de &cidos aminados com
as dessaturases. As dessaturases ACP sdo enzimas implicadas
nas vias da biossintese dos é&cidos gordos. Em geral, estas
enzimas sdo proteinas de membrana integrais (39). Este
resultado sugere que é possivel ter-se isolado uma parte de

um gene importante no metabolismo dos lipidos de M.

tuberculosis, talvez implicado na via da biossintese da

parede celular lipidica.
Foi encontrado um outro plasmideo (PExp59) com  uma

sequéncia de sinal putativa caracteristica. -
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Em conclusdo, os resultados apresentados demonstram que a
tecnologia de PhoA para a identificacdo genética de
proteinas exportadas pode ser adaptada com éxito para M.

tuberculosis. Pesquisas preliminares de um Dbanco de

insercdes que ddo proteinas de fusdo PhoA puseram em
evidéncia sequéncias que apresentam semelhancas com as

proteinas exportadas conhecidas.

IT) Expressédo da proteina P28 de M. tuberculosis

A BCG é uma vacina viva. E a Unica vacina utilizada para
proteger contra a tuberculose. A sua eficdcia tem-se
revelado variavel segundo as populacdes vacinadas, indo de
desde cerca de 80% na Gra-Bretanha até 0% na India. Parece,
por conseguinte, indispensavel investigar uma vacina mais
eficaz. Por outro lado, o facto de utilizar uma vacina viva
pde hoje problemas por causa da extensdo da epidemia da

SIDA.

Varios trabalhos mostraram que antigénios exportados por

Mycobacterium tuberculosis, o agente da tuberculose, tinham

um efeito protector contra um ensaio pela estirpe
virulenta. Os trabalhos aqui relatados consistiram em
utilizar um método genético para isolar e estudar os genes

de M. tuberculosis que codifica para proteinas exportadas.

N6s descrevemos aqui o isolamento e a caracterizacdo de um
gene que codifica para uma proteina que possul homologias

com a proteina de 28 kDa de Mycobacterium Ileprae 7Jéa

descrita.

Metodologia para a clonagem de genes que codificam para
proteinas exportadas.
A metodologia exposta em pormenor na parte I baseia-se na

utilizacdo de fusdes de traducdo com o gene que codifica
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para a fosfatase alcalina de Escherichia coli, PhoA. Estas

proteinas de fusdo apenas tém uma actividade de fosfatase
alcalina detectdvel quando sdo exportadas. Construiu-se um
vector plasmidico que possuia um gene phoA desprovido do
seu promotor, do seu sitio de acoplamento ao ARN ribossomal
e da sua sequéncia de sinal. A partir deste vector apenas
foi possivel observar uma actividade de PhoA apds fusdo de
traducdo no quadro correcto de leitura com uma proteina
exportada. O vector, designado pJEM11l, possui uma origem de
replicacdo para E. coli e uma outra para as micobactérias.
Possui igualmente um marcador de seleccdo, © gene de
resisténcia a canamicina do transposdo Tn9%05. Um sitio

maltiplo de clonagem precede o gene phoA truncado.

Foi construido em pJEMI1l um banco de ADN gendmico,

proveniente de uma estirpe de M. tuberculosis (Mt1l03)

isolada a partir de um doente tuberculoso, por insercdo de
fragmentos de ADN provenientes de uma hidrélise parcial
pela enzima Sau3a. Os clones seleccionados permitiram
identificar um fragmento de nucleétido do gene de 28 kDa de

M. tuberculosis homélogo do gene que codifica para a

proteina de 28 kDa de M. leprae.

Nos doentes lepromatosos, observam-se anticorpos dirigidos
contra esta proteina de 28 kDa, deixando supor que esta
proteina é um antigénio imunodominante. Fez-se a hipdtese

de que em M. tuberculosis, a proteina de 28 kDa que possui

homologias com a proteina de 28 kDa de M. leprae poderia
ser também um antigénio imunodominante e que poderia servir
para a construcdo de ensaios imunoldégicos especificos que
permitissem a deteccdo da infeccdo tuberculosa ou da doenca
tuberculose. Poderia talvez ser utilizada para a construcdo
de vacinas sub-unitdrias em diferentes preparacdes de

vacinas. Além disso, poderia ser util como vector para a
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expressdo de antigénios nas micobactérias para a construcdo

de vacinas recombinantes.

