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tolerancia ao estresse da bactéria. Métodos compreendem a
exposi¢cdo da bactéria a condigbes adaptaveis de adesdo e dessa
forma aumentam a atividade de ades&o e/ou tolerancia ao estresse da
bactéria. Além disso, sao fornecidas bactérias que tém uma produgéao
modulada de "auto-indutor-2". Composi¢des incluem bactérias
recombinantes que expressam moléculas de acido nucleico envolvidas
na via de produgéo de "auto-indutor-2". Além disso, sdo fornecidas
proteinas de fus@o relacionadas a "auto-indutor-2", peptideos
antigénicos, anticorpos e vetores. Métodos de rastreamento de
compostos ou de condigdes ambientais que estimulam a produgéao de
"auto-indutor-2" e/ou produzem uma resposta adaptavel de adeséo
sdo também fornecidos, assim como varios métodos de uso para as
bactérias que tém adeséo aumentada e/ou tolerancia ao estresse.
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METODOS E COMPOSICOES PARA MODULAR A ADESAZO E TOLERANCIA A0

ESTRESSE EM BACTERIAS

. CAMPO DA INVENGAO

A presente invengdo relaciona-se as bactérias,
particularmente bactérias probidticas e de acido latico, e
métodos e construgdes para o controle da sinalizagdo
celular nas mesmas.

FUNDAMENTOS DA INVENGAO

No intestino delgado, os lactobacilos representém um
componente principal e importahte da microflora comensal.
Varias espécies de Lactobacillus tém sido usadas como
culturas probiéticas selecionadas para uso em alimentos ou
complementos dietéticos com base nos beneficios especificos
exigidos do organismo e nas caracteristicas do
bioprocessamento desejadas pelo fabricante. Nem todas as
culturas probidéticas exibem as mesmas caracteristicas,
tornando fundamental a selecgdo dessas cepas e o)
esclarecimento de seus beneficios.  Bactérias de acido
latico, e lactobacilos, especificamente, constituem um
género comum incluido em produtos alimenticios para uma
ampla gama de‘potenciais fatores promotores de satde.

t Bactérias de &cido 1latico (LAB) s&38o encontradas
naturalmente em diversos nichos ambientais onde existem
como membros de comunidades wmicrobianas complexas. A
sobrevida em cada nicho depende da habilidade do organismo
para perceber e responder as condigdes variaveis, tais como
temperatura, pH, disponibilidade de nutrientes e densidade
celular populacional. Um nicho importante que as LAB
freqlientemente ocupam & aquele do trato gastrintestinal de

mamiferos (GIT). Provavelmente vArias vias de transdugao de
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sinal controlam a expressdo de fatores de adesdo, genes de
resposta ao estresse e outros determinantes genéticos dque
promovem a sobrevida e a competigdo de LAB dentro dos
varios compartimentos do GIT.

Alguns lactobacilos intestinais, juntamente com
bactérias patogénicas gram-positivas e gram-negativas, tém
a habilidade de se associar ao epitélio intestinal e suas
camadas mucosas. Acredita-se gque essa associagdo seja
importante para a realizagdo de certas propriedades
probidticas, incluindo exclusdo competitiva, imunomodulagao
e a liberacdo de bioterapéuticos, dentre outras. Embora os
mecanismos moleculares envolvidos com essa associagdo nao
sejam compreendidos, é evidente que o processo & compléxo,
envolvendo fatores especificos do hospedeiro, especificos
das bactérias e ambientais.

Alguns lactobacilos intestinais, juntamente  com

bactérias patogénicas gram-positivas e gram-negativas, tém

a habilidade de se associar com o epitélio intestinal e
suas camadas mucosas. A habilidade de colonizar essas
superficies pode fornecer para os probidticos uma nitida
vantagem em relagdo & outra microflora local e patogénica.
E especialmente importante o mecanismo através do qual
essas bactérias sobrevivem e potencialmente colonizam o
ambiente cinético do trato intestinal. Foram estudados
certos fatores ambientais que influenciam a adesdo,
incluindo pH, fase de crescimento e a presenga de outros
microorganismos.

Os lactobacilos devem reter um equilibrio entre obter
seus préprios requisitos de crescimento e sobreviver as

condig¢des hostis, incluindo choque gastrico acido,
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apresentado pelas defesas do hospedeiro e pela microflora
concorrente (Tannock (2005) Appl. Environ. Microbial. 71:
8.419-8.425). No entanto, pouco se sabe sobre como esses
fatores estressantes influenciam a habilidade dos
lactobacilos para se associarem a substratos variados no
ambiente intestinal.

BREVE SUMARIO DA INVENGAO

S3o fornecidos métodos e composigdes dque melhoram a
adesio de uma bactéria a substratos-alvo e/ou melhoram a
tolerdncia ao estresse de uma bactéria. Os métodés
compreendem a exposigdo das bactérias as condigdes
adaptaveis de adesdo e, dessa forma, o aumento da adesao
e/ou tolerdncia ao estresse das bactérias. Ainda sdo
fornecidas bactérias que possuem um nivel modulado de auto-
indutor-2 (AI-2) . As composigdes incluem Dbactérias
recombinantes que expressam moléculas de &acido nucléico
envolvidas na via de produgdo de auto-indutor-2. Ainda sdo
fornecidas proteinas de fusdo relacionadas ao auto-indutor-
2, peptideos antigénicos, anticorpos e vetores. Sdo ainda
fornecidos métodos para o rastreamento de compostos ou
condi¢des ambientais que estimulardo 'a produgdo de auto-
indutor-2 e/ou produzirdo uma resposta adaptdvel de adesdo,
bem como varios métodos de uso para as bactérias que
possuem adesdo e/ou tolerdncia ao estresse aumentadas.

A presente invengdo é explicada com mais detalhes nos
desenhos aqui apresentados e na especificagdo apresentada
abaixo.

BREVE DESCRICﬁO DOS DESENHOS
A Figura 1 demonstra a adesdo de L. acidophilus NCFM a

células Caco-2 1in vitro, como observada microscopicamente.
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As células bacterianas foram (a) incubadas por uma hora a
37°C em condicdo ndo concentrada (1 x 10° UFC/ml) ou (b)
peletizadas e incubadas em uma condigdo concentrada 10 X (1
x 10° UFC/ml) (condig¢des AAR) por 1 hora a 37°C.

A Figura 2 exibe o protocolo de adesao.

A Figura 3 demonstra as propriedades de adesdo de
cepas mutantes e cepa de controle NCFM::lacL as células
Caco-2 em condi¢cdes padronizadas de incubagdo (barras
s6lidas) e condigdes adaptaveis de adesao (barras
listradas). As contagens sdo expressas como aderéncia média
de bactérias por campo microscépico e as barras de erros
representam um desvio padrdo da média.

A Figura 4 mostra a via para a produgdo de AI-2 a
partir de metionina em L. acidophilus NCFM. Intermediarios
essenciais para a produgdo de AI-2 sdo representados em
negrito, e ORFs que codificam cada enzima estdo listados
sob o nome da enzima. A metiltransferase dependente de SAM
& abreviada SAM-MT. A etapa final envolve a circularizagdo
nio enzimatica de 4,5-diidroxi-2,3-pentanodiona em AI-2.

A Figura 5 mostra a habilidade de adesdo de uma cepa
mutante de L. acidophilus NCFM LuxS~ as células Caco-2,
comparada com a cepa de controle NCFM::lacL.

A Figura 6 mostra AI-2 produzido durante a fase de
crescimento de L. acidophilus NCFM, detectado do
sobrenadante estéril neutralizado (barras 1listradas) e
expresso como luminescéncia média da cepa
parente/luminescéncia média da cepa mutante LuxS'. O
crescimento de L. acidophilus NCFM, representado por ODgoo
(linha sélida com circulos) e a queda do pH (linha

pontilhada com tridngulos), coincide com a produgdo rapida



10

15

20

25

30

5/150

de AI-2 durante a fase de crescimento logaritmico. Cada
valor representa a média de experimentos em triplicata e as
barras de erro sdo um desvio padrdo da média.

A Figura 7 demonstra as propriedades de adesdao da cepa
de controle e cepas mutantes selecionadas de L. acidophilus
NCFM, com e sem exposi¢do as condigdes adaptaveis de
adesao.

A Figura 8 apresenta a classificagdo COG de ORFs
totais superexpressos na cepa do tipo selvagem (Painel A)
ou mutante LuxS~ (Painel B). Os grupos COG (Painel C) sao
listédos nos graficos de setores com o numero de ORFs
superexpressos naquele grupo (COG, # de ORFs).

A Figura 9 mostra o nGmero de ORFs cuja expressao
aumentou (sem listras) ou diminuiu (listras) a partir (A)
da fase log inicial a médio ou (B) da fase log médio a
tardio. O tipo selvagem é representado por barras brancas e
a cepa mutante LuxS  representada por barras cinzas.

A Figura 10 demonstra tolerdncia a bile de L.
acidophilus NCFM (sem listras) e da cepa mutante LuxS
(listras) colhidas na fase log inicial (ODg 0,2), 1log
médio (ODgoo 0,7) e log tardio (ODgyp 1,2) de crescimento.

Populacdes bacterianas foram diluidas e plaqueadas em MRS

o\

suplementado com Oxgall 0,75% (barras brancas), 1,0
(barras cinza) ou 2,0% (barras pretas). O percentual de
sobrevida foi calculado por comparagdo com UFC/ml crescido
em MRS ndo suplementado. Diferencgas significativas
detectadas pelo teste t de Student (P < 0,05) sao
representadas por um asterisco (*). As barras de erro
representam um desvio padrdo da média.

A Figura 11 demonstra a sobrevida de populagdes do
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tipo selvagem (circulos abertos) e LuxS (circulos
fechados) apds estresse por calor a 55°C, quando colhidas
na fase log inicial de crescimento (Painel A), ODgoo 0,2,
log médio (Painel B), ODgyo 0,7, ou log tardio (Painel C),
ODgoo 1,2. Um asterisco (*) indica gque uma diferenca
estatisticamente significativa (P < 0,05) foi detectada
para aquele ponto do tempo. As barras de erro representam
um desvio padrdo da média.
DESCRICAO DETALHADA DA INVENGAO

. Aas presentes 1invengdes serdo descritas com mais
detalhes daqui por diante com referéncia aos desenhos que
as acompanham, nos quais algumas modalidades das invengoes,
mas nem todas, sdo mostradas. Na verdade, essas invenc¢des
podem ser expressas de varias formas diferentes e ndo devem
ser consideradas como limitadas as modalidades aqui
apresentadas; em vez disso, essas modalidades sao
fornecidas de tal forma que essa especificagdo satisfacga as
exigéncias legais aplicaveis. Nlmeros semelhantes referem-
se a elementos semelhantes por toda a especificacgao.

Muitas modificac¢des e outras modalidades das invengdes
aqui apresentadas ocorrerdo para aqueles habilitados na
técnica a qual essas invengdes pertencem, beneficiando-se
dos ensinamentos apresentado das descrigdes precedentes e
dos desenhos a elas associados. Portanto, deve-se entender
que as invengdes ndo se limitam as modalidades especificas
apresentadas, e que modificagdes e outras modalidades visam
a estar incluidas dentro do escopo das reivindicagdes em
anexo. Embora sejam empregados nesta especificacgdo termos
especificos, eles sdo usados somente em um sentido genérico

e descritivo, e ndo com a finalidade de limita-la.
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Como aqui usados, “um/uma” e “o/a” podem ser no plural
ou singular, como usados ao longo de toda a especificagdo e
nas reivindicagdes. Por exemplo, “uma” célula pode
significar uma Gnica célula ou uma multiplicidade de
células.

Também como aqui usado, ve/ou” refere-se e engloba
qualquer e todas as combinagdes possiveis de um ou mais dos
itens associados listados, bem como a auséncia de
combinagdes, quando interpretado na alternativa (“ou”).

I. Visdo geral

S3o fornecidos métodos e composigdes da invengao que
melhoram a ades3o de uma bactéria a substratos-alvo e/ou
melhoram a tolerdncia ao estresse de uma bactéria. A adesdo
aumentada de um organismo comensal, por exemplo, um
probidtico, as células do trato gastrintestinal ou do trato
urogenital encontra utilidade na redugdo do <risco de
infecgdo do intestino, do trato urogehital e de locais de
feridas. Da mesma forma, a melhora da tolerdncia ao
estresse de um organismo probidtico como, por exemplo, a
taxa de sobrevida do probidtico é aumentada no ambiente
hostil do trato intestinal, ira auxiliar ainda mais na
reducdo do risco de infecgdo do intestino, do trato
urogenital e de locais de feridas.

Em uma modalidade, a presente invengdo identificou
“condigdes adaptdveis de adesdo”. Como aqui usado, o termo
“condigdes adaptaveis de adesdo” compreende dualquer
condicdo fisica, quimica, bioldégica ou similar que melhora
a adesdo de bactérias a um substrato. A presente invengao
demonstrou que o pré-condicionamento de células bacterianas

a essas condicdes adaptédveis de adesdo resulta em um
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aumento da ades3o e/ou a um aumento da tolerdncia ao
estresse. Como aqui wusadas, as propriedades de adesao
aprimoradas das bactérias s&8o denominadas “resposta
adaptavel de adesao” ou “AAR" . Polipeptideos e
polinucleotideos cujos niveis e/ou atividade sdo modulados
sob condicdes adaptaveis de adesdo sdoc aqui citados como
“relacionados a resposta adaptavel de adesao” ou
polipeptideos ou polinucleotideos “relacionados a AAR".
Varios polinucleotideo e polipeptideos relacionados a AAR
sdo aqui revelados. Veja as Tabelas 8 e 9 abaixo.
Polinucleotideos relacionados a AAR adicionais, e seus
polipeptideos codificados, sdo apresentados no Id. de Seq.
N°: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17; 18, 19, 20, 21, 22, 33, 34, 35, 36, 37 e 38.

S3io ainda fornecidos métodos e composigdes que modulam

a via de auto-indutor-2 de uma Dbactéria e, portanto,

modulam a adesdo e/ou a tolerdncia ao estresse da bactéria.

Mais especificamente, s8o fornecidos polinucleotideos e
polipeptideos da via de produgdo de auto-indutor-2 (AI-2)
em bactérias. Células Dbacterianas frequentemente se
comunicam por meio de mecanismos de sensoriamento
populacional (gquorum sensing) , que envolvem o
reconhecimento dependente da densidade de um auto-indutor,
seguido por alteragdes na expressdo génica. Um sistema de
sensoriamento populacional importante que pode ser usado
para a comunicagdo em uma mesma espécie e entre espécies se
baseia em um diéster de borato furanosil denominado auto-
indutor-2 (AI-2), produzido em quatro etapas enzimaticas a
partir de metionina. AI-2 regula a expressdo de varios

fendétipos, incluindo fatores de viruléncia, processamento

/
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de DNA, morfologia celular, motilidade, formagao de
biopelicula, produgdo de toxina, producdo de luz e divisdo
celular em numerosas espécies (Xavier e cols. (2003) Curr.
Opin. Microbiol. 6: 191-197). Consequentemente, sao
fornecidos métodos e composig¢des que permitem a modulagao
do nivel e/ou da atividade dos polipeptideos na via AI-2 e,
portanto, é fornecida a habilidade para modular vAarios
fendétipos bacterianos. O polinucleotideo e as seqliéncias
polipeptidicas da via AI-2 sdo apresentados no Id. de Seq.
N°: 1, 2, 3, 4, 13, 14, 15, 16, 21 ou 22. Essas sequiéncias
sdo aqui denominadas “sequéncias relacionadas ao AI-2".
II. Polipéptideos e Polinucleotideos relacionados ao AI-2 e
relacionados a AAR

Sio fornecidas composi¢cdes que empregam os VAarios
polinucleotideos e polipeptideos relacionados a AAR e
relacionados ao AI-2 da invengdo. A invengdo ainda fornece
fragmentos e variantes dessas sequéncias relacionadas ao
AI-2 ou relacionadas & AAR, que também podem ser usados
para a pratica dos métodos da presente invengdo. Como aqui
usado, os termos “gene” e “gene recombinante” referem-se as
moléculas de 4&cido nucléico que compreendem um gquadro
aberto de 1leitura (ORF), particularmente aqueles que
codificam proteinas envolvidas na produgao de AI-2 ou na
AAR. Moléculas de &acido nucléico isolado da presente
invencdo compreendem seqUéncias de &cidos nucléicos que
codificam proteinas relacionadas ao AI-2 ou relacionadas a
AAR apresentada nos Ids. de Seq. N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12,
14, 16, 18, 20, 22, 34, 36 ou 38, as sequéncias de acidos
nucléicos apresentadas nos Ids. de Seq. N®: 1, 3, 5, 7, 9,

11, 13, 15, 17, 19, 21, 33, 35 ou 37, e variantes e
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fragmentos destas. A presente invengao também engloba
moléculas de &acido nucléico anti-senso, como descritas
abaixo.

Polipeptideos e proteinas isoladas envolvidos na
produgao de AI-2 ou na AAR, e variantes e fragmentos
destes, sdo englobados, bem como métodos para a produgdo
daqueles polipeptideos. Para as finalidades da presente
invencdo, os termos “proteina” e “polipeptideo” sdo usados
de forma intercambidvel. Polipeptideos relacionados ao AI-2
exemplares incluem os Ids. de Seq. N°°: 2, 4, 14, 16, 22.
Polipeptideos relacionados a AAR exemplares incluem o Id.
de Seq. N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 34, 36
e 38.

A “produgdo de AI-2" ou a ‘“resposta adaptavel de
adesdo (AAR)” refere-se a uma atividade bioldgica ou
funcional, como determinada in vivo ou in vitro de acordo
com técnicas padronizadas de ensaio. Por exemplo, a
producdo de AI-2 pode ser medida utilizando-se uma cepa
repdérter Vibrio harveyi e um biocensaio de auto-indutor (De
Keersmaecker e cols. (2003) Microbiology 149: 1.953-6).
Ensaios adicionais envolvem, por exemplo, a medida da
sobrevida ou do crescimento bacteriano sob as condigdes
adaptaveis de adesdo aqui descritas em outra secdo.

As bactérias e os métodos da invengdo sdo Uteis para
fermentacdes bacterianas, por exemplo, gquando se desejar
estimular a produgdo de AI-2, ou promover a adesdo ou
formacdo de biopelicula das bactérias em um substrato para
a realizacdo do processo fermentativo.

As Dbactérias da invencdo s3o uteis como bactérias

probidticas, por exemplo, quando se desejar estimular a
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producdo de AI-2, ou promover a adesdo ou formagao de
biopelicula das bactérias no intestino ou na parede
intestinal para dele excluir competitivamente outras
bactérias menos desejadas.

Métodos de indugdo de sinalizagdo celular ou uma
resposta adaptdvel de adesdo em bactérias sdo Uteis na
estimulacdo da producdo de AI-2, ou na promogdo da adesdo
ou formagdao de biopelicula de bactérias, incluindo
bactérias tanto recombinantes quanto ndo recombinantes do
tipo selvagem, para estimular a produgdo de AI-2, ou para
promover a adesdo ou formagdo de biopelicula por bactérias
probidticas.

As composigdes de &cido nucléico e polipeptideo
englobadas pela presente invengao sao isoladas ou
substancialmente purificadas. O termo “isolado” ou
vsubstancialmente purificado” significa que as moléculas de
dcido nucléico ou polipeptideo, ou fragmentos ou variantes
bioclogicamente ativos, séo substancial ou essencialmente
livres de componentes normalmente encontrados em associagdo
com a molécula de &cido nucléico ou proteina em seu estado
natural. Tais componentes incluem outro material celular,
meios de cultura da produgdo recombinante, e varias
substadncias quimicas wusadas na sintese quimica das
proteinas ou dos &cidos nucléicos. De preferéncia, um acido
nucléico ‘“isolado” da presente invengdo €& livre de
seqiéncias de &cidos nucléicos que flanqueiam o acido
nucléico de interesse no DNA gendmico do organismo do qual
o acido nucléico foi derivado (tais como as seqiéncias de
codificacdo presentes nas extremidades 5' ou 3'). No

entanto, a molécula pode incluir algumas bases ou porgdes
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adicionais que ndo afetam negativamente as caracteristicas
basicas da composicdo. Por exemplo, em varias modalidades,
a molécula de acido nucléico isolado contém menos de 5 kb,
4 kb, 3 kb, 2 kb, 1 kb, 0,5 kb ou 0,1 kb de sequéncia de
dcidos nucléicos normalmente associados ao DNA gendmico nas
células das quais foi derivada. Da mesma forma, uma
proteina substancialmente purificada tem menos de cerca de
30%, 20%, io%, 5% ou 1% (por peso seco) de proteina
contaminante, ou proteina ndo relacionada ao AI-2 ou nédo
relacionada & AAR. Quando a proteina é produzida de forma
recombinante, preferivelmente o meio de cultura representa
ménos de 30%, 20%, 10% ou 5% do volume da preparagao de
proteina, e gquando a proteina & produzida quimicamente,
preferivelmente as preparag¢des tém menos de cerca de 30%,
20%, 10% ou 5% (por peso seco) de precursores quimicos, ou
substancias quimicas ndo relacionadas & produgdo de AI-2 ou
ds condic¢des adaptaveis de adesao.
i. Fragmentos e variantes

A invencdo fornece moléculas de acido nucléico isolado
gue compreendem sequéncias de nucleotideos que codificam
proteinas relacionadas ao AI-2 ou relacionadas & AAR, além
das proteinas relacionadas ao AI-2 ou relacionadas a AAR
por elas codificadas. Também sd3o fornecidos fragmentos e
variantes dessas sequéncias de nucleotideos e proteinas
codificadas. “Fragmento” de uma sequiéncia de nucleotideos
ou proteina significa uma porgao da sequiéncia de
nucleotideos ou de aminodcidos.

Fragmentos das moléculas de 4&cido nucléico aqui

revelados podem ser usados como sondas de hibridizagdo para

identificar &cidos nucléicos que codificam a proteina
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relacionada ao AI-2 ou relacionada a AAR, ou podem ser
usados como iniciadores em amplificagdo por PCR ou mutagdo
de moléculas de 4&acido nucléico relacionadas ao AI-2 ou
relacionadas & AAR. Fragmentos de &cidos nucléicos também
podem ser ligados a um substrato fisico para compreenderem
o que pode ser considerado um macro- ou microarranjo (por
exemplo, Patente U.S. N° 5.837.832; Patente U.S. N°
5.861.242). Tais arranjos de acidos nucléicos podem ser
usados para estudar a expressdo génica ou para identificar
moléculas de &cido nucléico com identidade suficiente para
as sequéncias-alvos.

A presente invengdo ainda fornece um arranjo ou chip
de acidos nucléicos, ou seja, varios &cidos nucléicos (por
exemplo, DNA) como sondas moleculares organizadas ou
arranjadas precisamente em um suporte sélido, que permite o
sequenciamento de genes, o estudo de mutagdes neles
contidas e/ou a anadlise da expressdo de genes, uma vez Jque
esses arranjos e chips s8o atualmente de interesse em
funcdo de seu tamanho muito pequeno e de sua alta
capacidade em termos de nlimero de analises.

A funcdo desses arranjos/chips de &cidos nucléicos se
baseia em sondas moleculares, principalmente
oligonucleotideos, que sdo anexadas e um veiculo que possui
um tamanho geralmente de poucos centimetros quadrados ou
mais, como desejado. Para uma analise, o veiculo, por
exemplo, um arranjo/chip de DNA, é coberto com sondas de
DNA (por exemplo, oligonucleotideos) que sdo arranjadas em
uma localizacdo ou posi¢do predeterminada no veiculo. Uma
amostra contendo um &cido nucléico-alvo e/ou fragmentos

deste a serem analisados, por exemplo, DNA ou RNA ou cDNA,
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gue foi marcada previamente, & colocada em contato com O
arranjo/chip de DNA, levando a formagdo, através de
hibridizacdo, de um duplex. Apbds uma etapa de lavagem, a
anidlise da superficie do chip permite que gquaisquer
hibridizacdes sejam localizadas por meio dos sinais
emitidos pelo alvo marcado. Como resultado, forma-se uma
“impressao digital” da hibridizacgao, a qual, por
processamento computacional, permite a obtengao de
informagdes como a expressdo de genes, a presenca de
fragmentos especificos na amostra, a determinagdo de
seqiéncias e/ou a identificagdo de mutagdes.

Em uma modalidade desta invenc¢do, a hibridizagdo entre
dcidos nucléicos-alvo e &acidos nucléicos da invengdo,
usados na forma de sondas e depositados ou sintetizados in
situ em um chip/arranjo de DNA, pode ser determinada por
meio de fluorescéncia, radioatividade, detecgdo eletrdnica,
ou semelhantes, como sdo conhecidos na técnica.

Em outra modalidade, as sequéncias de nucleotideos da
invencdo podem ser usadas na forma de um arranjo/chip de
DNA para a realizagdo de andlises da expressdo de genes
envolvidos na producdo de AI-2 ou na AAR. Essa andlise se
baseia no arranjo/chips de DNA nos quais sondas, escolhidas
por sua especificidade para caracterizar certo gene ou
seqiiéncia de nucleotideos, estdo presentes. As sequéncias-
alvos a serem analisadas s3o marcadas antes de serem
hibridizadas sobre o chip. Apds lavagem, os complexos
marcados sdo detectados e quantificados, com as
hibridizacdes sendo realizadas pelo menos em duplicata.
Andlises comparativas das intensidades dos sinais obtidos

com relacdo a mesma sonda para amostras diferentes e/ou
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para sondas diferentes com a mesma amostra, permitem, por
exemplo, uma transcrigdo diferencial de RNA derivado da
amostra.

Ainda em outra modalidade, os arranjos/chips contendo
seqiiéncias de nucleotideos da invengdo podem compreender
sequéncias de nucleotideos especificas para  outros
microorganismos, o que permite o teste serial e a rapida
identificacdo da presenga de um microorganismo em uma
amostra.

Em uma modalidade adicional, o principio do
arranjo/chip de DNA também pode ser usado para produzir
arranjos/chips de proteina sobre os quais o suporte foi
coberto com um polipeptideo e/ou um anticorpo desta
invencdo, ou arranjos destes, no lugar do acido nucléico.
Esses arranjos/chips de proteina tornam possivel, por
exemplo, analisar as interagdes biomoleculares induzidas
pela afinidade de captura de alvos sobre um suporte
coberto, por exemplo, com proteinas, por ressonancia de
plasma de superficie (SPR). Os polipeptideos ou anticorpos
desta invencdo, capazes de se ligarem especificamente aos
anticorpos ou polipeptideos derivados da amostra a ser
analisada, podem ser usados em arranjos/chips de proteina
para a detecgdo e/ou identificacdo de proteinas e/ou
peptideos em uma amostra.

Dessa forma, a presente invengao fornece um
microarranjo ou microchip que compreende varios acidos
nucléicos desta invencdo em qualquer combinagdo, incluindo
repeticdes, além de um microarranjo que compreende varios
polipeptideos desta invengdo em qualquer combinagdo,

incluindo repetig¢des. Também é fornecido um microarranjo
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que compreende um ou mais anticorpos que reagem
especificamente com vadrios polipeptideos desta invengdo, em
qualquer combinag¢do, incluindo repetigdes.

O termo “molécula de &cido nucléico” significa
moléculas de DNA (por exemplo, cDNA ou DNA gendmico) e
moléculas de RNA (por exemplo, mRNA) e analogos do DNA ou
RNA gerado com a utilizagdo de andlogos de nucleotideos. A
molécula de &acido nucléico pode ser de fita simples ou de
fita dupla, mas preferivelmente & DNA de fita dupla. Um
fragmento de uma molécula de &cido nucléico que codifica
uma proteina relacionada ao AI-2 ou relacionada a AAR pode
codificar um fragmento de proteina que €& biologicamente
ativo, ou ele pode ser usado como uma sonda de hibridizagdo
ou iniciador de PCR como descrito abaixo. Um fragmento
biologicamente ativo de um polipeptideo aqui revelado pode
ser preparado isolando-se uma porgdo de uma das seqguéncias
de nucleotideos da invencdo, expressando-se a porgao
codificada da proteina relacionada ao AI-2 ou relacionada a
AAR (por exemplo, por expressdo recombinante in vitro), e
avaliando-se a atividade da porgdo codificada da proteina
relacionada ao AI-2 ou relacionada a AAR. Fragmentos de
moléculas de 4&cido nucléico que codificam proteinas
relacionadas ao AI-2 ou relacionadas a AAR compreendem pelo
menos cerca de 15, 20, 50, 75, 100, 200, 250, 300, 350,
400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950,
1.000, 1.100, 1.200, 1.300, 1.400, 1.500, 1.600
nucleotideos ou até o nimero total de nucleotideos
presentes em uma seqiéncia de comprimento total relacionada
ao AI-2 ou relacionada & AAR de nucleotideos, como aqui

revelada (por exemplo, 693 para o Id. de Seq. N°: 1, 942



——
e -

®

15

25

30

17/150

para o Id. de Seq. N°: 3, 1.116 para 6 Id. de Seq. N°: 13,
471 para o Id. de Seq. N°: 15 etc.).

Fragmentos de sequéncias de aminodcidos incluem
fragmentos polipeptidicos adequados para uso como
imunégenos para o desenvolvimento de anticorpos contra
polipeptideos envolvidos na produgdo de AI-2 ou na AAR.
Fragmentos incluem peptideos que compreendem seqiéncias de
aminodcidos suficientemente idénticas ou derivadas da
sequéncia de aminodcidos de uma proteina relacionada ao AI-
2 ou relacionada & AAR, ou proteina de comprimento parcial,
da invengdo, e que exibem pelo menos uma atividade de uma
proteina relacionada ao AI-2 ou relacionada a AAR, mas due
incluem menos aminodcidos do que as proteinas relacionadas
ao AI-2 ou relacionadas & AAR de comprimento total aqui
reveladas. Em uma modalidade, os fragmentos podem incluir
polipeptideos que sejam biologicamente ativos. Uma porgdo
biologicamente ativa de um polipeptideo & aquela que exibe
pelo menos uma atividade (por exemplo, uma atividade
associada & producdo de AI-2 ou a AAR) da proteina de
comprimento total da invengdo. Uma porgdo biologicamente
ativa de uma proteina relacionada ao AI-2 ou relacionada a
AAR pode ser um polipeptideo que tenha comprimento de, por
exemplo, 10, 25, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500
aminodcidos contiguos, ou até o nGmero total de aminoacidos
presentes em uma proteina de comprimento total relacionada
ao AI-2 ou relacionada & AAR da presente invengdo (por
exemplo, 231 para o Id. de Seqg. N°: 2, 314 para o Id. de
Seq. N°: 4, 372 para o Id. de Seq. N°: 14, 157 para o Id.
de Seq. N°: 16 etc.). Essas porgdes biologicamente ativas

podem ser preparadas por técnicas recombinantes e avaliadas
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quanto a uma ou mais das atividades funcionais de uma
proteina nativa relacionada ao AI-2 ou relacionada a AAR.
Como aqui usado, um fragmento compreende pelo menos 5
aminodcidos contiguos dos Ids. de Seq. pares N°°: 2-22, 36,
ou 38. No entanto, a invencdo engloba outros fragmentos,
por exemplo, qualquer fragmento na proteina acima de 6, 7,
8, 9, 10, 20, S50, 100, 200, 300, 400 ou acima de 500
aminoacidos.

Seqiéncias da invengdo relacionadas & AAR compreendem
os Ids. de Seq. N°°: 19 e 20 que codificam uma proteina de
ligagdo de fibronectina; Ids. de Seq. N°°: 33, 34, 35 e 36
que codificam proteinas envolvidas na produgdao de
exopolissacarideos; e Ids. de Seq. N°°: 37 e 38 que
codificam uma proteina envolvida na esterificagcdo de D-
alanina de &cido lipoteicdico e acido teicdico da parede.

Em modalidades especificas, uma variante ou um fragmento

biologicamente ativo do Id. de Seq. N°: 19 ou 20 continuara

a ter atividade de ligag¢do & mucosa intestinal, incluindo
ligagdo & fibronectina, mucina ou moléculas da matriz
extracelular. S3oc conhecidos métodos para testar essa
atividade. Por exemplo, a atividade de 1ligagdo a
fibronectina da variante pode ser testada com o uso de
microesferas fluorescentes cobertas com FN-120, que é um
fragmento quimiotriptico de ligagdo celular de fibronectina
plasmatica. Veja, por exemplo, Schultz e Armant (1995) J.
Biol. Chem. 270(19): 11.522-31. Uma variante ou um
fragmento biologicamente ativo do Id. de Seq. N°: 33, 34,
ou 36 continuard a estar envolvido na produgdo de
exopolissacarideos. A produgdo de exopolissacarideo pode

ser estimada pelo método quantitativo de fenol/&acido
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sulfarico descrito em Mozi, e cols. (2001) J. Appl.
Microbiol. 91(1):160-167. Uma variante ou um fragmento
biologicamente ativo do Id. de Seq. N°: 37 ou 38 continuara
a estar envolvido na insergdo de D-alanina no &acido
lipotecdico em bactérias. A captagdo de D-alanina pode ser
medida de acordo com os métodos descritos por O'Brien, e
cols. (1995) Microbios 83(335):119-137.

Outras sequéncias da invengdo relacionadas a AAR
compreendem enzimas envolvidas na produgdo de AI-2,
incluindo os Ids. de Seq. N°°: 1 e 2, que codificam uma
nucleosideo fosforilase (pfs); Ids. de Seq. N°°: 3 e 4, que
codificam uma metil transferase dependente de SAM (SAM-MT);
TIds. de Seq. N°: 13 e 14, que codificam uma metionina
adenosiltransferase (metE); Ids. de Seq. N°°: 15 e 16, que
codificam uma S-ribosil-homocisteinase (luxS); e os Ids. de

Seq. N°%: 21 e 22, que codificam uma metionina

adenosiltransferase (metK). Em modalidades especificas, uma

variante ou um fragmento biologicamente ativo dos Ids. de
Seq. N°°: 1, 2, 3, 4, 13, 14, 15, 16, 21 ou 22 continuara a
ter a atividade enzimadtica citada acima, respectivamente.
S3o conhecidos métodos para avaliar a atividade para cada
uma dessas enzimas. Por exemplo, a atividade de metK pode
ser medida quantificando-se a produgado de S-
adenosiltransferase com o uso de cromatografia liquida de
alto eficiéncia de acordo com os métodos descritos em
Posnick e Samson (1999) J. Bacteriol. 181(21): 6.756-6.762.
A atividade de doagdo de metil de SAM-MT pode ser testada
de acordo com os métodos de Borchardt e cols. (1974) J.
Med. Chem. 19(9): 1.104-1.110. A atividade de MTA/SAH

nucleosideo pode ser medida seguindo a conversdo de *C-
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metiltioadenosina em C-metiltioribose, como descrito por
Della—Ragione e cols. (1995) Biochem. J. 232: 335-341 e
Cornell e cols. (1996) Biochem. J. 317: 285-290. A
atividade de MetE pode ser medida de acordo com O ensaio
descrito por Hondorp e Matthews (2004) PLoS Biol. 2(11):
e336. A atividade de LuxS pode ser medida com o uso do
ensaio de repdrter de Vibrio harveyi, como descrito em
outra secdo nesta especificagado.

