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DESCRICAQ

EPIGRAFE: | "BACTERIOFERRITINA DE HELICOBACTER PILORI”

Campo da Invengao

Esta invencdo refere-se a uma proteina de 18-19 kDa ou
derivado ou fragmento da mesma, obtido a partir de

Helicobacter pylori, uma bacterioferritina definida pelas

sequéncias existentes nos Pedidos de Patente anteriores da
requerente PCT IE95/00036 e PCT IE95/00037, uma forma
recombinante desta ©proteina, métodos para utilizar esta
proteina como uma vacina para fornecer proteccido imunoldgica
contra a infeccdo por H. pylori e métodos para utilizar esta

proteina nos ensaios de diagnéstico relativos a H. pylori.

Antecedentes da Invengio

O Helicobacter pylori é um organismo largamente prevalente

encontrado na biopsia gastrica em, aproximadamente, 30% da
populacdc com idade inferior a 40 anos com incidéncia
crescente com a faixa etdria. O organismo é um agente causador
das gastrites croénicas em seres humanos (e.g. Marshall &
Warren, 1984%; Blaser, 1990%). Os estudos epidemioldgicos
demonstraram que a H. pylori é principalmente encontrada
associada a gastrite. Investigacgdes seroldgicas demonstraram
que essa evidéncia pode ser encontrada numa infecgdo corrente
ou anterior em 30-50% duma populacdo escolhida ao acaso de
dadores de sangue. Ndo se provou conclusivamente haver uma
relacdo de causa directa com a patologia de ulcera duodenal.
Contudo, o organismo foi encontrado em 95% dos pacientes com

Ulcera duodenal. Além disso, a erradicacdo do organismo




resulta na réapida cura da Ulcera (por exemplo, Rauws & Tygat,
1990*). Estes dados fornecem forte evidéncia que a H. pylori
¢ um factor dominante no desenvolvimento da tUlcera duodenal.
Foi fornecida uma prova adicional do envolvimento patogénico
do H. pylori nestas condicdes, através de estudos com
porquinhos gnotobidticos (Lambert et al., 1987*) e o
cumprimento dos postulados de Koch com voluntédrios humanos
(Marshall et al., 1985*; Morris & Nicholson, 1987*).

Além disso, existe agora uma forte prova circunstancial
implicando H. pylori na patogénese do carcinoma gastrico (e.g.
Jiang et al., 1987*; Lambert et al., 1986*; Crabtree et al.,
1992; 1993; Forman et al., 1990, 1991; Nomura et al, 1991;
Parsonnet et al., 1991; Correa et al., 1990). Mais
recentemente, o Eurogast Study Group, orientado por Formam
(1993), demonstrou uma relacéo significativa entre a
seropositividade do H. pylori e a incidéncia e mortalidade por
cancro gastrico. De facto existe actualmente uma grande parte
da literatura implicando a infeccdo com H. pylori numa
proporcéo consideravel de morbilidade gastrointestinal
superior. Foram sugeridas véarias hipdteses para os mecanismos
patogénicos de doenga gastroduodenal induzidos por H. pylori,
incluindo a producdo de citotoxinas e disrupcido mecdnica do
epitélio (e.g. Blaser, 1992%). Interessantemente, contudo,
muitas pessoas infectadas mostram-se assintomaticas apesar da
presenca persistente do patogénio (Taylor & Blaser, 1991%).