Clonagem e sequenciagcdo do gene que codifica para uma

proteina de 28 kDa de M. tuberculosis

Utilizando a insercdo contida no plasmideo pExp53 como
sonda, clonou-se © gene inteiro que codifica para a

proteina de 28 kDa de M. tuberculosis por hibridacdo sobre

coldénia de um banco de ADN de M. tuberculosis construido

por insercgdo de fragmentos de ADN de M. tuberculosis de

dimensdo compreendida entre 2 e 6 kb obtidos por hidrdlise
total com a enzima PstI no vector pBluescript KS-. O

fragmento PstI de M. tuberculosis correspondente ao clone

positivo e que compreende uma insercdo de 4,1 kb foi
sequenciado. A figura 10 mostra a sequéncia nucleotidica do
fragmento e as semelhancas com o gene que codifica para a
proteina de 28 kDa de M. leprae. A sequéncia do gene de 28

kDa de M. tuberculosis & como a de M. leprae precedida de

uma sequéncia que possui semelhancas com as caixas “ferro”
encontradas a montante dos genes expressos quando de uma
caréncia em ferro. Verifica-se uma situacdo de caréncia de
ferro quando do crescimento in vivo. A hipdtese feita é de
que a expressdo deste gene é induzida quando do crescimento
nos macrdéfagos das micobactérias que contém este gene. Além

disso, a proteina de 28 kDa de M. tuberculosis possui na

sua parte central duas regides que contém motivos de 5
dcidos aminados repetidos em tandem, que estdo ausentes da

proteina homéloga de M. leprae. Foram identificadas

anteriormente estruturas repetidas andlogas nos antigénios
principais presentes na superficie de outros agentes
patogénicos bacterianos ou parasitdrios, tais como a
proteina M (40) dos Streptococcacea e a proteina CS dos

Plasmodiae (41).
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A totalidade ou parte da proteina de 28 kDa de M.

tuberculosis cuja sequéncia do gene é aqui apresentada

poderia ser um antigénio protector potencial para a
construcdo de wuma vacina contra a tuberculose. Um tal
antigénio pode ser obtido por purificacdo a partir de

extractos celulares de M. tuberculosis ou a partir de

extractos Theterdlogos geneticamente recombinados. Além

disso, a proteina de 28 kDa de M. tuberculosis ou peptideos

que derivam desta poderiam ser um antigénio utilizadvel nos

ensaios ELISA para a despistagem de doentes tuberculosos.

Utilizando o gene de 28 kDa de M. tuberculosis como sonda,

apenas se observou uma hibridacdo nas condic¢des de elevado
rigor com © ADN gendmico das estirpes gque pertenciam ao

complexo M. tuberculosis. Por consequéncia, a sequéncia

correspondente ao gene de 28 kDa de M. tuberculosis é uma

sequéncia especifica que pode ser utilizada para ensaios de
deteccdo dos bacilos da tuberculose, utilizando sondas de
ADN ou ARN e métodos de amplificacdo genética in wvitro.

A regido reguladora e o gene da 28 kDa de M. tuberculosis

podem ser utilizados como moléculas portadoras para
expressar antigénios heterdlogos na BCG ou qualquer outro
vector micobacteriano Gtil para a construcdo de vacinas.

III) Expressd3o de genes de micobactérias; avaliacdo de

diferentes promotores de expresséo

Um aspecto importante dos resultados obtidos diz respeito a
construcdo de ferramentas genéticas para o estudo da
expressdo dos genes nas micobactérias. Foram wutilizados
vectores sequéncia de regulacdo-sonda na técnica anterior
para isolar e analisar sequéncias de regulacdo num grande
nimero de bactérias (54). A definic&o pelos inventores

destas ferramentas proéprias das micobactérias facilita o
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estudo dos mecanismos genéticos que regulam s viruléncia
nas espécies patogénicas e o isolamento de novas sequéncias
de regulacdo que seriam Uteis para a realizacdo de vacina
BCG recombinante melhorada.

Inicialmente, a expressdo de genes micobacterianos foi

estudada nos sistemas heterdlogos, Escherichia coli e

Streptomyces lividans (40) (51) (60). Estas andlises

sugerem que a maioria dos genes micobacterianos séo

expressos mais eficazmente em S. lividans que em E. coli.