Variantes das seqiiéncias de nucleotideos e de
aminodcidos estdo englobadas pela presente invengdo. O
termo “variante” significa uma sequéncia suficientemente
idéntica. Consequientemente, a invengdo engloba moléculas de
écido nucléico isolado que sdo suficientemente idénticas as
sequéncias de nucleotideos que codificam proteinas
relacionadas ao AI-2 ou relacionadas a AAR nos Ids. de Seq.
pares N°: 2-22, 34, 36 ou 38, ou moléculas de acido
nucléico que hibridizam para uma molécula de acido nucléico
dos Ids. de Seq. impares N°°: 1-21, 33, 35 ou 37, ou um
complemento destes, sob condigdes altamente controladas.
Variantes também incluem polipeptideos variantes
codificados pelas sequéncias de nucleotideos da presente
invencdo. Além disso, polipeptideos da presente invengao
possuem uma seqiéncia de aminodcidos que & suficientemente
idéntica a uma seqUéncia de aminodcidos apresentada nos
Ids. de Seq. pares N°: 2-22, 34, 36 ou 38. O termo
wguficientemente idéntica” significa que uma seqiéncia de
aminodcidos ou uma seqiéncia de nucleotideos contém um
nimero suficiente ou minimo de residuos de aminoacidos ou
nucleotideos equivalente ou idéntico, comparada com uma

segunda sequiéncia de aminodcidos . ou sequéncia de
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nucleotideos, fornecendo, desse modo, um dominio estrutural
comum e/ou indicando uma atividade funcional comum.
Variantes conservadoras incluem aquelas sequéncias de
nuéleotideos que diferem em fungdo da degeneragdo do cbdigo
genético.

Em geral, seqliéncias de aminodcidos ou sequéncias de
nucleotideos que possuem pelo menos cerca de 45%, 55% ou
65% de identidade, pelo menos cerca de 70% ou 75% de
identidade, pelo menos cerca de 80%, 85% ou 95%, pelo menos
cerca de 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou
99,5% de identidade de seqiéncia para qualquer uma das
sequéncias de aminodcidos dos Ids. de Seq. pares N°°: 2-22,
34, 36 ou 38, ou qualquer uma das sequéncias de
nucleotideos dos Ids. de Seq. impares N°°: 1-21, 33, 35 ou
37, respectivamente, sao aqui definidas como
suficientemente idénticas. Proteinas variantes englobadas
pela presente invengdo sdo biologicamente ativas, ou seja,
retém a atividade biolégica desejada da proteina nativa.
Uma variante biologicamente ativa de uma proteina da
invencdo pode diferir daquela proteina por apenas 1-15
residuos de aminodcidos, apenas 1-10, por exemplo, 6-10,
apenas 5, apenas 4, 3, 2, ou até mesmo 1 residuo de
aminoacido.

Variantes de ocorréncia natural podem existir dentro
de uma populagdo (por exemplo, a populagdo de bactérias de
dcido latico). Tailis variantes podem ser identificadas pela
utilizacdo de técnicas conhecidas de biologia molecular
como, por exemplo, reagdo em cadeia de polimerase (PCR), e
hibridizacdo, como descrita abaixo. Sequéncias

nucleotidicas derivadas sinteticamente, por exemplo,
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seqliéncias geradas por mutagénese sitio-dirigida ou
mutagénese mediada por PCR que ainda codificam uma proteina
relacionada ao AI-2 ou relacionada a AAR também estdo
incluidas como variantes. Uma ou mais substituigdes,
adicdes, ou eliminagdes de nucleotideos ou aminoacidos
podem ser introduzidas em uma seqiéncia de nucleotideos ou
de aminodcidos aqui revelada, de tal forma que as
substituicdes, adig¢des, ou eliminag¢des sdo introduzidas na
proteina codificada. As adigdes (insergdes) ou eliminagdes
(truncamentos) podem ser feitas na extremidade N-terminal
ou C-terminal da proteina nativa, ou em um ou mais sitios
na proteina nativa. Da mesma forma, uma substituigdo de um
ou mais nucleotideos ou aminodcidos pode ser feita em um ou
mais sitios na proteina nativa.

Por exemplo, podem ser feitas substituig¢des
conservadoras de aminodcidos em um ou mais residuos de
aminodcidos previstos, preferivelmente ndo essenciais. Um
residuo de aminodcido “ndo essencial” & um residuo que pode
ser alterado da seqiiéncia do tipo selvagem de uma proteina,
sem alterar a atividade biolégica, enguanto um aminodcido
v“essencial” é necessdrio para a atividade bioldgica. Uma
“substituic3o conservadora de aminodcidos” & aquela em que
o residuo de aminodcido é substituido com um residuo de
aminodcido com uma cadeia lateral similar. Familias de
residuos de aminocdcidos gque possuem cadeias laterais
similares s3o conhecidas na técnica. Essas familias incluem
aminodcidos com cadeias laterais basicas (por exemplo,
lisina, arginina, histidina), cadeias laterais acidas (por
exemplo, acido aspartico, dcido glutdmico), cadeias

laterais polares sem carga (por exemplo, glicina,
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asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina,
cisteina), cadeias laterais ndo polares (por exemplo,
alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina,
fenilalanina, metionina, triptofano), cadeias laterais com
ramificagdes beta (por exemplo, treonina, valina,
isoleucina) e cadeias laterais aromdticas (por exemplo,
tirosina, fenilalanina, triptofano, histidina). Tais
substituigdes nao seriam feitas para residuos de
aminodcidos conservados, ou para residuos de aminoacidos
que residem dentro de um motivo conservado, onde tais
residuos sd3o essenciais para a atividade da proteina.
Alternativamente, podem ser feitas mutagdes
aleatoriamente ao longo de todo ou parte do comprimento da
seqiiéncia codificadora relacionada ao AI-2 ou relacionada a
AAR, por exemplo, por mutagénese por saturagdo. Os mutantes

podem ser expressos de forma recombinante, e rastreados

‘quanto aqueles que retém a atividade bioldgica testando-se

a atividade protetora relacionada ao AI-2 ou relacionada a
AAR com o uso de técnicas de ensaio padronizadas. Métodos
para mutagénese e alteragdes de sequiéncia de nucleotideos
sdo conhecidos na técnica. Veja, por exemplo, Kunkel (1985)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 488-492; Kunkel e cols.
(1987) Methods in Enzymol. Molecular Biology (MacMillan
Publishing Company, Nova York) e as referéncias neles
citadas. As mutacdes feitas no DNA que codifica a variante
ndo devem romper o quadro de leitura e, preferivelmente,
nido criardo regides complementares gque poderiam produzir
estrutura de mRNA secundario. Veja a Publicagdo do Pedido
de Patente EP N° 75.444. Diretrizes sobre substituigdes de

aminodcidos apropriadas que ndo afetam a atividade
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biolégica da proteina de interesse podem ser encontradas no

modelo de Dayhoff e cols. (1978) Atlas of Protein Sequence

and Structure (Natl. Biomed. Res. Found., Washington,
D.C.), aqui incorporado por referéncia.
N3o se espera que as eliminagdes, insergdes e

substituicdes das seqléncias de proteina aqui englobadas
produzam mudancas radicais nas caracteristicas da proteina.
No entanto, quando for dificil prever o efeito exato da
substituicdo, eliminacdo ou insergdo antes de fazé-la,
aqueles habilitados na técnica observardo que o efeito seréa
avaliado por ensaios de rastreamento rotineiros. Ou seja, a
atividade pode ser avaliada comparando-se a atividade da
seqiéncia modificada com a atividade da sequéncia original.
Por exemplo, a atividade de variantes e fragmentos de
polipeptideos envolvidos na produgdo de AI-2 ou na AAR pode
ser medida testando-se a producgdo de AI-2 com a utilizagdo
de métodos aqui revelados em outra segao.

Seqliiéncias de nucleotideos e de aminodcidos variantes
da presente invengdo também englobam seqiéncias derivadas
de procedimentos mutagénicos e recombinogénicos, tais como
embaralhamento de DNA (DNA shuffling). Com um procedimento
como esse, uma ou mais regides codificadoras diferentes de
proteina relacionada ao AI-2 ou relacionada a AAR podem ser
usadas para criar uma nova proteina relacionada ao AI-2 ou
relacionada & AAR que possua as propriedades desejadas.
Dessa forma, sdo geradas bibliotecas. de polinucleotideos
recombinantes a partir de uma populagdo de polinucleotideos
relacionados & sequéncia que compreendem regides da
seqiéncia que possuem identidade de seqiéncia substancial e

podem ser recombinados de forma homéloga in vitro ou in
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vivo. Por exemplo, com o uso dessa abordagem, motivos da
seqiéncia que codificam um dominio de interesse podem ser
embaralhados entre o gene relacionado ao AI-2 ou
relacionado & AAR da invencdo e outros genes conhecidos
relacionados ao AI-2 ou relacionados & AAR para se obter um
novo gene que codifica uma proteina com uma propriedade de
interesse aprimorada como, por exemplo, um K, aumentado, no
caso de uma enzima. Estratégias para esse embaralhamento de
DNA sdo conhecidas na técnica. Veja, por exemplo, Stemmer
(1994) Proc. Natl. Acad. Sci. Uusa 91: 10.747-10.751;
Stemmer (1994) Nature 370: 389-391; Crameri e cols. (1997)
Nature Biotech. 15: 436-438; Moore e cols. (1997) J. Mol.
Biol. 272: 336-347; Zhang e cols. (1997) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 94: 4.504-4.509; Crameri e cols. (1998) Nature
391: 288-291; e Patentes U.S. N°® 5.605.793 e 5.837.458.
Variantes de uma proteina da invengdo relacionada ao
AI-2 ou relacionada & AAR podem ser identificadas
rastreando-se bibliotecas combinatdérias de mutantes, por
exemplo, mutantes por  truncamento, de uma proteina
relacionada ao AI-2 ou relacionada a AAR. Em uma
modalidade, é gerada uma biblioteca diversificada de
variantes relacionadas ao AI-2 ou relacionadas a AAR por
mutagénese combinatdéria no nivel do adcido nucléico, e ela é
codificada por uma biblioteca génica diversificada. Uma
biblioteca diversificada de variantes relacionadas ao AI-2
ou relacionadas & AAR pode ser produzida, por exemplo,
ligando-se enzimaticamente uma mistura de oligonucleotideos
sintéticos em sequéncias génicas de tal forma que um
conjunto degenerado de potenciais seqgiéncias relacionadas

ao AI-2 ou relacionadas & AAR seja expressivel como
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polipeptideos individuais ou, alternativamente, como um
conjunto de proteinas de fusdo maiores (por exemplo/ para
exibicdo de fago) contendo o conjunto de sequéncias
relacionadas ao AI-2 ou relacionadas &a AAR. Ha varios
métodos que podem ser usados para produzir bibliotecas de
potenciais variantes relacionadas ao AI-2- ou relacionadas
4 AAR a partir de uma sequéncia degenerada de
oligonucleotideos. A sintese quimica de uma seqiéncia
génica degenerada pode ser realizada em um sintetizador
automatico de DNA, e o gene sintético entdo ligado em um
vetor de expressdo apropriado. O uso de um conjunto de
genes degenerados permite o fornecimento, em uma mistura,
de todas as seqiéncias que codificam o conjunto desejado de
potenciais seqiéncias relacionadas ao AI-2 ou relacionadas
A4 AAR. Métodos para a sintese de oligonucleotideos
degenerados sio conhecidos na técnica (veja, por exemplo,
Narang (1983) Tetrahedron 39:3; Itakura e cols. (1984)
Annu. Rev. Biochem. 53: 323; Itakura e cols. (1984) Science
198: 1.056; Ike e cols. (1983) Nucleic Acids Res. 11l: 477).

Além disso, bibliotecas de fragmentos de uma sequéncia
codificadora de uma proteina relacionada ao AI-2 ou
relacionada & AAR podem ser usadas para gerar uma populacdo
diversificada de fragmentos relacionados ao AI-2 oOu
relacionados & AAR para o rastreamento e subsequente
selecdo de variantes de uma proteina relacionada ao AI-2 ou
relacionada & AAR. Em uma modalidade, pode ser gerada uma
biblioteca de fragmentos da sequéncia codificadora
tratando-se um fragmento de PCR de fita dupla de uma
sequiéncia codificadora relacionada ao AI-2 ou relacionada a

AAR com uma nuclease sob condig¢des nas dquais ocorra
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rompimento (nicking) apenas cerca de uma vez por molécula,
desnaturando-se o DNA de fita dupla, renaturando-se o DNA
para formar DNA de fita dupla que possa incluir pares
senso/anti-senso de diferentes produtos rompidos,
removendo-se porc¢des de fita simples dos duplexos re-
formados por tratamento com S1 nuclease, e ligando-se a
biblioteca de fragmentos resultante em um vetor de
expressdo. Por esse método, pode-se derivar uma biblioteca
de expressdo que codifique fragmentos do N-terminal e
internos de varios tamanhos da proteina relacionada ao AI-2
ou relacionada a AAR.

S3o conhecidas varias metodologias na técnica para o
rastreamento de produtos génicos de bibliotecas
combinatérias feitos por mutag¢des ou truncamento em ponto e
para o rastreamento de bibliotecas de cDNA para produtos
génicos que possuem uma propriedade selecionada. Tais
técnicas sd3o adaptéveis para um rastreamento rapido das
bibliotecas génicas geradas pela mutagénese combinatdria de
proteinas relacionadas ao AI-2 ou relacionadas a AAR. As
técnicas usadas mais amplamente, que s8o passiveis de uma
anidlise de alto rendimento, para o rastreamento de grandes
bibliotecas génicas tipicamente incluem a clonagem da
biblioteca génica em vetores de expressdo replicéaveis,
transformacdo das células apropriadas com a biblioteca de
vetores resultante, e a expressdo dos genes combinatdrios
sob condicdes nas gquais a detecgdo de uma atividade
desejada facilita o isolamento do vetor que codifica o gene
cujo produto foi detectado. A mutagénese de montagem
recursiva (REM), uma técnica que aumenta a freqi€ncia de

mutantes funcionais nas bibliotecas, pode ser usada em
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combinacdo com os ensaios de rastreamento para identificar
variantes relacionadas ao AI-2 ou relacionadas a AAR (Arkin
e Yourvan (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 7.811-
7.815; Delgrave e cols. (1993) Protein Engineering 6(3):
327-331).

ii. Identidade de segiiéncias

As sequiéncias relacionadas ao AI-2 ou relacionadas a
AAR s3o membros de uma familia de moléculas com
caracteristicas funcionais conservadas. O termo “familia”
significa duas ou mais proteinas ou moléculas de a&acido
nucléico que possuem identidade de sequéncias de
nucleotideos ou de seqiéncias de aminodcidos suficiente.
Uma familia que contém grupos profundamente divergentes
pode ser dividida em subfamilias. Um cld é um grupo de
familias que provavelmente possuem uma ancestralidade
comum. Membros de um cld tém uma estrutura terciaria
similar. O termo “identidade de sequéncia” significa que os
residuos de nucleotideos ou de aminodcidos sdo ©Os mesmos
quando se alinham duas seqiéncias para uma correspondéncia
maxima sobre pelo menos uma Jjanela de comparagdo
especificada. “Janela de comparagdo” significa um segmento
contiguo das duas sequéncias de nucleotideos ou seqiéncias
de aminodcidos para um alinhamento 6timo, em que a segunda
seqiéncia pode conter adigdes ou eliminagdes (ou seja,
lacunas - gaps), quando comparada com a primeira sequéncia.
Geralmente, para alinhamentos de &cidos nucléicos, a janela
de comparag¢do tem comprimento de pelo menos 20 nucleotideos
contiguos e, opcionalmente, pode ter 30, 40, 50, 100 ou
mais. Para alinhamentos de sequéncias de aminodcidos, a

janela de comparagdo tem comprimento de pelo menos 6
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aminodcidos contiguos e, opcionalmente, pode ter 10, 15,
20, 30 ou mais. Aqueles habilitados na técnica sabem que,
para evitar uma similaridade elevada em conseqiéncia da
inclusdo de lacunas, uma penalidade de lacuna é tipicamente
introduzida e é subtraida do o nimero de combinagdes.

Os membros da familia podem ser da mesma espécie ou de
espécies diferentes, e podem incluir homélogos, além de
proteinas distintas. Frequentemente, membros de uma familia
exibem caracteristicas funcionais comuns. Homélogos podem
ser isolados com base em sua identidade em relagdo as
sequéncias de acidos nucléicos relacionadas ao AI-2 ou
relacionadas a AAR aqui reveladas com é utilizag¢do do cDNA,
ou uma porgdo deste, como sonda de hibridizagdo, de acordo
com técnicas de hibridiza¢do padronizadas, sob condig¢des de
hibridizacdo altamente controladas, como revelado abaixo.

Para determinar o percentual de identidade de duas
sequiéncias de aminodcidos ou de nucleotideos, é realizado
um alinhamento. O percentual de identidade das duas
seqiiéncias é uma fun¢do do namero de residuos idénticos
compartilhados pelas duas sequéncias na Jjanela de
comparacdo (ou seja, percentual de identidade = namero de
residuos idénticos/ntmero total de residuos x 100). Em uma
modalidade, as seqiéncias tém o mesmo comprimento. Métodos
similares aqueles mencionados abaixo podem ser usados para
determinar o percentual de identidade entre duas
sequéncias. Os métodos podem ser usados com oOu sem a
permissdo de lacunas. O alinhamento também pode ser
realizado manualmente por inspegao.

Quando sequéncias de aminoacidos diferem em

substitui¢des conservadoras, o percentual de identidade
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pode ser ajustado para cima para corrigir a natureza
conservadora da substituicdo. Meios para a realizagdo desse
ajuste sdo conhecidos na técnica. Tipicamente, a
substituigdo conservadora é classificada como nao
combinacdo parcial, em vez de ndo combinagdo total,
aumentando, dessa forma, a percentagem da identidade de
sequéncia.

Podem ser usados algoritmos matematicos para
determinar o percentual de identidade de duas sequéncias.
Exemplos ndo limitantes de algoritmos matematicos sdo o
algoritmo de Karlin e Altschul (1990) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 87: 2.264, modificado em Karlin e Altschul (1993)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 5.873-5.877; o algoritmo de
Myers e Miller (1988) CABIOS 4: 11-17; o algoritmo de
alinhamento local de Smith e cols. (1981) Adv. Appl. Math.
2: 482; o algoritmo de alinhamento global de Needleman e
Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48: 443-453; e o método de
pesquisa de alinhamento local de Pearson e Lipman (1988)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 2.444-2.448.

Foram projetadas varias implementagdes por computador
baseadas nesses algoritmos matemdticos para permitir a
determinacdo da identidade de seqiéncias. Os programas
BLAST de Altschul e cols. (1990) J. Mol. Biol. 215: 403 se
baseiam no algoritmo de Karlin e Altschul (1990) supra.
Pesquisas para a obtengdo de seqiiéncias de nucleotideos que
sejam homdélogas as sequéncias de nucleotideos da presente
invengdo podem ser realizadas com o programa BLASTN,
pontuacdo = 100, comprimento (wordlength) = 12. Para a
obtencdo de seqliéncias de aminodcidos homdlogas as

seqiiéncias que codificam uma proteina ou polipeptideo da
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presente invengdo, o programa BLASTX pode ser usado,
pontuagdo = 50, comprimento (wordlength) = 3. Alinhamentos

com lacunas podem ser obtidos com o uso de Gapped BLAST (em

BLAST 2.0), como descrito em Altschul e cols. (1997)
Nucleic  Acids Res. 25: 3.389. Para se detectar
relacionamentos distantes entre moléculas, pode ser

utilizado PSI-BLAST. Veja Altschul e cols. (1997) supra.
Para todos os programas BLAST, os pardmetros-padrdo dos
respectivos programas podem ser usados. Veja
www.ncbi.nlm.nih.gov. O alinhamento também pode ser feito
manualmente por inspegao.

Outro programa que pode ser utilizado para determinar
o percentual de identidade de seqiiéncias & o programa ALIGN
(versdo 2.0), que usa o algoritmo matemdtico de Myers e
Miller (1988) supra. Uma tabela de peso de residuo PAM120,
uma penalidade de comprimento de lacuna de 12 e uma
penalidade de lacuna de 4 podem ser usadas com esse
programa quando se comparam sequéncias de aminoacidos.

Além dos programas ALIGN e BLAST, os programas
BESTFIT, GAP, FASTA e TFASTA sdo parte do pacote de

programas “GCG Wisconsin Genetics Software Package”, Versdo

10 (disponivel por Accelrys Inc., 9685 Scranton Rd., San
Diego, Califbérnia, EUA), e podem ser usados para a
realizacdo de alinhamentos de sequéncias. O programa

preferido & GAP, versdo 10, que utiliza o algoritmo de
Needleman e Wunsch (1970) supra. A menos que estabelecido
de forma diferente, os valores de similaridade de
identidade de seqiéncia aqui apresentados referem-se ao
valor obtido com a utilizacdo de GAP Versdo 10 com OsS

seguintes par@metros: % de identidade e % de similaridade
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para uma seqliéncia de nucleotideos com o uso de Peso de GAP
de 50 e Peso do Comprimento de 3 e a matriz de pontuagao
nwsgapdna.cmp; % de identidade e % de similaridade para uma
seqiéncia de aminodcidos com o uso de Peso de GAP de 8 e
Peso de Comprimento de 2, e a matriz de pontuagdo BLOSUM62;
ou qualquer programa equivalente. “Programa equivalente”
significa qualquer programa de comparagdo de sequéncias
que, para quaisquer duas seqliéncias em questdo, gera um
alinhamento que possui combinag¢des idénticas de residuos de
nucleotideos ou de aminodcidos, e um percentual de
identidade de sequéncia idéntico, quando comparado com ©O
alinhamento correspondente gerado por GAP Versdo 10.

0 alinhamento de uma sequéncia em uma base de dados em
relacdo a uma sequéncia investigada produzida pelo
algoritmo BLASTN, FASTA, BLASTP ou semelhante €& normalmente
descrito como um “hit”. Hits para uma ou mais seqiéncias da
base de dados por uma sequéncia investigada produzida pelo
algoritmo de BLASTN, FASTA, BLASTP ou um algoritmo similar
alinham e identificam por¢des similares de uma sequéncia.
Um hit para uma sequéncia da base de dados geralmente
representa uma superposigdo em relagdo a uma fragao do
comprimento da seqiéncia da seqiéncia investigada, ou seja,
uma porcdo ou fragmento da seqiéncia investigada. No
entanto, a superposigdo pode representar todo o comprimento
da seqiiéncia investigada. Os hits em um alinhamento em
relagdo a uma sequéncia investigada produzida por
algoritmos de BLASTN, FASTA ou BLASTP em relagdo as
seqiiéncias em uma base de dados sdo comumente dispostos em
ordem do grau de similaridade e do comprimento da

superposigdo de sequéncia.
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Hits de polinucleotideos e polipeptideos alinhados
pelos algoritmos de BLASTN, FASTA ou BLASTP em relacao a
uma sequéncia investigada produzem valores “Previstos”. O
valor Previsto (valor E) indica o nimero de hits que se
pode ‘“prever” em relagdo a certo nimero de sequéncias
contiguas aleatoriamente quando se pesquisa uma base de
dados de determinado tamanho. O valor Previsto & usado como
um limiar de significancia para se determinar se o hit para
uma base de dados, por exemplo, a base de dados GENBANK® ou
EMBL, indica a similaridade real. Por exemplo, um valor E
de 0,1 atribuido a um hit de polinucleotideo é interpretado
como significando que, em uma base de dados do tamanho da
base de dados GENBANK®, pode-se prever 0,1 de combinagdes
sobre a porcdo alinhada da sequiéncia com uma pontuagdo
similar, aleatoriamente. Por esse critério, as porgdes
alinhadas e combinadas das seqiéncias de polinucleotideos
tém uma probabilidade de 95% de serem as mesmas. Para
seqiiéncias que possuem um valor E de 0,01 ou menos sobre
porgdes alinhadas e combinadas, a probabilidade de se
encontrar uma combinac¢do aleatoriamente na base de dados
GENBANK® & de 1% ou menos, usando o algoritmo de BLASTN ou
FASTA.

De acordo com uma modalidade desta invenc¢ao,
polinucleotideos e polipeptideos “variantes” desta inveng&o
compreendem seqiéncias que produzem um valor E de cerca de
0,0l ou menos, quando comparadas com as sequéncias de
polinucleotideos ou de polipeptideos da presente invengdo.
Ou seja, um polinucleotideo variante ou polipeptideo &
qualquer seqiéncia que tenha pelo menos uma probabilidade

de 99% de ser a mesma que O polinucleotideo ou polipeptideo
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da presente invengao, medida como tendo um valor E de 0,01
ou menos, usando os Algoritmos de BLASTN, FASTA ou BLASTP
ajustados com os pardmetros aqui descritos. Em outras
modalidades, um polinucleotideo variante €& uma sequéncia
que possui o mesmo nimero, OUu mMEnNos acidos nucléicos, do
que um polinucleotideo da presente invengdo que tenha uma
probabilidade de pelo menos 99% de ser a mesma que O
polinucleotideo da presente invengdo, medida como tendo um
valor E de 0,01 ou menos, usando os algoritmos de BLASTN ou
FASTA ajustados com os parametros aqui descritos. Da mesma
forma, um polipeptideo variante & uma seqiéncia que possui
o mesmo numero, ou menos, de aminodcidos do que um
polipeptideo da presente invengdo que tenha uma
probabilidade de pelo menos a 99% de ser O mesmo que um
polipeptideo da presente invengdo, medido como tendo um
valor E de 0,01 ou menos, usando o algoritmo de BLASTP
ajustado com os pardmetros aqui descritos.

Como observado anteriormente, o percentual de
identidade é determinado alinhando-se seqiéncias com O uso
de um dos algoritmos de BLASTN, FASTA ou BLASTP, ajustados
com os pardmetros aqui descritos, é identificando-se o
namero de &acidos nucléicos ou aminodcidos idénticos sobre
as por¢des alinhadas; dividindo-se o namero de Aacidos
nucléicos ou aminodcidos idénticos pelo ntmero total de
dcidos nucléicos ou aminodcidos do polinucleotideo ou da
seqliiéncia polipeptidica da presente invengdo; e, a seguir
multiplicando-se por 100 para determinar o percentual de
identidade. Por exemplo, um polinucleotideo da presente
invengdo que possui 220 &acidos nucléicos tem um hit para

uma seqiéncia de polinucleotideos na base de dados GENBANK®
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que possui 520 &cidos nucléicos sobre um trecho de 23
nucleotideos no alinhamento produzido pelo algoritmo de
BLASTN usando os parametros aqui descritos. O hit de 23
nucleotideos inclui 21 nucleotideos idénticos, uma lacuna e
um nucleotideo diferente. O percentual de identidade do
polinucleotideo da presente invengdo para o hit na
biblioteca GENBANK® &, portanto, 21/220 vezes 100, ou seja,
9,5%. A seqiiéncia de polinucleotideos na base ae dados
GENBANK® nio é, portanto, uma variante de um
polinucleotideo da presente invengdo.
iii. Identificagdo e isolamento de seqiiéncias homdlogas

As seqiiéncias de nucleotideos relacionadas ao AI-2 ou
relacionadas a4 AAR identificadas com base na sua identidade
de sequiéncia para as sequéncias de nucleotideos
relacionadas ao AI-2 ou relacionadas 4 AAR aqui

apresentadas, ou para fragmentos e variantes destas, sdo

englobadas pela presente invencdo. Métodos, tais como PCR

ou hibridizagdo, podem ser usados para identificar
seqiiéncias a partir de uma biblioteca de cDNA ou gendmica,
por exemplo, que sejam substancialmente idénticas a uma
seqiéncia desta invengdo. Veja, por exemplo, Sambrook e
cols. (1989) Molecular Cloning: Laboratory Manual (2° ed.,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
Nova York) e Innis, e cols. (1990) PCR Protocols: A Guide
to Methods and Applications (Academic Press, Nova York).
Métodos para a construgdo dessas bibliotecas de cDNA e
gendmicas sdo geralmente conhecidos na técnica e também sao
revelados na referéncia acima.

Em técnicas de hibridizacdo, as sondas de hibridizagdo

podem ser fragmentos de DNA gendmico, fragmentos de cDNA,
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fragmentos de RNA, ou outros oligonucleotideos, e podem
consistir em toda seqiiéncia de nucleotideos conhecida aqui
revelada, ou parte dela. Além disso, elas podem ser
marcadas com um grupo detectavel, por exemplo, *°P, ou
qualquer outro marcador detectavel, por exemplo, outros
radioisdétopos, um composto fluorescente, uma enzima, ou um
co-fator de enzima. Sondas para hibridizagdo podem ser
feitas por marcagdo de oligonucleotideos sintéticos, com
base nas seqiéncias de nucleotideos relacionadas ao AI-2 ou
relacionadas & AAR conhecidas aqui reveladas. Iniciadores
degenerados projetados com base em nucleotideos ou residuos
de aminoadcidos conservados em uma sequéncia de nucleotideos
relacionada ao AI-2 ou relacionada & AAR conhecida, ou na
seqiéncia de aminodcidos codificada, podem adicionalmente
ser usados. A sonda de hibridizagdo tipicamente compreende

uma regido da seqiéncia de nucleotideos que hibridiza sob

‘condicdes altamente controladas para pelo menos cerca de

10, preferivelmente cerca de 20, mais preferivelmente cerca
de 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 250, 300, 350 ou 400
nucleotideos consecutivos de uma sequéncia de nucleotideos
relacionada ao AI-2 ou relacionada & AAR da inveng¢do, ou um
fragmento ou variante desta. Para se obter hibridizagdo
especifica com diversas condi¢des, tais sondas incluem
seqiéncias que sdo Unicas entre seqiéncias de proteinas
relacionadas ao AI-2 ou relacionadas a4 AAR. Métodos para a
preparacdo de sondas para hibridizagcdo sdo geralmente
conhecidos na técnica, e sdo revelados em Sambrook e cols.
(1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2* ed., Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nova

York), aqui incorporado por referéncia.
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Em uma modalidade, toda a seqiiéncia de nucleotideos
que <codifica uma proteina relacionada ao AI-2 ou
relacionada a4 AAR é usada como sonda para identificar
sequéncias relacionadas ao AI-2 ou relacionadas a AAR e
RNAs mensageiros inéditos. Em outra modalidade, a sonda é&
um fragmento de uma sequéncia de nucleotideos aqui
revelada. Em algumas modalidades, a sequéncia de
nucleotideos que hibridiza sob condigdes altamente
controladas para a sonda pode ter comprimento de pelo menos
cerca de 300, 325, 350, 375, 400, 425, 450, 500, 550, 600,
650, 700, 800, 900, 1000, 1500 ou mais nucleotideos.

Conseqiientemente, além das sequéncias de nucleotideos
relacionadas ao AI-2 ou relacionadas a AAR aqui reveladas,
e fragmentos e variantes destas, as moléculas de Aacido
nucléico isolado da presente invencdo também englobam
sequéncias de DNA homélogas‘ identificadas e isoladas de
outros organismos ou células por hibridizagdo com
seqliéncias inteiras ou parciais obtidas das sequéncias de
nucleotideos relacionadas ao AI-2 ou relacionadas a AAR
aqui reveladas, ou variantes e fragmentos destas.

Seqiiéncias substancialmente idénticas hibridizardo
entre elas sob condig¢des altamente controladas. “Condig¢des
altamente controladas” significam condig¢des sob as quais
uma sonda hibridizarid para sua sequéncia-alvo em um grau
detectavelmente maior do que para outras sequéncias (por
exemplo, pelo menos 2 vezes em relagdo ao nivel de fundo) .
Geralmente, condigdes altamente controladas englobam
aquelas condigdes para hibridizacdo e lavagem sob as quais
nucleotideos que possuem pelo menos cerca de 60%, 65%, 70%,

ou pelo menos cerca de 75% de identidade de sequéncia
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tipicamente permanecem hibridizados entre eles. Condigdes
altamente rigorosas sdo conhecidas na técnica e podem ser
encontradas em Ausubel e cols., eds. (1989) Current
Protocols in Molecular Biology (John Wiley & Sons, Nova
York). A hibridizacdo tipicamente ocorre por menos de cerca
de 24 horas, normalmente cerca de 4 a cerca de 12 horas.
Condicdes altamente rigorosas dependem da sequéncia e
diferirdo em diferentes circunstédncias. Sequéncias de
Acidos nucléicos de comprimento total ou parciais podem ser
aqui usadas para a obtengdo de homdlogos e ortdlogos
englobados pela presente invengdo. “Ortdlogos” significam
genes derivados de um gene ancestral comum e que sao
encontrados em diferentes espécies como resultado de
especiacdo. Genes encontrados em diferentes espécies sdo
considerados ortdlogos quando suas sequéncias de

nucleotideos e/ou suas sequéncias codificadas de proteina

ccompartilham identidade substancial, como aqui definido em

outra secdo. As fungdes de ortdlogos sdo freqguentemente
altamente conservadas entre espécies.

Quando se utilizam sondas, condi¢des altamente
controladas serdo aquelas nas quais a concentracdo de sal &
menos do que cerca de 1,5 M de ion Na, tipicamente uma
concentracdo de cerca de 0,01 a 1,0 M de ion Na (ou de
outros sais) em pH 7,0 a 8,3, e a temperatura é de pelo
menos cerca de 30°C para sondas curtas (por exemplo, 10 a
50 nucleotideos) e pelo menos cerca de 60°C para sondas
longas (por exemplo, acima de 50 nucleotideos).

As lavagens pds-hibridizagdo sdo instrumentais no
controle de especificidade. Os dois fatores criticos sdo

forca ibénica e temperatura da solugdo de lavagem final.
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Para a deteccdo de sequéncias que hibridizam para uma
sequiéncia-alvo de comprimento total ou aproximadamente de
comprimento total, a temperatura sob condi¢des altamente
controladas é selecionada para ser cerca de 5°C abaixo do
ponto térmico de fusdo (T,) para a sequéncia especifica em
uma forca ibénica e um pH definidos. No entanto, condigdes
altamente controladas englobariam temperaturas na faixa de
1°C a 20°C abaixo do T., dependendo do grau de controle
desejado, como aqui definido em outra segdo. Para hibridos
DNA-DNA, o T, pode ser determinado usando-se a equagdo de
Meinkoth e Wahl (1984) Anal. Biochem. 138: 267—284; Ta =
81,5°C + 16,6 (log M) + 0,41 (%GC) - 0,61 (% de forma) -
500/L; em que M é a molaridade de cations monovalentes, %GC
é .a percentagem de nucleotideos guanosina e citosina no
DNA, % de forma é a percentagem de formamida na solugdo de

hibridizacdo, e L & o comprimento do hibrido em pares de

base. O T, é a temperatura (sob forca idnica e pH

definidos) na qual 50% de uma seqiéncia-alvo complementar
hibridiza para uma sonda que combina perfeitamente.
A habilidade para detectar seqiéncias com graus

varidveis de homologia pode ser obtida variando-se o rigor

das condigdes de hibridizac¢do e/ou lavagem. Para
sequéncias-alvos que sdo 100% idénticas (sondagem
homdéloga), devem ser obtidas condigdes de rigor que ndo

permitam a nfo combinagdo. Ao se permitir a ocorréncia de
ndo combinacdo de residuos de nucleotideos, seqiéncias com
um grau menor de similaridade podem ser detectadas
(sondagem heterdloga). Para cada 1% de ndo combinagdao, o Tn
é€ reduzido cerca de 1°C; portanto, as condi¢des de

hibridizacdo e/ou lavagem podem ser manipuladas para



10

15

20

25

30

40/150

permitirem hibridizag¢do de seqiéncias de um percentual de
identidade-alvo. Por exemplo, caso sejam preferidas
seqiiéncias com > 95% de identidade de seqiéncia, o Tp pode
ser diminuido em 10°C. Duas sequéncias de nucleotideos
poderiam ser substancialmente idénticas, mas ndo conseguem
hibridizar entre elas sob condi¢des altamente controladas,
se os polipeptideos que codificam forem substancialmente
idénticos. Essa situag¢do ocorreria, por exemplo, se a
maxima degeneragdo de cddon do cédigo genético fosse usada
para criar uma cdpia de um &cido nucléico.