O diagndéstico das infecgbes com H. pylori baseia-se
principalmente na histologia e cultura de amostras de biopsia
géstrica e nos métodos indirectos baseados na actividade da
urease. Varios ensaios seroldgicos tém sido desenvolvidos para
a deteccéo de anticorpocs anti-H.pylori em estudos
epidemiolégicos além de tentativas moleculares mais orientadas
tais como a clonagem de antigénios especificos da espécie de

H. pylori, para uso, por exemplo, em investigagbes seroldgicas



baseadas em PCR (e.g. Clayton e tal., 1989). Contudo, o uso
de antigénios especificos para a espécie recombinante ainda
ndo foi largamente usado e, consequentemente, a maioria dos
ensaios Dbaseados em imunoadsorventes, correntemente em uso,
utilizam véarias fraccgdes sub-celulares de H. pylori, como uma
fonte de antigénio. As fracgbes de proteinas usadas nestes
ensaios s&do frequentemente heterogéneas na sua composicdo,
como o sdo oS seus métodos de preparacdo. Interessantemente

varios grupos compararam a sensibilidade inter-ensaio e a

especificidade de varios kits ELISA comercialmente
disponiveis, fabricados especificamente para estudos
seroldgicos. Nao surpreendentemente, foi observada  uma
variacdo inter-ensaio consideravel. Contudo, deve ter-se

cuidado antes de utilizar uma preparacdo particular de
proteina para uso em tais ensaios imunoadsorventes,
particularmente com  vista da heterogeneidade genética
significativa de diferentes estirpes de H. pylori (por
exemplo, Xia et al., 1994; Owen et al., 1991).

A Patente W093/18150 descreve a proteina citotdxica (CT)

da Helicobacter pylori. Os antigénios imunodominantes

associados com a citotoxina (CAi) e a proteina de choque zo
calor (hsptQ), para uso como candidatos de wvacinas contra o

Helicobacter pylori.

0Os Requerentes estudaram a imuno-reactividade & H. pylori
tanto em individuos infectadcs e ndo infectados, e descobriram
que os individuos ndo infectadcs tém uma elevada resposta a H.
pylori quer em células B como em sistemas celulares T. Nesta
tentativa, utilizaram o Western Blotting para investigar a
especificidade do antigénio de respostas sistémicas a H.
pylori tanto em individuocs infectadcs por H. pylori, como nos
saudaveis, e mostram que a incidéncia de seropositividade em
individuos H. pylori negativos é muito maior do a que foi

previamente demonstrada. Além disso, demonstraram que 0sS



anticorpos para uma proteina de 25 kDa sdo detectdveis na
maioria dos individuos H. pylori. FEstes foram detectados
utilizando wuma técnica que modificaram denominada Enhanced
Chemiluminescence (Quimioluminescéncia Aumentada). A Enhanced
Chemiluminescence (Quimiocluminescéncia Aumentada). A FEnhanced
Chemiluminescence (Quimiocluminescéncia Aumentada) na anélise
por Western Blot revela que a maioria dos individuos néo
infectados tém anticorpos que sdo especificos para o H. pylori
e reconhecem antigénios gque ndo estdo presentes em outros
microrganismos. Desses antigénios, 0 mals comummente
reconhecidoc ¢é a proteina de 18-19 kDa que ©parece ser
especifica para a H. pylori. Consequentemente, estes dados
sugerem que a imunizacdo com a proteina de 18-19 kDa ou uma
sub-unidade da mesma, pode ter o potencial para conferir a
imunidade protectora em individuos que ndo estdo infectados
com o organismo ou individuos nos quais o organismo foi
eliminado por tratamento anti-bacteriano. Fizemos derivar
sequéncias N-terminal e de aminodcidos internas desta

proteina.

Constatagdes da Invengao

A invencdo estd definida nas Reivindicacdes.

A wvacina produzida por um processo da invencdo pode
incluir um transportador farmaceuticamente aceitéavel.

A vacina pode ser combinada com um adjuvante adequado, tal
como interleucina 12 ou uma proteina de chogue ao calor, ou
ambas.

A wvacina pode dincluir pelc mencocs um outro produto
farmac&utico tal como um antibiético e/ou um agente anti-
bacteriano, tal como sais de bismuto. Tipicamente, o
antibiético é seleccionado de entre um ou mais de
metronidazol, amoxicilina, tetraciclina, eritromicinag,

claritromicina ou tinidazol.



A vacina pode existir sob a forma de administracgdo oral,
intranasal, intravenosa ou intramuscular.
A wvacina pode incluir wum sistema de libertagdo de

péptidos.