Ulteriormente, foram construidos vectores a Dbase de
plasmideos micobacterianos que poderiam ser utilizados para
estudos nos sistemas homélogos. Os vectores pYUB75 e pYUB76
foram concebidos para seleccionar fusdes de genes a um gene

lacz truncado de Escherichia coli (42). O plasmideo pSD7

permite a construcdo de fusdes de operdes a um gene da
acetiltransferase de cloranfenicol (CAT) sem promotor (47).
Utilizando este vector, foi isolado um certo nuUmero de
sequéncias de regulacdo e estas foram avaliadas tanto em E.

coli como em Mycobacterium smegmatis.

Os inventores descreveram outras construcdes de vectores da
série pJEM que tém vArias vantagens: estes vectores
compreendem um terminador de transcricdo e multissitios de
clonagem adaptados e permitem fusdes tanto de operdes como
de genes lacZ. Escolheu-se lacZ como gene relator uma vez
que a enzima codificada, a pP-galactosidase, continua activa
quando se fundem sequéncias heterdélogas na sua extremidade
amino-terminal (45) (64). A sua actividade pode ser
facilmente medida in vitro, mesmo a niveis muito baixos com
o) auxilio de compostos fluorescentes (48) . A
p-galactosidase é igualmente muito imunogénica. Esta enzima
induz respostas imunitidrias tanto humorais como celulares
apbdés apresentacdo ao sistema imunitdrio de ratinhos por

bactérias recombinantes (44) (506) . Deste modo, a



36

B-galactosidase pode igualmente ser utilizada como relator
do poder imunogénico de uma vacina recombinante. Utilizando
vectores pJEM, ¢é possivel 1isolar novas sequéncias de
regulacdo activas em BCG e ensaiar as estirpes BCG
recombinantes no que se refere a sua capacidade para
induzir respostas imunitdrias em ratinhos.

Foi igualmente levado a efeito um estudo comparativo das

actividades de diversos promotores em M. smegmatis e BCG.

Os resultados sugerem que as polimerases de ARN de M.
smegmatis e de BCG ndo partilham a mesma especificidade.
Construcdo de vectores pJEM. Idealmente, um  vector
plasmidico promotor-sonda deve conter cinco elementos: 1)
um replicdo, 1i) um marcador de selecgcdo e um bloco
integrado relator que contém iii) um terminador de
transcricdo seguido iv) de multissitios de clonagem (MCS) e
v) de um gene relator desprovido das suas sequéncias de
regulacdo.

Para construir um vector de clonagem de promotor as
micobactérias, ndés utilizédmos o replicdo derivado do

plasmideo pAL5000 de Mycobacterium fortuitum e o gene da

resisténcia & canamicina (aph) de Tn903 (58) . Estes
elementos genéticos sdo os componentes de base da maioria
dos plasmideos actualmente utilizados para a transformacdo
das micobactérias. Parece que estes elementos conferem uma
elevada estabilidade aos <clones transformados de M.

smegmatis e M. bovis BCG tanto in vitro como in vivo (no

ratinho) mesmo na auséncia de seleccdo pelos antibidticos

(56). Para facilitar a preparagdo e a manipulacgdo de ADN
epissomal, a maior parte destes plasmideos contém
igualmente um replicdo de E. coli. Deste modo, nds

escolhemos o plasmideo pRR3, um vector wvaivém E. coli-

micobactérias que contém estes trés elementos genéticos,

como vector de base (58).
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Ndo foi ainda caracterizado qualquer terminador de
transcricdo micobacteriano. Para examinar se o terminador
de transcricdo do colifago T4 (tT4) estava activo como
sitio de terminacdo para as polimerases de ARN de
micobactérias, o interposdo odémega (57) foi clonado no
plasmideo pJN3, a montante do elemento sRBS-cII-lac?,
gerando pJN11l (fig. 11). O fragmento oémega é composto por
um gene de resisténcia a estreptomicina/espectinomicina
enquadrado por curtas repeticdes invertidas que contém tT4.
A  insercdo de Omega num fragmento de ADN conduz a
terminacdo da sintese de ARN em E. coli (57). Construiu-se
pJN3 por clonagem, no sitio Scal de pRR3, de um bloco
integrado composto por um lacZ truncado associado a um RBS
de sintese (sRBS) e a extremidade 5’ do gene de regulacéo
cII do fago lambda e o promotor pL (fig. 11). Transformou-

-se M. smegmatis mc2155 (61) com pJN3 (pL-sRBS-cII-lacZ) ou

PJIN11 (pL-XsRBS-cII-lacZ) por electroporagdo e o0s clones
transformados foram detectados apds crescimento sobre
cédpsulas LB-Xgal. Os clones transformantes que possuem pJN3
deram colénias azuis e os clones transformantes que possuem
pJN11 deram colénias brancas. A actividade da

B-galactosidase em M. smegmatis (pJN1ll) era 50 vezes

inferior a de M. smegmatis (pJN3) (quadro 2). Deste modo, ©

tT4 contido na insercdo X age como terminador de

transcricdo eficaz em M. smegmatis.