Condigdes de baixo rigor exemplares incluem
hibridizacdo com uma solugdo-tampdo de formamida 30-35%, 1
M de NaCl, SDS 1% (s6dio dodecil sulfato) a 37°C, e uma
lavagem em SSC 1X a 2X (SSC 20X = 3,0 de M NaCl/0,3 M de
citrato trissédico) a 50 a 55°C. Condigdes de rigor
moderado exemplares incluem hibridizagdo em formamida 40 a
45%, 1,0 M de NaCl, SDS 1% a 37°C e uma lavagem em SSC 0,5X
a 1X a 55 a 60°C. Condig¢des de alto rigor exemplares
incluem hibridizac3o em formamida 50%, 1 M de NaCl, SDS 1%
a 37°C e uma lavagem em SSC 0,1X a 60 a 65°C.
Opcionalmente, tampdes de lavagem podem compreender cerca
de 0,1% a cerca de 1% de SDS. A duragdo da hibridizagdo &
geralmente menos de cerca de 24 horas, normalmente cerca de
4 a cerca de 12 horas. Um guia detalhado para a
hibridizacdo de &cidos nucléicos €& encontrado em Tijssen
(1993) Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular
Biology — Hybridization with Nucleic Acids Probes, Parte I,
Capitulo 2 (Elsevier, Nova York); e Ausubel e cols., eds.
(1995) Current Protocols in Molecular Biology, Capitulo 2

(Greene Publishing e Wiley-Interscience, Nova York). Veja
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Sambrook e cols. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory

Manual (2* ed.; Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold

'Spring Harbor, Nova York).

Em uma abordagem de PCR, iniciadores de
oligonucleotideos podem ser projetados para uso em reagdes
de PCR para amplificar sequéncias de DNA correspondentes a
partir de cDNA ou DNA gendmico extraido de qualquer
organismo de interesse. Iniciadores de PCR tém
preferivelmente comprimento de pelo menos cerca de 10
nucleotideos e, principalmente, comprimento de pelo menos
cerca de 20 nucleotideos. Métodos 'para o projeto de
iniciadores de PCR e clonagem por PCR sdo geralmente
conhecidos na técnica e sdo discutidos em Sambrook e cols.
(1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2* ed., Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nova
York). Veja também Innis e cols., eds. (1990) PCR
Protocols: A Guide to Methods and Applications (Academic
Press, Nova York); Innis e Gelfand, eds. (1995) PCR
Strategies (Academic Press, Nova York); e Innis e Gelfand,
eds. (1999) PCR Methods Manual (Academic Press, Nova York) .
Métodos de PCR conhecidos incluem, sem limitagdo, métodos
que utilizam iniciadores pareados, iniciadores abrigados,

iniciadores funicos especificos, iniciadores degenerados,

iniciadores gene-especificos, iniciadores vetor-
especificos, iniciadores parcialmente-ndo combinados, e
semelhantes.

iv. Seqtiéncias de nucleotideos anti-senso
A presente invengdo também engloba moléculas de acido
nucléico anti-senso, ou seja, moléculas que sdo

complementares a um &cido nucléico senso que codifica uma
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proteina, por exemplo, complementares a fita codificadora
de uma molécula de cDNA de fita dupla, ou complementares a
uma seqiiéncia de mRNA. Consequentemente, um &acido nucléico
anti-senso pode se ligar por hidrogénio a um &cido nucléico
senso. O acido nucléico anti-senso pode ser complementar a
toda wuma fita codificadora relacionada ao AI-2 ou
relacionada & AAR, ou a apenas uma porgao desta, por
exémplo, toda ou parte da regido codificadora de proteina
(ou quadro aberto de leitura). Uma molécula de acido
nucléico anti-senso pode ser anti-senso para uma regido nao
codificadora da fita codificadora de uma seqguéncia de
nucleotideos que codifica uma proteina relacionada ao AI-2
ou relacionada & AAR. As regides néo.codificadoras sdo as
seqiiéncias 5' e 3' que flanqueiam a regido codificadora e
nao sao traduzidas em aminoacidos. Sequéncias de
nucleotideos anti-senso sd3o Gteis na interrupgdo da
expressdo do gene-alvo. Podem ser usadas construgdes anti-
senso que possuem 70%, 80%, ou 85% de identidade de
sequéncia para a sequéncia correspondente.

Considerando a sequéncia da fita codificadora que
codifica uma proteina relacionada ao AI-2 ou relacionada a
AAR aqui revelada (por exemplo, Ids. de Seq. impares N
1-21, 33, 35, ou 37), podem ser projetados acidos nucléicos
anti-senso da inven¢3o de acordo com as regras de
pareamento de bases de Watson e Crick. A molécula de acido
nucléico anti-senso pode ser complementar a toda a regiao
codificadora do mRNA relacionado ao AI-2 ou relacionado a
AAR, mas, mais preferivelmente, €& um oligonucleotideo que
sé é& anti-senso para uma porgdo da regido codificadora ou

nio codificadora do mRNA relacionado ao AI-2 ou relacionado
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4 AAR. Um oligonucleotideo anti-senso pode ter, por
exemplo, cerca de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 ou 50
nucleotideos de comprimento, ou ele pode ter 100, 200 ou
mais nucleotideos de comprimento. Um &cido nucléico anti-
senso da invencdo pode ser construido com a utilizagdo de
procedimentos de sintese quimica e 1ligagdo enzimatica
conhecidos na técnica.

Uma molécula de &cido nucléico anti-senso da invengdo
pode ser wuma molécula a-anomérica de dcido nucléico
(Gaultier e cols. (1987) Nucleic Acids Res. 15: 6.625-
6.641). A molécula de acido nucléico anti-senso também pode
compreender um 2'-o-metilribonucleotideo (Inoue e cols.
(1987) Nucleic Acids Res. 15: 6.131-6.148) ou um analogo
quimérico de RNA-DNA (Inoue e cols. (1987) FEBS Lett. 215:
327-330). A invencdo também engloba ribozimas, que s&o
moléculas cataliticas de RNA com atividade de ribonuclease
que sdo capazes de clivar um acido nucléico de fita simples
como, por exemplo, um mRNA, para as duais possuem uma
regido complementar. A invengdo também engloba moléculas de
dcido nucléico que formam estruturas helicoidais triplas.
Veja geralmente Helene (1991) Anticancer Drug Des. 6(6):
569; Helene (1992) Ann. N.Y. Acad. Sci. 660: 27; e Maher
(1992) Bioassays 14(12): 807.

Em algumas modalidades, as moléculas de acido nucléico
da invencdo podem ser modificadas na porgdo de base, porgao
de aclcar ou na estrutura central de fosfato para melhorar,
por exemplo, a estabilidade, hibridizacdo ou solubilidade
da molécula. Como aqui usados, os termos “&cidos nucléicos
peptidicos” ou "“PNAs” referem-se aos miméticos de &acido

nucléico, por exemplo, miméticos de DNA, nos quais a
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estrutura central de desoxirribose fosfato é substituida
por uma estrutura central pseudopeptidica, e sb sao retidas
quatro nucleobases naturais. Demonstrou-se que a estrutura
central neutra de PNAs permite a hibridizacdo especifica
para DNA e RNA sob condigdes de baixa forga iénica. A
sintese de oligbémeros de PNA pode ser realizada com a
utilizacdo de protocolos padronizados de sintese peptidica
de fase sb6lida, como descrito, por exemplo, em Hyrup e
cols. (1996) supra; Perry-O'Keefe e cols. (1996) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 93: 14.670.

Em outra modalidade, PNAs de uma molécula relacionada
ad AI-2 ou relacionada & AAR podem ser modificados, por
exemplo, para aumentar sua estabilidade, especificidade ou
captacdo celular, anexando-se grupos lipofilicos ou outros
grupos auxiliares ao PNA, pela formagdo de quimeras PNA-
DNA, ou com o uso de lipossomos ou outras metodologias de
liberacdo de farmacos conhecidas na técnica. A sintese de
quimeras PNA-DNA pode ser efetuada como descrito em Hyrup
(1996) supra; Finn e cols. (1996) Nucleic Acids Res.
24(17): 3.357-63; Mag e cols. (1989) Nucleic Acids Res. 17:
5.973; e Peterson e cols. (1975) Bioorganic Med. Chem.
Lett. 5: 1.119.

v. Proteinas de fusdo

A invencdo também inclui proteinas quiméricas ou de
fusdo relacionadas ao AI-2 ou relacionadas a AAR. Uma
“proteina quimérica” ou “proteina de fusao” relacionada ao
AI-2 ou relacionada & AAR compreende um polipeptideo
relacionado ao AI-2 ou relacionado a AAR 1ligado
operacionalmente a um polipeptideo ndo relacionado ao AI-2

ou nio relacionado & AAR. Um polipeptideo “relacionado ao
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AI-2" ou “relacionado & AAR” refere-se a um polipeptideo
que possui uma'seqﬁéncia de aminodcidos que corresponde a
um polipeptideo que esteja envolvido na produgdo de AI-2 ou
na AAR, enquanto um polipeptideo “ndo relacionado ao AI-2”"
ou “ndo relacionado & AAR” refere-se a um polipeptideo que
possui uma sequéncia de aminodcidos que corresponde a uma
proteina que nio seja substancialmente idéntica a um
polipeptideo que esteja envolvido na produgdo de AI-2 ou na
AAR, e gque seja derivado do mesmo organismo ou de um
organismo diferente. Dentro de uma proteina de fusdo
relacionada ao AI-2 ou relacionada a AAR, o polipeptideo
relacionado ao AI-2 ou relacionado & AAR pode corresponder
a toda ou a uma porcdo de uma proteina relacionada ao AI-2
ou relacionada & AAR, incluindo preferivelmente pelo menos
uma porc¢do biologicamente ativa de uma proteina relacionada

ao AI-2 ou relacionada & AAR. Dentro da proteina de fusao,

o termo “ligado operacionalmente” visa a indicar que o

polipeptideo relacionado ao AI-2 ou relacionado a AAR e O
polipeptideo ndo relacionado ao AI-2 ou ndo relacionado a
AAR estdo fundidos estruturalmente entre si. O polipeptideo
ndo relacionado ao AI-2 ou ndo relacionado & AAR pode ser
fundido ao N-terminal ou C-terminal do polipeptideo
relacionado ao AI-2 ou relacionado a AAR.

A expressdo das sequéncias de codificagdo 1ligadas
resulta em duas seqiéncias de aminodcidos heterdlogas
ligadas que formam a proteina de fusao. A sequéncia
transportadora (o polipeptideo ndoc relacionado ao AI-2 ou
nio relacionado & BAAR) pode codificar um polipeptideo
transportador que potencializa ou aumenta a expressdo da

proteina de fusdo no hospedeiro bacteriano. A porgao da
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ﬁroteina de fusdo codificada pela seqUéncia transportadora,
ou seja, o polipeptideo transportador, pode ser um
fragmento de proteina, uma porgdo funcional inteira ou uma
seqliéncia de proteina inteira. A regido ou o polipeptideo
transportador pode adicionalmente ser projetado para ser
usado na purificagdo da proteina de fusdo, tanto com
anticorpos quanto com purificagdo por afinidade especifica
para aquele polipeptideo transportador. Da mesma forma, as
propriedades fisicas do polipeptideo transportador podem
ser exploradas para permitir a purificagdo seletiva da
proteina de fusdo.

Polipeptideos transportadores especificos de interesse
incluem superéxido dismutase (SOD), proteina de ligacgdo de
maltose (MBP), glutationa-S-transferase (GST), um tag de
histidina N-terminal (His), e semelhantes. Essa lista ndao
tem a intencdo de ser limitante, uma vez que qualquer
polipeptideo transportador que potencialize a expressdo da
proteina relacionada ao AI-2 ou relacionada a AAR como uma
proteina de fusdo pode ser usado nos métodos da invengdo.

Em uma modalidade, a proteina de fusdo é uma proteina
de fusdo de GST relacionada ao AI-2 ou relacionada a AAR na
qual as seqiéncias relacionadas ao AI-2 ou relacionadas a
AAR estdo fundidas ao C-terminal das sequéncias de GST. Em
outra modalidade, a proteina de fusdo é uma proteina de
fusdo de imunoglobulina relacionada ao AI-2 ou relacionada
4 AAR na qual toda ou parte de uma proteina relacionada ao
AI-2 ou relacionada a BAAR estada fundida a seqgiéncias
derivadas de um membro da familia da proteina de
imunoglobulina. As proteinas de fusdo de imunoglobulina

relacionadas ao AI-2 ou relacionadas a AAR da invengdo
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podem ser usadas como imundgenos para produzirem anticorpos
anti-proteina relacionada ao AI-2 ou relacionada a AAR em
um individuo, para purificar ligantes relacionados ao AI-2
ou relacionados & AAR, e em ensaios de rastreamento para a
identificacio de moléculas que inibem a interagdo de uma
prbteina relacionada ao AI-2 ou relacionada a AAR com um
ligante relacionado ao AI-2 ou relacionado a AAR.

Aqueles habilitados na técnica reconhecerdao gque O
polipeptideo transportador especifico & escolhido tendo em
mente o esquema de purificagdo. Por exemplo, marcadores
His, GST, e proteina de 1ligagdo de maltose representam
polipeptideos transportadores gque possuem colunas de
afinidade facilmente disponiveis &s quais podem ser ligados
e eluidos. Dessa forma, quando o polipeptideo transportador
for um marcador His N-terminal, por exemplo, hexahistidina

(marcador Hisg), a proteina de fusdo relacionada ao AI-2 ou

relacionada a4 AAR poderd ser purificada usando uma matriz

que compreende uma resina quelante de metal, por exemplo,
dcido niquel nitrilotriacético (Ni-NTA), &cido niquel
iminodiacético (Ni-IDA) e resina contendo cobalto (Co-
resina). Veja, por exemplo, Steinert e cols. (1997) QIAGEN
News 4: 11-15, aqui incorporado por referéncia em sua
totalidade. Quando o polipeptideo transportador for GST, a
proteina de fusdo relacionada ao AI-2 ou relacionada a AAR

podera ser purificada usando uma matriz que compreende

gldébulos de glutationa-agarose (sigma ou Pharmacia
Biotech); quando o polipeptideo transportador for uma
proteina de ligag¢d3o de maltose (MBP), a proteina de fusédo

relacionada ao AI-2 ou relacionada a AAR podera ser

purificada usando uma matriz que compreende uma resina de
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agarose derivatizada com amilose.

De preferéncia, uma proteina quimérica ou de fusdo da
invencdo & produzida por técnicas padronizadas de DNA
recombinante. Por exemplo, fragmentos de DNA que codificam
as diferentes seqliéncias polipeptidicas podem ser ligados
juntos estruturalmente, ou o gene de fusao pode ser
sintetizado, por exemplo, com sintetizadores automatizados
de DNA. Alternativamente, a amplificagdo por PCR dos
fragmentos génicos pode ser realizada com o uso de
iniciadores de ancoragem que ddo origem a protuberdncias
complementares entre dois fragmentos génicos consecutivos,
os quals podem subsequentemente ser endurecidos e re-
amplificados para gerar uma sequéncia génica quimérica
(veja, por exemplo, Ausubel e cols., eds. (1995) Current
Protocols in Molecular Biology (Greene Publishing e Wiley-
Interscience, Nova York). Além disso, um &cido nucléico que
codifica uma proteina relacionada ao AI-2 ou relacionada a
AAR pode ser clonado em um vetor de expressdo disponivel
comercialmente de forma a ser ligado estruturalmente a uma
porcdo de fusdo existente.

O ~vetor de expressdo da proteina de fusdo &
tipicamente projetado para facilitar a remogado do
polipeptideo transportador, permitindo que a proteina
relacionada ao AI-2 ou relacionada a AAR retenha a
atividade biolégica nativa a ela associada. Métodos para a
clivagem de proteinas de fus8o sdo conhecidos na técnica.
Veja, por exemplo, Ausubel e cols., eds. (1998) Current
Protocols in Molecular Biology (John Wiley & Sons, Inc.). A
clivagem quimica da proteina de fusdo pode ser obtida com

reagentes como brometo de cianogénios, 2-(2-



10

15

20

25

30

49/150

nitrofenilsulfenil)-3-metil-3'-bromoindolenina,
hidroxilamina, ou pH baixo. A clivagem quimica é&
freqientemente obtida sob condigdes desnaturantes para
clivar proteinas de fusdo de outra forma insoluveis.

Quando for desejada a separagdo do polipeptideo
relacionado ao AI-2 ou relacionado & AAR do polipeptideo
transportador e um sitio de clivagem na jungdo entre esses
polipeptideos fundidos nd3o for de ocorréncia natural, a
construcdo de fusdo poderd ser projetada para conter um
sitio de clivagem de protease especifico para facilitar a
clivagem enzimatica e a remogao do polipeptideo
transportador. Dessa forma, uma sequéncia ligadora que
compreende uma sequéncia codificadora para um peptideo que
tenha um sitio de clivagem especifico para uma enzima de
interesse pode ser fundida estruturalmente entre a
sequiéncia codificadora para o polipeptideo transportador
(por exemplo, MBP, GST, SOD ou um marcador His N-terminal)
e a seqliéncia codificadora para o polipeptideo relacionado
ao AI-2 ou relacionado & AAR. Enzimas adequadas que possuem
especificidade para sitios de clivagem incluem, sem
limitacéo, fator Xa, trombina, enteroquinase, remina,
colagenase e protease do virus etch do tabaco (TEV) . Sitios
de clivagem para essas enzimas s3o bem conhecidos na
técnica. Dessa forma, por exemplo, gquando fator Xa for
utilizado para clivar o polipeptideo transportador do
polipeptideo relacionado ao AI-2 ou relacionado a AAR, a
construcdo de fusdo poderd ser projetada para compreender
uma seqiéncia ligadora que codifica um sitio de clivagem
sensivel ao fator Xa, por exemplo, a seqiéncia IEGR (veja,

por exemplo, Nagai e Thegersen (1984) Nature 309: 810-812,
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Nagai e Thegersen (1987) Meth. Enzymol. 153: 461-481 e
Pryor e Leiting (1997) Protein Expr. Purif. 10(3): 309-
319, aqui incorporados por referéncia). Quando trombina for
usada para clivar o polipeptideo transportador do
polipeptideo relacionado ao AI-2 ou relacionado a AAR, a
construcdo de fusdo poderd ser projetada para compreender
uma seqiéncia ligadora que codifica um sitio de clivagem
sensivel a trombina, por exemplo, a sequéncia LVPRGS ou
VIAGR (veja, por exemplo, Pryor e Leiting (1997) Protein
Expr. Purif. 10(3): 309-319, e Hong e cols. (1997) Chin.
Med. Sci. J: 12(3): 143-147, respectivamente, aqui
incorporados por referéncia). Sitios de clivagem para TEV
protease s3o conhecidos na técnica. Veja, por exemplo, oS
sitios de clivagem descritos na Patente U.S. N° 5.532.142,
aqui incorporada por referéncia em sua totalidade. Veja
também a discussio em Ausubel e cols., eds. (1998) Current
Protocols in Molecular Biology (John Wiley & Sons, Inc.),
Capitulo 16.

vi. Anticorpos

Um polipeptideo isolado da presente invengdo pode ser
usado como um imundégeno para a geragdo de anticorpos que se
ligam especificamente as proteinas relacionadas ao AI-2 ou
relacionadas & AAR, ou estimular a produgdo de anticorpos
contra polipeptideos relacionados ao AI-2 ou relacionados a
AAR in vivo. A proteina de comprimento total relacionada ao
AI-2 ou relacionada & AAR pode ser usada como um imundgeno
ou, alternativamente, fragmentos peptidicos antigénicos de
proteinas relacionadas ao AI-2 ou relacionadas a AAR, como
aqui descritas, podem ser usados. O peptideo antigénico de

uma proteina relacionada ao AI-2 ou relacionada a AAR
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compreende pelo menos 8, preferivelmente 10, 15, 20 ou 30
residuos de aminodcidos da seqiéncia de aminoacidos
mostrada nos Ids. de Seq. pares N°: 2-22, 34, 36 ou 38, e
engloba um epitopo de uma proteina relacionada ao AI-2 ou
relacionada & AAR, de tal forma gque um anticorpo
desenvolvido contra o peptideo forme um complexo imune
especifico com a proteina relacionada ao AI-2 ou
relacionada & AAR. Epitopos preferidos englobados pelo
peptideo antigénico s8o regides de uma proteina relacionada
ao AI-2 ou relacionada & AAR que estdo localizadas na
superficie da proteina, por exemplo, regides hidrofilicas.

vii. Ensaios

S3o revelados ensaios diagndsticos para detectar a
expressdo das moléculas de polipeptideos e/ou de éacido
nucléico reveladas, além de sua atividade apresentada em

uma amostra. Um método exemplar para detecgdo da presenca

ou auséncia de um &cido nucléico ou proteina revelada que

compreende o polipeptideo revelado em ﬁma amostra envolve a
obtengao de uma amostra de um produto
alimenticio/laticinio/de ragdo, cultura de partida (mae, de
origem, massa/conjunto, concentrada, seca, liofilizada,
congelada) , produto alimenticio/laticinio/de ragao
cultivado, suplemento dietético, fermentado de
bioprocessamento ou de um individuo que tenha ingerido um
material probidético, e contato da amostra com um composto
ou um agente capaz de detectar os polipeptideos ou acidos
nucléicos revelados (por exemplo, um mRNA ou DNA gendmico
que compreende o &cido nucléico revelado ou fragmento
deste), de tal forma que a presenga da sequéncia revelada

seja detectada na amostra. Os resultados obtidos com uma



10

15

20

25

30

52/150

amostra do alimento, suplemento, cultura, produto ou
individuo podem ser comparados com os resultados obtidos
com uma amostra de uma cultura, produto ou individuo de
controle.

Um agente para a detecgdo do mRNA ou DNA gendmico que
compreende uma sequéncia de nucleotideos revelada €& uma
sonda marcada de &cido nucléico capaz de hibridizar para a
seqiéncia de nucleotideos revelada do mRNA ou DNA gendmico.
A sonda de &acido nucléico pode ser, por exemplo, uma
molécula de &acido nucléico revelada, por exemplo, o acido
nucléico dos Ids. de Seq. impares N°°: 1-21, 33, 35, 37, ou
uma porcdo deste, por exemplo, uma molécula de acido
nucléico com comprimento de pelo menos 15, 30, 50, 100,
200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1.000, 1.500 ou
mais nucleotideos, e suficiente para hibridizar
especificamente sob condi¢des altamente controladas para O
mRNA ou DNA gendmico que compreende a seqUéncia de acidos
nucléicos revelada. S3o aqui descritas outras sondas
adequadas para uso nos ensaios diagndsticos da invengao.

Um agente para a detecgdo de uma proteina que
compreende uma seqiéncia polipeptidica revelada € um
anticorpo capaz de se ligar ao polipeptideo revelado,
preferivelmente um anticorpo com um marcador detectavel.
Anticorpos podem ser policlonais ou, mais preferivelmente,
monoclonais. Pode ser usado um anticorpo intacto ou um
fragmento deste (por exemplo, Fab ou F(abN);). O termo
“marcado”, com relagdo & sonda ou anticorpo, visa a
englobar a marcagdo direta da sonda ou do anticorpo por
acoplamento (ou seja, 1ligagdo fisica) de uma substéncia

detectdvel a sonda ou anticorpo, além da marcagdo indireta
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da sonda ou do anticorpo por reatividade com outro reagente
que seja marcado diretamente. Exemplos de marcagdo indireta
incluem a deteccdo de um anticorpo primario com o uso de um
anticorpo secunddrio marcado e marcagdo terminal de uma
sonda de DNA com biotina, de forma gque ela possa ser
detectada com estreptavidina marcada por fluorescéncia.

O termo “amostra” visa a incluir tecidos, células e
liquidos biolégicos presentes ou isolados de um individuo,
além de células de culturas de partida ou produtos
alimenticios que possuem tais culturas, ou derivados do uso
de tais culturas. Ou seja, o método de detecgdo da invengdo
pode ser usado para detectar mRNA, proteina ou DNA gendmico
que compreende uma seqiéncia revelada em uma amostra, tanto
in vitro quanto in vivo. Técnicas in vitro para detecgdo de
mRNA que compreendem uma sequéncia revelada incluem
hibridizacdes Northern e hibridiza¢des in situ. Técnicas in
vitro para detecgdo de uma proteina que compreendem um
polipeptideo revelado incluem ensaios imunoabsorventes
ligados a enzima (ELISAs), Western blots,
imunoprecipitacdes e imunofluorescéncia. Técnicas in vitro
para detecgdo de DNA gendmico que compreendem as sequéncias
de nucleotideos reveladas incluem hibridizag¢des Southern.
Além disso, técnicas in vivo para detecgdo de uma proteina
gque compreendem um polipeptideoc revelado incluem a
introducdo em um individuo de um anticorpo marcado contra o
polipeptideo revelado. Por exemplo, o anticorpo pode ser
marcado com um marcador radioativo cuja presenga e
localizacdo em um individuo pode ser detectada por
técnicas-padrdo de imagem.

Em uma modalidade, a amostra contém proteina moléculas
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de um individuo de teste que consumiu um material
probidético. Alternativamente, a amostra pode conter mRNA ou
DNA gendmico de uma cultura de partida.

A invencdo também engloba kits para a detecgdao da
presenca de &cidos nucléicos ou proteinas reveladas que
compreendem polipeptideos revelados em uma amostra. Tais
kits podem ser usados para determinar se um micrébio que
expressa um polipeptideo da invengdo especifico esta
presente em um produto alimenticio ou cultura de partida,
ou em um individuo que consumiu um material probidtico. Por
exemplo, o kit pode compreender um composto ou agente
marcado capaz de detectar um polipeptideo ou mMRNA revelado
em uma amostra, e meios para a determinagdo da quantidade
do polipeptideo revelado na amostra (por exemplo, um
anticorpo que reconhece o polipeptideo revelado ou uma
sonda de oligonucleotideo que se liga ao DNA que codifica
um polipeptideo revelado, por exemplo, Ids. de Seq. impares
N°: 1-21, 33, 35, ou 37). Os kits também podem incluir
instru¢des que detalham o uso de tais compostos.

Para kits ©baseados em anticorpos, o kit pode
compreender, por exemplo: (1) um primeiro anticorpo (por
exemplo, anexado a um suporte sélido) que se liga a um
polipeptideo revelado; e, opcionalmente, (2) um segundo
anticorpo diferente que se liga ao polipeptideo revelado ou
ao primeiro anticorpo, e esta conjugado a um agente
detectavel. Para kits baseados em oligonucleotideos, o kit
pode compreender, por exemplo: (1) um oligonucleotideo, por
exemplo, um oligonucleotideo marcado de forma detectavel,
que hibridiza para uma seqiéncia de &acidos nucléicos

revelada ou (2) um par de iniciadores tGteis na amplificagao
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de uma molécula de &acido nucléico revelada.

O kit também pode compreender, por exemplo, um agente
de tamponamento, um conservante ou um agente estabilizante
de proteinas. O kit também pode compreender componentes
necessadrios para a detecgdo do agente detectavel (por
exemplo, uma enzima ou um substrato). O kit também pode
conter uma amostra de controle ou uma série de amostras de
controle que podem ser testadas e comparadas com a amostra
de teste contida. Cada componente do kit estd normalmente
embalado em um recipiente individual e todos os varios
recipientes estdo dentro de uma Gnica embalagem, juntamente
com instrug¢des para uso.

Em uma modalidade, o kit compreende diversas sondas em
formato de arranjo, tais como aquélas descritas, por
exemplo, nas Patentes U.S. N° 5.412.087 e 5.545.531, e
Publicacdo Internacional N° WO 95/00530, aqui incorporadas
por referéncia. Sondas para uso no arranjo podem ser
sintetizadas diretamente sobre a superficie do arranjo,
como revelado na Publicacdo Internacional N° WO 95/00530,
ou antes da imobilizacdo sobre a superficie do arranjo
(Gait, ed. (1984), Oligonucleotide Synthesis: a Practical
Approach IRL Press Oxford, Inglaterra). As sondas podem ser
imobilizadas sobre a superficie com a wutilizagdo de
técnicas bem conhecidas por aqueles habilitados na técnica,
tais como aquelas descritas na Patente U.S. N° 5.412.087.
As sondas podem ser uma sequéncia de &cido nucléico ou de
peptideos, preferivelmente purificados, ou um anticorpo.

Os arranjos podem ser usados para rastrear organismos,
amostras ou produtos em busca de diferengas em seu teor

gendémico, de cDNA, polipeptidico ou de anticorpo, incluindo
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a presenga ou auséncia de seqiéncias ou proteinas
especificas, bem como a concentragdo desses materiais. A
ligacdo a uma sonda de captura €& detectada, por exemplo,
pelo sinal gerado por um marcador anexado a molécula de
dcido nucléico que compreende a sequéncia de acidos
nucléicos revelada, um polipeptideo gque compreende a
sequiéncia de aminodcidos revelada ou um anticbrpo. O método
pode incluir o contato da molécula que compreende O acido
nucléico, polipeptideo ou anticorpo revelado com um
primeiro arranjo que possui varias sondas de captura e um
segundo arranjo que possui um conjunto diferente de sondas
de captura. Os resultados de cada hibridizagdo podem ser
comparados para analisar as diferengas na expressao entre
uma primeira e uma segunda amostras. O primeiro conjunto de
sondas de captura pode ser de uma amostra de controle, por
exemplo, uma bactéria de &acido latico do tipo selvagem, ou
individuo de controle, por exemplo, um alimento, suplemento
dietético, amostra de cultura de partida ou um liquido
bioldégico. O segundo conjunto de sondas de captura pode ser
de uma amostra experimental, por exemplo, uma bactéria de
dcido latico do tipo mutante, ou de um individuo que tenha
consumido um material probidtico, por exemplo, uma amostra
de cultura de partida, ou um fluido bioldgico.

Esses ensaios podem ser especialmente Gteis em
procedimentos de selegdo microbiana e de controle de
qualidade nos quais a detecgdo de materiais indesejados &
essencial. A detecgdo de seqﬁéncias. de nucleotideos ou
polipeptideos especificos também  pode ser Gtil na
determinacdo da composicgdo genética de alimentos, produtos

de fermentacdo ou micrébios industriais, ou micrdbios
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présentes no sistema digestivo de animais ou seres humanos
que tenham consumido probidticos.

Ensaios para detectar a expressdo das moléculas
reveladas de polipeptideos e/ou &acidos nucléicos também
podem incluir a detecgdo e/ou quantificagdo de AI-2.
Métodos para a detecgdo de AI-2 sdo aqui descritos em outra
secdo. Ensaios para medir aderéncia, por exemplo, em
resposta as condigdes adaptdveis de adesdo, também podem
ser usados para avaliar a expressdo dos polipeptideos da
presente invengdo. Tais métodos taﬁbém sdo aqui descritos
em outra segdo.

III. Vetores de expressao recombinante e células
hospedeiras

As moléculas de &cido nucléico da presente invengao
podem ser incluidas em vetores, preferivelmente vetores de

expressdo. “Vetor” refere-se a uma molécula de acido

nucléico capaz de transportar outro &acido nucléico ao qual

foi ligada. Vetores de expressdo incluem uma ou mais
seqiéncias reguladoras, e dirigem a expressdo de dgenes aos
quais estdo ligadas operacionalmente. O termo “ligada
operacionalmente” significa que a seqléncia de nucleotideos
de interesse estd ligada a(s) sequéncia(s) reguladora(s) de
tal forma que a expressdo da seqiéncia de nucleotideos seja
permitida (por exemplo, em um sistema in vitro de
transcrigdo/traducdo ou em uma célula hospedeira quando o
vetor & introduzido na célula hospedeira). O termo
“sequéncia reguladora” visa a incluir promotores
controlaveis da transcricdo, operadores, intensificadores,
finalizadores de transcricdo e outros elementos de controle

da expressdo, tais como seqiéncias de controle da tradugao
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(por exemplo, seqiéncia de consenso Shine-Dalgarno, cdédons
de iniciacdo e terminagdo). Essas sequéncias reguladoras
diferirdo, por exemplo, dependendo da célula hospedeira que
estiver sendo utilizada.

Os vetores podem ser replicados autonomamente em uma
célula hospedeira (vetores epissomais), ou podem ser
integrados no genoma de uma célula hospedeira, e replicados
juntos com o genoma do hospedeiro (vetores mamiferos ndo
epissomais). Vetores de integragdo tipicamente contém pelo
menos uma seqiéncia hombéloga ao cromossomo bacteriano que
permite a ocorréncia de recombinagdo entre o DNA homdlogo
no vetor e o cromossomo bacteriano. Vetores de integragao
também podem compreender sequéncias de bacteridfago ou de
transposon. Vetores epissomais, ou plasmideos, sdo algas
citculares de DNA de fita dupla nas quails segmentos de DNA
adicionais podem ser ligados. Plasmideos capazes de
manutencdo estdvel em um hospedeiro sdo geralmente a forma
preferida de vetores de expressdo quando se utilizam
técnicas de DNA recombinante.

As construgdes ou os vetores de expressdo englobados
na presente invengd3o compreendem uma construcdo de acido
nucléico da invencdo em uma forma adequada para expressao
do &cido nucléico em uma célula hospedeira. A expressdo em
células hospedeiras procaridticas €& englobada na presente
invencdo. Sera observado por aqueles habilitados na técnica
que o projeto do vetor de expressdo pode depender de
fatores como a escolha da célula hospedeira a ser
transformada, do nivel de expressdo de proteina desejado
etc. Os vetores de expressdo da invencdao podem ser

introduzidos em células hospedeiras para, desse modo,
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produzir proteinas ou peptideos, incluindo proteinas ou
peptideos de fusao, codificados por &acidos nucléicos, como
aqui descritos (por exemplo, proteinas relacionadas ao AI-2
ou relacionadas & AAR, formas mutantes de proteinas
relacionadas ao AI-2 ou relacionadas A AAR, proteinas de
fusdo etc.).

Sequéncias reguladoras incluem aquelas que dirigem a
expressdo constitutiva de uma seqiéncia de nucleotideos,
bem como aquelas gque dirigem a expressdo indutivel da
seqiiéncia de nucleotideos comente sob certas condigdes
ambientais. Um promotor bacteriano é qualquer seqgiéncia de
DNA capaz de se ligar a RNA polimerase bacteriana e iniciar
a transcricdo abaixo (3') de uma sequéncia codificédora
(por exemplo, gene estrutural) em mRNA. Um promotor tera
uma regido de iniciagdo de transcricdo, que é& normalmente
colocada proximal a extremidade 5' da sequéncia
codificadora. Essa regifio de iniciagdo de transcrigao
tipicamente inclui um sitio de ligagdo de RNA polimerase e
um sitio de iniciagdo de transcrigdo. Um promotor
bacteriano também pode ter um segundo dominio chamado um
operador, que pode se sobrepor a um sitio de ligagdo de RNA
polimerase adjacente no qual comega a sintese de RNA. O
operador permite a transcrigdo regulada negativa
(indutivel), uma vez dJque uma proteina do gene repressor
pode se ligar ao operador e, dessa forma, inibir a
transcrigdo de um gene especifico. A expressao constitutiva
pode ocorrer na auséncia de elementos reguladores negativos
como, por exemplo, o operador. Além disso, a regulagdo
positiva pode ser obtida por uma seqiéncia de ligagdo da

proteina ativadora de genes, & qual, se presente, &
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normalmente proximal (5') & seqUéncia de ligagdo de RNA
polimerase.