Descricdo Detalhada da Invencao

Os requerentes criaram uma informacdo de sequéncia de DNA

identificando a proteina de 18-19 kD&, tal como
bacterioferritina. Também geraram uma proteina de 18 kDa e
expressaram esta E. coli. Descobriu-se que esta proteina

recombinante foil reconhecida imunologicamente por antisoros de
individuos positivos quanto aos anticorpos da

bacterioferritina de 18 kDa de Helicobacter. Esta proteina

recombinante formaréd a base de uma vacina putativa para o H.
pylori. A Figura 1 representa a analise por Western Blot da

proteina recombinante de 18 kDa. Expressa em E. coli.

Método Utilizado

Clonagem e expressdo do gene de 18 kDa de Helicobacter
pylori.

O 4cido desoxirribonucleico (DNA) foi extraido do
Helicobacter pylori como descrito por silhavy et al.* (1984).

Foram gerados oligonucledtidos (ou “primers”) especificos
para o0s terminais 5’ e 3’7, do gene de 18 kDa. 0
oligonucledtido 57 dianteiro (designado HP  18CF) foi
modificado para incorporar um local de restrigdo da
endonuclease Nde 1. Foram feitas modificacbes adicionais para
aumentar a estabilidade da ligacdo do oligonucledétido a sua
sequéncia alvo, e para evitar a estrutura secundéaria
intramolecular. A sequéncia do oligonucledtido HP18CEF é (de 5’7
até 37):

GAAGGACTTCATATGAAGACATTTG (Id Sequéncia N°. 1)



O inverso do oligonucledtido 3’ (designado por HP18CR) foi
extensivamente modificado para incorpocrar um local de
restricdoc da endonuclease BamHlI, na cauda 5’. Os 15
nucledétidos 3’ deste nucledtido correspondem a sequéncia do
gene do Helicobacter pylori de 18 kDa. A sequéncia do
oligonucledtido HP18CR é (de 5’ até 37):

CGTGAATGGATCCTCATGCTGACTTCT (Id Sequéncia N°. 2)

Estes nucledtidos foram usados numa reaccdo de cadeia de
polimerase (PCR) para amplificar a sequéncia do gene do
Helicobacter pylori de 18 kDa. As condig¢bdes de reaccdo séo
como se seguem: Entre 50 e 100 ng de DNA de Helicobacter
pylori foram adicionados a 75 pmol de cada primer, 0,4 mM de
cada desoxirribonucleico trifosfatado (dNTP), uma concentracio
final de 4 mM de MgSO4, uma vez com “ThermoPol” (New England
Biolabs) tampdo de reaccdo (composicdo: KC1 10 mM, (NH,),S04 10
mM, Triton X-100 a 0,1%), e foi adicionada &agua desionizada
para elevar o volume de reaccdo para 50upl. A mistura de
reaccdo foi revestida com 50 pl de 6leo de parafina e colocada
num termociclo Perki-Elmer a 90°C. Foi entdo adicicnada 1
unidade de DNA polimerase Ventrg (New Englands Biolabs). Foi
utilizado um procedimento de “touchdown” de PCR (impacto de
PCR) (Don et al. 1989)*. As condigdes dos ciclos foram como
se segue: o DNA foi desnaturado a 94°C durante 2,5 minutos.
Este foi seguido por 2 ciclos de 94° durante 30 segundos
(passo de desnaturac¢do), 65°C durante 50 segundos (passo de
hibridacéo), e 72°C durante 20 segundos (passo de extensdo).
Isto foi seguido por 2 ciclos nas mesmas condigdes, com a
excepcdo de que a temperatura de hibridacdo desceu para 64°C.
Depois de 2 ciclos a 64°C, a temperatura de hibridacdo foi
reduzida para 63°C durante mais 2 ciclos, e este padréo foi
seqguido até que a temperatura de hibridacdo foi reduzida para

60°C durante 28 ciclos.