Sintetizou-se in vitro um fragmento de ADN que contém o
segmento tT4 seguido do elemento sRBS-cII-lacZ de pJN1ll por
amplificacdo por PCR e adicionou-se um MCS (MCS1l), que
contém 6 sitios de restricdo tUnicos. O bloco integrado
resultante foi subsequentemente clonado no sitio Scal de
PRR3, dando o vector de fusdo de operdes pJEM15 (fig. 12).

A electroporacdo de M. smegmatis MC?155 e do BCG com este

plasmideo conduziu a coldénias brancas sobre as céapsulas de
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LB-Xgal com uma actividade muito fraca da pf-galactosidase
(quadro 2). Pelo contrario, em E. coli, pJEM15 expressou
uma actividade da Pf-galactosidase mais elevada e, por
consequéncia, uma coloracdo azul sobre as capsulas de LB-
-Xgal. Isto é provavelmente devido ao seu nUmero de cédpias
elevado. Em E. coli, estdo presentes vectores num numero de
coépias elevado (superior a 500), enquanto que nas
micobactérias, os plasmideos derivados de replicdes pAL5000
tém um ntmero de cépias de aproximadamente 3 a 10 (50). O
ensaio de fragmentos de ADN para a actividade de promotor,
com o auxilio de pJEM15, por pesquisa azul-branco, deve
ser, deste modo, efectuado directamente nas micobactérias.
Para obter vectores que permitam fusdes de genes de lacZ,
ndés seguimos uma estratégia similar. As trés formas de lacZz
truncado da série pNM480 (55), que diferem umas das outras
por “poér em fase de traducdo” um sitio HindIII localizado
na sua extremidade 5’, foram clonadas a jusante de tT4 e de
um MCS (MCS2) que continha 7 sitios de restricdo unicos, no
sitio Scal de pRR3. Os plasmideos resultantes pJEM12-13-14
(fig. 12) permitem, deste modo, a clonagem de uma ampla
gama de fragmentos de restricdo em fase com lacZ.

Avaliacdo de diversos promotores em M. smegmatis e BCG.

Construiram-se fusdes de operdes entre o bloco integrado
relator cII-lacZ e os promotores pAN (56), pblaF* (63),
psul3 (52) e pgroES/EL1 (49). A actividade destes

promotores foi avaliada em M. smegmatis e em M. bovis BCG.

Os trés primeiros promotores foram isolados a partir de
espécies micobacterianas. pblaF* é um mutante de expressdo
elevada de pblaF, que dirige a expressdo do gene da p-

lactamase de M. fortuitum; pAN & um promotor de M.

paratuberculosis e psul3 um componente de elemento genético

mével de M. fortuitum Tn6l0. Estes promotores foram

localizados sobre a base da cartografia de sitios de inicio
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de transcricdo (pblaF* e pAN) ou por anadlise de eliminacéo

(psul3) (62). pgroES/EL1 & um promotor de Streptomyces

albus que regula a expressdo do operdo groES/ELl e é activo

tanto em M. smegmatis como em BCG (65).

As experiéncias de clonagem foram efectuadas directamente

em M. smegmatis. Isolaram-se fragmentos de ADN que

continham cada um dos promotores e inseriram-se em MCS1 de
PJEM15 digerido pelas enzimas de restricdo apropriadas. As
misturas de ligacdo resultantes foram wutilizadas para

transformar M. smegmatis mc2155 por electroporacdo e

seleccionaram-se coldnias para electroduzir E. coli MC1061
(45) como descrito anteriormente (43) . Isolaram-se e
analisaram-se plasmideos destes clones de E. coli. Os que
correspondiam as construgdes pretendidas pJIN29 a pJN32
(quadro 2) foram utilizadas para a electroporacdo de BCG
(estirpe Pasteur).