Um exemplo de uma proteina ativadora de genes é a
proteina ativadora de catabdlito (CAP), que ajuda a iniciar
a transcrigdo do operon lac em Escherichia coli (Raibaud e
cols. (1984) Annu. Rev. Genet. 18: 173). A expressao
regulada pode, portanto, ser tanto positiva quanto negativa
e, assim, aumentar ou reduzir a transcrigdo. Outros
exemplos de elementos reguladores positivos e negativos sao
bom conhecidos na técnica. VArios promotores que podem ser
incluidos no sistema de expressdo de proteinas incluem, sem
limitag¢do, um promotor hibrido T7/lacO, um promotor trp, um
promotor T7, um promotor lac e um promotor bacteridfago
lambda. Qualquer promotor adequado pode ser usado para a
pridtica da presente invengdo, incluindo o promotor nativo
ou um promotor heterdlogo. Promotores heterdlogos podem ser
constitutivamente ativos ou indutiveis. Um exemplo ndo
limitante de um promotor heterdlogo €& apresentado na
Patente U.S. N° 6.242.194 para Kullen e Klaenhammer.

Seqliéncias que codificam enzimas da via metabdlica
fornecem sequéncias promotoras particularmente dteis.
Exemplos incluem seqiiéncias promotoras derivadas de enzimas
que metabolizam aglcar, como galactose, lactose (lac)
(Chang e cols. (1987) Nature 198: 1.056) e maltose.
Exemplos adicionais incluem sequéncias promotoras derivadas
de enzimas biossintéticas, por exemplo, triptofano (trp)
(Goeddel e cols. (1980) Nucleic Acids Res. 8: 4.057;
Yelverton e cols. (1981) Nucleic Acids Res. 9: 731; Patente
U.S. N° 4.738.921; Publicagdes EPO N°° 36.776 e 121.775). O

sistema promotor beta-lactamase (bla) (Weissmann, (1981)
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“The Cloning of Interferon and Other Mistakes”, em
Interferon 3 (ed. I. Gresser); PL bacteriéfago lambda
(Shimatake e cols. (1981) Nature 292: 128); o promotor
arabinose-indutivel araB (Patente U.S. N° 5.028.530); e
sistemas promotores TS5 (Petente U.S. N° 4.689.406) também
fornecem seqiéncias promotoras fUteis. Veja também Balbas
(2001) Mol. Biotech. 19: 251-267, em que sdo discutidos
sistemas de expressdo de E. coli.

Além disso, promotores sintéticos que ndo ocorrem na
natureza também funcionam como promotores bacterianos. Por
exemplo, sequiéncias de ativagdo da transcrigdo de um
promotor bacteriano ou de bacteriéfago podem ser unidas com
as seqiéncias de operon de outro promotor bacteriano ou de
bacteridfago, criando um promotor hibrido sintético
(Patente U.S. N° 4.551.433). Por exemplo, os promotores tac
(Amann e cols. (1983) Gene 25: 167; de Boer e cols. (1983)
Proc. Natl. Acad. Sci. 80: 21) e trc (Brosius e cols.
(1985) J. Biol. Chem. 260: 3.539-3.541) sdao promotores
hibridos trp-lac compostos tanto pelo promotor trp quanto
por seqiéncias operon de lac que sd3o regulados pelo
repressor lac. O promotor tac tem a caracteristica
adicional de ser uma sequéncia reguladora indutivel. Dessa
forma, por exemplo, a expressio de uma sequiéncia
codificadora ligada operacionalmente ao promotor tac pode
ser induzida em uma cultura de células por adigdo de
isopropil-1-tio-p-D-galactosida (IPTG). Além disso, um
promotor bacteriano pode incluir promotores de ocorréncia
natural de origem ndo bacteriana que possuem a habilidade
de se 1ligar & RNA polimerase bacteriana e iniciar a

transcricdo. Um promotor de ocorréncia natural de origem
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ndo Dbacteriana também pode ser acoplado a uma RNA
polimerase compativel para produzir niveis elevados de
expressdo de alguns genes em procariotas. O sistema
bacteriéfago de T7 RNA polimerase/promotor & um exemplo de
um sistema de promotor acoplado (Studier e cols. (1986) J.
Mol. Biol. 189: 113; Tabor e cols. (1985) Proc. Natl. Acad.
Sci. 82: 1.074). Além disso, um promotor hibrido pode ser
composto por um promotor de bacteridéfago e uma regido
operadora de E. coli (Publicagdo EPO N° 267,851).

O vetor pode adicionalmente conter um gene que
codifica o repressor (ou indutor) para aquele promotor. Por
exemplo, um vetor indutivel da presente invengdo pode
regular a transcrigdo do operador Lac (LacO) por expressao
do gene que codifica a proteina repressora LacI. Outros
exemplos incluem o uso do gene lexA para regular a
expressdo de pRecA, e o uso de trpO para regular ptrp.
Alelos de tais genes que aumentam a extensdo da repressdo
(por exemplo, lacIg) ou que modificam a forma de indugéo
(por exemplo, lambda  CI857, que torna lambda pL
termicamente indutivel ou lambda CI+, que torna lambda pL
guimicamente indutivel) podem ser empregados.

Além de uma seqiiéncia promotora funcional, um sitio de
ligagdo de ribossomo eficiente também €& 4til para a
expressdo da construgdo de fusdo. Em procariotas, o sitio
de 1ligacdo de ribossomo & denominado sequiéncia Shine-
Dalgarno (SD), e inclui um cdédon de iniciagdo (ATG) e uma
seqUiéncia com comprimento de 3-9 nuclthideos localizada 3-
11 nucleotideos acima do cédon de iniciagdo (Shine e cols.
(1975) Nature 254: 34). Acredita-se que a sequéncia SD

promova a ligagdo de mRNA ao ribossomo pelo pareamento de
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bases entre a seqiiéncia SD e a extremidade 3' de 16S rRNA
bacteriana (Steitz e cols. (1979) “Genetic Signals and
Nucleotide Sequences in Messenger RNA”, em Biological
Regulation .and Development: Gene Expression (ed. R. F.
Goldberger, Plenum Press, NY)).

Proteinas relacionadas ao AI-2 ou relacionadas a AAR
também podem ser secretadas pela célula criando-se
moléculas quiméricas de DNA que codificam uma proteina que
compreende um fragmento de wuma seqliéncia peptidica
sinalizadora que permite a secregdo dos polipeptideos
relacionados ao AI-2 ou relacionados a AAR em bactérias
(Patente U.S. N° 4.336.336). O fragmento de seqliéncia
sinalizadora tipicamente codifica um peptideo sinalizador
composto por aminodcidos hidrofdbicos que dirigem a
secregdo da proteina pela célula. A proteina € secretada

nos meios de crescimento (bactérias gram-positivas) ou no

_-espaco peripléasmico, localizada entre a membrana interna e

externa da célula (bactérias | gram-negativas) . De
preferéncia, ha sitios de processamento, dque podem ser
clivados tanto in vivo quanto in vitro, codificados entre o
fragmento do peptideo sinalizador e a proteina relacionada
ao AI-2 ou relacionada a AAR.

O DNA que codifica sequéncias sinalizadoras adequadas
pode ser derivado de genes para proteinas bacterianas
secretadas, tais como o gene da proteina da membrana
externa de E. coli (ompd) (Masui e cols. (1983) FEBS Lett.
151(1): 159-164; Ghrayeb e cols. (1984) EMBO J. 3: 2.437-
2.442) e a seqUéncia sinalizadora de fosfatase alcalina de
E. coli (phoA) (Oka e cols. (1985) Pfoc. Natl. Acad. Sci.

82: 7.212). Outros sinais procaribéticos incluem, por
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exemplo, a sequéncia sinalizadora de penicilinase, Ipp, ou
lideres de enterotoxina II termoestéavel.

Bactérias como L. acidophilus geralmente utilizam O
cédon de partida ATG, que especifica o aminodcido metionina
(que é modificado para N-formilmetionina em organismos
procariéticos). Bactérias também reconhecem cédons de
partida alternativos, tais como os cédons GTG e TTG, que
codificam valina e leucina, respectivamente. Quando eles
s3o usados como o cédon de iniciagdo, no entanto, esses
cédons dirigem a incorporagdo de metionina em vez do

aminodcido que eles normalmente codificam. Lactobacillus

acidophilus NCFM reconhece esses sitios de partida

alternativos e incorpora metionina como o primeiro
aminoacido.

Tipicamente, sequéncias de terminagdo da transcrigdo
reconhecidas por bactérias sao regides reguladoras
localizadas 3' em relacdo ao cbédon de parada de tradugdo e,
dessa forma, junto com o promotor, flanqueiam a sequéncia
codificadora. Essas seqiéncias dirigem a transcrigdo de um
mMRNA que pode ser traduzido no polipeptideo codificado pelo
DNA. Seqiiéncias de terminagdo da transcrigdo freqglentemente
incluem seqliéncias de DNA (de cerca de 50 nucleotideos) que
sdo capazes de formar estruturas em grampo (stem loop) que
ajudam na terminagdo da transcrigdo. Exemplos incluem
seqiéncias de terminagdo da transcrigdo derivadas de genes
com promotores fortes como, por exemplo, o gene trp em E.
coli, além de outros genes biossintéticos.

Os vetores de expressdo terdo diversos sitios de
restrigdo para inserc¢do da seqliéncia relacionada ao AI-2 ou

relacionada a4 AAR de forma que ela esteja sob regulagdo de
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transcricdo pelas regides reguladoras. Genes de marcador
seleciondvel que asseguram a manutengdo do vetor na célula
também podem ser incluidos no vetor de expressdo.
Marcadores selecionaveis preferidos incluem aqueles que

conferem resisténcia a farmacos, tais como ampicilina,

cloranfenicol, eritromicina, canamicina (neomicina) e
tetraciclina (Davies e cols. (1978) Annu. Rev. Microbiol.
32: 469). Marcadores seleciondveis também podem permitir

que uma célula cresga em meio minimo, ou na presenga de
metabdlitos tdxicos, e podem incluir genes biossintéticos,
tais como aqueles nas vias biossintéticas de histidina,
triptofano e leucina.

Como aqui usado, o termo “heterdlogo”, em relagdo a
uma sequéncia, € uma seqléncia que se origina de uma
espécie estranha ou, se da mesma espécie, é

substancialmente modificada em relagdo & sua forma nativa

.em composicdo e/ou ldécus gendmico por intervengdao humana

deliberada. Por exemplo, um promotor ligado
operacionalmente a um polinucleotideo heterdlogo é de uma
espécie diferente da espécie da qual o polinucleotideo foi
derivado ou, se da mesma espécie ou de uma espécie
homéloga, um ou ambos sdo substancialmente modificados em
relagdo & sua forma original e/ou 1lécus gendmico, ou O
promotor nd3o & o promotor nativo para o polinucleotideo
ligado operacionalmente.

As regides reguladoras podem ser nativas (homdlogas),
ou podem ser estranhas (heterdlogas) & célula hospedeira
e/ou & seqiiéncia de nucleotideos da invengdo. As regides
reguladoras também podem ser naturais ou sintéticas. Quando

a regido for  “estranha” ou “heterdloga” a célula
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hospedeira, isso significard que a regido ndo € encontrada
na célula nativa na qual a regido é introduzida. Quando a
regido for “estranha” ou ‘heterbdloga” & sequéncia de
nucleotideos relacionada ao AI-2 ou relacionada a AAR da
invencdo, isso significard a regido ndo & a regido nativa
ou de ocorréncia natural para a seqiéncia de nucleotideos
relacionada ao AI-2 ou relacionada a AAR 1ligada
operacionalmente da invengdo. Por exemplo, a regido pode

ser derivada de fago. Embora seja preferivel expressar as

seqliéncias com a utilizagdo de regides reguladoras

heterdlogas, regides nativas podem ser usadas. Espera-se
que tais construgdes, em alguns casos, alterem os niveis de
expressio de proteinas relacionadas ao AI-2 ou relacionadas
a4 AAR na célula hospedeira. Dessa forma, o fendtipo da

célula hospedeira poderia ser alterado.

Na preparacdo do cassete de expressdo, os varios

fragmentos de DNA podem ser manipulados de forma a fazer

com que as seqiéncias de DNA fiquem na orientagdo adequada
e, como apropriado, no quadro de leitura adequado. Para
essa finalidade, podem ser empregados adaptadores ou
vinculadores para unir os fragmentos de DNA, ou outras
manipulac¢des podem estar envolvidas para fornecer sitios de
restricdo convenientes, remogdo de DNA supérfluo, remogao
de sitios de restrigdo, ou semelhantes. Para essa
finalidade, mutagénese in vitro, reparo de iniciador,
restricdo, endurecimento, re-substituig¢des, por exemplo,
transicdes e transversdes, podem estar envolvidos.

A invencdo ainda fornece um vetor de expressao
recombinante que compreende uma molécula de DNA da invengdo

clonado no vetor de expressdo em uma orientagdo anti-senso.
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Ou seja, a molécula de DNA estd ligada operacionalmente a
uma sequéncia reguladora de tal forma a permitir a
expressdo (por transcrigdo da molécula de DNA) de uma
molécula de RNA que seja anti-senso ao mRNA relacionado ao
AI-2 ou relacionado & AAR. Podem ser escolhidas seqiéncias
reguladoras ligadas operacionalmente a um acido nucléico
clonado na orientacdo anti-senso para dirigir a expressdo
continua ou indutivel da molécula de RNA anti-senso. O
vetor de expressdo anti-senso pode estar na forma de um
plésmideo recombinante ou fagemideo no qual sdo produzidos
acidos nucléicos anti-senso sob o controle de uma regido
reguladora de alta eficiéncia, cuja atividade pode ser
determinada pelo tipo de <célula na qual o vetor é
introduzido. Para uma discussdo da regulagdo da expressdo
génica com o uso de genes anti-sensb, veja Weintraub e
cols. (1986) Reviews - Trends in Genetics, Vol. 1(1).

Alternativamente, alguns dos componentes descritos
acima podem ser reunidos em vetores de transformagdo.
Vetores de transformacdo sdo tipicamente compostos por um
marcador seleciondvel que seja mantido em um replicon ou
seja desenvolvido em um vetor de integragdo, como descrito
acima.

IV. Células hospedeiras microbianas ou bacterianas

Qualquer bactéria de interesse pode ser usada nos
métodos e nas composigdes da invengdo. Em modalidades
especificas da invengdo, a bactéria empregada nos métodos é
uma bactéria probibética. O termo “probidtica” significa um
microorganismo vivo que sobrevive & passagem através do
trato gastrintestinal e tem um efeito benéfico sobre o

individuo. Como aqui usadas, ‘“propriedades probidticas”
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compreendem fungdo intestinal e estabilidade aprimoradas;
protegdo aumentada contra doengas infecciosas e nao
infecciosas; modulacdo do sistema imunolégico; alivio da
intolerdncia & lactose; melhora da digestdo e da absorgao
de nutrientes; colesterol sangliineo reduzido; risco
reduzido & alergia; e risco reduzido de infec¢des do trato
urindrio. Em algumas modalidades, um aumento da adesao, da
tolerdncia ao estresse ou da produgao de AI—2 em uma
bactéria resulta na melhora de pelo menos uma propriedade
probidtica da bactéria.

Em outras modalidades da invencdo, a bactéria €& uma
baétéria de A&cido 1latico. Como agqui wusado, o termo

“bactéria de acido latico” significa bactérias de um género

selecionado dos seguintes: Aerococcus, Carnobacterium,
Enterococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Melissococcus,
Alloiococcus, Dolosigranulum, Lactosphaera,

Tetragenococcus, Vagococcus e Weissella (Holzapfel e cols.
(2001) Am. J. Clin. Nutr. 73: 365S-373S; Sneath, ed. (1986)
Bergey's Manual of Systematic Bacteriology Vol 2,
Lippincott, Williams e Wilkins, Hagerstown, MD) .

Ainda em outras modalidades, €& usado Lactobacillus.
“Lactobacillus” significa qualquer bactéria do género
Lactobacillus, incluindo, sem 1limitag¢do, L. casei, L.
rhamnosus, L. johnsonni, L. gasseri, L. acidophilus, L.
plantarum, L. fermentum, L. salivarius, L. bulgaricus e
vdrias outras espécies definidas por Wood e cols.
(Holzapfel e Wood, eds. (1995) The Genera of Lactic Acid
Bacteria, Vol. 2., Springer, Nova York).

A producdo de bactérias contendo genes heterdlogos, a
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preparacdo de culturas de partida de tais bactérias e
métodos de substratos de fermentagdo, particularmente
substratos alimenticios, como leite, podem ser realizados
de acordo com técnicas conhecidas, incluindo, sem
limitacdo, aquelas descritas em Mayrad-Makinen e Bigret
(1993) Lactic Acid Bactéria, Salminen e von Wright eds.
Marcel Dekker, Inc. Nova York. 65-96.; Sandine (1996) Dairy
Starter Cultures, Cogan and Accolas eds. VCH Publishers,
Nova York. 191-206; @Gilliland (1985) Bacterial Starter
Cultures for Food, CRC Press, Boca Raton, Flérida.

O termo “fermentacdo” significa a quebra metabdlica
geradora de energia de compostos organicos por
microorganismos que geralmente evolui sob condigles
anaerdébicas e com a evolugdo de gas.

Moléculas de dcido nucléico ou sequéncias de
aminodcidos da invencdo podem ser introduzidas em células
hospedeiras por métodos conhecidos na técnica. O termo
“introdugao” significa a introdugao em células
procaridticas através de técnicas convencionais de
transformagdo ou transfecgdo, ou por infecgdo mediada por
fago. Como aqui usados, os termos “transformacao”,
“transdugao”, “conjugagdo” e “fusdo de ©protoplasto”
referem-se a diversas metodologias reconhecidas na técnica
para a introdugdo de &cido nucléico estranho (por exemplo,
DNA) em uma célula hospedeira, incluindo co-precipitagdo
com fosfato de calcio ou cloreto de céalcio, transfecgédo
mediada por DEAE-dextrana, lipofecgdo ou eletroporagdo.
Métodos adequados para a transformagdo ou transfecgdo de
células hospedeiras podem ser encontrados em Sambrook e

cols. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2*°
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ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, Nova York) e em outros manuais de laboratdrio.

Células bacterianas usadas para produzir os
polipeptideos relacionados ao AI-2 ou relacionados a AAR
desta invencdo sdo cultivadas em meios adequados, como
descrito de forma geral em Sambrook e cols. (1989)
Molecular Cloning, A Laboratory Manual (2* ed., Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nova York).

Cepas bacterianas englobadas pela presente invengdo
incluem aquelas que sdo culturas biologicamente puras de
uma bactéria que compreendem pelo menos uma sequéncia de
nucleotideos ou de aminodcidos da presente invengdo. Essas
cepas podem incluir, sem limitagdo: Lactobacillus
acidophilus, L. gasseri, L. johnsonii ou L. plantarum.

Uma sequéncia ou um promotor de controle de expressdo
heteréloga pode ser associado operacionalmente a uma
sequiéncia de nucleotideos desejada de acordo com técnicas
conhecidas como, por exemplo, por insergdo direcionada ou
“ativagdo génica” por recombinagdo homdloga. Veja, por
exemplo, Patentes U.S. N°° 6.391.633 e 6.569.681.

Uma “bactéria ou célula em questéo" é aquela na qual
uma alteracdo genética, por exemplo, transformagdo, foi
efetuada para um gene de interesse, uma célula que descende
de uma célula assim alterada e que compreende a alteragao,
ou é uma bactéria que foi submetida as condigdes adaptaveis
de adesdo. Um “controle” ou uma “célula de controle” ou uma
“bactéria de controle” fornece um ponto de referéncia para
medida das altera¢des no fendtipo da bactéria em questdo.

Uma Dbactéria de controle pode compreender, por

exemplo: (a) uma bactéria do tipo selvagem, ou seja, do
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mesmo gendtipo que o material de partida para a alteragdo
genética que resultou na bactéria em questdo; (b) uma
bactéria do mesmo gendtipo que o material de partida, mas
que foi transformada com uma construgdo nula (ou seja, com
uma construcdo que ndo tem nenhum efeito sobre o trago de
interesse, por exemplo, uma construgdo que compreende um
gene marcador); (c) bactérias geneticamente idénticas a
bactéria em questdo, mas que ndo sdo expostas as condigdes
adaptaveis de adesdo ou a condigdes ou estimulos dque
modulariam a producdo de AI-2; ou (d) a prépria bactéria em
questdo, sob condig¢des nas quais gene de interesse ndo &
expresso.

V. Métodos

i. Modulag¢do da resposta adaptdvel de adesédo

Em uma modalidade, a presente invengdo identificou
“condi¢des adaptdveis de adesdo”. Como aqui usado, © termo
“condi¢des adaptaveis de adesdo” compreende dualquer
condicdo fisica, quimica, bioldégica ou similar que melhore
a adesdo de bactérias a um substrato. A adesdo pode ser
modulada, por exemplo, por cultivo de uma bactéria até uma
densidade celular desejada, e depois incubagdo da bactéria
sob condic¢des que aumentardo a resposta de adesdo da
bactéria. Para as finalidades da presente invengdo, o termo .
“cultivo” ou uma “cultura de células” visa a descrever
células que crescem em um ambiente sintético. As condigdes
de cultura (por exemplo, meios de crescimento, PH,
temperatura) variam amplamente para cada tipo de célula, e
a variacdo de condigdes para um tipo de célula em
particular pode resultar na expressdao de diferentes

fenétipos. As células sdo tipicamente cultivadas em
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condicdes favoraveis para promover crescimento celular. As
células podem ser cultivadas em meios minimos (contendo os
nutrientes exatos, incluindo quaisquer fatores de
crescimento, necessarios para o crescimento da bactéria) ou
meios complexos (contendo normalmente toda a gama de
fatores de crescimento que podem ser necessarios para O
crescimento da bactéria). Pode-se também ajustar as
condi¢des fisicas de um meio de cultura, tais como pH e
temperatura, para evitar o crescimento de alguns organismos
enquanto aumenta o crescimento de outros.

Em modalidades especificas, as condigdes de cultura
bacteriana compreendem o cultivo anaerdbico a 37°C ou 42°C
em meio de Mann-Rogosa-Sharpe (MRS). O meio pode ser
modificado para substituir glicose por galactose ou outros
carboidratos adequados como a fonte de aglicar no meio. As
células podem ser coletadas na fase log inicial de
crescimento (definida como tendo uma densidade 6ptica a 600
nm (ODgoo) de até 0,4), fase log médio de crescimento (ODeoo
de cerca de 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8 ou 0,9) ou fase log
tardio de crescimento (ODgow acima de 0,9), antes da
exposicdo as condigdes adaptaveis de adesdo. Em modalidades
especificas, as células sdo coletadas em uma ODgoo de cerca
de 0,6. As células bacterianas sdo coletadas, por exemplo,
por sedimenta¢do em uma centrifuga ou em outro dispositivo
apropriado, e ressuspensas em meios adequados.

As células bacterianas coletadas podem entdo ser pré-
condicionadas por incubag¢do sob condigSes adaptaveis de
adesdo (ou seja, por incubagdo das células bacterianas sob
condi¢cdes adaptaveis de adesdo) que resulta em um aumento

da ades3o a um substrato-alvo. O termo “incubag¢do” refere-
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se a4 manutencdo de uma populagdo de bactérias sob condigdes
especificas (ou seja, condig¢des adaptaveis de adesdo) a fim
de promover uma reagdo em particular (por exemplo, uma
resposta adaptdvel de adesdo). As condigles adaptaveis de
adesdo podem incluir, por exemplo, incubagdo de bactérias
por um tempo suficiente para aumentar a adesdo da bactéria.
Em algumas modalidades, as bactérias da presente invengdo
sdo incubadas por pelo menos cerca de 30, 35, 40, 45, 50,
55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 100 ou 120 minutos. Em
outras modalidades, as bactérias sdo incubadas sob
condi¢des nas quais as células foram concentradas até uma
densidade de cerca de 1,5 x 10%® a cerca de 1 x 10'° unidades
formadoras de colénias por mililitro (ufc/ml) de diluente
(por exemplo, meio MRS), incluindo cerca de 2,0 x 108, 3,0
x 10%, 4,0 x 10%, 5,0 x 10°, 6,0 x 10%, 7,0 x 10%, 8,0 x 10°,

9,0 x 10%, 1,0 x 10° ou mais ufc/ml. Em modalidades

especificas, a concentragdo & acima de 1,0 x 10® ufc/ml.

Modalidades adicionais incluem incubag¢do em um meio que foi
ajustado até um pH de menos de 5, incluindo 4,5, 4,0, 3,5 e
3,0. Em modalidades especificas, permite-se que o pH caia
naturalmente em um intervalo de cerca de 7,0 a cerca de
4,5. A incubacg¢do de células bacterianas sob essas ou outras
condi¢des adequadas, antes do contato das bactérias com um
substrato-alvo (“pré-condicionamento”), pode tanto aumentar
gquanto diminuir, dependendo das condigdes de incubagdo, a
adesdo das bactérias pré-condicionadas ao substrato-alvo.
Qualquer substrato de interesse pode ser empregado,
incluindo, por exemplo, uma célula do trato gastrintestinal
ou do trato urogenital.

Um aumento da adesd3o compreende dqualquer aumento
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estatisticamente significativo da adesdo a um substrato-
alvo, quando comparado a um controle apropriado (por
exemplo, bactérias que ndo foram expostas as condigdes
adaptaveis de adesdo). Em modalidades especificas, ©
aumento pode compreender, sem limitécéo, pelo menos em
torno de 90%, 100%, 120%, 130%, 140%, 150%, 200%, 250% ou
maior. Um aumento da adesdo pode ser testado in vitro, por
exemplo, por contato da bactéria pré-condicionada a um alvo
adequado (ou seja, células epiteliais ou mucosas) e
contagem do nimero de bactérias que aderem ao substrato-
alvo. Um aumento da adesdo pode ser testado in Vvivo por
monitoramento da resposta do hospedeiro a exposigao a
bactéria pré-condicionada. Por exemplo, a adesdo de uma
bactéria probidética que foi pré-condicionada sob condigdes
adaptaveis de adesdo pode ser avaliada pelo monitoramento

da melhora das propriedades probidticas, por exemplo,

funcdo intestinal e estabilidade aumentadas; protegado

aumentada contra doencas infecciosas e nio infecciosas;
modulacdo do sistema imunolégico; alivio da intolerincia a
lactose; melhora da digestdo e da absorcdo de nutrientes;
colesterol sangiineo reduzido; risco reduzido a alergia; e
risco reduzido de infecgdes do trato urinario. Métodos
adicionais para a medida da adesdo bacteriana in vivo sao
descritos em Leffler, e cols. (1995) Methods Enzymol. 253:
206-220.

Em algumas modalidades, um aumento da adesdo
qompreende a modulacdo da expressdo de pelo menos um dos
Ids. de Seq. N°®: 19, 20, 33, 34, 35, 36, 37 ou 38, ou
variantes e fragmentos destes. Modalidades adicionais

compreendem a modulagdo da expressdo de 2, 3, 4 ou mais
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dessas seqUéncias. Uma modulagdo da adesdo pode ser medida
coﬁparando—se a expressdo dos polinucleotideos da invengdo
em uma bactéria na qual os polinucleotideos foram
introduzidos com a expressdo do mesmo polinucleotideo(s) em
uma bactéria de controle, como definido em outra segdo
desta especificagdo. Métodos para a medida da expressao
dessas seqléncias s3o conhecidos na técnica e sdo
discutidos em outra seg¢do desta especificacgdo.

ii. Modulagdo da produgdo de AI-2

As composi¢des e os métodos da presente invengdo podem
ser usados para modular a produgdo de AI-2 em bactérias.
“Modular”, “alterar” ou “modificar” significa a supra- ou
infra—regulaqéo de uma atividade biolégica-alvo,
particularmente a supra-regulacdo da atividade. Moléculas
de acido nucléico e polipeptideos da invengdo sdo uteis na
modificacdo das atividades bioldgicas de bactérias de acido
latico, especialmente bactérias de &cido latico que sdo
usadas para a fermentagdo de alimentos com caracteristicas
nutricionais ou que promovem a sautde. E englobada a supra-
ou infra-regulagdo da expressdo por um polinucleotideo da
presente invengdo. A supra-regulagdo pode ser obtida
fornecendo-se miltiplas cépias génicas, modulando-se a
expressdo por modificagdo de elementos reguladores,
promovendo-se mecanismos de transcrigdo ou tradugao, ou por
outros meios. A infra-regulacdo pode ser obtida com a
utilizag¢do de técnicas conhecidas anti-senso e de
silenciamento génico.

Em modalidades especificas, a invengdo fornece uma
bactéria que compreende pelo menos uma molécula de acido

nucléico heterdlogo relacionada ao AI-2 (ou seja, Id. de
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Seq. N°: 1, 3, 13, 15 ou 21), ou variantes biologicamente
ativas ou fragmentos destas. Modalidades adicionais incluem
uma bactéria que compreende pelo menos duas, pelo menos
trés, pelo menos quatro ou pelo menos cinco moléculas de
4cido nucléico relacionadas ao AI-2, como descrito acima. A
expressdo dessas sequéncias heterélogas na bactéria produz
um nivel aumentado de auto-indutor-2, gquando comparada com
uma bactéria de controle adequada. Como aqui usado, um
aumento em auto-indutor-2 compreende qualquer aumento
significativo em AI-2 em relacdo ao controle. Em
modalidades especificas, o aumento pode compreender, sem
limitacdo, um aumento de pelo menos cerca de 90%, 100%,
120%, 130%, 140%, 150%, 200%, 250% ou mais na produgao de
AI-2, quando comparado a um controle apropriado. Métodos
para testar esse aumento na produgdo de AI-2 sdo discutidos
detalhadamente em outra sec¢do desta especificagao.

As bactérias da invencdo gque possuem o aumento da
produgdo de AI-2 podem exibir adesdo aumentada a um
substrato-alvo e/ou também exibir toler@ncia aumentada ao
estresse.

Micrébios que expressam o polipeptideos da presente
invencdo sd3o UGteis como aditivos no processamento de
laticinios e de fermentagdo. As sequéncias de
polinucleotideos, polipeptideos codificados e
microorganismos que os expressam sdo Uteis na fabricagao de
produtos derivados do leite, tais como queijos, iogurte,
produtos fermentados do leite, coalhadas e soro do leite.
Microorganismos que expressam polipeptideos da invengao
podem ser organismos probidticos, uma bactéria de acido

latico ou qualquer outro hospedeiro bacteriano de
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interesse.

iii. Melhora da toleridncia ao estresse e/ou da adesdo

Como discutido anteriormente, a presente invengao
fornece bactérias que possuem maior tolerdncia ao estresse
e/ou atividade de adesdo. Como aqui usado, uma melhora da
adesdo a um substrato-alvo compreende qualquer aumento
significativo da adesdo ao substrato-alvo, incluindo, sem
limitacdo, um aumento de 90%, 100%, 120%, 130%, 140%, 150%,
200%, 250% ou mais da adesdo, quando comparado a um
controle apropriado. Qualquer substrato de interesse pode
ser empregado, incluindo, por exemplo, uma célula do trato
gastrintestinal ou do trato urogenital. Em modalidades
especificas, a célula compreende uma célula epitelial ou
uma célula mucosa. Reconhece-se ainda que a célula pode ser
colocada em contato com a bactéria tanto in vitro quanto in
vivo.

Como aqui usado, uma maior tolerdncia ao estresse de
uma bactéria compreende qualquer aumento significativo na
sobrevida da bactéria sob condigdes de estresse, incluindo,
sem limitagdo, um aumento de aproximadamente 90%, 100%,
120%, 130%, 140%, 150%, 200%, 250% ou mais na sobrevida,
quando comparado a um controle apropriado.

Uma bactéria probidtica da invengdo que possui adesdo
aumentada e/ou tolerancia ao estresse aumentada & Util na
promogdo da saltde de um individuo. Embora sem se prender a
um mecanismo de acdo especifico, bactérias probidticas que
possuem essas caracteristicas aprimoradas mediante
administracdo a um individuo podem blogquear a adesao e
competir com patdgenos; estimular defesas imunolégicas da

célula hospedeira; e/ou desencadear eventos de sinalizagado
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celular que “silenciam” a produgdo de fatores de viruléncia
pelos patdégenos. Dessa forma, o aumento da tolerdncia ao
estresse e/ou a atividade de adesdo de um organismo
probiético irad ainda auxiliar na redugdo do risco de
infeccdo do intestino, trato urogenital e locais de
feridas.

As bactérias probidticas que possuem a tolerdncia ao
estresse aumentada e/ou adesdo aumentada podem ser
administradas a qualquer individuo que delas necessite. Por
exemplo, o individuo pode compreender um mamifero, um ser
humano, um animal doméstico ou um animal agricola. A
administracdo pode ser nasal, oral, vaginal ou anal. Nos
contextos em que a administragdo mucosa ndo é preferida, a
bactéria pode ser administrada por outro meio adequado,
dentro da capacidade daqueles habilitados na técnica, ou
seja, vias parentais (endovenosa, intraperitoneal,
subcutédnea, intramuscular).

Reconhece-se que as bactérias da invengdo que possuem
a‘toleréncia ao estresse aumentada e/ou adesdo aumentada
podem ainda expressar pelo menos um polinucleotideo e/ou
polipeptideo que tenha atividade terapéutica. O termo
vatividade terapéutica” significa que o efeito bioldgico,
quando o polipeptideo & liberado a um individuo, é benéfico
para aquele individuo. A administraqéo‘é preferivelmente em
uma “quantidade terapeuticamente eficaz”, que é suficiente
para mostrar beneficio ao individuo. Tal beneficio pode ser
pelo menos a melhora de pelo menos um sintoma. Em um
contexto profildtico, a quantidade pode ser suficiente para
reduzir o efeito deletério sobre o individuo de um ataque

patogénico subseqlente, por exemplo, pela intensifica¢do da
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resposta imune. A quantidade efetiva administrada, a taxa e
a duracdo da administragdo dependerdo do objetivo da
administracdo, por exemplo, do efeito bioldégico buscado a
luz da natureza e gravidade do ataque, e é objeto de
otimizacdo de rotina. A prescrigdo do tratamento, incluindo
vacinacdo profildtica, por exemplo, decisdes sobre a
dosagem etc., estd dentro da responsabilidade dos médicos e
de outros profissionais da area médica.