Os produtos de reaccdo foram purificados em gel de agarose
com um ponto de fusdo Dbaixo, a 4% (NuSieve GTG; FMC
BioProducts). O fragmento de DNA foli excisado a partir do gel
e a agarose foi digerida utilizando p-Agarase 1 (New England
Biolabs) e o DNA recuperado utilizando a precipitacdo com
isopropanol, de acordo <com © ©protocolo fornecido pelos
fabricantes.

O fragmento de DNA purificado correspondente ao gene de
codificacdo da proteina de 18 kDa foi entdo digerido com as
enzimas de restricido Nde 1 e BamHI, (Boeringher Manheim), cada
um dos quails ocorre apenas uma vez no fragmento amplificado.
As 10 unidades de cada enzima foram adicionadas g,
aproximadamente, 3 pg de DNA numa concentracido final do tampio
B de restricdo fornecido pelos fabricantes, num volume de
reaccdo de 40 nl. A mistura de reaccdo fol incubada a 37°C
durante 3,5 horas.

O vector de expressdo utilizado foi o pETl6b (Novagen). Os

1,6 pg do vector foram digeridos utilizando Ndel e BamHl sob

as mesmas condigcdes que as descritas para o fragmento
amplificado. 0Os grupos fosfato 5’ resultantes foram removidos
utilizando fosfatase alcalina intestinal de vitela (CIAP: New
England Bicolabs), de acordo com as instrugdes dos fabricantes.
A enzima foi inactivada por incubagdo da mistura de reacgdo na
presenca de EDTA 5mM a 65°C durante 1 hora, seguido por uma
extraccao fenol/cloroférmio/alcool iscamilico (25:24:1),
seguida por uma extraccdo clorofdrmio/4dlcool  isocamilico
(24:1) .

Tanto o fragmento digerido como o vector foram purificados
em gel de agarose de ponto de fusdc reduzido a 3% (NuSieve
GTG; FMC BioProducts), e a agarose foi digerida utilizando f-
Agarase 1 (New England Biolabs), de acordo com as instrug¢des
dos fabricantes. Os fragmentos de DNA foram deixados na

mistura de reaccdo resultante sem purificacdo adicional.



O fragmento adicional foi entdo ligado ao vector de DNA
como se segue. Aproximadamente 200 ng do vector foram ligados
a aproximadamente 100 ng da insercdo de DNA no tampdo de
reaccdo de ligacdo 1x, e 3 unidades da ligase de DNA T4
(Boeringher Manheim) num volume de reaccdo de 30 ul a 20°C
durante 16 horas.

Os produtos desta reaccdo foram usados para transformar as

Frd

células E. coli XL 1-blue competentes (Bullock et al. 1987)
utilizando um processo de transformac&o padrdo CaCl; (Sambrook,
e tal., 1989). As células transformada XL-1-blue foram
seleccionadas num meio LB (Sambrook et al., 1989),
suplementado com 50 pg por ml de ampicilina e desenvolvido a
37°C. As coldnias adequadas foram colhidas e utilizadas para
inocular 10 ml de soro LB suplementado com 50 pg por ml de
ampicilina e desenvolvidas com agitacdo a 37°C. 0Os plasmideos
foram purificados a partir destas culturas wutilizando um
processo de preparacido de plasmideo com lise alcalina padréo
(Sambrook et al., 1989), e uma aliquota digerida com Nde 1 e
HinDIII, de acordo com as instrucdbes dos fabricantes
(Boeringher Manheim), para verificar a presenca da insercgéo
quando comparada com um tamanho padrdo e pET16b sem uma
insercéo.