A actividade da p-galactosidase foi doseada sobre extractos

submetidos s ultra-sons de M. smegmatis e de BCG (guadro

2). A actividade dos promotores variou consideravelmente
tanto entre os promotores num hospedeiro micobacteriano
como entre os hospedeiros para cada promotor. A forca

relativa destes promotores ndo era a mesma em M. smegmatis

e BCG. Se bem que pblaF* fosse o promotor mais potente

tanto em M. smegmatis como no BCG, a situacdo é diferente

para os outros promotores. pAN e pgroES/EL1 eram mais

activos que psul3 em BCG, mas em M. smegmatis, psul3 era

mais activo que pAN ou pgroES/E11l.
Das Gupta e colaboradores (47) efectuaram buscas em bancos

de ADN de M. smegmatis e de M. tuberculosis para a

actividade de promotor em M. smegmatis. Estes autores

assinalaram uma frequéncia de promotores 10 a 20 vezes mais

elevada no ADN de M. smegmatis. Além disso, promotores

muito activos eram mais raros nos bancos de ADN de M.
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tuberculosis do gque nos de M. smegmatis. Estes autores

sugeriram que o0s promotores de M. tuberculosis podem ter

divergido consideravelmente dos de M. smegmatis. Os

resultados aqui apresentados sugerem que a maquinaria de

transcricdo de M. smegmatis e de M. bovis BCG, espécie

muito aparentada com M. tuberculosis, pode ser diferente.

Em conclusdo, a familia de vectores construidos facilita o
estudo da expressdo de genes nas micobactérias. Fragmentos
de uma ampla gama podem ser facilmente clonados em fase em
lacz’” (fusdo de genes) ou a montante de cII-lacZ (fusdo de
operdes) e podem ser avaliados para a actividade de
promotor por pesquisa azul-branco de transformantes
micobacterianos sobre cédpsulas LB-Xgal. A actividade destes
promotores pode também ser medida (por dosagem da
actividade da B-galactosidase), as suas sequéncias
determinadas e o seu sitio de inicio de transcricédo
cartografado (por anadlises de extensdo de iniciador)

w

utilizando o) iniciador universal” ou sequéncias

aparentadas (53) como iniciador.

IV) Expressdo da proteina ERP sob forma recombinante em E.

coli

A proteina ERP foili expressa sob forma recombinante em E.
coli e foi purificada por cromatografia de afinidade. Foram
realizados dois tipos de fusdes entre ERP e fragmentos
peptidicos que tinham uma forte afinidade para suportes
cromatograficos especificos (Amilose, sistema MalE; Niquel
Ni2+) quelado, para o sistema Histidina). Trata-se de

ERP sem a sua sequéncia de sinal fundida em C-ter com a
proteina que liga a maltose (MalE) de E. coli (MalE-ERP);
ERP sem a sua sequéncia de sinal (ERP(His)e ss) ou na sua
totalidade (ERP(His)g) e que possui 6 Acidos aminados

histidina em C-ter.
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Apds purificacdo, a andlise destas trés proteinas de fusdo
em electroforese PAGE-SDS indica que o polipeptideo ERP
possui um peso molecular (PM) relativo de 36 kDa. Existe
uma diferenca importante entre o PM calculado a partir da
sequéncia (28 kDa) e o PM observado experimentalmente (36
kDa) . Este atraso na migracdo electroforética poderia
resultar do forte teor em residuos prolina ou de

modificag¢des pds-traducéo.
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1.

REIVINDICAGOES

Sequéncia de nucledtidos proveniente de um gene qgue

codifica para uma proteina exportada de M. tuberculosis,

caracterizada por ser seleccionada de entre as sequéncias

seguintes:

uma sequéncia IA que corresponde ao encadeamento de
nucledétidos representado na figura 6A ou uma sequéncia
IB que corresponde ao encadeamento de nucledtidos
representado na figura 6B ou uma sequéncia que
codifica para uma proteina exportada de M.

tuberculosis e que hibrida em condigdes de elevada

especificidade com uma sequéncia IA ou IB,

uma sequéncia que compreende o encadeamento de
nucledétidos IA ou compreende o encadeamento de
nucledétidos IB e que codifica para uma proteina P28 de

M. tuberculosis que tem um peso molecular tedrico de

cerca de 28 kDa,

uma sequéncia compreendida na sequéncia IA ou na
sequéncia IB e que codifica para um polipeptideo
reconhecido por anticorpos dirigidos contra a proteina