Polinucleotideos e/ou polipeptideos que tém atividade
terapéutica e podem ser expressos nas bactérias probidticas
que possuem atividade de adesdo aumentada ou tolerdncia ao
estresse aumentada podem incluir, por exemplo, insulina,
horménio do crescimento, prolactina, calcitonina, horménio
luteinizante, horménio da paratiredide, somatostatina,
horménio estimulante da tiredéide, polipeptideo intestinal
vasoativo, uma citocina estrutural do grupo 1 que adota uma
estrutura em feixe helicoidal antiparalela 4 alfa como, por
exemplo, IL-2, IL-3, IL-4, IL- 5, II.-6, IL-7, IL-9, IL-10,
IL-11, IL-12, IL-13, GM-CSF, M-CSF, SCF, IFN-y, EPO, G-CSF,
LIF, OSM, CNTF, GH, PRL ou IFN-a/B, a familia de citocinas
TNF, por exemplo, TNFaq, TNFB, CD40, CD27 ou ligantes FAS, a
familia de <citocinas IL-1, a familia de fator de
crescimento de fibroblastos, os fatores de crescimento
derivados de plaquetas, fator de transformagdo do
crescimento beta e fatores de crescimento de nervos, uma
citocina estrutural do grupo 3 que compreende moléculas o/f
de cadeia curta, que sdo produzidas como grandes moléculas
precursoras transmembrana em que cada uma contém pelo menos
um dominio EGF na regidio extracelular, por exemplo, a

familia de citocinas do fator de crescimento epidérmico, as
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quimiocinas caracterizadas por possuirem sequiéncias de
aminodcidos agrupadas em torno de residuos conservados de
cisteina (os subgrupos de gquimiocina C--C ou C--X--C) ou as
citocinas relacionadas & insulina, uma citocina estrutural
do grupo 4 que exibe estruturas em mosaico, tais como as
heregulinas ou neuregulinas compostas por dominios
diferentes, por exemplo, EGF, dominios imunoglobulina-like
e kringle. Alternativamente, © polipeptideo biologicamente
ativo pode ser um receptor ou antagonista = para
polipeptideos biologicamente ativos, como definidos acima.
Em modalidades especificas, o polipeptideo que possui
atividade terapéutica compreende um antigeno. Para
polipeptideos terapéuticos adicionais que podem ser
expressos em bactérias mndo patogénicas, veja, por exemplo,
Pedido U.S. 20030202991; Vandenbroucke e cols. (2004)
Gastroenterology 127: 667-8;. Huyghebaert e cols. (2005)
Eur. J. Pharm. Biopharm. 59: 9-15; Steidler e cols. (2000)
Science 289: 1.352-1.355; Steidler e cols. (2001) The
Scientific World 1: 215-217; Pedido U.S. N° 20020019043;
cada um deles aqui incorporado por referéncia em sua
totalidade. Reconhece-se que, em aplicagdes especificas, ©O
polipeptideo terapéutico pode ser projetado para ser
secretado pelas bactérias probidticas.

iv. Método de rastreamento

Sado fornecidos métodos de rastreamento para
substéncias quimicas ou condigdes ambientais que aumentem a
ades3o de uma bactéria a um substrato. O método compreende
submeter a bactéria a uma condigdo ambiental suspeita de
aumentar a adesdo e/ou suspeita de aumentar a produgdo de

AI-2; e o contato da referida bactéria com o substrato. Um
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aumento da ades3o da bactéria submetida a condigdo
ambiental ao substrato, comparada com a adesdo da mesma
bactéria que ndo foi submetida &as condigdes ambientais,
indica que a condigdo ambiental é eficaz no aumento da
adesdo da bactéria.

Diversos candidatos a substancias quimicas ou
condicdes ambientais podem ser empregados nesse método de
rastreamento. Tais condi¢des podem incluir, sem limitagdo,
indutores/supressores de AI-2 ou de qualquer gene envolvido
na produgao de AI-2, agentes microbiolégicos (por exemplo,
organismos procariéticos e eucaribticos), temperatura,
concentragdo, tempo de incubacdo em condigdes adaptaveis de
ades3o, composicdo dos meios de incubagdo (por exemplo,
presenca, abundidncia e/ou tipo de fatores de crescimento,
carboidratos, aminodcidos, sal, minerais e semelhantes),
densidade celular ou pH. Um agente candidato pode ser um
composto quimico, uma mistura de compostos quimicos ou uma
macromolécula bioldgica. Tais agentes candidatos podem
estar contidos em varios agentes bancos incluindo, por
exemplo, bibliotecas de compostos, bibliotecas de peptideos
e semelhantes.

As condig¢des ou os compostos identificados por esse
processo estimulardo bactérias, incluindo bactérias tanto
recombinantes quanto ndo recombinantes do tipo selvagem,
para produzir AI-2, ou para promover a adesdo ou formagdo
de biopelicula para uso em fermentacdo ou bactérias
probibdticas, ou em gqualquer outro método aqui descrito.

A presente invengdo & explicada com mais detalhes nos

exemplos apresentados abaixo.

EXPERIMENTAL
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ExemElo 1

Anilise “Gapped BlastP” de seqiéncias de aminoacidos

As sequéncias da invengdo foram alinhadas usando ©O
método de alinhamento “Gapped BlastP” e parametros aqui
apresentados. A Tabela 1 resume Os resultados de “Top
Blast” para essas sequéncias.

Um alinhamento “Gapped BlastP” da sequéncia de
aminodcidos mostrou gque o Id. de Seq. N°: 14 (372
aminoidcidos, ORF LBA1080) tem cerca de 55% de identidade
dos aminoacidos 11-371 com ﬁma proteina de Leuconostoc
mesenteroides subsp. mesenteroides, que & uma proteina de
metionina sintase II (cobalamina-independente) (N° de
Acesso ZP 00064070.1), cerca de 47% de identidade dos
aminodcidos 5-372 com uma proteina de Lactobacillus
gasseri, que & uma - proteina de metionina sintase II

(cobalamina-independente) (N° de Acesso ZP_00046311.1),

cerca de 46% de identidade dos aminodcidos 7-372 com uma

proteina hipotética de Chlamydophila pneumoniae (N° de
Acesso NP 224351.1), 44% de identidade dos aminoadcidos 4-
372 com uma proteina hipotética de Lactobacillus johnsonii
(N° de Acesso NP 965623.1) e 45% de identidade dos
aminodcidos 9-372 com uma proteina de Oenococcus oeni, que
& uma proteina de metionina sintase II (cobalamina-
independente) (N° de Acesso ZP_00069898.1).

Um alinhamento “Gapped BlastP” da sequéncia de
aminodcidos mostrou que o Id. de Seq. N°: 16 (157
aminoidcidos ORF LBA1081) tem cerca de 87% de identidade dos
aminoicidos 1-157 com uma proteina de Lactobacillus
johnsonii, que & uma proteina de produgdo de auto-indutor-2

LuxS (N° de Acesso NP_965624.1), cerca de 87% de identidade
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dos aminodcidos 1-157 com uma proteina de Lactobacillus
gasseri, que & uma proteina LuxS envolvida na sintese de
auto-indutor AI2 (N° de Acesso ZP_00046310.1), cerca de 76%
de identidade dos aminodcidos 4-157 com uma proteina de
Streptococcus bovis, que é uma sintase LuxS de auto-indutor
2 (N° de Acesso dbj|BAD06876.1), 77% de identidade dos
aminodcidos 1-157 com uma proteina de Lactobacillus
plantarum, que é uma proteina de produgdo de auto-indutor
(N° de Acesso NP 784522.1) e 73% de identidade dos
aminodcidos 4-157 com uma proteina de Streptococcus
pyogenes, que é uma proteina de producdo de auto-indutor-2
(N° de Acesso NP_269689.1).

Um alinhamento “Gapped BlastP” da sequéncia de
aminodcidos mostrou que o Id. de Seq. N°: 18 (444
aminodcidos, ORF LBA169) tem cerca de 95% de identidade dos
aminodcidos 49-444 com wuma proteina de Lactobacillus
acidophilus, que é um precursor da proteina “S-layer” (N°
de Acesso sp|P35829|SLAP_LACAC), cerca de 67% de identidade
dos aminodcidos 49-443 com uma proteina de Lactobacillus
helveticus, que & uma proteina da camada de superficie (N°
de Acesso emb|CAA62606.1), cerca de 67% de identidade dos
aminodcidos 49-443 com uma proteiﬁa de Lactobacillus
helveticus, que é uma proteina da camada de superficie (N°®
de Acesso emblCAB46984.1; AJ388558), 66% de identidade dos
aminodcidos 49-443 com uma proteina de Lactobacillus
helveticus, que é uma proteina da camada de superficie (N°
de Acesso emb|CAB46985.1) e 66% de identidade dos
aminodcidos 49-443 com uma proteina de Lactobacillus
helveticus, que é uma proteina da camada de superficie (N°

de Acesso emb|CAB46986.1) .
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Um alinhamento “Gapped BlastP” da sequéncia de
aminodcidos mostrou que o Id. de Seg. N°: 20 (566
aminodcidos, ORF LBA1148) tem cerca de 69% de identidade
dos aminodcidos 4-564 com uma proteina hipotética de
Lactobacillus johnsonii (N° de Acesso NP_965038.1), cerca
de 66% de identidade dos aminodcidos 4-564 com uma proteina
de Lactobacillus gasseri, que & uma proteina de ligagdo de
RNA prevista homéloga a um snRNP eucaridtico (N° de Acesso
ZP_00045959.1), cerca de 41% de identidade dos aminoacidos
4-566 com uma proteina de Enterococcus faecium, que €& uma
proteina de ligagdo de RNA prevista homéloga a um SnRNP
eucariético (N° de Acesso ZP _00037499.1), cerca de 41% de
identidade dos aminoadcidos 4-566 com uma proteina de
Enterococcus faecalis, que é homdéloga a uma proteina de
ligagdo de fibronectina/fibrinogénio (N° de  Acesso
NP 814975.1) e cerca de 41% de identidade dos aminodcidos
4-557 com uma proteina de Lactobacillus plantarum, que é

uma proteina de aderéncia (N° de Acesso NP_785358.1) .
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Anélise PFAM de seqiiéncias de aminodcidos

O Id. de Seg. N°: 2 (231 aminodcidos, ORF LBA820)
contém um dominio PNP UDP_1 previsto em torno dos
aminodcidos 2 a 222, e é um membro da familia de 5'-
metiladenosina fosforilase (MTA fosforilase) (Acesso PFAM
PF01048) . |

O Id. de Seq. N°: 4 (314 aminodcidos, ORF LBA931)
contém um dominio PrmA em torno dos aminodcidos 6 a 312, e
& um membro da familia da proteina ribossdmica L1l
metiltransferase (PrmA) (Acesso PFAM PF06325).

O Id. de Seqg. N°: 14 (372 aminoadcidos, ORF LBA1080)
contém um dominio Methionine_synt previsto em torno dos
aminodcidos 11 a 369, e & um membro da familia da proteina
metionina sintase independente de vitamina Bl12 (Acesso PFAM
PF01717) .

O Id. de Seqg. N°: 16 (157 aminodcidos ORF LBA1081)
contém um dominio LuxS previsto localizado em torno dos
aminodcidos 2 a 155, e é um membro da familia da proteina
LuxS (LuxS) (Acesso PFAM PF02664) .

O Id. de Seqg. N°: 20 (566 aminodcidos, ORF LBA1148)
contém um dominio FbpA previsto em torno dos aminoacidos 1
a 425, e & um membro da familia da proteina de ligagdo de
fibronectina A (FbpA) (Acesso PFAM PF05833).

O Id. de Seq. N°: 22 (399 aminodcidos, ORF LBA1l622)
contém um dominio N-terminal S-adenosilmetionina sintase
previsto em torno dos aminodcidos 2-102 (Acesso PFAM
00438), um dominio central S-adenosilmetionina sintase em
torno dos aminodcidos 124-243 (Acesso PFAM 02772) e um
dominio C-terminal S-adenosilmetionina sintase em torno dos

aminodcidos 245-384 (Acesso PFAM 02773).
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Cepas bacterianas e condigdes de crescimento

Cepas de Lactobacillus foram cultivadas de forma
anaerébica a 37°C ou 42°C em caldo MRS (Difco Laboratories
Inc., Detroit, MI) ou, quando apropriado, em MRS
suplementado com &gar 1,5%. Escherichia coli foi propagada
de forma aerdbica em meio de Luria-Bertani (LB, Difco) ou
em meio LB suplementado com &agar 1,5% a 37°C. Meio de
infus3io de coracgdo-cérebro (BHI, Difco) suplementado com
dgar 1,5% e 150 pg/ml de eritromicina (Em) foi usado para
selecdo de transformantes de E. coli. Meio de Bioensaio de
Auto-Indutor (AB) (Bassler e cols. (1993) Mol. Microbiol.
9. 773-786) foi usado para a propagagdo de todas as cepas
de Vibrio harveyi. Quando apropriado, cloranfenicol (Cm,
5,0 pg/ml) e Em (5,0 pg/ml ou 150 pg/ml) foram usados para
selecdo. As Unidades de Formagdo de Colénias (UFC) por ml
foram determinadas com diluig¢des apropriadas wusando um
“Whitley Automatic Spiral Plater” (Don Whitley Scientific
Limited, West Yorkshire, Inglaterra).

Tabela 2. Cepas bacterianas e plasmideos usados

Cepa Origem ou caracteristicas Fonte ou

relevantes referéncia

L. acidophilus

NCFM Isolado intestinal humano (31)

NCK 1377 NCFM: : pTRK826 (slpA integrante) (1)

NCK 1392 NCFM contendo pTRK669 (29)

- NCK 1398 NCFM: : pTRK685 (lacL integrante) (29)

NCK 1661 NCFM: : pTRK833 (fbpA integrante) (9)
NCK 1765 NCFM: : pTRK854 (luxS integrante) |Este estudo

V. harveyi (35)
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BB170 LuxN: :Tn5 AI-I sensor AI-3
sensor”
E. coli
RepA* MC1000, Km", que carrega
uma uUnica cbépia do pWVOl repA; (25)
EC1000
hospedeiro para plasmideos
baseados em pOR128
Plasmideos
Em®, ori (pWvV0l), se replica (25)
apenas com repA fornecido em
PORIZ28
trans
ori (pWvol), Cm", RepA’ (29)
PTRKE69 regido interna de 471 bp de Este estudo
luxS (LBA1081l) clonada em
PTRK854 sitios BgIII-Xbal de pORI28

Cultura de tecido

As células Caco-2 (ATCC HTB-37, Rockville, MD) foram
usadas apenas entre a 40° e a 50° passagens. Todos oOs
reagentes usados na manutencdo de células Caco-2 foram
obtidos de Gibco (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA). As
células cresceram rotineiramente em atmosfera de 95% de ar
-5% de CO, em Meio Essencial Minimo (MEM) suplementado com
soro fetal bovino 20% (v/v) inativado (56°C, 30 minutos)
(FBS), 0,10 mM de amino&cidos nio essenciais e 1,0 mM de
piruvato de sbédio. As monocamadas foram submetidas a
tripsina por 10 minutos, contadas usando um hemocitdémetro,
e semeadas a 1,3 x 10° células/pogo em 2,0 ml de meio de
cultura de células. As células cresceram em laminulas

plasticas de 15 mm “Thermanox” (Nalge Nunc International,
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Rochester, NY) em placas de cultura tratadas de 12 pogos
“Costar” (Corning Inc., Acton, MA). O meio foi substituido
a cada dois dias e todos os ensaios de aderéncia foram
realizados apds 14 dias de incubagdo.
Ensaio de aderéncia

A ades3o de cepas de Lactobacillus as células Caco-2
foi examinada de acordo com o método descrito previamente
(Buck e cols. (2005) Appl. Environ. Microbiol. 71: 8.344-
8.351). Resumidamente, células bacterianas em fase 1log
médio (ODgoo 0,6) foram preparadas em 10 ml de MRS com 3,0
ng/ml  de Em para manter pressdo seletiva sobre os
integrantes. As células foram removidas por centrifugagdo
por 10 minutos a 4.000 x g, € lavadas duas vezes com SOrXo
fisiolégico tamponado com fosfato (PBS). Os ©péletes
bacterianos foram ressuspensos em 5 ml de MRS fresco, antes
da aderéncia. Para condicdes adaptaveis de adesdo, péletes
celulares de culturas em fase log médio foram ressuspensas
em'l ml de MRS fresco a ~1,0 X 10° ufc/ml e incubadas por 1
hora a 37°C. As células foram centrifugadas novamente, e
ressuspensas em 5 ml de MRS fresco, antes da adigdo as
monocamadas. Monocamadas de Caco-2 com quinze dias foram
lavadas duas vezes com PBS, e tratadas com uma suspensao
bacteriana em uma concentragdao de 4 x 10® UFC/ml. As
bactérias foram incubadas na monocamada por 1,5 hora a 37°C
em uma mistura (1:2 v/v) de MRS e meio de cultura de
linhagem celular. Apds incubagdo, as monocamadas foram
lavadas cinco vezes com PBS, fixadas em metanol e coradas
por Gram. As células bacterianas aderentes foram entéao
enumeradas microscopicamente. As laminulas em .duplicata

foram contadas para cada experimento. Os dados finais
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apresentados coletivamente representam pelo menos 3
experimentos independentes em duplicata. As contagens
totais para cada laminula foram usadas, e a adesdo foi
expressa como percentual (%) da cepa de controle NCK1338
(Russell e Klaenhammer (2001) Appl. Environ. Microbiol. 67:
4.361-4.364) que carrega uma insergdo no gene lacL (B-
galactosidase) . Usando esse controle, todas as culturas
mutantes e o controle parente puderam ser preparados com Em
para manter pressdo seletiva sobre o integrante LuxS . O
protocolo de adesdo é apresentado na Figura 2.
Resposta adaptavel a adesdo

Dez ml de células em fase 1log (ODgypo 0,7) foram
coletados por centrifugagdo e ressuspensos em 1 ou 10 ml de
meio de crescimento Mann-Rogosa Sharpe (MRS) fresco e
incubados por 1 hora a 37°C. Aquelas ressuspensas em 10 ml
sdo representadas como “condigdes de controle” (Figura 13a),
enquanto aquelas ressuspensas em 1 ml sdo as “condigdes
adaptaveis de adesdo” (Figura 1B). Para as finalidades da
presente invengdo, tanto as condig¢8es de incubagdo quanto a
ressuspensdo no volume menor (mais concentrado) de meio
(pbr exemplo, 1 ml de MRS para o grupo de AAR versus 10 ml
MRS para o grupo de controle) s&8o consideradas condigdes
adaptaveis de adesdo. As células concentradas e incubadas
exibiram um aumento significativo na adesdo (Figura 1). O
nivel de aderéncia para as células concentradas e incubadas
foi pelo menos 20 vezes maior do que das células de
controle ndo concentradas e incubadas, embora o mesmo
nimero de células bacterianas tenha sido adicionado
inicialmente a cada pogo. Em cada experimento, as células

foram ressuspensas em 5 ml de MRS fresco, e enumeradas para



10

15

20

25

30

92/150

determinar a concentracdo absoluta de células adicionada a
monocamada Caco-2. Apenas os dados de aderéncia resultantes
da adicdo de 3,8 x 10%-4,2 x 10°® UFC/ml foram registrados.
Aumentos similares na aderéncia bacteriana ndo foram
obtidos pela concentragdo de 10 X sem incubagdo, ou
incubacdo (37°C, 1 hora) sem concentracdo das células mid-
log, antes da aderéncia, ou por incubag¢do (37°C, 1 hora)
sem concentracdo em MRS ajustado até o pH 4,5 com acido
latico (dados ndo mostrados). Apds a incubagdo de uma hora,
o pH das células ndo concentradas era de 5,5, enquanto as
células concentradas reduziram o pH a 4,5. Portanto, a
combinacdo de concentragdo celular e pH diminuido resultou
em uma adaptacdo das células de L. acidophilus a um estado
significativamente mais receptivo a aderéncia. Designamos
esse fendmeno uma Resposta Adaptdvel & Adesdo (AAR).

A Figura 3 mostra as propriedades de adesdo da cepa de
controle e cepas mutantes selecionadas de L. acidophilus
NCFM, com e sem exposigdo Aas condigdes adaptaveis de
adesdo. Os dados sdo registrados como contagem total de
células em 17 campos em uma Gnica laminula. Cada ponto dos
dados representa pelo menos dois experimentos em duplicata.
L. acidophilus NCFM contendo uma integragdo no gene de B-—
galactosidase atua como o ‘“controle” a fim de manter a
selecdo de Em durante crescimento de todos os mutantes.
Andlise de microarranjos

Uma Gnica cultura de 20 ml de L. acidophilus cresceu
em MRS até ODgy de 0,6, dividida em duas aliquotas de 10
ml, e coletada por centrifugagdo por 8 minutos a 3.150 X g.
Uma aliquota foi ressuspensa em 10 ml de MRS fresco, e a

outra foi ressuspensa em 1 ml de MRS fresco. Ambas as
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culturas foram entdo incubadas por 1 hora a 37°C. Apds
incubac¢do, as células foram coletadas por centrifugagdo e
congeladas imediatamente em um banho de gelo seco-etanol. O
isolamento de RNA foi efetuado wusando TRIzol (Life
Technologies, Rockville, MD) de acordo com o protocolo
descrito previamente (Azcarate-Peril e cols. (2005) Appl.
Environ. Microbiol. 71: 5.794-5.804). A pureza e a
concentragdo do RNA foram determinadas por eletroforese em
géis de agarose e medidas padronizadas do
espectrofotbmetro.

Quantidades idénticas (25 pg) de RNA total foram

marcadas com aminoalil por transcrigdo reversa com

hexameros aleatdérios na presenca de amino-alil dUTP (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO), usando transcriptase reversa
Superscript II (Clontech Laboratories, Inc., Mountain View,

CA) a 42°C de um dia para o outro, seguido por marcagao por

fluorescéncia de cDNA com aminoalil com ésteres de Cy3 ou

Cy5 ativados por N-hidroxisuccinimida (Amersham Pharmacia
Biotech, Piscataway, NJ). Sondas de cDNA marcadas foram
purificadas com o wuso do Kit de Purificagdo por PCR
(Qiagen, Valencia, CA). O acoplamento dos corantes Cy3 e
Cy5 ao c¢DNA marcado com AA-dUTP e a hibridizagao das
amostras aos microarranjos foram realizados usando
protocolos padronizados. Informagdes adicionais sobre esses
protocolos podem ser encontradas na pagina da Internet do
TIGR em www.tigr.org/tdb/microarray/protocolsTIGR.shtml. As
intensidades de fluorescéncia foram adquiridas usando um
scanner de microarranjo “Packard Bioscience ScanArray 4000”
(Global Medical Instruments, Inc, Ramsey, MN) e processadas

como imagens TIFF. As intensidades dos sinais foram
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quantificadas com a utilizagdo da suite de programas “GSI
Luminomics QuantArray 3.0” (PerkinElmer Life and Analytical
Sciences, Inc., Boston, MA). Duas laminas (cada uma
contendo arranjos em triplicata) foram hibridizadas

reciprocamente para sondas marcadas com Cy3 e Cy> por

experimento (swap de corante). Os spots foram analisados
por quantificagdo adaptiva (Azcarate-Peril e cols., 2005,
supra). O nivel de fundo local foi subseqientemente

subtraido das intensidades registradas do spot. Os dados
foram normalizados para a mediana. A mediana das seis
proporcdes por gene foi registrada. A proporgdo entre oOs
valores médios absolutos de pixels para os spots replicados
de cada gene, com e sem tratamento, representava o aumento
(em nGmero de vezes) na expressdo génica. Também foram
calculados os intervalos de confianga e os valores P para
os aumentos com o uso de um teste t de duas amostras.

Valores p de 0,05 ou menos foram considerados

significativos (Tabela 3).
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A anidlise de microarranjo de L. acidophilus NCFM
exposto as condigdes adaptaveis de adesdo (Tabela 3) sugere
uma producdo aumentada de um sinal interespécies, auto-
indutor-2 (AI-2). Os genes iniciais (metK) e finais (luxS)
na via para a producdo de AI-2 a partir de metionina (veja
a Figura 4) sao significativamente induzidos.
Adicionalmente, foi induzido um agrupamento transportador
ABC supostamente envolvido com a exportagdo de AI-2.

Via biossintética de auto-indutor-2

A analise adicional do genoma de L. acidophilus NCFM
revelou quatro ORFs (LBA1622, LBA0931, LBA0820, LBA1081)
que exibem homologia para cada dJene na via biossintética
para a produgdo de AI-2 a partir de metionina (Figura 4).
MetK converte metionina em S-adenosilmetionina (SAM) e é
supostamente codificado por LBAl622 (Id. de Seq. N°: 21) .
Um grupo metil é& removido de SAM por uma metiltransferase
dependente de SAM (codificada por LBA931, Id. de Seq. N°:
3), formando S-adenosilhomocisteina (SAH) , que é
subseqlientemente detoxificada por uma MTA/SAH nucleosidase,
Pfs (codificada por LBA820, Id. de Seq. N°: 1), formando
S-ribosilhomocisteina (SRH) e adenina. LuxS (codificado por
LBA1081, Id. de Seq. N°: 15) converte SRH em homocisteina e
4,5-diidroxi-2,3-pentanodiona, que circulariza,
incorporando boro, para formar AI-2 (Winzer e cols. (2002)
Microbiology 148: 909-922). Homocisteina & finalmente
metilada de volta & metionina por MetE (codificado por
LBA1080, Id. de Seqg. N°: 13) 1localizado diretamente acima
do homdélogo de IluxS, LBA1081. Um terminador entre os dois
ORFs com uma energia livre de -16,2 kcal sugere que LBA1080

e LBA1081 sdo expressos separadamente.
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A Tabela 4 lista outros lactobacilos, para os quais ha
disponibilidade de dados de sequéncias, com a via completa

para a produgdo de AI-2 a partir de metionina.

Tabela 4
Organismo metK Metil- pfs luxs
transferase
L. acidophilus NCFM 2 2 1 2
L. gasseri 1 5 1 1
L. johnsonii 1 6 1 1
L. plantarum 1 2 1 1

Os nameros de ORFs previstos que codificam proteinas
que exibem similaridade para cada enzima na via para a
sintese de AI-2 a partir de metionina sdo listados para L.
acidophilus NCFM (Altermann e cols. (2005) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 102: 3.906- 3.912), Lactobacillus gasseri,
Lactobacillus johnsonii NCC533 (Pridmore e cols. (2004)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101: 2.512-2.517) e
Lactobacillus plantarum WCFS 1 (Kleerebezum e cols. (2003)
proc. Natl. Acad. Sci. USA 100: 1.990-1.995). Prevé-se que
L. acidophilus NCFM abrigue duas cOpias de IuxS, mas um dos
ORFs ndo contém sinais de expressdo como, por exemplo,
regides promotoras ou de ligagao ribossbmica.
Produgdo de AI-2
A deteccdo de auto-indutor-2 do sobrenadante de cepas
bacterianas selecionadas foi realizada como descrito
previamente (De Keersmaecker e Vanderleyden, 2003, supra),
com as seguintes modificag¢des. A detecgdo de AI-2 produzido
por bactéria de &cido 1latico pode ser problematica, em

funcdo do pH diminuido dos sobrenadantes de cultura gastos,
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e a repressdo de catabdlitos por glicose do operon lux na
cepa repérter de V. harveyi BB170 (DeKeersmaecker e
Vanderleyden, 2003, supra). Conseqlentemente, todas as
populagdes de Lactobacillus usadas para detecgdo de auto-
indutor-2 cresceram em MRS modificado (mMRS) contendo
galactose 1% em vez de glicose. Em pontos do tempo
especificados, foram coletadas aliquotas de 4 ml, a ODsggo
foi medida e sobrenadantes livres de células foram isolados
por centrifugagdo a 4.000 x g por 10 minutos. O pH do
sobrenadante foi neutralizado até o pH 6,5 com 2 N de NaOH
e ele foi filtrado através de uma membrana de 0,2 pmm. OS
sobrenadantes preparados foram estocados a 4°C até o final
da duracdo dos experimentos, e todas as amostras de cada
cultura foram testadas em conjunto em placas de
microtitulacdo de 96 pogos separadas. A cepa repbrter de V.

harveyi BB170 (Azcarate-Peril, 2005, supra) cresceu de um

" dia para o outro em meio de bioensaio de auto-indutor (AB),

foi lavada com e ressuspensa em AB fresco até ODggg de 0,5.
Dez pl de sobrenadante estéril foram misturados com 90 pul
de uma diluicdo 1/1.000 da cepa repdrter BB170 em cada pogo
de uma placa de 96 pogos. A luminescéncia foi medida a 30°C
a cada 10 minutos por 6 horas em uma leitora fluorescente
de placa de microtitulagdo (FLOUStar Optima, BMG
Technologies, Durham, NC). O aumento da inducgdo foi
calculado obtendo-se a média de pelo menos 6 pontos do
tempo padronizados e dividindo-se o valor médio obtido do
tipo selvagem pelo valor médio obtido pelo mutante LuxS .
Cada amostra foi medida em pelo menos 3 pogos
independentes, e cada ponto dos dados representa 3 amostras

independentes.
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A fim de determinar quando AI-2 foi produzido durante
a fase de crescimento de L. .acidophilus NCFM, foram
coletados sobrenadantes a 0, 3, 6, 9, 12, 16, 20, 24 36, e
48 horas de culturas em triplicata. A produgdo de AI-2
durante o crescimento de L. acidophilus € mostrada na
Figura 5. Coincidindo com uma queda rapida no pH, ocorre um
aumento notdvel na produgdo de AI-2 por toda a fase
logaritmica de crescimento. Com a entrada na fase
estacionaria, a atividade de AI-2 no szrenadante mantém um
nivel constante por até 48 horas (Figura 5).
Inativag8o da insergdo do gene luxS

Usando DNA cromossdmico de L. acidophilus NCFM como
modelo, um fragmento interno de 471 bp de LBAlO081 (1uxS)
foi amplificado usando PCR com iniciadores 1081-IF (5'-
GATCA GATCT AAGTT AAGGC ACCTT ACG - 3', Id. de Seq. N°: 23)
e 1081-IR. (5'-GATCT CTAGA TTTCG AATGG GTCAT CAC - 3', Id.
de Seqg. N°: 24). O fragmento interno foi clonado no vetor
integrativo pORI28 (Law, e cols. (1995) J. Bacteriol. 177:
7.011-7.018) e subseqientemente transformado por
eletroporagdo em L. acidophilus NCFM contendo © plasmideo
auxiliar sensivel a temperatura pTRK669 (Russell e
Klaenhammer, 2001, supra). Foram entao realizadas etapas de
acordo com Russell e Klaenhammer, 2001, supra para selegdo
de integrantes. A integragdo bem sucedida do plasmideo foi
confirmada por PCR e andlise de hibridizagdo Southern de
fragmentos de jun¢do usando protocolos padronizados.

A cepa mutante LuxS’, NCK 1765, foi testada quanto a
habilidade para se aderir as células Caco-2 usando células
bacterianas da fase de crescimento de log médio e células

expostas as condig¢des AAR. Quando as células de fase log
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médio foram adicionadas diretamente &as células Caco-2 da
fase log médio, foi observada uma diminui¢do de 58% na
ades3o (teste t de Student, P < 0,001) para a cepa mutante
LuxS- (Figura 6), comparada com o controle. Um derivado de
L. acidophilus NCFM (NCK1398) gque abriga uma integragdo em
B—éalactosidase foi usado como controle, de forma que a
pressdo antibidtica pudesse ser mantida sobre o mutante e o
controle.
Conclusdes

L. acidophilus NCFM responde as condig¢des ambientais
de um modo que aumenta dramaticamente a habilidade do
organismo para aderir as células epiteliais intestinais, in
vitro. A analise de microarranjo de transcrigdao de uma
populagdo exposta a essas condicdes adaptaveis de adesao
sugere que a produgdo de uma molécula de sinalizag¢do, AI-2,
esta aumentada. A andlise do genoma de L. acidophilus NCFM
identificou todos os genes necessadrios para a produgdo de
AI-2 a partir de metionina. A produgdo de AI-2 por L.
acidophilus NCFM foi confirmada com ©O uso de uma cepa
repérter de V. harveyi. Com a inativagao do gene final na
via, luxS, foi observada uma diminuicdo na adesdo em
células em fase 1log, mas ndo foi observada nenhuma
diferenca na resposta adaptavel de adéséo da cepa mutante
LuxS~, comparada com o controle. Esses dados sugerem que a
adesdo de lactobacilos ao epitélio intestinal pode envolver
uma interacao intima de varios fatores. Embora a
sinalizacdo mediada por AI-2 contribua para a habilidade de
adesdo de L. acidophilus NCFM, ela nido é o Gnico meio de
comunicagao dentro.da populagdo responsdvel pela resposta

adaptavel de adesdo. Esses dados sugerem que a adesdo de
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lactobacilos ao epitélio intestinal pode envolver uma
interacdo intima de varios fatores.
Exemplo 2
A anilise de microarranjo da expressdo génica afetada
por LuxS e AI-2 foi realizada em varias espécies
microbianas diferentes a fim de determinar a fungdo de LuxS
sobre processos celulares. A influéncia de AI-2 sobre E.
coli K-12 crescida na presenga e auséncia de glicose
revelou expressdo génica alterada de genes relacionados ao
operon lsr, ao metabolismo de metionina e & utilizag¢do de
carbono (12, 32). Outro estudo ligou a produgdo de LuxS com
genes envolvidos no crescimento e divisd3o celular ao uso de
microarranjos de E. coli (9). A analise de microarranjo da
transcricdo de um mutante LuxS  de Porphyromonas gingivalis
e seu tipo selvagem relacionou a participagdo de LuxS a

resposta ao estresse daquele organismo (36). Além de cepas

bacterianas patogénicas, varias cepas ndo patogénicas

demonstraram um fendtipo associado & produgdo de AI-2. Por
exemplo, o desempenho ecoldgico de Lactobacillus reuteri no
trato gastrintestinal murideo estava alterado em um mutante
LuxS - (28). Esse estudo utilizou um microarranjo de genoma
inteiro para identificar a expressdo génica influenciada
por LuxS em L. acidophilus NCFM. Varios genes envolvidos
com a resposta ao estresse, crescimento e metabolismo foram
expressos diferencialmente em uma cepa mutante LuxS . A
analise fenotipica de uma cepa mutante LuxS  examinou a
influéncia de uma mutacdo luxS sobre a tolerdncia ao calor
e & bile de L. acidophilus NCFM.

Cepas bacterianas e condigdes de crescimento

Cepas de Lactobacillus foram cultivadas de forma
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anaerébica a 37°C ou 42°C em caldo MRS (Difco Laboratories
Inc., Detroit  MI) ou, quando apropriado, em MRS
supiementado com agar 1,5%. Para vdeteccéo de AI-2, oOs
lactobacilos cresceram em MRS modificado, seguindo OsS
ingredientes para MRS, exceto com a substituigdo de
galactose 1% p/v no lugar de glicose. E. coli cresceu de
forma aerdbica em meio de Luria-Bertani (LB, Difco) ou em
meio LB suplementado com agar 1,5% a 37°C. Meio de Infusao
Cérebro Coracdo (BHI, Difco) suplementado com agar 1,5% e
150 pg/ml de eritromicina (Em) foi usado para selegao de
transformantes de E. coli. Meio de Bioensaio de auto-
indutor (AB) (5) foi usado para a propagagcdo de todas as
cepas de Vibrio harveyi. Quando apropriado, cloranfenicol
(Cm, 5,0 pg/ml) e Em (50 pug/ml ou 150 pg/ml) foram usados
para selegdo. Foram determinadas unidades formadoras de
colénias (UFC) por ml com diluigdes adequadas em caldo MRS
10% wusando um “Whitley Automatic Spiral Plater” (Don
Whitley Scientific Limited, West Yorkshire, England).