Dois plasmideos que mostraram ter a insercdo apropriada
(designada por pET16b-18.1 e pET16b-18.2) foram entdo
utilizados ©para transformar o8 hospedeircs de expressdo
BLZ1DE3 (Studier and Moffat, 1986) e NovablueDE3 (Novagen) de
E.coli utilizando um processo de transformacido standard CaCl,
(Sambrook et al., 1989*) suplementado com 50 pug por ml de
ampicilina e 34 pg por ml de cloramfenicol (BL21de3) e
desenvolvidos a 37°C. As células transformadas foram
seleccionadas por plagueamento num meio LB. Uma colénia de
cada hospedeiro representando cada 1isclado de plasmideoc foi

recolhida depois de 16 horas de incubagdo e usada para



inocular 50 ml de meio LB suplementado com antibidticos, como
acima descrito, e desenvolvidos até que a densidade optica a
600 nm fosse de, aproximadamente, 0,6. A expressdo da
proteina de 18 kDa, a partir do vector de expressdo, foil entéo
induzida pela adicdo de isopropil b-D-ticgalactopiranédsido
(IPTG) a wuma concentracdoc final de 1 mM e a incubacdo
continuou durante mais um periodo de 2,5 horas a 37°C com
agitacdo. As células foram entdo colhidas por centrifugacdo a
4000 x g durante 10 minutos e ressuspendidas em 12 ml de 50 mM
de Tris-Cl (pH 8.0 a 25°C) seguido por uma centrifugacdo

adicional a 4000 x g durante 10 minutos.

Sequenciacdo da Sequéncia de DNA purificada

O fragmento de DNA purificado, correspondente a proteina
de 18 kDa, foi sequenciado utilizando os primers de
sequenciacdo universal fronteiro e traseiro. O DNA foi
sequenciadc nas orientacbes fronteira e traseira. A
sequenciacgdao foi realizada utilizando um sequenciador
automatizado ABI e um kit de sequenciacdo de terminais
terminadores da cadeia de didesoxi fluorescentes baseados emn
PCR, Genpak.

A sequéncia das bases entre os terminais do primer PCR é:

GATCGTGTTATTTATGAAAGTGCAT

AACTTCCATTGGAATGTGAAAG

GCACCGATTTTTTCAAT

Esta sequéncia de bases & listada na Sequéncia Id N°.3.

Andlise por Western Blot do produto clonado (proteina de
18 kDa).

Dois hospedeiros transformados de expressdo de E. coli
(BL21DE3 e Novablue DE3) foram sujeitos a SDS-PAGE (12,5% T),
seguido por analise de Western Blotting. As Western Blot

foram sondadas com soro obtido a partir de criancas né&o



infectadas com H, pylori e desenvolvidas por

quimioluminiscéncia aumentada. Como ilustrado na Figura 1,
dois dos trés soros reconheceram a proteina recombinante de 18
kDa depois da inducdo da expressido da proteina com IPTG. Além
disso, os trés soros reconheceram varias proteinas de E. coli.

Deve compreender-se que © material proteico recombinante
da aplicacdo é utilizado como uma vacina contra a infeccdo com
H. Pylori, e, em particular, como imunogénico terapéutico para
a erradicacdo da infeccdo com H. pylori.

A vacina pode incluir o material proteico do Pedido em
combinacéo com 0s outros componentes, tal Como um
transportador farmaceuticamente aceitavel, um  adjuvante
adequado tal como a interleucina 12, ou uma proteina de choque
ao calor, um antibiético e/ou um agente antibacteriano tal
como sals de Dbismuto. A vacina pode ser administrada de
varias formas, nomeadamente oral, intranasal, intravenosa ou
intramuscularmente.

A invencdo ndo estd limitada as modalidades descritas

acima que podem variar nos seus detalhes.
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APENDICE

LISTAGEM DE SEQUENCIAS

(1) INFORMACAO GERAL

(I) REQUERENTE
(A) NOME: RICAN LIMITED
(B) RUA: 1 STOKES PLACE,
(C) CIDADE: DUBLIN 2
(D) PAIS: IRLANDA
(E) CODIGO POSTAL:
(F) TELEFONE: 353-1-2881230
(G) TELEFAX: 353-1-2883439