P28 de M. tuberculosis, que corresponde ao

encadeamento de &cidos aminados VIIIA representado na
figura 6A ou ao encadeamento de acidos aminados VIIIB

representado na figura 6B.

uma sequéncia IV que compreende as sequéncias
reguladoras do gene que compreende a sequéncia
codificadora IA ou a sequéncia codificadora IB, em que
estas sequéncias estdo contidas nas sequéncias

nucleotidicas a montante e a jusante representadas na



figura 7A e na figura 7B,

u uma sequéncia V que corresponde ao encadeamento
compreendido entre os nucledtidos 1 a 72 da sequéncia
IA ou da sequéncia IB e correspondente a sequéncia de

sinal,

u uma sequéncia VI que corresponde ao encadeamento
compreendido entre os nucledétidos 62 a 687 da

sequéncia IA ou da sequéncia IB,
u uma sequéncia VII que corresponde ao encadeamento
compreendido entre os nucledétidos 688 e 855 da

sequéncia IA ou da sequéncia IB.

2. Polipeptideo de M. tuberculosis, caracterizado por

corresponder ao encadeamento de &cidos aminados VIIIA ou ao
encadeamento de acidos aminados VIIIB representados
respectivamente na figura 6A e na figura 6B ou por

compreender este encadeamento.

3. Polipeptideo de acordo com a reivindicacdo 2,
caracterizado por ter um peso molecular tedrico de cerca de

28 kDa.

4. Polipeptideo de acordo com a reivindicagcdo 2 ou 3,
caracterizado por ter um peso molecular observado de cerca
de 36 kDa, determinado por migracdo electrofonética em gel

de poliacrilamida desnaturante (PAGE-DOS).

5. Polipeptideo caracterizado por compreender uma parte
do encadeamento VIIIA ou do encadeamento VIIIB de &cidos

aminados de acordo com a reivindicagdo 2 e por reagir



imunologicamente com anticorpos dirigidos contra a proteina

P28 de M. tuberculosis que corresponde ao encadeamento

VIIIA ou ao encadeamento VIIIB de &cidos aminados.

6. Polipeptideo de acordo com a reivindicacdo 2, 3 ou 4,
caracterizado por compreender um ou varios dos
encadeamentos seguintes: PGLTS, PGLTD, PGLTP, PALTN, PALTS,
PALGG, PTGAT, PTGLD, PVGLD.

7. Polipeptideo de acordo com uma das reivindicacdes 2 a
4, caracterizado por um ou varios dos encadeamentos
seguintes:

PGLTS, PGLTD, PGLTP, PALTN, PALTS, PALGG, PTGAT, PTGLD,
PVGLD

estar substituido por uma sequéncia de &cidos aminados de
um epitopo ou de um determinante antigénico de um organismo

patogénico determinado.
8. Anticorpos monoclonais ou soro policlonal dirigidos
contra um polipeptideo de acordo com uma qualquer das

reivindicacdes 2 a 7.

9. Composicdo para a deteccdo in vitro ou in vivo de uma

infecc¢do por M. tuberculosis, caracterizada por compreender

um polipeptideo de acordo com uma qualquer das
reivindicacdes 2 a 7 capaz de reagir imunologicamente com
anticorpos formados num doente infectado por M.

tuberculosis.

10. Composicdo para a deteccdo in vitro de uma infeccéo

por M. tuberculosis, caracterizada por compreender uma

sequéncia de nucledtidos que contém pelo menos 9

nucleétidos, proveniente de uma sequéncia de acordo com a



reivindicacdo 1, ou uma sequéncia de nucledétidos que contém
pelo menos 9 nucledétidos e que hibrida em condigdes severas

com o ADN de M. tuberculosis e ndo hibrida nas mesmas

condigc®es com o ADN de M. leprae, em que esta sequéncia &

uma sequéncia de ADN ou de ARN eventualmente marcada.

11. Utilizacdo de um polipeptideo ou de uma sequéncia de
acidos aminados de acordo com uma qualquer das

reivindicacdes 2 a 7 como molécula portadora.

12. Hospedeiro celular procaridtico ou eucaridético,
caracterizado por ser transformado por uma sequéncia de
nucledétidos de acordo com a reivindicacdo 1 sob condicdes
que permitem a expressdo desta sequéncia e/ou a sua
exposicdo ao nivel da membrana do hospedeiro celular e/ou a
sua exportacdo e/ou a sua secrecdo a partir da referida

membrana.