Tabela 5. Cepas bacterianas e plasmideos usados

Cepa Origem ou caracteristicas Fonte ou

relevantes referéncia

L. acidophilus

NCFM Isolado intestinal humano (24)
NCK 1392 NCFM contendo pTRK669 (22)
NCK 1818 NCFM contendo eliminag¢do luxS | Este estudo
NCK 1758 NCFM com labT inativado por (10)

insercgao
NCK 235 Lactobacillus delbruekii usado| ATCC 4797

como cepa indicadora em ensaio
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de bacteriocina

V. harveyi

BB170 LuxN::Tn5 AI-I sensor AI-2 (26)
sensor”’
E. coli
RepA* MC1000, Km", que carrega - (18)
uma Unica cbépia do pWVO0l repA;
EC1000
hospedeiro para plasmideos
baseados em pOR128
Plasmideos
PORI28 Em®, ori (pWvo0l), se replica (18)
apenas com repA fornecido em
trans
PTRK669 ori (pWv0l), Cm®,RepA’ (22)
PTRK884 pORI28 ligado a luxS contendo | Este estudo

uma eliminacdo de 97 bp e
introduzido sitio de restrigao

EcoRI

Técnicas de manipulagdo de DNA

DNA genbmico total de Lactobacillus foi isolado de
acordo com o método de Walker e Klaenhammer (31). Foram
utilizados protocolos padronizados para restrigdo por
endonuclease, ligagdo, modificagdo e transformagdo de DNA
(23). As preparagdes de plasmideos com a finalidade de
rastrear transformantes de E. coli seguiram o método de
zhou e cols. (37). Preparagdes de plasmideos em larga
escala foram realizadas com o kit “QIAprep Spin” de acordo
com as instrucdes do fabricante (QIAGEN Inc., Valencia,

CA). As PCRs foram efetuadas de acordo com as recomendagdes
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do fabricante wusando um sistema de PCR de Tag DNA
polimerase (Roche Applied Science, Indianapolis, IN). Os
iniciadores de PCR foram sintetizados por “Integrated DNA
Technologies” (Coralville, IA) e, quando apropriado, foram
projetados sitios de restrigao na extremidade ©5' dos
iniciadores para facilitar futuras etapas de clonagem.
Foram extraidos fragmentos de DNA de géis de agarose 1,0%
usando o kit de recuperagdo “Zymoclean Gel DNA Recovery
kit” (Zymo Research, Orange, CA). Foram preparadas células
de Lactobacillus eletro-competentes como descrito por
Walker e cols. (30). A hibridizagdo Southern de DNA
gendmico foi realizada usando protocolos padronizados.

Tabela 6. Iniciadores usados neste estudo

Iniciador |Seqiiéncia °

LuxS-EF 5'- GATCTCTAGATGACAGAAGACGATGAATG -3' (Id. de
Seq. N°: 25)
LuxS-ER 5'- GATCAGATCTATTGCGACTAAGTTCAGAC -3' (Id. de

Seq. N°: 26)

LuxS-delF 51 GATCGAATTCTCGTTCGGTTGAACTAAACGTAAGTC -3

(Id. de Seq. N°: 27)
LuxS-delR 5'- GATCgéézzCCGAACAGGATTCCACCTAATCGTTTG - 3
(Id. de Seqg. N°: 28)
LuxS-XXF 5'- GCCAACTTAGCCTTAAGCACTC -3' (Id. de Seq. N°:

29)

LuxS-XXR 5'- TTGTTCCTGCTCCTCAGCCTTC -3' (Id. de Seq. N°:

30)

LuxS-delNF |5' TGCTTTAGCAACTTCAGTAG -3' (Id. de Seq. N°:

31)

LuxS-delNR |5'- TAAAGTTAAGGCACCTTACG -3' (Id. de Seq. N°:
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32)

2 gitios de enzima de restrigdo usados para clonagem estdo
sublinhados.
Inétivaqao de LuxS sem marcador

Uma cepa mutante LuxS~ de L. acidophilus NCFM foi
construida por eliminagd@o de 97 bp dentro de luxS (LBA1081)
de acordo com os protocolos descritos previamente (2, 6) .
Resumidamente, um fragmento de 1,243 bp contendo luxS foi
amplificado usando iniciadores LuxS-EF e LuxS-ER (Tabela
6). Cada fragmento foi subsequentemente ligado a pORI28,
nos sitios Xbal e BgIIT. Os transformantes foram
selecionados em E. coli EC1000 e pORI::LuxSbig foi isolado.
Foi realizada PCR Inversa (“Expand High Fidelity PCR
system”, Roche Applied Science, Indianapolis, IN) naquele
plasmideo usando iniciadores LuxS-delF e LuxS-delR (Tabela
6), cada um contendo sitios de reconhecimento de enzima
EcoRI na extremidade 5'. O produto de PCR de 2,7 kbp
resultante foi limpo usando o kit de purificagdo de PCR
Qiagen, e digerido por 18 horas a 37°C com EcoRI. Apbs
purificacdo em gel com o kit de recuperacéo vzymoclean Gel
DNA Recovery Kit” (Zymogen), o produto foi ligado a ele
préprio por 16 horas a 16°C. O plasmideo resultante,
pTRK884, foi entdo transformado em E. coli EC1000, e a
construcdo do plasmideo foi confirmada com amplificagdo por
PCR. L. acidophilus NCFM contendo o plasmideo auxiliar
sensivel a temperatura, - pPTRK669, foi entd3oc eletro-
transformado com pTRK884 e integrantes selecionados de
acordo com o método descrito previamente por Russell e
Klaenhammer (22) . Os integrantes selecionados foram

passados seis vezes em meios néo seletivos para permitir a
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ocorréncia do segundo evento de entrecruzamento, € depois
plaqueados em MRS desprovido de antibiéticos. As coldnias
foram rastreadas quanto a sensibilidade a Em, e a PCR da
colénia realizada com a utilizagdo de iniciadores LuxS-
delNF e LuxS-delNR, flanqueando a regido eliminada. A
amplificacéo por PCR da regido eliminada e ensaios de
hibridizacdo Southern usando um fragmento interno de 1luxS
como sonda confirmaram a eliminagdo  por meio de
substituicdo de gene em NCK1818.

Até recentemente, a inativacéo.génica sitio-especifica
em lactobacilos era realizada com o uso de estratégias de
integracdo de plasmideos. A manutencdo da integracao de
plasmideo exige crescimento em meios seletivos. No entanto,
tanto a integracdo de plasmideo quanto o© crescimento
seletivo podem influenciar os resultados da expressao
génica obtidos por analise de microarranjo. Dessa forma,
foi usada uma estratégia sem marcador para inativar 1luxS
(LBA1081) em L. acidophilus NCFM usando uma abordagem de
recombinag¢do homdéloga com entrecruzamento duplo. O gene
luxS da cepa mutante resultante, NCK1818, era desprovido de
uma regidio interna de 97 bp, € continha um sitio de
restricdo EcoRI adicional. A regido de eliminagdo foi
selecionada para romper o quadro de leitura e resulta em um
produto génico ndo funcional. A substituicdo génica foi
confirmada por analise por PCR da regido eliminada e
hibridizacdo Southern usando um fragmento interno de IluxS
como sonda. NCK1818 era sensivel a Em e nio produziu AI-2,
como determinado pelo ensaio de repdrter de V. harveyi (5).
Previamente, o padrdo de expressdo de AI-2 por L.

acidophilus NCFM foi determinado com a utilizacdo de um
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mutante de integragdo luxS como controle negativo (8). O
mesmo padrdo de producdo de AI-2 durante o crescimento de
L. acidophilus NCFM foi observado com o uso de NCK1818 como
controle negativo.
Detecgdo de AI-2

A deteccdo de auto-indutor-2 do sobrenadante de cepas
bacterianas selecionadas foi <realizada como descrito
préviamente (8). Resumidamente, os sobrenadantes de
populacdes bacterianas coletadas em cada ponto do tempo
especificado foram ajustados até o pH 6,5 com 2 N de NaOH,
e filtrados através de uma membrana de 0,2 pm. A cepa
repérter de Vibrio harveyi BB170 (3) cresceu de um dia para
o outro em meio de biocensaio de auﬁo-indutor (AB), foi
lavada e ressuspensa em AB fresco até ODgoo 0,5. Dez pl de
sobrenadante estéril da cultura de teste foram misturados
com 90 pl de uma diluigdo 1/1.000 da cepa repbrter BB170 em
cada pog¢o de uma placa de 96 pogos. A luminescéncia foi
medida a 30°C a cada 10 minutos por 6 horas em uma leitora
de placa de microtitulacdo fluorescente (FLOUStar Optima,
BMG Technologies, Durham, NC). O aumento da indugdo foi
calculado obtendo-se a média de pelo menos 6 pontos do
tempo padronizados pela curva de luminescéncia de V.
harveyi e dividindo-se o valor médio obtido pelo tipo
selvagem pelo valor médio obtido pelo mutante LuxS . Os
pontos do tempo foram selecionados quando a luminescéncia
estava em um nivel constante, antes de a cepa repdrter ter
respondido & produgdo de seu préprio AI-2. Cada amostra foi
medida em pelo menos 3 pogos independentes, e cada ponto
dos dados representa 2 experimentos independentes (Tabela

7).
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Isolamento de RNA
Tanto L. acidophilus NCFM quanto NCK1818 foram

transferidos duas vezes de culturas de estoque congeladas

em meio semidefinido usando galactose como fonte primaria

de carbono para evitar a repressdo de catabdélito por
glicose do operon lux na cepa repdrter de V. harveyi. Uma
cultura de 400 ml de ambas as cepas foi inoculada a 1% de
uma fase cultura de estaciondria (16 horas) e permitiu-se o
crescimento a 37°C. Em ODgyp 0,2, uma amostra de 5 ml foi
obtida para determinagdo de UFC e medida do pH. Seis
amostras de 10 ml de cada cepa foram entdo resfriadas
rapidamente em gelo seco, e os péletes celulares coletados
a 4°C por centrifugagdo por 10 minutos a 3.150 x g. )
sobrenadante de cada cepa apds centrifugagdo em cada ponto
do tempo foi retido para detecgdo de AI-2. Nos dois pontos
de amostragem finais (ODgoo 0,7 e ODgoo 1,2), foram
recolhidas amostras de 5 ml de <cada cultura para
plagqueamento e determinagdo do PpH; duas amostras de 10 ml
foram entdo coletadas de cada cultura, e tratadas como
descrito acima. O isolamento de RNA de péletes celulares
foi realizado como descrito previamente (3) usando TRIzol
(Invitrogen Life Technologies, Rockville, MD). A pureza € a
concentracdo de RNA foram determinadas por eletroforese em
géis de agarose 1,0% e medidas padronizadas com
espectrofotdmetro. O RNA foi isolado de duas réplicas
biolégicas de ambas as cepas.

Tabela 7 Condigdes de cultura de populagdes celulares
coletadas para andlise de microarranjo®

Atividade de

ODgo0 UFC/ml (+ DP) PH (+ DP)
AI-2 (+ DP)
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0,2 3,26 x 10° (44,27 X 10°%) 2,27 (+0,09) 6,08 (+0,04)
0,7 2,67 x 107 (£3,13 x 10°) 10,78 (+0,60) 5,35 (+0,13)

1,2 7,81 x 107 (+1,22 x 107) 30,13 (+0,25) 4,89 (+0,12)

2 Todos os valores representam a média e um desvio

padrdo calculados a partir de dados combinados obtidos de
L. acidophilus NCFM e NCK1818 em trés experimentos
independentes.
Produgdo de cDNA e hibridizagdo de microarranjo

A andlise da expressdo génica da cepa mutante LuxS e
da cepa do tipo selvagem em cada um dos trés pontos de
amostragem selecionados foi realizada cdm a utilizacdo de
um microarranjo de DNA de todo o genoma (3). Os produtos de
PCR de 1.889 ORFs previstos do genoma de L. acidophilus
NCFM (1) foram spotted em triplicata em lé&minas de vidro
“ULTRA GAPS” (Corning 1Inc., Acton, MA). A sintese e a
marcacdo do cDNA da primeira fita foram efetuadas com o
sistema de marcacdo “SuperScript Indirect cDNA Labeling
System” (Invitrogen). Resumidamente, gquantidades iguais (20
pg) de RNA foram marcadas com aminoalil por transcrigao
reversa com hexdmeros aleatdérios na presenga de
nucleotideos modificados com amino, usando transcriptase
reversa SuperScript III a 42°C por 3 horas. O cDNA da
primeira fita foi purificado com colunas S.N.A.P.,
precipitado, marcado com ésteres de Cy3 ou Cy> ativados por
N-hidroxisuccinimida (GE Healthcare Life Sciences,
Piscataway, NJ), e purificado novamente com colunas
S.N.A.P. O cDNA marcado resultante foi hibridizado sobre
laminas de microarranjo de acordo com os protocolos
apresentados por TIGR

(www.tigr.org/tdb/microarray/protocolsTIGR.shtml) . As
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hibridizacBes foram realizadas de acordo com um padrdo
Gnico round-robin, de forma que todas as comparagdes
possiveis de pareamento direto fossem feitas em um design
nio equilibrado. Foi feito um total de quinze hibridizacdes
diferentes em trés pontos de amostragem diferentes (ODgo0
0,2, 0,7 e 1,2) e duas cepas diferentes (L. acidophilus
NCFM e NCK1818) .
Analise dos dados de microarranjo

As intensidades de fluorescéncia foram adquiridas com
o uso de um scanner de microarranjo “General Scanning
ScanArray 4000” (Packard Biochip BioScience, Biochip
Technologies LLC, Mass.) e processadas como imagens TIFF.
As intensidades dos sinais foram quantificadas, incluindo a
saturacdo de fundo, e foram obtidas médias dos spots
replicados com o uso da suite de programas “QuantArray 3.0"
(Packard BioScience). O0Os dados brutos de intensidade
resultantes foram importados em SAS (SAS Institute, Cary,
NC), transformados para log: e ajustados para andlise de
variincia de modelo misto de normalizagdo (ANOVA) e fim de
centralizar os dados para a intensidade média. Um ANOVA de
modelo misto gene-especifico foi entdo realizado nos dados
normalizados em que o corante, a cepa e O tempo foram
considerados efeitos fixos, e o efeito do arranjo foi
considerado um efeito aleatério (34). A diferenca
resultante entre as estimativas do quadrado minimo para
dois tratamentos diferentes é andloga & proporgao
transformada para log, da expressdo génica entre aqueles
dois tratamentos. Foram calculadas diferengas para efeito
do corante, efeito da cepa, efeito do tempo e para O efeito

combinado de cepa e tempo, cepa*tempo. Foi realizado um
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teste t usando essas diferencas e seus erros-padrdao, com P
< 0,05 considerado significativo. Foram construidos
gréficos Volcano para cada comparagdo usando a estimativa e
—-Logye (valor P) com JMP 5.0 (sAS Institute) a fim de
visualizar o contraste entre tratamentos e significéncia
estatistica dos resultados.

A fim de estudar os genes expressos diferencialmente
em resposta & produgdo de LuxS, foi desenvolvido um design
de microarranjo que examinasse as diferencas na expressao
entre o tipo selvagem e LuxS® mutante na fase de
crescimento inicial, média ou tardia - exponencial. A
produgdo de AI-2 durante o©O crescimento foi determinada
previamente para L. acidophilus NCFM (8). A partir desses
dados, foram selecionados trés pontos de crescimento para
isolamento de RNA: ODgo 0,2, antes de o AI-2 ter se
acumulado; ODgy 0,7, durante a produgdo réapida de AI-2; €
ODgoo 1,2, quando a produgdo de AI-2 fica lenta e o nivel de
AI-2 no sobrenadante permanece elevado, mas constante. O
RNA foi isolado por ambas as cepas em cada ponto do tempo,
em duplicata, e a atividade de AI-2 determinada usando O
ensaio de repdrter de V. harveyi. No total, foram
comparados seis pontos entre eles em todos os pares de
comparagdes possiveis (15 hibridizac¢des). A andlise dos
dados de expressdo foi realizada usando um ANOVA de modelo
misto em dois estédgios e as proporgdes da média do quadrado
minimo foram consideradas significativas com um aumento de
1,8 vezes e P < 0,05 (Tabela 9).

Cada ORF expresso diferencialmente nos primeiros dois
pontos do tempo foi agrupado de acordo com sua

classificacdo COG (Fig. 8). As duas classificag¢des COG com
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o maior nimero de genes superexpressos em NCFM, totalizando
42% do total, foram da estrutura e biogénese ribossdmica de
traducdo (J) e de replicagdo, recombinagdo e reparo (L). Em
contraste, 40% dos genes superexpressos no mutante LuxS’
foram categorizados como fungdo desconhecida (S). A
expressdo aumentada de genes relacionados ao crescimento e
metabolismo normais em NCFM, comparado com o mutante LuxS,
sugere que LuxS influencia positivamente a expressdo de
muitos desses genes direta ou indiretamente. A partir
desses dados, ndo estd clara a fungdo dos genes cuja
expressdo foi influenciada negativamente por LuxS. Nao
houve genes significativamente expressos diferencialmente
sob as condicdes testadas em NCFM ou no mutante LuxS  em
fase log tardio (ODgoo 1,2), quando o nivel de AI-2 no meio
nio estd mais crescendo.

Um design de microarranjo round-robin combinado com
anidlise de modelo misto foi usado para comparar o efeito da
cepa, tempo e o efeito combinado tanto da cepa quanto de
tempo (cepa*tempo) sobre a expressdo génica de L.
acidophilus NCFM. Uma comparagdo cepa a cepa revelou que,
antes de AI-2 comecar a se acumular apreciavelmente no meio
(ODgoo 0,2), 84 ORFs foram significativamente superexpressos
em NCFM (Tabela 8a), enquanto somente 13 ORFs foram

significativamente superexpressos no mutante LuxS - (Tabela

8b). Os genes mais altamente induzidos em NCFM, comparado
com o mutante em fase log inicial (ODeoo 0,2), foram relA
(3,14 vezes), supostamente relacionado & transducdo de
sinal, e IF-2 (3,14 vezes), um suposto fator de iniciacgéao

da traducdo. Na fase log médio (ODgo 0,7), & medida que AI-

2 se acumulava rapidamente, apenas 3 ORFs foram
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significativamente superexpressos ém NCFM (LBA1497,
LBA1796, LBA1798) e 4 ORFs (LBA0026, LBA0089, LBAOS568, e
LBA1596) superexpressos no mutante LuxS . Curiosamente, ©
Gnico ORF que era significativamente expresso
diferencialmente nos dois primeiros pontos do tempo foi
labT (LBA1796), um transportador ABC previamente implicado
na exportacdo de bacteriocina (10). Na fase log inicial,
labT foi superexpresso em NCFM 2,53 vezes, €, em fase 1log
médio, ele foi superexpresso 2,10 vezes, comparado com O
mutante LuxS . Um regulador da resposta (LBA1798), de um
sistema regulador vizinho de dois componentes, também foi
superexpresso em NCFM, comparado com O mutante em fase log
médio. Em relacdo a esse fato, a cepa LuxS foi analisada
quanto & produgdo de bacteriocina, e constatou-se que ela
desencadeia o mesmo nivel de produgdo de bacteriocina que o
tipo selvagem. Adicionalmente, uma cepa mutante isogénica
labT foi testada quanto a produgdo de AI-2, € verificou-se
que ela produz AI-2 no mesmo nivel que © tipo selvagem.

Tabela 8a. Classificagdo coG de genes expressos

diferencialmente

Genes induzidos em L. acidophilus NCFM em fase log

inicial (ODsoo 0, 2)

Anotagdo do gene
ORF | Prop.P” |Anotagdo do gene| ORF | Prop.

a

Producdo e conversdo de energia

F1F0-ATPase LBA F1FO0-ATPase LBA

1,92 1,98
subunidade a 0772 subunidade d 0775
F1F0-ATPase LBA LBA

1,99 Lctp 1,97

subunidade c¢ 0773 1768
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Controle do ciclo celular, divisdo celular, divisdo
cromossémica
LBA LBA
spolHe 1,95 EpsC 1,85
0659 1735
LBA
ftsZ 2,18
0812
Transporte e metabolismo de aminodcidos
LBA LBA
asd2 1,81 pepP 2,50
0857 1336
LBA
pepT 2,28
1190
Transporte e metabolismo de nucleotideos
desoxirribose-p | LBA LBA
2,24 UMP quinase 2,46
aldolase 0391 : 1268
Transporte e metabolismo de carboidratos
LBA LBA
fosfoglucomutase 1,91 treC 2,56
0687 1014
Transporte e metabolismo de lipideos
LBA LBA
thil 2,07 fabG 2,28
0626 0662
LBA
hmdH 2,15
0627
Traduc¢do, estrutura e biogénese ribossbémicas
LBA LBA
Trprs 1,94 hemK 2,42
0209 0768
meth-trna LBA pseudoufidilato LBA
2,15 1,85
sintase 0213 sintase 0791
proteina LBA LBA
2,24 trna sintase 1,93
ribossdémica S17 {0300 0817
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proteina LBA LBA
2,34 gidA 2,00
ribossbmica L14 |0301 0982
proteina LBA LBA
2,53 tRNA ligase 1,82
ribossdmica L24 (0302 1198
proteina LBA LBA
2,24 rif 1,89
ribossbmica L36 |0314 1267
proteina LBA LBA
2,02 miaA 1,54
ribossbmica S13 |0315 1503
tRNA
LBA LBA
pseudouridina 2,12 pheS 2,31
0322 1518
sintase
LBA LBA
AmpM 1,93 leus 1,80
0623 1617
LBA proteina de LBA
perf I 2,75 2,20
0767 ligagao de GTP |1824
Transcrig¢do
LBA LBA
gntR_ 2,09 nusA 1,88
0393 1259
prot. de ligag¢do| LBA LBA
1,84 parB 2,52
de fibronectina [1148 1828
Replicag¢do, recombinagdo e reparo
LBA LBA
recF 1,88 DNA primase 2,66
0004 1197
LBA LBA
gyra 1,89 transposase 2,33
0006 1464
LBA LBA
DNA polimer. IIT 1,89 transposase 1,92
0376 1487
LBA LBA
DnlJd 1,89 dnaB 2,97
0529 1545
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LBA LBA
uvrB 2,35 mutM 1,90
0688 1549
LBA LBA
radcC 2,02 transposase 2,11
0797 : 1570
LBA LBA
uvrC 1,96 RNA helicase 2,06
0946 0416
DNA LBA mutT familia LBA
1,87 2,89
topoisomerase |0981 proteina 0819
LBA
DNA topo. sub.B 2,89
1122

Biogénese da parede celular, membrana e envelope

LBA LBA

mraw 2,04 epsB 1,98
0803 1736
LBA LBA

murG 2,16 gidB 1,90
0809 1829
LBA LBA

bshA 1,94 dltD 2,29
0892 1923
LBA

eep 2,23
1263

Modificag¢do pds-tradugdo,

turnover de proteinas,

chaperonas

LBA LBA

clpC 2,05 hslV 1,88
0283 0984

radA LBA 2,04 dnak LBA 1,95
LBA LBA

clpX 2,49 grpE 2,97
0847 1248

Mecanismos de transdugdo do sinal

LBA LBA

luxS relA
1081 ' 0932
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LBA
phoH
1203
Mecanismos de defesa
LBA LBA
labT 2,53 permease 2,36
1796 1839
Funcdo geral ou fungdo desconhecida
suposta proteina| LBA diidroacetona | LBA
2,07 1,81
de transporte |0635 quinase 1310
suposta LBA LBA
1,97 helicase 2,39
hidrolase 0796 1676
proteina de LBA transportador | LBA
2,46 2,25
ligagdao de GTP |0947 ABC 1783
LBA serina/treonina| LBA
oxidoredutase 2,39 1,85
0950 proteina quinase|1317
fosfoglicerato | LBA LBA _
2,05 hipotética 2,04
desidrogenase (0969 1191
proteina
O-GlcNAc LBA LBA
1,85 conservada 2,10
transferase 0971 1204
hipotética
proteina
LBA LBA
conservada 2,70 hipotética 1,88
1202 1823
hipotética

2 guposta identificagao por anotacdo manual para

aquele gene ou ORF

b proporgio de médias de quadrados minimos de

estimativas log, entre L. acidophilus NCFM do tipo selvagem
e a cepa mutante LuxS . A proporgdo de corte para a
diferenca do aumento foi de 1,8 e P < 0,05.

Tabela 8b. Classificagédo CcoG de genes expressos
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Genes induzidos em L. acidophilus NCFM

comparados com NCK1818 em fase log médio

(oD600 0.7)

ORF Proporgdo °

Anotagdo do gene

Controle do ciclo celular, divisdo

divisdo cromossémica

celular,
LBA
desconhecido 1,94
1497
Transcrigdo
regulador de LBA
1,92
resposta 1798
Mecanismos de defesa
LBA
labT 2,11
1796

Genes reprimidos em L. acidophilus NCFM
comparados com NCK1818 em fase log

inicial (ODsoo 0, 2)

Controle do ciclo celular, divisdo

celular, divisdo cromossdédmica

LBA
hipotético 0,53
1156

Transporte e metabolismo de aminodcidos

LBA
ansA 0,51
1687
Tradugdo, estrutura e biogénese
ribossémicas
LBA

prot. rib. L1l

0359
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LBA
seril-trna sintase 0,52
1626
LBA
canamicina quinase 0,54
1348

Modifica¢do pés-tradugdo,

turnover de

proteinas, chaperonas
Tioredoxina redutase| LBA 0,51
0422

Transporte e metabolismo de ions

inorgdnicos
proteina de captagao| LBA
0,47
de K' 0166
LBA
transportador ABC 0,54
0154

transporte e

Biossintese,
catabolismo de metabdlitos secunddrios
LBA
hipotético 0,53
0644

Trafego intracelular, secregdo e

transporte vesicular
LBA
hipotético 0,52
0448
Func¢do geral ou fungdo desconhecida
LBA
hipotético 0,50
0031
LBA
cons. hipotético 0,50
0217
LBA
hipotético 0,53
06390
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LBA

desconhecido -~ 0,53
1127
LBA

LysM 0,51
1850
LBA

cons. Hipotético 0,55
0100

Genes reprimidos em L. acidophilus NCFM
comparados com NCK1818 em fase log médio

Transcrig¢do
LBA
CadX 0,55
0022
LBA
DinG ‘ 0,55
1164
Fun¢do geral ou fungdo desconhecida
LBA
malato permease 0,49
0568
LBA
hipotético ‘ 0,53
0026
LBA
cons. hipotético 0,50
0089
LBA
desconhecido 0,55
0883
LBA
desconhecido 0,51
1596 :

2 guposta identificagdo por anotagdo manual para

aquele gene ou ORF

b proporgio de médias de quadrados minimos de

estimativas log, entre L. acidophilus NCFM do tipo selvagem



e a

cepa mutante

LuxS .

126/150

A proporgao de

diferenga do aumento foi de 1,8 e P < 0,05.

Tabela 9.

Resultados do microarranjo

Log:

Proporgéao

NegloglO

P

ORF

Induzido por Luxs

a OD 0,2

Classificagdo

CcoG

0,908863

2,789058

recF_4

[L] Replicagao,
recombinagdo e

reparo

0,91857

2,412259

gyrA 6

[L] Replicagédo,
recombinac¢do e

reparo

1 0,906325

2,535795

157

[hipo] 157

0,952818

2,560997

209

trprs_209

[J] Traducgao,
estrutura e
biogénese

ribossémicas

1,102485

2,964208

213

meth-trna

sintase_213

[J] Tradugao,
estrutura e
biogénese

ribossbmicas

1,034335

2,704386

283

clpC 283

[0] Modificagao
pds-tradugdo,
turnover de
proteina,

chaperonas

1,161939

2,064488

300

prot. rib. S17_300

[J] Tradugdo,
estrutura e
biogénese

ribossédmicas

corte para a
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1,226609

2,042745

301

prot. rib.

L14 301

[J] Tradugédo,
estrutura e
biogénese

ribossdmicas

1,338589

2,269549

302

prot. rib.

L24 302

[J] Tradugao,
estrutura e
biogénese

ribossbmicas

1,161217

2,172414

314

prot. rib.

L36_314

[J] Traducgao,
estrutura e
biogénese

ribossbémicas

1,013961

1,807102

315

prot. rib.

S13_315

[J] Tradugéo,
estrutura e
biogénese

ribossdmicas

11,082782

3,417382

322

sintase 322

TRNA pseudouridina

[J] Tradugao,
estrutura e
biogénese

ribossdmicas

1,028134

3,713038

346

radA 346

[0] Modificagédo
pos-tradugdo,
turnover de
proteina,

chaperonas

0,919267

2,837944

376

DNA polimer.

III_376

[L] Replicagao,
recombinagdo e

reparo

1,16463

3,348315

391

desoxirribose-p

[F] Transporte e
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aldolase 391

metabolismo de

nucleotideos

1,066688

3,273812

393

gntR_393

[K] Transcrigao

1,043288

2,293597

416

RNA helicase_416

[L] Replicagao,
recombinac¢do e
reparo [K]
Transcrigdo [J]
Tradugdo,
estrutura e
biogénese

ribossbdmicas

0,916647

2,631659

529

dnlJ 529

[L] Replicagado,
recombinagdo e

reparo

0,947941

2,281472

623

ampM 623

[J] Tradugao,
estrutura e
biogénese

ribossdémicas

1,049686

2,779361

626

thil 626

[I] Transporte e
metabolismo de

lipideos

1,102867

3,798347

627

hmdH_627

[I] Transporte e
metabolismo de

lipideos

1,051708

3,163317

635

prot. transp._ 635

[R] Fungdo geral
- apenas

previsdo

0,96165

2,960769

659

spollle 659

[D] Controle do

ciclo celular,
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divisdo celular,
divisdo

cromossdmica

1,189911

2,670923

662

fabG 662

[I] Transporte e
metabolismo de
lipideos [Q]
Biossintese,
transporte e
catabolismo de
metabdlitos
secunddrios [R]
Fungao geral -

apenas previsado

0,934721

2,563706

687

87

fosfoglucomutase_6

[G] Transporte e
metabolismo de

carboidratos

1,23033

3,536662

688

uvrB_ 688

[L] Replicagao,
recombinagao e

reparo

1,459675

4,012875

767

pcrf 1_767

[J] Tradugdo,
estrutura e
biogénese

riboss8micas

1,272925

3,062158

768

hemK 768

[J] Traducgéao,
estrutura e
biogénese

ribossémicas

0,937439

1,518881

772

f1f0-subunidade

a 772

[C] Produgado e

conversao de
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energia

0,990013

1,729401

773

f1f0-subunidade

c 773

[C] Produgdo e
conversao de

energia

0,986363

2,065649

775

fifo-atpase d_775

[C] Producgado e
conversao de

energia

0,890224

3,276722

791

pseudouridilato

sintase_791

[J] Tradugdo,
estrutura e
biogénese

ribossdmicas

0,97628

2,169948

796

[hidrolase] _796

[R] Fungdo geral
- apenas

previsdo

1,01383

2,563551

797

radC_797

Replicagdo,
recombinag¢do e

reparo

1,027217

2,27023

803

mraW_803

[M] Biogénese da
parede celular,
membrana e

envelope

1,11393

3,597361

809

murG 809

[M] Biogénese da
parede celular,
membrana e

envelope

1,123854

2,793074

812

ftsZ 812

[D] Controle do
ciclo celular,
divisdo celular,

divisao
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cromossdmica

0,947385

2,926403

817

trna sintase_817

[J] Traducgao,
estrutura e
biogénese

ribossbémicas

1,532751

3,25757

819

[mutT fam.] 819

[L] Replicagao,
recombinag¢do e
reparo [R]

Fung¢ao geral -

apenas previsado

1,315755

2,996801

847

clpX 847

[0] Modificagao
pés-tradugdo,
turnover de
proteina,

chaperonas

0,85508

1,789406

857

asd2_ 857

[E] Transporte e
metabolismo de

aminodcidos

0,952627

1,944032

892

Ser - sal biliar

hidrolase

1,653786

3,607024

932

relA 932

[T] Mecanismos
de transdugdo de
sinal [K]

Transcrigao

0,971224

2,878558

946

uvrC_946

[L] Replicagdo,
recombinagdao e

reparo

1,296349

3,086563

947

prot. de ligagdo

de GTP_947

[R] Fungdo geral

- apenas
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previsao

1,254893 |3,559454| 950 [oxidoredutase_950 [R] Funcgdo geral

- apenas

previsdo

1,036386 |2,163564| 969 [fosfoglicerato [R] Fungdo geral

desidrogenase 969 |- apenas

previsado

0,885552 |2,936481| 971 |[0O-GlcNAc [R] Fungdo geral
transferase] 971 |- apenas

previsao

0,900508 [2,247997| 981 DNA [L] Replicagao,

topoisomerase_ 981 recombinagdo e

reparo

0,996435 |3,260872| 982 gidA 982 [J] Tradugao,
estrutura e
biogénese

ribossbémicas

[0] Modificagéo

0,910308 |2,240629| 984 |hsIV_984

pds-tradugdo,
turnover de
proteina,

chaperonas

1,353333 (3,018549({1014 [treC_1014 [G] Transporte e

metabolismo de

carboidratos

0,927704 |2,595697|1081 [luxS_1081 [T] Mecanismos

de transducgdo de

sinal

[L] Replicagao,

4,144249|1122 DNA topo.