(IT) TITULO DA INVENCAO: A Protein

(ITI) NUMERO DE SEQUENCIAS: 3

(IV)
(A) TIPO DE AMBIENTE: DISQUETE
(B) COMPUTADOR: IBM PC COMPATIVEL
(C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: FILE ASCI

(V) DADOS DO PEDIDO ACTUAL:

PEDIDO N°.:

(2) INFORMACAO PARA A SEQ. ID. N°.: 1

(I) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA
(A) COMPRIMENTO: 25 ACIDOS NUCLEICOS
(B) TIPO: ACIDO NUCLEICO
(C) TOPOLOGIA: LINEAR
(D) CADEIA: SIMPLES

(IT) TIPO DE MOLECULA: OLIGONUCLEOTIDOC

(XI) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ. ID. NO. 1

GAAGGACTTC ATATGAAGAC ATTTG
(3) INFORMACAO PARA A SEQUENCIA ID N°.2:
(I) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA
(A) COMPRIMENTO: 27 ACIDOS NUCLEICOS
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(B) TIPO: ACIDO NUCLEICO
(C) TOPOLOGIA: LINEAR
(D) CADEIA: SIMPLES
(IT) TIPO DE MOLECULA: OLIGONUCLEOTIDO
(XI) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ. ID. N°, 2

CGTGAATGGA TCCTCATTGCT GACTTCT
(4) INFORMACAO PARA A SEQUENCIA ID. N°. 3:
(I) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA
(A) COMPRIMENTO: 64 ACIDOS NUCLEICOS
(B) TIPO: ACIDO NUCLEICO
(C) TOPOLOGIA: LINEAR
(D) CADEIA: SIMPLES
(IT) TIPO DE MOLECULA: DNA GENOMICO
(III) FONTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: HELICOBACTER PYLORI
(XI) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ. ID. N°. 3

GATCGTGTTA TTTATGAAAG TGCATAACTT
CCATTGGAAT GTGAAGGCA CCGATTTTTT
CAAT

Lisboa, 24 de Maio de 2007
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REIVINDICACOES

1- Um processo para & producdo de uma vacina para ©
tratamento da profilaxia das doencas associadas & infeccdo por
Helicobacter pylori, o vreferido ©processo incluindo uma
proteina recombinante de Helicobacter pylori ou um fragmento
da mesma, caracterizado por o referido processo compreender ©
passo de expressdo da referida proteina recombinante de
Helicobacter pylori a partir de um vector compreendendo uma
sequéncia recombinante de 4cido nucleico, codificando toda a
proteina ou parte da proteina de Helicobacter pylori na qual é
detectada a imunoreactividade em individuos Helicobacter
pylori negativos, compreendendo a seguinte sequéncia de
nucleétidos:

5’ -GATCGTGTTATTTATGAAAGTGCATAACTTCCATTGGAATGTG

AAAGGCACCGATTTTTTCAAT-3'

2- O processo, de acordo com a reivindicacdo N°.1,
caracterizado  por a vacina incluir um  transportador
farmaceuticamente aceitavel.

3- O processo, de acordo com a reivindicacdo N°.1 ou N°.Z2,
caracterizado por a vacina se encontrar em combinacdo com um
adjuvante farmaceuticamente aceitavel, preferivelmente
interleucina 12 ou uma proteina de choque térmico.

4- 0 processo, de acordo com as reivindicagdes N°.1 ou
N°.3, caracterizado por a wvacina incluir, pelo menos, outro
produto farmacéutico, sendo o produto farmacéutico, pelo
menos, um antibiético, sendo o antibidético seleccionado de um
ou mais de entre metronidazol, amoxicilina, tetraciclina ou
eritromicina, claritromicina ou tinidazol, alternativamente ou
adicionalmente, incluindo o produtc farmacéutico um agente

antibacteriano tal como sais de bismuto.



5- O processo, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes N°.1 a N°.4, caracterizado por & vacina incluir

um sistema de libertacdo de péptido.

Lisboa, 24 de Maio de 2007
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1 = isolade 1 pos-induccio
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