13. Hospedeiro celular de acordo com a reivindicacéo 12,
caracterizado por se tratar de uma micobactéria, por

exemplo uma estirpe de M. smegmatis, M. tuberculosis ou M.

bovis.

14. Composicdo imunogénica, caracterizada por compreender
um polipeptideo de acordo com uma qualquer das
reivindicacdes 2 a 7 ou um hospedeiro celular de acordo com

uma qualquer das reivindicacdes 12 ou 13.

Lisboa, 16 de Abril de 2008
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A. M tuberculosis 19 kDa (pExp410)

126
Ser His Tyr Lys IUe
AGC CAC TaC AA ATCI C GG ATA CGT ACG
_ © BamHVY Sau 3A PhoA reading frame

B. M. tberculasis 28kDa (pExp53) 0
i 1
Start Pro Asn Arg Ser Arg Ser Lys Len Ser

GTTCC QTG CCG MC CGC AGG SG AGC %AG CTC TCG
Tes : n A i 0T

M. leprae Sian Pm Asn Arg Arg Arg Cys Lys kgu Ser

Thr Ala. Mst Ser Ala Va Ala Al [Len Ak Va
ACA GCC ATG AGC GCG GTC GCC GCC CTG GCA GTT
- 1 A i Al i vin A A i AXC
Thr Leu Ala Ile.

B

‘I‘h.r A}‘a’ lle Ser Thr Vi

70
Ala [Sec |Pro ~— Gin Phe QGly e
GCAY AGT§yCCT  — CAG TTC GGQ....A,IQLQ GG ATA (:cs'r ACG
Q7 VAL e Bam HY Sau3A  PhoA reading frame
Ala  Ser Pro Gln Phe Gly BIe

C.  Muiuberculosis {1‘:«5){1:.’)‘3')1

Met Asn Arg Ie Val Al
GTCGAGGAGCCACCG ATG AAC CGG ATC GTC GCG
putative RBS
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CCC GCC GCC GCA AGC GTG GTG GIT GGT CIG

Leu Leu Al Pro Al lma Ze - .
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D. M. wberculosis (pExpd2l).
171
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TGG ADC GCC GAG GAG AAT CGG CAC GGC  meemsimmnce

G A i ATA T T e

R. comm Trp Thr Ala Glu Gl Asn Arg His Gly —————

~ew Ser Phe Gln Glu Lew Al Thr Arg e Ser His
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------ TCA ::: ::r i AG: iy TIC o T i T
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FIG. 6A



171

GTG C£CG AAC
¥ F N
61/21
GTT GCA
vV ooa
121741
GAG CAC
E A
181/61
GG CTA
A L
241/81
GG AGC
G s
301/101
AGC CCG
s P
361,121
CCh ACC
P T
421/141
GG GO
Y
481 /162
TG ACC
L T
5417181
ACG COG
T P
§01/201
CTC GOG
L ©
661/221
GAC GTG
b v
721/241
GTC CTA ATG £CG
vV L M P
7B1/261

AGC CCG CCG GTC
s P PV
841/281

GTG 006 6TC GCC
vV P OV A

AGT
S

OGC OGA CGC
R R &

TGT GCA TAY
A

"15 U}§ 0% -

faae]
P

TAA

8/16

31/
ACA GCC
T A
§1/31
TAC GAA
Y E
151/51
TTG ATC
L T
211/71
ATC AAD
I N

GGT CCT
G P
331/111
GARC CCT
3 P
3917131
Gee A
G T
4517151
CTG ACC
L T
s11/171
CTG GGC
L G
5717191
‘GGC ACC
G T
6317211
GEC ACC ACT TOC

s § n ﬁ > § o] g [ g ey g 1 ﬁ P 8 r*g

pane]
$
&Te
v
GTG
v
GG
G
ACC
T
ACC
T
e
P
GCG
A
GCG
A

GCT GAC
A D

A T T §
§91/231
TIG GGT GOC AGT
L & A s
1517251
GCC GTC CAG AAT
A VvV QO ¥
8117271
GOG GCC GOG GOG
A A A A

271791

ATG AGC GQG GTC
¥ 5 A 0V

TCA ACC GAA ACG
s T E T

Gac CTG ST GGC
D L | . ]