1,531752
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sub.B_1122 recombinagdo e
reparo
0,883132(2,452041|1148 prot. de ligagao [K] Transcrigdo
de
fibronectina_ 1148
1,191554 |2,814596|1190 pepT_1190 [E] Transporte e
metabolismo de
aminoacidos
1,028381(2,091427|1191 prot. hip._ 1191 [S] Fungao
desconhecida
1,410457 |3,521746|1197 DNA primase_ 1197 [L] Replicagéo,
recombinagdo e
reparo
0,863943 |1,567874|1198 tRNA ligase_ 1198 [J] Tradugéo,
estrutura e
biogénese
ribossémicas
1,434644 |3,023855(1202|[prot. hipo. [R] Funcdo geral
cons.]_1202 - apenas
previsao
1,165812 |2,784708|1203 phoH_1203 [T] Mecanismos
de transdugdo de
sinal
1,067024 |2,314515[1204 |[prot. hipo. [S] Funcao
cons.] 1204 desconhecida
0,964942 |2,007406|1247 dnaK_1247 [0] Modificacgado

pés-tradugao,

turnover de

roteina,
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chaperonas

1,572382

3,321345

1248

grpE_ 1248

[0] Modificagdo
pos-tradugdo,
turnover de
proteina,

chaperonas

1,654133

3,369962

1255

IF2 1255

Traducao,
estrutura e
biogénese

ribossdmicas

0,912588

2,132805

1259

nusA 1259

Transcrigao

1,159717

4,364846

1263

eep_1263

[M] Biogénese da
parede celular,
membrana e

envelope

0,918947

2,23504

1267

Rrf 1267

[J] Traducdao,
estrutura e
biogénese

ribossémicas

1,299436

2,811626

1268

UMP quinase_ 1268

[F] Transporte e
metabolismo de

nucleotideos

0,856016

1,950837

1310

diidroacetona

quinase 1310

[R] Funcgdo geral
- apenas

previsao

0,883897

3,248319

1317

serina/treonina

prot. quinase_ 1317

[R] Funcdo geral
- apenas
previsdo [T]

Mecanismos de
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transducao de
sinal [K]
Transcricdo [L]
Replicagao,
recombinagao e

reparo

1,31915

3,478031

1336

PepP 1336

[E] Transporte e
metabolismo de

aminoacidos

1,218258

2,953197

1464

[transposase] 1464

[L] Replicagdo,
recombinagdo e

reparo

0,943904

2,598181

1487

transposase_1487

[L] Replicagao,
recombinagado e

reparo

0,959417

3,053409

1503

miaA 1503

[J] Tradugdo,
estrutura e
biogénese

ribossbémicas

1,208877

2,306305

1518

pheS 1518

[J] Tradugdo,
estrutura e
biogénese

ribossbémicas

1,570846

4,172276

1545

dnaB_1545

[LL] Replicagao,
recombinagdo e

reparo

0,927818

2,828632

1549

mutM 1549

[L] Replicagédo,

recombinagdo e

reparo
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1,075383

2,390169

1570

>>transposase para

1569<< 1570

[L] Replicagao,
recombinag¢do e

reparo

0,851554

1,960626

1617

leus 1617

[J] Traducgao,
estrutura e
biogénese

ribossdmicas

1,255148

3,232223

1676

helicase 1676

[R] Fungdo geral
- apenas

previsao

0,883658

2,930052

1735

epsC_1735

[D] Controle do
ciclo celular,
divisdao celular,
divisao

cromossdédmica

0,986686

2,513637

1736

epsB_1736

[M] Biogénese da
parede celular,
membrana e

envelope

0,977143

2,051172

1768

IctP 1768

[C] Produgdo e
conversao de

energia

1,170425

2,543868

1783

Transportador

ABC_ 1783

Fun¢do geral -

apenas previsdo

1,340554

3,77469

1796

plnG 1796

[V] Mecanismos

de defesa

0,906982

2,589276

1823

[hipo] 1823

Fungao

desconhecida

1,138859

3,244559

1824

Proteina de

Traducao,
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ligagao de estrutura e
GTP_1824 biogénese
ribossémicas
1,330758 |3,754055(1828 parB_1828 Transcrigdo
0,923493 |3,168131|1829gidB_1829 [M] Biogénese da
parede celular,
membrana e
envelope
1,24023 |3,628774|1839 |[permease] 1839 [V] Mecanismos
de defesa
1,194538 |2,650976(1923 ditDh_1923 [M] Biogénese da
parede celular,
membrana e
envelope
1,139065 |3,220796|1927{[hipo.cons.]_ 1927
Induzidos por LuxS
em OD 0,7
0,959451 |2,040127|1497 |[desconhecido] _ [D] Controle do
1497 ciclo celular,
divisdo celular,
divisao
cromossOmica
1,078681 |3,075442|1796 pinG_1796 [V] Mecanismos
de defesa
0,940321 |2,056627|1798 Regulador da [K] Transcricao

resposta 1798

[T] Mecanismos

de transducgdo de
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sinal

Reprimidos por

LuxS em OD 0,2

-0,99406 |2,384669| 31 prot. hip. 31 Fungdao geral -
apenas previsdo
-0,87543 |2,238665| 100 [>>[hip.
cons.]<<_100
-0,88016 |1,472098| 154 [Transportador [P] Transporte e
ABC 154 metabolismo de
ions inorganicos
-1,09721|3,710204| 166 [Proteina de [P] Transporte e
captacdo de K' 166 metabolismo de
ions inorgédnicos
-0,99234 |2,213327| 217 |[prot. hipo. Fungao
Cons.]_217 desconhecida
-0,9436 |1,630565| 359 [Prot. rib. L11_359 |[J] Tradugao,
estrutura e
biogénese
ribossbmicas
-0,9722 |2,001816| 422 |tiored. [0] Modificacgdo

redutase 422

pds-tradugao,
turnover de
proteina,
chaperonas [C]
Produgdo e
conversao de

energia
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-0,94949

2,438256

448

[hipo] 448

[U] Trafego
intracelular,
secregdo e
transporte

vesicular

-0,90283

1,84467

644

[hipo] 644

[Q] Biossintese,
transporte e
catabolismo de
metabdélitos

secundarios

-0,92823

2,588025

690

[hipo] 690

[S] Funcgao

desconhecida

-0,90539

2,396951

1127

[desconhecido] _

1127

-0,90928

1,738096

1156

[hipo] 1156

[D] Controle do
ciclo celular,
divisdo celular,
divisdo

cromossdmica

-0,87686

2,866565

1348

canamicina

quinase_ 1348

[J] Traducgdo,
estrutura e
biogénese

ribossbémicas

-0,95519

1,777933

1626

seril-trna

sintase_1626

[J] Traducdo,
estrutura e
biogénese

ribossdmicas

-0,9827

3,538901

1687

ansA 1687

[E] Transporte e

metabolismo de
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aminodcidos ([J]
Traducdo,
estrutura e
biogénese
ribossdémicas

-0,9703 [1,981019|1850|[1ysM] 1850

Reprimidos por
LuxS em OD 0,7

-0,864 |2,209396| 22 [CadX_ 22 [K] Transcrigao

-0,92222{1,848892| 26 |[hipo] 26 SPy2166

-1,006 |2,026077| 89 |[hipo cons.]_89

-1,02247 |2,659564| 568 malato [R] Fung¢ao geral

permease_568 - apenas

previsao

-0,85612 |1,659479( 883 [desconhecido] 883

-0,8652 [2,413007[1095(dinG_1164 [K] Transcricao
[L] Replicagao,
recombinagdo e
reparo

-0,95934 |1,583834(1596 |: : [desconhecido] ::

A trealose hidrolase, treC (LBA1014), foi

superexpressa 2,56 vezes em NCFM,

mutante LuxS~ em fase log inicial.

comparada com a cepa

Pesquisa prévia relatou

crescimento deficiente em trealose de um mutante de L.

acidophilus TreC’

crescimento maximo de L.

LuxS~

em meio mMRS

(11)

contendo varios

Portanto,

aclcares

foi medida a taxa de

acidophilus NCFM e do mutante

a fim de
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determinar a possivel influéncia de uma mutagdo luxS sobre
a utilizacdo de actcar (Tabela 10). O crescimento ndo foi
afetado pela mutagdo luxS quando as cepas cresciam em MRS
ou‘mMRS contendo glicose ou trealose. No entanto, o mutante
LuxS  exibiu uma menor taxa de crescimento maximo,
comparada com NCFM tanto em lactose quanto em sacarose.

Tabela 10. Taxa de crescimento midximo especifico (u h'!) em

varias fontes de carboidratos

Meio NCFM (p + DP) LuxS~ (p + DP)
MRS 0,45 (+ 0,005) |0,42 (+ 0,006)
mMRS @ Glicose 0,34 (+ 0,04) | 0,32 (+ 0,05)
mMRS 2 Trealose 0,28 (+ 0,003) 0,29 (+ 0,02)
mMRS 2 Lactose 0,28 (+ 0,004) *|0,19 (+ 0,006)
mMRS 2 Sacarose 0,33 (+ 0,003) *|0,23 (+ 0,003)

* Identifica taxas de crescimento significativamente

diferentes, como determinado pelo teste t de Student (P <

0,01)

% Composigdo do meio descrita acima

O perfil de transcrigdo de cada cepa da fase log
inicial a tardio também foi examinado (Fig. 9). Um namero

similar de genes, 27 em NCFM e 41 no mutante LuxS,
aumentou em expressdo da fase log inicial a médio em ambas
as cepas. A expressao ae 12 genes aumentou em ambas as
cepas, e incluiu genes do metabolismo de aglcar (LBA0874,
LBA1012, LBA1812, e LBAl974), e um suposto antigeno gque
apresenta reacdo cruzada com miosina (LBA555). Apenas 24
genes na cepa do tipo selvagem, comparados com 97 genes na
cepa mutante, diminuiram em expressdo da fase log inicial a

médio. Novamente, da fase log médio a tardio, a expressao
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de um nOmero similar de genes aumentou em ambas as cepas,
mas 45 genes diminuiram em expressdo durante essa fase de
crescimento no tipo selvagem, e somente 15 no mutante LuxS’
Esses resultados sugerem que AI-2 poderia ser responsavel
pelo aumento ou manutengao da expressdo de genes durante os
estadgios 1iniciais de crescimento. Quando AI-2 esta
deficiente no meio, a expressdo de um nimero significativo
de genes parece estar diminuida durante a fase log inicial.
Experimentos de estresse
L. acidophilus NCFM e NCK1818 cresceram em caldo MRS a
37°C, até que a populagdo alcangasse ODgoo 0,2, 0,7 € 1,2, e
nesse ponto as células foram coletadas para experimentos de
tolerdncia ao estresse.
Tolerdncia a  bile. Nos  pontos de amostragem
predeterminados, cada cultura foi diluida e plaqueada em

duplicata em &gar MRS suplementado com 0,75, 1,0, ou 2,0%

p/p de Oxgall (BD Biosciences, San Jose, CA). As placas

foram incubadas de forma anaerdbica por 48 horas, e foram
calculados a UFC/ml e o percentual de sobrevida. Cada
ensaio foi realizado em triplicata.

Tolerdncia ao calor. Cada cepa cresceu em 250 ml de
caldo MRS e, em cada ponto de amostragem, foram coletados
10 ml de células de cada populagdo por centrifugagdao a
3.150 x g por 10 minutos a 21°C. Apds centrifugagao, o
sobrenadante foi descartado e os péletes celulares
ressuspensos em 10 ml de MRS fresco, pré-incubados a 55°C.
Foram coletadas amostras em 0, 10, 20, 30 e 45 minutos, e
elas foram diluidas e plagueadas em duplicata. Cada ensaio
foi realizado em triplicata.

Andlise estatistica. Os dados obtidos dos experimentos
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acima foram analisados usando o teste t de Student, com P <
0,05 sendo considerado significativo.

Foi testado o envolvimento de LuxS com varias
respostas ao estresse de L. acidophilus NCFM. O crescimento
em &gar MRS suplementado com Oxgall 2,0% (bile fresca
desidratada) diminuiu significativamente o crescimento do
mutante LuxS’, comparado com NCFM, gquando as populagdes
bacterianas foram plaqueadas a ODgy 0,2. Quando as células
foram plaqueadas de populagdes de ODgopo 0,7, foi observada
uma diminuicdo significativa no crescimento na cepa LuxS
em MRS suplementado com Oxgall 1,0%. As células coletadas
do ponto do tempo final, ODgoo 1,2, ndo mostraram diferencas
no crescimento em Oxgall (Fig 10). Esses resultados indicam
gue a produgdo de AI-2 correlaciona-se com a tolerdncia a
bile pela fase log médio, mas a medida que a populagdo de
LuxS  alcanca a fase estaciondria, a sensibilidade a bile
em funcdo da auséncia de AI-2 ndo estd presente.

Adicionalmente, quando populagdes colhidas de ODegoo 0,2
e ODggo 0,7 foram expostas ao estresse por calor de 55°C, o
mutante LuxS  foi mais sensivel (Figura 11). As populacgdes
de células do mutante LuxS  colhidas do ponto do tempo
final, OD¢oo 1,2, nao evidenciaram uma diminuicao
significativa, quando comparadas com NCFM. Esse padrdo de
sobrevida ao estresse por calor implica ainda mais o
envolvimento de AI-2 com a resposta ao estresse durante as
fases de crescimento de log inicial e médio, mas ndo a
medida que a populagdo se aproxima da fase de crescimento
estacionadrio, quando as células eram inerentemente mais
tolerantes ao calor.

Produgdo de bacteriocina
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Cinco pl de L. acidophilus NCFM e NCK1818 foram
espalhados sobre agar MRS e incubados a 37°C de um dia para
o outro em uma cAmara anaerbbica. No dia seguinte, 100 pl
da cepa indicadora Lactobacillus delbrueckii (NCK235) foram
adicionados a 10 ml de &gar revestido com MRS derretido
(0,75% p/v) e derramados igualmente sobre a superficie da
placa de &gar. Apds 24 horas de incubagdo, foram avaliadas
zonas de inibicdo que indicam atividade antagonistica de
lactacina B.

Curvas de crescimento

L. acidophilus NCFM e NCK1818 foram transferidos trés
vezes de culturas de estoque congeladas em MRS e MRS
modificado (mMRS). O meio mMRS usado neste estudo seguiu os
ingredientes do MRS disponivel comercialmente (Becton,
Dickinson and Company, Sparks, MD), substituindo dextrose
com 1% p/v de glicose, lactose, trealose ou sacarose. As
curvas de crescimento foram realizadas a 37°C em placas de
96 pogos (Corning) contendo 200 upul de cada meio
semidefinido suplementado ou caldo MRS. Permitiu-se que as
culturas crescessem por 16 horas, e a ODgpo foi medida a
cada 15 minutos em pogos em triplicata. As placas foram
incubadas a 37°C, e o crescimento foi automaticamente
monitorado pela determinacdo das alteragdes na Agp COmMO uma
fungao do tempo usando uma leitora de placa de
microtitulagdo “FLUOStar OPTIMA” (BMG Labtech). A taxa de
crescimento especifico méximo foi calculada a partir da
inclinagdo de uma 1linha de regressdo linear durante o
crescimento exponencial com um coeficiente de correlagao
(r’) de 0,99. cCada ponto representava a média de trés

culturas independentes.
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Conclusdes

Este pedido & o primeiro a relatar uma analise da
transcricdo do régulon LuxS em diferentes estagios de
crescimento. Estudos de microarranjo prévios da expressao
génica modulada por AI-2 estudavam a resposta de uma cepa
mutante LuxS~ ao AI-2 exdégeno (De Lisa, e cols. (2001)
Journal of Bacteriology 183: 5.239-5.247), ou identificavam
um Gnico ponto de crescimento e analisavam a diferenca de
transcricdo entre um mutante de insergdo e o tipo selvagem
(Merritt, e cols. (2003) Infect Immun. 71: 1.972-9; Wang, €
cols. (2005) Journal of Bacteriology 187: 8.350-8.360;
Yuan, e cols. (2005) Infect. Immun. 73: 4.146-4.154).
Embora essas abordagens possam identificar com sucesso
genes regulados por AI-2 em pontos isolados, o perfil de
expressdo representa somente uma visdo instantdnea do

régulon LuxS. A fim de se obter uma compreensdo mais

completa da expressdo génica influenciada por LuxSs,

selecionamos trés pontos do tempo ao longo da fase de
crescimento de L. acidophilus NCFM para andlise da-
transcricdo. No primeiro ponto de amostragem, OD¢oo 0,2, a
atividade de AI-2 detectada nos meios de crescimento era
minima, uma vez que as popula¢des estavam nos estagios
iniciais da fase de crescimento logaritmico. O segundo
ponto de amostragem, durante crescimento de log médio (ODeggo
0,7), foi obtido durante o acGmulo rapido de AI-2 no meio.
As células foram coletadas em ODgyp 1,2, fase log tardio,
para o ponto de amostragem final, que era aproximadamente
30 minutos apds os niveis de AI-2 alcancarem seu pico no
meio. Esses pontos foram escolhidos para representar a

expressdo génica antes, durante e depois da produgdo de AI-
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2, como descrito acima. A cepa LuxS usada neste estudo era
um mutante de elimina¢do de gene e, portanto, supostamente
livre de gquaisquer efeitos pleiotrdpicos causados por
integragdes ou adig3o de componentes exdgenos selecionados
ao meio.

O maior nimero de genes expressos diferencialmente foi
identificado durante a fase log inicial de crescimento. Um
ntmero relativamente elevado de genes foi induzido no tipo
selvagem, comparado com a cepa LuxS’, indicando que AI-2
facilita a expressdo de certos genes durante as fases
iniciais de <crescimento. A maioria desses genes foi
relacionada & transcricdo, tradugdo e replicagdo. Trés
genes (LBA772, LBA773, e LBA775) do operon que codifica a
F,F,-ATPase (Mullen e Klaenhammer (1999) Mol. Microbiol.
33:; 1.152-1.161) (LBA772-LBA779) foram superexpressos na
cepa do tipo selvagem. A trealose hidrolase (treC, LBA1014)
também aumentou a expressdo no tipo selvagem, embora
trealose ndo estivesse presente no meio. A auséncia de AI-2
nio afetou o crescimento de NCFM em trealose (Tabela 5),
enquanto nem uma cepa mutante TreB (transportador) nem
TreC” foram capazes de crescer em trealose (Duong, e cols.
(2006) Appl. Environ. Microbiol. 72: 1.218-1.225). A
expressdo diferencial desses supostos sistemas de produgao
de energia associa LuxS ao crescimento e metabolismo.
Resultados similares obtidos por DelLisa e cols. (2001,
Journal of Bacteriology 183: 5.239-5.247) implicaram AI-2 a
regulagio da divisdo celular, processamento de DNA e
processos morfoldgicos.

Além do crescimento normal e de processos metabdlicos,

LuxS afetou a expressdo de varios fatores da superficie
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celular. Dois genes (LBAl1735 e LBAl736) de um suposto
operon de exopolissacarideo (EPS) também foram expressos
diferencialmente no tipo selvagem em fase log inicial. Uma
suposta proteina de ligagdo de fibronectina, proteina essa
qgue, conforme se constatou previamente, participa da adesado
4s células Caco-2 (Buck, e cols. (2005) Appl. Environ.
Microbiol. 71: 8.344-8.351), também foi induzida durante
fase log inicial por AI-2. A fibronectina & um componente
da matriz extracelular intestinal humana (ECM) e poderia
ser um alvo para a adesdo de células bacterianas no
ambiente intestinal (Kapczynski e cols. (2000) Curr.
Microbiol. 41 : 136-41) . Uma cepa mutante LuxS  de
Lactobacillus reuteri exibiu desempenho ecoldgico diminuido
no trato gastrintestinal murideo (Tannock, 2005, supra). A
regulacdo da expressdo de fatores da superficie celular no
inicio da fase de crescimento pode pré-adaptar a bactéria a
interagdo com uma comunidade microbiana diversa ou ao
desempenho ecoldégico no trato intestinal.

Moléculas associadas a superficie celular de
microorganismos intestinais sao reconhecidas pelo
hospedeiro e podem ser importantes tanto na resposta
inflamatéria quanto na manutengdo da homeostasia intestinal

(Rakoff-Nahoum, e cols. (2004) Cell 118: 229-241). Uma

-dessas moléculas da superficie bacteriana, o Aacido

lipoteicdico, estd ligada & membrana celular e se estende
através da parede celular para apresentar a si mesmo ao
ambiente da bactéria. O gene dltD (LBA1923), um membro do
operon dlt responsavel pela D-alanagdo adequada de &acidos
lipoteicéicos em lactobacilos, foi induzido na presenga de

LuxS na fase log inicial de crescimento. Quando um mutante
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D1t de Lactobacillus plantarum foi exposto &as células
mononucleares do sangue periférico (PBMCs), a secregao de
citocinas pré-inflamatérias TNFo e IL-12 foi diminuida
(Grangette, e cols. (2005) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A
102: 10.321-10.326). A expressdo de IL-10 pelos PBMCs era
aumentada apds exposi¢do ao mutante D1lt’, desviando o
perfil de citocina para uma resposta antiinflamatdéria. A
regulagdo por AI-2 da estrutura desses acidos lipoteicdicos
poderia participar das interagdes hospedeiro-micrdébio no
trato intestinal.

Acredita-se também que AI-2 participe da regulagao de
respostas ao estresse em bactérias (Wen, e cols. (2004) J.
Bacteriol. 186: 2.682-91; Xavier, e cols. (2005) J.
Bacteriol. 187: 238-248). Consequentemente, a expressdo de
miltiplos genes supostamente relacionados as respostas ao
estresse foi influenciada por AI-2, incluindo dnak
(LBAl1247), grpE (LBAl248) e clpX (LBA847) envolvidos com a
remocdo de proteinas dobradas erroneamente e polipeptideos
prematuros produzidos durante o estresse por calor. A
anilise da influéncia de AI-2 sobre a sobrevida por
estresse por calor revelou que, quando comparada com a cepa
do tipo selvagem, a cepa mutante LuxS de L. acidophilus
NCFM era mais sensivel ao estresse por calor de 55 °C (Fig
11). Essa sensibilidade s foi observada dquando as
populagdes Dbacterianas eram estressadas da fase de
crescimento de log inicial médio. Esses resultados sé&o
consistentes com a expressdo aumentada dos genes da
resposta ao choque térmico nos estdgios iniciais do
créscimento. Em um estudo recente de Porphyromonoas

gingivalis, uma cepa mutante LuxS~ foi mais resistente do
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que o tipo selvagem ao estresse por calor (Xavier, 2005
supra), sugerindo uma alteragdo cepa-dependente da resposta
ao estresse por AI-2.

Bactérias intestinais devem sobreviver a passagem
através das condicdes hostis do trato gastrintestinal a fim
de persistir no intestino. Um dos obstaculos que devem ser
superados é a exposicdo a bile na regido gastrica. Uma
suposta hidrolase de sal biliar (LBA0892) foi induzida por
LuxS em fase log inicial. A cepa mutante LuxS  foi testada
quanto a sua toleré@ncia a bile, e constatou-se que é mais
sensivel quando as culturas foram coletadas da fase log
inicial ou médio de crescimento. Culturas coletadas da fase
log tardio n3o exibiram diferengas na tolerdncia a bile em
relacdo ao tipo selvagem. Esses resultados indicam que AI-2
poderia atuar para preparar a célula para as condigles

estressantes ao influenciar positivamente a expressdo de

genes que tém uma fungdo relacionada ao crescimento e a

sobrevida em diferentes condig¢des ambientais.

| Foi relatado que AI-2 é um fator sensivel ao quorum
que se acumula no ambiente & medida que a densidade celular
aumenta, embora a fase de crescimento na qual AI-2 afeta a
expressdo génica ndo tenha sido relatada. Nossos resultados
sugerem que AI-2 atua sobre populagdes celulares nos
estdgios iniciais de crescimento logaritmico, antes do
actmulo aprecidvel de AI-2. O nimero elevado de genes que
tiveram sua expressdo diminuida da fase de crescimento de
log inicial a log médio na cepa mutante LuxS , comparada
com o tipo selvagem, apdia a hipbétese de que LuxS
influencia positivamente a expressdo génica precocemente na

fase de <crescimento. Quando a expressdo génica foi
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examinada por toda a fase de crescimento, pareceu que LuxS
prepara a populacdo para os estresses e para as condigdes
interativas encontradas naturalmente durante crescimento
plancténico. E evidente que AI-2 tem um impacto sobre a
expressdo de genes relacionados ao crescimento radpido e a
resposta ao estresse de L. acidophilus NCFM, além de

possivelmente influenciar intera¢des hospedeiro-micrdbio.
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Leu

Gln

576

624

672

720

768

816

864

912

942



Gln
145
Lys
Pro
Ala
Asp
Thr
225
Lys
Leu
Phe

Asp

Ile
305

130
Leu

Thr
Met
Ala
Glu
210
Asn
Phe
Ile
Ser
Glu

290
Gly

<210> 5

<211>
<212>
<213>

<220>

<221>
<222>
<223>

LBA1042

<400> 5

atg
Met
1

ttc
Phe

ata
Ile

tta
Leu

tta
Leu
65

tta
Leu

aat
Asn

aag
Lys

gtg
val

agt
Ser
50

tta

Leu

aag
Lys

Ile
Thr
Ser
Ser
195
Ser
Ile
Asp
Pro
Gly
275

Asn

Leu

657
DNA
Lactobacillus

CDS
(1)...(657)
Permease de transportador

tgg
Trp

cta
Leu

gga
Gly
35

caa
Gln

att
Ile

atg
Met

Lys
Gln
Val
180
Lys
Met
Lys
Ile
Gln
260
Ile

Asn

Ala

acg
Thr

aca
Thr
20

att
Ile

ata
Ile

caa
Gln

tce
Ser

Leu
Leu
165
val
Leu
Thr
val
Ile
245
Met
Asp

Phe

Ile

att
Ile

ctt
Leu

ata
Ile

tct
Ser

cta
Leu

gca
Ala
85

Asp
150
Ala
Asp
Gly
Ala
Gln
230
val
Asp
Tyr

Lys

Thr
310

135
Pro

Met
val
Ala
Ala
215
Lys
Ala
Ala
Leu
Ile

295
Arg

Gly
Met
Gly
Thr
200
Lys
Thr
Asn
His
Gln
280

Asp

Lys

acidophilus

atc
Ile

tgg
Trp

gtc
val

acc
Thr

ttt
Phe
70

gaa
Glu

cag
Gln

tta
Leu

agt
Ser

gca
Ala
55

tte
Phe

gtc
val

cag
Gln

tcg
Ser

tta
Leu
40

tat
Tyr

tta
Leu

tgc
Cys

Leu
Gly
Thr
185
Asn
Gln
Ser
Ile
Leu
265
Leu

Leu

Glu

gca
Ala

tta
Leu
25

ttt
Phe

gta
val

tat
Tyr

ggt
Gly
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Ala
Ile
170
Gly
Vval
Asn
Leu
Leu
250
Asn
Pro

Thr

Lys

que

atg
Met
10

gtt
val

caa
Gln

gaa
Glu

tat
Tyr

att
Ile
90

Phe
155
Glu
Ser
Leu
Ser
Leu
235
Ala
Lys

Lys

Met

140
Gly

Arg
Gly
Ala
Ala
220
Ala
Glu
Asp
Ile

Lys
300

Thr
Ala
Ile
Thr
205
Leu
Gly
Ile
Gly
Lys

285
Gln

Gly
Met
Leu
190
Asp
Asn
vVal
Leu
Gln
270

Lys

Gly

Asn
val
175
Ala
Ile
Asn
Glu
Leu
255
val

Ser

Arg

transpde a membrana

cct
Pro

gga
Gly

tat
Tyr

ctt
Leu

gcg
Ala
75

atc
Ile

gca
Ala

atc
Ile

ttt
Phe

gca
Ala
60

ttt
Phe

ggc
Gly

ttt
Phe

att
Ile

aaa
Lys
45

cga

Arg

cca
Pro

ttg
Leu

atg
Met

gga
Gly

gta
Val

aac
Asn

atc
Ile

atc
Ile

gca
Ala
15

tca
Ser

cct
Pro

aca
Thr

ttc
Phe

ttt
Phe
95

His
160
Lys
Ile
Ser
Leu
Gly
240
Asp
Ile

Leu

Trp

ORF

ggt
Gly

ata
Ile

gtt
Val

cca
Pro

ggt
Gly
80

tta
Leu

48

96

144

192

240

288



ggt
Gly

act
Thr

caa
Gln

cca
Pro
145

ttt
Phe

atc
Ile

gca
Ala

gaa
Glu

999
Gly

aag
Lys

ctt
Leu
130

gca
Ala

tct
Ser

gga
Gly

tat
Tyr

aag
Lys
210

<210> 6

<211>
<212>
<213>

<400> 6

Met
1
Phe
Ile
Leu
Leu
65
Leu
Gly
Thr
Gln
Pro

145
Phe

Asn
Lys
val
Ser
50

Leu
Lys
Gly
Lys
Leu
130

Ala

Ser

gca
Ala

agc
Ser
115

gct
Ala

ctt
Leu

gtc
val

atg
Met

gca
Ala
195

aga
Arg

219
PRT
Lactobacillus

Trp
Leu
Gly
35

Gln
Ile
Met
Ala
Ser
115
Ala

Leu

val

tat
Tyr
100
caa
Gln

aga
Arg

gcc
Ala

att
Ile

tat
Tyrxr
180
gta
val

gtt
val

Thr
Thr
20

Ile
Ile
Gln
Ser
Tyr
100
Gln
Arg

Ala

Ile

atg
Met

att
Ile

tat
Tyr

gcc
Ala

gca
Ala
165
tat
Tyr

att
Ile

cgt
Arg

Ile
Leu
Ile
Ser
Leu
Ala
85

Met
Ile
Tyr
Ala

Ala
165

gca
Ala

aat
Asn

gtt
val

aat
Asn
150

att
Ile

cgt
Arg

ttg
Leu

tat
Tyr

gaa
Glu

agt
Ser

gtc
val
135

ata
Ile

cca
Pro

tca
Ser

att
Ile

ggt
Gly
215

ggt
Gly

ggt
Gly
120

ttt
Phe

atc
Ile

gaa
Glu

aac
Asn

cca
Pro
200

gca
Ala

acidophilus

Ile
Trp
Val
Thr
Phe
70

Glu
Ala
Asn
Val
Asn

150
Ile

Gln
Leu
Ser
Ala
55

Phe
val
Glu
Ser
val
135

Ile

Pro

Gln
Ser
Leu
40

Tyr
Leu
Cys
Gly
Gly
120
Phe

Ile

Glu

ttt
Phe
105
aag
Lys

cca
Pro

ttt
Phe

ttg
Leu

gaa
Glu
185
tta
Leu

tte
Phe

Ala
Leu
25

Phe
val
Tyr
Gly
Phe
105
Lys
Pro

Phe

Leu

6/35

acc
Thr

gct
Ala

cag
Gln

tta
Leu

act
Thr
170
tac
Tyr

att
Ile

999
Gly

Met
10

val
Gln
Glu
Tyr
Ile
90

Thr
Ala
Gln

Leu

Thr
170

ggt
Gly

tta
Leu

999
Gly

att
Ile
155
aac
Asn

tta
Leu

tta
Leu

aat
Asn

Pro
Gly
Tyr
Leu
Ala
75

Ile
Gly
Leu
Gly
Ile

155
Asn

gga
Gly

999
Gly

gta
val
140
aaa
Lys

aca
Thr

ttt
Phe

att
Ile

Ala
Ile
Phe
Ala
60

Phe
Gly
Gly
Gly
val
140

Lys

Thr

ttt
Phe

atg
Met
125
gca
Ala

gaa
Glu

gcg
Ala

atg
Met

tta
Leu
205

Phe
Ile
Lys
45

Arg
Pro
Leu
Phe
Met
125
Ala

Glu

Ala

aat
Asn
110
aat
Asn

ctc
Leu

aca
Thr

atg
Met

ctg
Leu
190

aat
Asn

Met
Gly
30

val
Asn
Ile
Ile
Asn
110
Asn
Leu

Thr

Met

ggt
Gly

aga
Arg

agt
Ser

tca
Ser

gac
Asp
175
gta
val

tgg
Trp

Ala
15

Ser
Pro
Thr
Phe
Phe
95

Gly
Arg
Ser

Ser

Asp
175

gta
val

tta
Leu

gta
val

atc
Ile
160
ttg
Leu

gtt
val

tta
Leu

Gly
Ile
val
Pro
Gly
80

Leu
val
Leu
val
Ile

160
Leu

336

384

432

480

528

576

624

657
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Ile Gly Met Tyr Tyr Arg Ser Asn Glu Tyr Leu Phe Met Leu val Vval

180 185 190
Ala Tyr Ala Val Ile Leu Ile Pro Leu Ile Leu Ile Leu Asn Trp Leu
195 200 205
Glu Lys Arg Val Arg Tyr Gly Ala Phe Gly Asn
210 215

<210> 7

<211l> 672

<212> DNA

<213> Lactobacillus acidophilus

<220>

<221> CDS

<222> (1)...(672)

<223> transportador ABC ORF LBA1l044

<400> 7
atg gtg cat tcg gga att aat gtt tta ttt gaa gga aca aat cta gca 48
Met Val His Ser Gly Ile Asn Val Leu Phe Glu Gly Thr Asn Leu Ala

1 5 10 15

cgc tta atg gct gga tta tgg gca tct att tgg att gca gca att tca 96
Arg Leu Met Ala Gly Leu Trp Ala Ser Ile Trp Ile Ala Ala Ile Ser
20 25 30

tta gtt att ggt tta ctt tta ggt aca att cta gga atc tta cgt act 144
Leu Val Ile Gly Leu Leu Leu Gly Thr Ile Leu Gly Ile Leu Arg Thr
35 40 45

atg cct aat aaa att gtt cgt ttt gtt ttg aga cta tat ctt gaa ttt 192
Met Pro Asn Lys Ile Val Arg Phe Val Leu Arg Leu Tyr Leu Glu Phe
50 55 60

ttt aga ata gtg cca aca att gta ctt tta tat ttg gtt tat tat att 240
Phe Arg Ile Val Pro Thr Ile Val Leu Leu Tyr Leu val Tyr Tyr Ile
65 70 75 80

ttg cca aga aca ttc cat gtt aat tgg tcg gca act tgg atg gca gtt 288
Leu Pro Arg Thr Phe His Val Asn Trp Ser Ala Thr Trp Met Ala Val
85 90 95

ttg gcc ttt gca tta tgg gta gct gct gaa ttt agt gat att gta cgt 336
Leu Ala Phe Ala Leu Trp Val Ala Ala Glu Phe Ser Asp Ile Val Arg
100 105 110

gga gca cta gaa tca gtg cca aag aac cag cga gaa tca ggt ttg gca 384
Gly Ala Leu Glu Ser Val Pro Lys Asn Gln Arg Glu Ser Gly Leu Ala
115 120 125

ctg ggt tta agt aat att caa ctc ttt aga tat gtt tta tta cca caa 432
Leu Gly Leu Ser Asn Ile Gln Leu Phe Arg Tyr Val Leu Leu Pro Gln
130 135 140

gca atc aaa tta gag ctt cct gca aca att aat ctt gca aca cgt gtg 480
Ala Ile Lys Leu Glu Leu Pro Ala Thr Ile Asn Leu Ala Thr Arg Val
145 150 155 160

att aaa aca act tca ctt ttg atg gtg atc aat att atg gaa gta atc 528
Ile Lys Thr Thr Ser Leu Leu Met Val Ile Asn Ile Met Glu Val Ile



aat
Asn

ggt
Gly

gat
Asp

gta
Val

gta
Val

tat
Tyr
210

<210> 8

<211>
<212>
<213>

<400> 8

Met
1
Arg
Leu
Met
Phe
65
Leu
Leu
Gly
Leu
Ala
145
Ile
Asn

Gly

Asp

val
Leu
vVal
Pro
50

Arg
Pro
Ala
Ala
Gly
130
Ile
Lys
val

Val

Tyr
210

<210> 9

<211>
<212>
<213>

<220>

<221>
<222>
<223>

gga
Gly

ttt
Phe
195

cca
Pro

224
PRT
Lactobacillus

His
Met
Ile
35

Asn
Ile
Arg
Phe
Leu
115
Leu
Lys
Thr
Gly
Phe

195
Pro

738
DNA
Lactobacillus

CDS
(1)...(738)
proteina de ligagdo de ATP de transportador ABC ORF LBA1045

caa
Gln
180

tgg
Trp

tta
Leu

Ser
Ala
20

Gly
Lys
Val
Thr
Ala
100
Glu
Ser
Leu
Thr
Gln
180
Trp

Leu

165
caa

Gln

att
Ile

tca
Ser

Gly
5
Gly
Leu
Ile
Pro
Phe
85
Leu
Ser
Asn
Glu
Ser
165
Gln
Ile

Ser

att
Ile

tat
Tyr

gca
Ala

att
Ile

ggt
Gly

tgg
Trp
215

gaa
Glu

ttt
Phe
200

gca
Ala

acidophilus

Ile
Leu
Leu
val
Thr
70

His
Trp
vVal
Ile
Leu
150
Leu
Ile
Tyr

Ala

Asn
Trp
Leu
Arg
55

Ile
val
val
Pro
Gln
135
Pro
Leu
Ile

Gly

Trp
215

val
Ala
Gly
40

Phe
Val
Asn
Ala
Lys
120
Leu
Ala
Met
Glu
Phe

200
Ala

acidophilus

gct
Ala
185
att
Ile

aag
Lys

Leu
Ser
25

Thr
val
Leu
Trp
Ala
105
Asn
Phe
Thr
Val
Ala
185
Ile

Lys

8/35

170
aat

Asn

ttc
Phe

cgg
Arg

Phe
10

Ile
Ile
Leu
Leu
Ser
90

Glu
Gln
Arg
Ile
Ile
170
Asn

Phe

Arg

aat
Asn

att
Ile

tta
Leu

Glu
Trp
Leu
Arg
Tyx
75

Ala
Phe
Arg
Tyxr
Asn
155
Asn
Asn

Ile

Leu

caa
Gln

tta
Leu

aca
Thr
220

Gly
Ile
Gly
Leu
60

Leu
Thr
Ser
Glu
val
140
Leu
Ile
Gln

Leu

Thr
220

aaa
Lys

tat
Tyr
205

gca
Ala

Thr
Ala
Ile
45

Tyr
vVal
Trp
Asp
Ser
125
Leu
Ala
Met
Lys
Tyr

205
Ala

tat
Tyr
190
ttc
Phe

aat
Asn

Asn
Ala
30

Leu
Leu
Tyr
Met
Ile
110
Gly
Leu
Thr
Glu
Tyr
190

Phe

Asn

175
cca

Pro

att
Ile

aaa
Lys

Leu
15

Ile
Arg
Glu
Tyr
Ala
95

Vval
Leu
Pro
Arg
Val
175
Pro

Ile

Lys

aca
Thr

tta
Leu

gag
Glu

Ala
Ser
Thr
Phe
Ile
80

Val
Arg
Ala
Gln
Val
160
Ile
Thr

Leu

Glu

576

624

672
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<400> 9
atg aca gaa gaa att tta aag gta gaa cat tta gat aaa ttt tac ggt 48
Met Thr Glu Glu Ile Leu Lys Val Glu His Leu Asp Lys Phe Tyr Gly