ATR TCG CCG GIG
X P P v

GGC CI ACT AGT
¢ L T 5

GCC CTT Al ALY
A L T 8

ACC CTG GCG CCA
T L A P

AGC CCG ACC GGG
8 B T G

GGC GUC AAL GRA
G A N E

TAT OCG ATC COTC
¥ ® I L

ACC GGC GG GG
r ¢ G &

CAG GCT ATC GAC
¢ A I D

GGC GGC GLG GTC
G

cee

(waced

CCG

b

ACG |

UE Wﬁ l"g C}g Qg H§ b§ -3

GCC CIG aca
L a

CEo ooy
R P

ATG TCC
M 5
AGC CIG ACC
L T

TG alC
L 7T

GG

CTG ACG
L T

GG GTG
G v

CCG GGA
PG

RIT ACG
P I T

CCA ACA
P T

GTC ARC
L Vv N
CTA AAA GGT
L K &

e Ga Goe
P A A

ATC ACC

oA
B i T

Sequéncia de nucledtidos e sequéncia de acidos aminados deduzida

do produto potencial do gene IRSA de M. Tuberculosis

FIG. 6B



9/16

Fig. 7 Sequéncias nucleotidicas de flanco do gene IRSA de

M. tuberculosis

A - Sequéncia nucleotidica a montante:

5 ~CEGCTTCGGRATAGGCATTGCCCCCCATGTGUGEECECCGCTCGAGGACGAGCACGTUGCTTETC
GAGTTGGETGGACACGLGCTCOGCAATCETCAGETCGAAGAATCCTCGAGC CGACGACGAARAGGTCA
AMACGAGCGGTCATCGETTCCATAGSGTAACCGACCTTGUTGGCAAAACCCGATTTGGCAGRTCATG
GCGGETCATGGCCCGAACGGETTTCACCECAGETGCGUATGECCGACCAGTEGTGETTGECCEGAGETE
GTTTGETCGCGATTECCTCACGAT TCGATATAACCACTCTAGTCACATCAACCACACTCGTACCATS
ﬁGAGCGTGTGGGTTCATGCCATGCACTCGCGACCGCGGGAGCCGGCGAACCCGGCGCCACACATAATC

CAGATTGAGGAGACTTCD GTG CCG AAC 3
SD Met Pro Asn ... géne [RSA

sitio putativo de ligacdo ao

SD "Shine-Delgarno"
ribossoma
Met Metionina de inicio do gene IRSA

B - Sequéncia nucleotidica a jusante

Pro Val Stop
géne IRSA .5'- GTQC GCC TAA GCCCCOGGTUGGCCGAARAACGCACCCGCGGUCAAGETS

TCGETCATTIGCTTCGGCCCETGCACAATTATTCOC U TAAGGGTCGGCTAGG TG T TC TCGAGAGTTIT
ATCCCACCGATTCCGTGETCETCTCAT TAATACCAATAGAARACACACGTAACATCAGCTGETCCCST
CCCGCACCCEOGCGCCGACGACGCTECTCACCECGATEGCAGCGACCE TCETCATCGTCGCGTGGAT

AGCGAATCGTCCACCCGCCAGCTCCCAT 37
FIGURA 7
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Genes de bactérias para a regulacdo do ferro (IRG’s)

~35 -10
iuck Pl CATTTCTCATT GATA ATGAgQAATCATTATL GACA
s1tA AGCCTCTCTTT. GAat ATGATTATCATILTC ATTA
fhua TATTATCTTAT ctTt ATaATAATCATTCTC GTTT
fepa TATATTAGTAA tATTt ATGATAACLATTTgC “ATTT
fur - CGTGGCAATTE TATA ATGATACgCATTATC TCAA
fhug TGAATGCGTAT atTt cTCATCELgCATItaC = AAAC
tonk TTATTGAATAT GATt gCetATttgCATTtLaa ATCG
tox TAATTAGGATA GeTt taccTARATLATTLTa TAGC

N > Cmm———
CoOnsensus GATA ATGATAATCATTATC
M. leprae 28 XD CAATTACCTCACGATUcAatATARAcCAcTCTg GTCA
-35

Gene de 28 kDA de Mycobacterium leprae

5! GATTCAATATAACCACTCTG 3'
* *

S' GATTCGATATAACCACTCTA 3!

Clone 5-3 de Mycobacterium tuberculosis
FIGURA 8
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