gat tgg cgg gct tta cat gat att aac ttc aat ctt aaa aag ggt gaa 96
Asp Trp Arg Ala Leu His Asp Ile Asn Phe Asn Leu Lys Lys Gly Glu
20 25 30

gtt tta acc ctt ctc ggc cca tca ggc tcg ggc aag agt acg ctt tta 144
Val Leu Thr Leu Leu Gly Pro Ser Gly Ser Gly Lys Ser Thr Leu Leu
35 40 45

cgt act tta aat ggc tta gaa gat tat caa aag ggt agt att tat ttt 192
Arg Thr Leu Asn Gly Leu Glu Asp Tyr Gln Lys Gly Ser Ile Tyr Phe
50 55 60

cat gat aaa aaa att gat cct act cca aaa gaa tgg caa tta tta aga 240
His Asp Lys Lys Ile Asp Pro Thr Pro Lys Glu Trp Gln Leu Leu Axg
65 70 75 80

caa aag att ggt atg gtt ttc cag agc tat gat cta ttt cct aac tta 288
Gln Lys Ile Gly Met Val Phe Gln Ser Tyr Asp Leu Phe Pro Asn Leu
85 90 95

acc gta atg gac aat att tta ctt gct cca gta aaa gtg caa cat cga 336
Thr Val Met Asp Asn Ile Leu Leu Ala Pro Val Lys Val Gln His Arg
100 105 110

aaa gaa gat gaa gtt aga aag caa gct gaa gaa ttg cta aaa cgg gta 384
Lys Glu Asp Glu Val Arg Lys @ln Ala Glu Glu Leu Leu Lys Arg Val
115 120 125

ggg atg caa gat tat gca tca tca tat cca aga gaa tta tcc ggt ggt 432
‘Gly Met Gln Asp Tyr Ala Ser Ser Tyr Pro Arg Glu Leu Ser Gly Gly :
130 135 140

caa aaa caa aga gta gca att gtc cgt gca atg gct atg aat ccc gaa 480
Gln Lys Gln Arg Val Ala Ile Val Arg Ala Met Ala Met Asn Pro Glu
145 150 155 160

att ttg cta tta gac gaa att act gca tct ctt gat cca gaa atg gtt 528
TIle Leu Leu Leu Asp Glu Ile Thr Ala Ser Leu Asp Pro Glu Met Val
165 170 175

cgc ggt gtt caa gaa att gta gag cat tta tct aat aga gat cat atg 576
Arg Gly Vval Gln Glu Ile Val Glu His Leu Ser Asn Arg Asp His Met
180 185 190

acc atg att gtc gta act cac cag atg aat ttc gct gaa aag att gca 624
Thr Met Ile Val val Thr His Gln Met Asn Phe Ala Glu Lys Ile Ala
195 200 205

gat gaa gta cta ttc ctt gaa aat ggt aaa atc ttg gaa gat aca cca 672
Asp Glu val Leu Phe Leu Glu Asn Gly Lys Ile Leu Glu Asp Thr Pro
210 215 220

gga aaa gag ttc ttt aag aac ccc caa act gct cgt gct cgt gaa ttc 720
Gly Lys Glu Phe Phe Lys Asn Pro Gln Thr Ala Arg Ala Arg Glu Phe
225 230 235 240



cta gac agc atg gat

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

Leu Asp Ser Met Asp
245
10
246
PRT
Lactobacillus
10

<400>

Met Thr Glu Glu Ile

1

Asp Trp Arg Ala Leu

20

val Leu Thr Leu Leu

35

Arg Thr Leu Asn Gly

50

His Asp Lys Lys Ile

65

Gln Lys Ile Gly Met

85

Thr Val Met Asp Asn

100

Lys Glu Asp Glu Val

115

Gly Met Gln Asp Tyr
130
Gln Lys Gln Arg Val

145

Ile Leu Leu Leu Asp

165

Arg Gly Val Gln Glu

180

Thr Met Ile Val Val

185

Asp Glu Val Leu Phe
210

225

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

<220>
<221>
<222>
<223>

ttc
Phe

acidophilus

Leu
His
Gly
Leu
Asp
70

Val
Ile
Arg
Ala
Ala
150
Glu
Ile
Thr
Leu
Lys

230
Phe

Lys
Asp
Pro
Glu
55

Pro
Phe
Leu
Lys
Ser
135
Ile
Ile
val
His
Glu

215
Asn

val
Ile
Ser
40

Asp
Thr
Gln
Leu
Gln
120
Ser
val
Thr
Glu
Gln
200

Asn

Pro

acidophilus

10/35

Glu
Asn
25

Gly
Tyr
Pro
Ser
Ala
105
Ala
Tyr
Arg
Ala
His
185
Met
Gly

Gln

His
10

Phe
Ser
Gln
Lys
Tyr
90

Pro
Glu
Pro
Ala
Ser
170
Leu
Asn

Lys

Thr

Leu Asp
Asn Leu
Gly Lys

Lys Gly
60

Glu Trp

75

Asp Leu

Val Lys
Glu Leu

Arg Glu
140

Met Ala

155

Leu Asp

Ser Asn
Phe Ala
Ile Leu

220

Ala Arg
235

Lys
Lys
Ser
45

Ser
Gln
Phe
Val
Leu
125
Leu
Met
Pro
Arg
Glu
205

Glu

Ala

Phe
Lys
30

Thr
Ile
Leu
Pro
Gln
110
Lys
Ser
Asn
Glu
Asp
190
Lys

Asp

Arg

Tyr
15

Gly
Leu
Tyr
Leu
Asn
95

His
Arg
Gly
Pro
Met
175
His
Ile

Thr

Glu

proteina de ligag¢3o de substrato de transportador ABC

Gly Lys Glu Phe Phe
Leu Asp Ser Met Asp
245
11
858
DNA
Lactobacillus
CDS
(1) ...(858)
LBAl1046
11

<400>

atg aaa gtt aag aac att ttc aat tgg act atc agc ata cta gect
Met Lys Val Lys Asn Ile Phe Asn Trp Thr Ile Ser Ile Leu Ala

1

5

10

15

Gly
Glu
Leu
Phe
Arg
80

Leu
Arg
val
Gly
Glu
160
val
Met
Ala

Pro

Phe
240

ORF

att
Ile

738

48



tta
Leu

aat
Asn

gaa
Glu

cca
Pro
65

gtt
val

ttt
Phe

aaa
Lys

gat
Asp

att
Ile
145

aaa
Lys

caa
Gln

ttc
Phe

tca
Ser

att
Ile
225

999
Gly

ctc
Leu

agt
Ser

att
Ile
50

cct
Pro

tac
Tyr

gtt
Val

gct
Ala

gta
vVal
130

tcg
Ser

aaa
Lys

caa
Gln

aac
Asn

tac
Tyr
210

aag

Lys

aat
Asn

gtg
val

ggt
Gly
35

aaa
Lys

tat
TyY

ttg
Leu

caa
Gln

gat
Asp
115

gta
val

cct
Pro

tta
Leu

aag
Lys

gct
Ala
195

ctt

Leu

agt
Ser

cgt
Arg

att
Ile
20

act
Thr

aga
Arg

ggc
Gly

gca
Ala

gtt
val
100

atc
Ile

gac
Asp

aag
Lys

att
Ile

aat
Asn
180

ctt

Leu

tac
Tyx

att
Ile

tca
Ser

atc
Ile

tct
Ser

cgc
Arg

tgg
Trp

cac
His
85

aat
Asn

att
Ile

ttt
Phe

agt
Ser

gtt
val
165

gta
Val

aag
Lys

gct
Ala

ggt
Gly

cta
Leu
245

tct
Ser

gct
Ala

ggc
Gly

gtt
val
70

cgt
Arg

gct
Ala

ttg
Leu

gct
Ala

gca
Ala
150

act
Thr

aac
Asn

aat
Asn

tgg
Trp

cce
Pro
230

tta
Leu

gct
Ala

agc
Ser

tac
Tyr
55

aat
Asn

atg
Met

aac
Asn

gct
Ala

aaa
Lys
135

cca
Pro

aag
Lys

tta
Leu

ggt
Gly

gta
val
215

aaa

Lys

aaa
Lys

tat
Tyr

cga
Arg
40

tta
Leu

tca
Ser

acc
Thr

aat
Asn

aac
Asn
120

cca
Pro

ata
Ile

ggt
Gly

tta
Leu

cgt
Arg
200

aaa

Lys

caa
Gln

tgg
Trp
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ttt
Phe
25

tag
Trp

aga
Arg

aat
Asn

cag
Gln

cgt
Arg
105

ttt
Phe

tat
Tyr

act
Thr

acg
Thr

aaa
Lys
185

ggt
Gly

caa
Gln

tat
Tyxr

aca
Thr

ggt
Gly

agt
Ser

gta
val

ggt
Gly

gat
Asp
90

gtt
val

aca
Thr

atg
Met

tct
Ser

act
Thr
170

ttc
Phe

gca
Ala

aat
Asn

att
Ile

aat
Asn
250

ttt
Phe

aat
Asn

gcg
Ala

aag
Lys
75

tta
Leu

gac
Asp

gtt
val

aag
Lys

gect
Ala
155

gct
Ala

gat
Asp

gct
Ala

cct
Pro

tct
Ser
235

aaa
Lys

gcg
Ala

caa
Gln

gtt
val
60

cgt
Arg

999
Gly

act
Thr

aca
Thr

gtt
val
140

aat
Asn

gaa
Glu

tct
Ser

tta
Leu

aaa
Lys
220

cca

Pro

gag
Glu

caa
Gln

aac
Asn
45

ttt
Phe

gta
val

gtg
val

ttg
Leu

cct
Pro
125

tct
Ser

cag
Gln

aac
Asn

aaa
Lys

gct
Ala
205

tat

Tyr

gca
Ala

att
Ile

aaa
Lys
30

gga
Gly

ggt
Gly

ggt
Gly

aaa
Lys

aat
Asn
110

gaa
Glu

gtt
val

tta
Leu

tac
Tyr

acg
Thr
190

gat
Asp

act
Thr

gtt
val

act
Thr

ggt
Gly

gtt
val

gat
AsSp

tat
Tyr

att
Ile
95

tca
Ser

cga
Arg

ggt
Gly

aag
Lys

ttc
Phe
175

cag
Gln

gat
Asp

gta
val

aaa
Lys

aaa
Lys
255

tta
Leu

tct
Ser

tta
Leu

gat
Asp
80

aga
Arg

aat
Asn

aaa
Lys

gtc
Val

aat
Asn
160

tca
Ser

caa
Gln

aac
Asn

gga
Gly

aaa
Lys
240

ttg
Leu

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768



aat
Asn

tac
Tyr

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

<400>

aag
Lys

ttt
Phe

12

286
PRT
Lactobacillus

12

gaa
Glu

ggt
Gly
275

Met Lys Val

1

Leu Leu Val

Asn
Glu
Pro
65

val
Phe
Lys
Asp
Ile
145
Lys
Gln
Phe
Ser
Ile
225
Gly

Asn

Tyx

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

Ser
Ile
50

Pro
Tyr
val
Ala
val
130
Ser
Lys
Gln
Asn
Tyr
210
Lys
Asn

Lys

Phe

<220>

<221>

13
1116
DNA
Lactobacillus

Gly
35

Lys
Tyr
Leu
Gln
Asp
115
Val
Pro
Leu
Lys
Ala
195
Leu
Ser
Arg

Glu

Gly
275

CDS

agc
Ser
260

aag
Lys

Lys
Ile
20

Thr
Arg
Gly
Ala
Val
100
Ile
Asp
Lys
Ile
Asn
180
Leu
Tyr
Ile
Ser
Ser

260
Lys

ttt
Phe

gat
Asp

Asn
Ile
Ser
Arg
Trp
His
85

Asn
Ile
Phe
Ser
val
165
Vval
Lys
Ala
Gly
Leu
245

Phe

Asp

ttc
Phe

atc
Ile

gta
Val

aag
Lys

gaa
Glu

cca
Pro
280

acidophilus

Ile
Ser
Ala
Gly
val
70

Arg
Ala
Leu
Ala
Ala
150
Thr
Asn
Asn
Trp
Pro
230
Leu

Phe

Ile

Phe
Ala
Ser
Tyr
55

Asn
Met
Asn
Ala
Lys
135
Pro
Lys
Leu
Gly
Val
215
Lys
Lys

val

Lys

Asn
Tyr
Arg
40

Leu
Ser
Thr
Asn
Asn
120
Pro
Ile
Gly
Leu
Arg
200
Lys
Gln
Trp

Glu

Pro
280

acidophilus

12/35

gat
Asp
265

act
Thr

Trp
Phe
25

Trp
Arg
Asn
Gln
Arg
105
Phe
Tyr
Thr
Thr
Lys
185
Gly
Gln
Tyr
Thr
Asp

265
Thr

tac

Tyr

gat
Asp

Thr
10

Gly
Ser
Val
Gly
Asp
90

val
Thr
Met
Ser
Thr
170
Phe
Ala
Asn
Ile
Asn
250
Tyr

Asp

aat
Asn

att
Ile

Ile
Phe
Asn
Ala
Lys
75

Leu
Asp
val
Lys
Ala
155
Ala
Asp
Ala
Pro
Ser
235
Lys

Asn

Ile

aaa
Lys

att
Ile

Ser
Ala
Gln
val
60

Arg
Gly
Thr
Thr
val
140
Asn
Glu
Ser
Leu
Lys
220
Pro
Glu

Lys

Ile

gaa
Glu

ttg
Leu
285

Ile
Gln

Asn
45

Phe

val
vVal
Leu
Pro
125
Ser
Gln
Asn
Lys
Ala
205
Tyr
Ala
Ile

Glu

Leu
285

tta
Leu
270

gct
Ala

Leu
Lys
30

Gly
Gly
Gly
Lys
Asn
110
Glu
val
Leu
Tyr
Thr
190
Asp
Thr
Val
Thr
Leu

270
Ala

cgt
Arg

Ala
15

Gly
val
Asp
Tyr
Ile
95

Ser
Arg
Gly
Lys
Phe
175
Gln
Asp
val
Lys
Lys

255
Arg

cca
Pro

Ile
Leu
Ser
Leu
Asp
80

Arg
Asn
Lys
val
Asn
160
Ser
Gln
Asn
Gly
Lys
240

Leu

Pro

816

858



13/35

<222> (1) ...(1116)
<223> metE ORF LBA1080

<400> 13
atg agt aaa act tta gta cat tat gac att gtt ggt agt ttc tta aga 48
Met Ser Lys Thr Leu Val His Tyr Asp Ile Val Gly Ser Phe Leu Arg

1 5 10 15

cca gaa gaa ttg aaa aag gca cgt gct gat ttt gca gcg ggt aac att 96
Pro Glu Glu Leu Lys Lys Ala Arg Ala Asp Phe Ala Ala Gly Asn Ile
20 25 30

tca aaa act gac ttg aaa aag gtt gaa gat gaa gaa atc gct aaa tta 144
Ser Lys Thr Asp Leu Lys Lys Val Glu Asp Glu Glu Ile Ala Lys Leu
35 40 45

gtt aaa aaa gaa gaa aaa gct ggt tta aag att gta act gat ggt gaa 192
Val Lys Lys Glu Glu Lys Ala Gly Leu Lys Ile Val Thr Asp Gly Glu
50 55 60

ttc aga aga agt tat tgg cac ctt gat act ttt tgg ggc ttc ggt gga 240
Phe Arg Arg Ser Tyr Trp His Leu Asp Thr Phe Trp Gly Phe Gly Gly
65 70 75 80

att aag cac act act caa gaa cat ggc tac ttc ttc cac gat gaa gaa 288
Ile Lys His Thr Thr Gln Glu His Gly Tyr Phe Phe His Asp Glu Glu
85 920 95

act cgt aat gat tct gct caa gtt gag gga aag att aaa ttt aca ggt 336
Thr Arg Asn Asp Ser Ala Gln Vval Glu Gly Lys Ile Lys Phe Thr Gly
100 105 110

gat cat cca gat tta gaa gca ttt aag ttt ttg aag agt tta acc gat 384
Asp His Pro Asp Leu Glu Ala Phe Lys Phe Leu Lys Ser Leu Thr Asp
115 120 125

ggc agt gat gta act cca cgt caa agc att cct tca cca gcc caa ttt 432
Gly Ser Asp Val Thr Pro Arg Gln Ser Ile Pro Ser Pro Ala Gln Phe
130 135 140

tac gca gaa ctc gtc cgt ggc cca gaa aat gtt gca gca gtg aag aaa 480
Tyr Ala Glu Leu Val Arg Gly Pro Glu Asn Val Ala Ala Val Lys Lys
145 150 155 160

gtt tac gat acc gaa gac gaa ctt tta aac gat att tca aaa gca tat 528
Val Tyr Asp Thr Glu Asp Glu Leu Leu Asn Asp Ile Ser Lys Ala Tyr
165 170 175

tat gat tta atc atc gca ctt tac aaa gca ggt tgt cgc gat gtg aaa 576
Tyr Asp Leu Ile Ile Ala Leu Tyr Lys Ala Gly Cys Arg Asp Val Lys
180 185 190

ttg gat gac tgt act tgg gga atg gtc gta gat gat gat ttc tgg gca 624
Leu Asp Asp Cys Thr Trp Gly Met Val Val Asp Asp Asp Phe Trp Ala
195 200 205

aca atg gtt aaa caa ggt ttt gac cgt gac gaa ctt caa gaa aaa tac 672
Thr Met Val Lys Gln Gly Phe Asp Arg Asp Glu Leu Gln Glu Lys Tyr
210 215 220

ctt cgt gtt aac aat ggc gca ctt aaa gat cta cca gct gat tta aga 720



Leu Arg Val Asn Asn

225

act tca act cat att
Thr Ser Thr His Ile

245

aaa ggt ggt tat gga
Lys Gly Gly Tyr Gly

260

gtc gat gca ttc tat
vVal Asp Ala Phe Tyr

275

gat cca atc aag gaa
Asp Pro Ile Lys Glu
290

gta act agt aag aaa
val Thr Ser Lys Lys

305

cgt atc aat gaa gca
Arg Ile Asn Glu Ala

325

agc act caa tgt ggt
Ser Thr Gln Cys Gly

340

gaa gac gat gaa tgg
Glu Asp Asp Glu Trp

355

caa gtt tgg aag
Gln val Trp Lys
370

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

<400>

14

372

PRT
Lactobacillus

14

Met Ser Lys Thr Leu

Pro Glu Glu Leu Lys

20

Ser Lys Thr Asp Leu

35

Val Lys Lys Glu Glu

Phe Arg Arg Ser Tyr

65

Ile Lys His Thr Thr

85

Thr Arg Asn Asp Ser

100

Asp His Pro Asp Leu

Gly
230

tgt
Cys

ccg
Pro

ctt
Leu

att
Ile

cct
Pro
310

agt

Ser

ttt
Phe

aaa
Lys

Ala

cga
Arg

gtt
val

gaa
Glu

cct
Pro
295

gaa

Glu

aag
Lys

gca
Ala

aag
Lys

Leu

ggc
Gly

gcce
Ala

ttt
Phe
280

gct
Ala

ttg
Leu

ttc
Phe

tca
Ser

att
Ile
360

acidophilus

Val
Lys
Lys
Lys
Trp
70

Gln

Ala

Glu

His
Ala
Lys
Ala
55

His
Glu

Gln

Ala

Tyr
Arg
val
40

Gly
Leu
His
val

Phe

14/35

Lys

aat
Asn

aad
Lys
265

gat
Asp

gat
Asp

gaa
Glu

cac
His

acc
Thr
345

ggc
Gly

Asp
Ala
25

Glu
Leu
Asp
Gly
Glu

105
Lys

Asp

tac
Tyr
250

tac

Tyr

aat
Asn

aaa
Lys

aag
Lys

gat
Asp
330

gag
Glu

tta
Leu

Ile
10

Asp
Asp
Lys
Thr
Tyr
90

Gly

Phe

Leu
235

cac

His

gtt
val

gaa
Glu

gaa
Glu

cca
Pro
315
tta
Leu

gaa
Glu

gta
val

val
Phe
Glu
Ile
Phe
75

Phe
Lys

Leu

Pro

tca
Ser

ttt
Phe

aga
Arg

gta
val
300

gag
Glu

gcc
Ala

gga
Gly

atc
Ile

Gly
Ala
Glu
Vval
60

Trp
Phe

Ile

Lys

Ala

act
Thr

gca
Ala

tca
Ser
285
gta
val

gat
Asp

aac
Asn

aac
Asn

gat
Asp
365

Ser
Ala
Ile
45

Thr
Gly
His
Lys

Ser

Asp

tgg
Trp

caa
Gln
270

ggt
Gly

ctt
Leu

ttg
Leu

tta
Leu

caa
Gln
350

act
Thr

Phe
Gly
30

Ala
Asp
Phe
Asp
Phe

110
Leu

Leu

gct
Ala
255

gaa

Glu

aac
Asn

ggt
Gly

att
Ile

gcc
Ala
335
ttg
Leu

gct
Ala

Leu
15

Asn
Lys
Gly
Gly
Glu
95

Thr

Thr

Arg
240

gct
Ala

aat
Asn

ttc
Phe

tta
Leu

gct
Ala
320
tta
Leu

aca
Thr

aag
Lys

Arg
Ile
Leu
Glu
Gly
80

Glu

Gly

Asp

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1116



Gly
Tyr
145
val
Tyr
Leu
Thr
Leu
225
Thr
Lys
val
Asp
Val
305
Arg
Ser

Glu

Gln

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

Ser
130
Ala
Tyx
Asp
Asp
Met
210
Arg
Ser
Gly
Asp
Pro
290
Thr
Ile
Thr

Asp

val
370

<220>

<221>
<222>
<223>

<400>

15

115
Asp

Glu
Asp
Leu
Asp
195
val
Val
Thr
Gly
Ala
275
Ile
Ser
Asn
Gln
Asp

355
Trp

15

471
DNA
Lactobacillus acidophilus

CDS
(1)...(471)
luxS ORF LBAl081

atg gca aaa
Met Ala Lys

1

cct
Pro

att
Ile

cct
Pro

tac
Tyr

tect
Ser

acc
Thr
50

gtt
Val

aac
Asn
35

ggc
Gly

val
Leu
Thr
Ile
180
Cys
Lys
Asn
His
Tyr
260
Phe
Lys
Lys
Glu
Cys
340

Glu

Lys

gtt
val

cgt
Arg
20

tat
Tyr

gga
Gly

Thr
val
Glu
165
Ile
Thr
Gln
Asn
Ile
245
Gly
Tyr
Glu
Lys
Ala
325

Gly

Trp

gaa
Glu

tta
Leu

gac
Asp

ttg
Leu

Pro
Arg
150
Asp
Ala
Trp
Gly
Gly
230
Cys
Pro
Leu
Ile
Pro
310
Ser

Phe

Lys

agt
Ser

att
Ile

tta
Leu

cat
His

Arg
135
Gly
Glu
Leu
Gly
Phe
215
Ala
Arg
val
Glu
Pro
295
Glu
Lys
Ala

Lys

ttt
Phe

act
Thr

cgt
Arg

act
Thr
55

120
Gln

Pro
Leu
Tyr
Met
200
Asp
Leu
Gly
Ala
Phe
280
Ala
Leu
Phe

Ser

Ile
360

aca
Thr

gtt
Val

tta
Leu
40

att
Ile

15/35

Ser
Glu
Leu
Lys
185
val
Arg
Lys
Asn
Lys
265
Asp
Asp
Glu
His
Thr

345
Gly

tta
Leu

gaa
Glu
25

gtt
val

gaa
Glu

Ile
Asn
Asn
170
Ala
val
Asp
Asp
Tyr
250
Tyr
Asn
Lys
Lys
Asp
330

Glu

Leu

gac
Asp

gaa
Glu

caa
Gln

cac
His

Pro
val
155
Asp
Gly
Asp
Glu
Leu
235
His
val
Glu
Glu
Pro
315
Leu

Glu

val

cac
His

ggt
Gly

ccg
Pro

tta
Leu

Ser
140
Ala
Ile
Cys
Asp
Leu
220
Pro
Ser
Phe
Arg
val
300
Glu
Ala
Gly

Ile

act
Thr

cct
Pro

aac
Asn

ctt
Leu
60

125
Pro

Ala
Ser
Arg
Asp
205
Gln
Ala
Thr
Ala
Ser
285
val
Asp
Asn

Asn

Asp
365

aaa
Lys

aaa
Lys

gaa
Glu
45

gcc
Ala

Ala
vVal
Lys
Asp
190
Phe
Glu
Asp
Trp
Gln
270
Gly
Leu
Leu
Leu
Gln

350
Thr

gtt
val

ggc
Gly
30

aat

Asn

agc
Ser

Gln
Lys
Ala
175
val
Trp
Lys
Leu
Ala
255
Glu
Asn
Gly
Ile
Ala
335

Leu

Ala

aag
Lys
15

gac
Asp

gca
Ala

tta
Leu

Phe
Lys
160
Tyr
Lys
Ala
Tyxr
Arg
240
Ala
Asn
Phe
Leu
Ala
320
Leu

Thr

Lys

gca
Ala

aag
Lys

att
Ile

ctt
Leu

48

96

144

192



cgt
Arg

aca
Thr

gct
Ala

tgg
Trp

gat
Asp

aaa
Lys
145

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

<400>

Met
1
Pro
Ile
Pro
Arg
65
Thr
Ala
Trp
Asp

Lys
145

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

gac
Asp

gga
Gly

aaa
Lys

gaa
Glu

cac
His
130

gga
Gly

Ala
Tyr
Ser
Thr
50

Asp
Gly
Lys
Glu
His

130
Gly

<220>

<221>

16

157
PRT
Lactobacillus

16

17
1332
DNA
Lactobacillus

cgt
Arg

tte
Phe

gca
Ala

gat
Asp
115
tca

Ser

att
Ile

Lys
val
Asn
35

Gly
Arg
Phe
Ala
Asp
115

Ser

Ile

CDS

ctt
Leu

cac
His

ttg
Leu
100
gta
val

ttg
Leu

agt
Ser

vVal
Arg
20

Tyr
Gly
Leu
His
Leu
100
val

Leu

Ser

gat
Asp

cta
Leu

85
aag
Lys

cca
Pro

ttc
Phe

gat
Asp

Glu
Leu
Asp
Leu
Asp
Leu
85

Lys
Pro

Phe

Asp

ggt
Gly
70

atc
Ile

tct
Ser

ggt
Gly

acc
Thr

gac
Asp
150

gta
val

gtt
val

tca
Ser

aca
Thr

gca
Ala
135

cca
Pro

atc
Ile

tgg
Trp

tta
Leu

act
Thr
120

aaa

Lys

ttc
Phe

acidophilus

Ser
Ile
Leu
His
Gly
70

Ile
Ser
Gly

Thr

Asp
150

Phe
Thr
Arg
Thr
55

Val
val
Ser
Thr
Ala

135
Pro

Thr
val
Leu
40

Ile
Ile
Trp
Leu
Thr
120

Lys

Phe

acidophilus

16/35

gat
Asp

ggt
Gly

gag
Glu
105
att
Ile

gaa
Glu

gaa
Glu

Leu
Glu
25

val
Glu
Asp
Gly
Glu
105
Ile
Glu

Glu

tgt
Cys

gaa
Glu

90
gaa
Glu

aag
Lys

tgg
Trp

aga
Arg

Asp
10

Glu
Gln
His
Cys
Glu
90

Glu
Lys

Trp

Arg

tca
Ser

75
cat
His

att
Ile

act
Thr

tgt
Cys

aat
Asn
155

His
Gly
Pro
Leu
Ser
75

His
Ile
Thr
Cys

Asn
155

cca
Pro

tca
Ser

cgt
Arg

tgt
Cys

cgt
Arg
140

gtg
Val

Thr
Pro
Asn
Leu
60

Pro
Ser
Arg
Cys
Arg

140
val

ttt
Phe

act
Thr

gac
Asp

ggt
Gly
125
gat
Asp

att
Ile

Lys
Lys
Glu
45

Ala
Phe
Thr
Asp
Gly
125

Asp

Ile

ggt
Gly

act
Thr

aca
Thr
110

aac
Asn

att
Ile

val
Gly
30

Asn
Ser
Gly
Thr
Thr
110

Asn

Ile

tgc
Cys

gaa
Glu
95

att
Ile

tac
Tyr

ctt
Leu

Lys
15

Asp
Ala
Leu
Cys
Glu
95

Ile
Tyr

Leu

cga
Axg

80
gtt
Val

act
Thr

cgt
Arg

gaa
Glu

Ala
Lys
Ile
Leu
Arg
80

val
Thr

Arg

Glu

240

288

336

384

432

471



17/35

<222> (1)...(1332)
<223> splA ORF LBAl69

<400> 17
atg aag aaa aat tta aga atc gtt agc gct gct get get gect tta ctt 48
Met Lys Lys Asn Leu Arg Ile Vval Ser Ala Ala Ala Ala Ala Leu Leu

1 5 10 15

gct gtt gct cca gtt gct get tct get gta tct act gtt age gct gct 96
Ala Val Ala Pro Val Ala Ala Ser Ala Val Ser Thr val Ser Ala Ala
20 25 30

act act att aac gca agt tca tca gca atc aat acc aac act aat gct 144
Thr Thr Ile Asn Ala Ser Ser Ser Ala Ile Asn Thr Asn Thr Asn Ala
35 40 45

aag tac gat gtt gat gta act cct agt gtt tct gca gtt gct gca aat 192
Lys Tyr Asp Val Asp Val Thr Pro Ser Val Ser Ala vVal Ala Ala Asn
50 55 60

act gct aac aac act cca gct att gecc ggt aac ctt act ggt act att 240
Thr Ala Asn Asn Thr Pro Ala Ile Ala Gly Asn Leu Thr Gly Thr Ile
65 70 75 80

tca gca agt tac aat ggt aag act tat act gct aac tta aag gca gat 288
Ser Ala Ser Tyr Asn Gly Lys Thr Tyr Thr Ala Asn Leu Lys Ala Asp
85 90 95

act gaa aat gcc act att act gct gct ggt agc act act gcc gtt aaa 336
Thr Glu Asn Ala Thr Ile Thr Ala Ala Gly Ser Thr Thr Ala Val Lys
100 105 110

cct get gaa tta gct gca ggt gtg gct tac act gta act gtt aac gat 384
Pro Ala Glu Leu Ala Ala Gly Val Ala Tyr Thr val Thr Val Asn Asp
115 120 125

gtt tca ttt aac ttc ggt tca gaa aat gca ggt aag act gtt acc ctt 432
val Ser Phe Asn Phe Gly Ser Glu Asn Ala Gly Lys Thr Val Thr Leu
130 135 140

ggt tca gct aac tca aat gta aaa ttc acc ggt aca aac agt gat aat 480
Gly Ser Ala Asn Ser Asn Val Lys Phe Thr Gly Thr Asn Ser Asp Asn
145 150 155 160

caa act gaa act aat gtt tct act ttg aaa gtt aag tta gac caa aac 528
Gln Thr Glu Thr Asn Val Ser Thr Leu Lys Val Lys Leu Asp Gln Asn
165 170 175

ggt gtt gct tca ctt act aat gtt tca att gca aac gta tac gca att 576
Gly Val Ala Ser Leu Thr Asn Val Ser Ile Ala Asn Val Tyr Ala Ile
180 185 190

aac act act gat aac agt aac gta aac ttc tac gac gta act agt ggt 624
Asn Thr Thr Asp Asn Ser Asn Val Asn Phe Tyr Asp Val Thr Ser Gly
195 200 205

gct act gta act aac ggt gcc gtt tca gtt aat gct gat aac caa ggt 672
Ala Thr val Thr Asn Gly Ala Val Ser Val Asn Ala Asp Asn Gln Gly
210 215 220

caa gtt aat gtt gca aac gta gtt gca gca att aat tca aaa tac ttt 720



Gln
225

gca
Ala

gaa
Glu

tca
Ser

gca
Ala

act
Thr
305

att
Ile

act
Thr

act
Thr

gct
Ala

act
Thr
385

aac

Asn

tca
Ser

act
Thr

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

vVal

gca
Ala

gat
Asp

gta
vVal

act
Thr
290

gtt
Val

atg
Met

gac
Asp

act
Thr

gtt
val
370

ttg

Leu

aag
Lys

tac
Tyr

gac
Asp

18

444
PRT
Lactobacillus

Asn

caa
Gln

gct
Ala

ggt
Gly
275

tca
Ser

cct
Pro

cac
His

agce
Ser

atc
Ile
355

gac
Asp

aag
Lys

gtt
val

aca
Thr

aag
Lys
435

val

tac
Tyr

att
Ile
260

tac

Tyr

aat
Asn

aat
Asn

aac
Asn

gtt
val
340

aac
Asn

aag
Lys

cac
His

gta
val

tte
Phe
420

act
Thr

Ala

gca
Ala
245

aag
Lys

ttc
Phe

act
Thr

gtt
vVal

gca
Ala
325

aag
Lys

ggt
Gly

tac
Tyr

aac
Asn

ttg
Leu
405

aag

Lys

tac
Tyr

Asn
230

gat
Asp

gca
Ala

aaa
Lys

aat
Asn

gct
Ala
310

tac
Tyr

cgt
Arg

aag
Lys

atc
Ile

gct
Ala
390

aag

Lys

aac
Asn

gtt
val

val

aag
Lys

gcc
Ala

gca
Ala

ggt
Gly
295

gag
Glu

tac

Tyx

tac
Tyr

act
Thr

aac
Asn
375

tac

Tyr

aag
Lys

ggc
Gly

aag
Lys

val

aag
Lys

tta
Leu

cct
Pro
280

aag
Lys

cca
Pro

tac
Tyxr

aac
Asn

tac

Tyr
360

gct
Ala

gtt
val

ggt
Gly

caa
Gln

gtt
val
440

acidophilus

18/35

Ala

tta
Leu

aag
Lys
265

cat
His

tca
Ser

act
Thr

gac
Asp

tca
Ser
345

tac
Tyr

gca
Ala

tac
Tyr

gaa
Glu

aag
Lys
425

gca
Ala

Ala

aat
Asn
250

gac
Asp

act
Thr

gct
Ala

gta
val

aag
Lys
330

gta
val

caa
Gln

aac
Asn

gca
Ala

gtt
val
410

tac

Tyr

aac
Asn

Ile
235

act
Thr

caa
Gln

ttc
Phe

act
Thr

gcc
Ala
315

gac
Asp

agc
Ser

gta
val

atc
Ile

tca
Ser
395

gta
val

tac
Tyr

ttt
Phe

Asn

cgt
Arg

aag
Lys

act
Thr

ttg
Leu
300

agc
Ser

gct
Ala

gta
val

gtt
val

gat
Asp
380

tca

Ser

act
Thr

aag
Lys

aga
Arg

Ser

act
Thr

att
Ile

gtt
val
285

cca
Pro

gta
val

aag
Lys

ttg
Leu

gaa
Glu
365

ggt
Gly

aag
Lys

act
Thr

atc
Ile

Lys

gct
Ala

gat
Asp
270

aac
Asn

gta
val

agc
Ser

cgt
Arg

cca
Pro
350

aac
Asn

act
Thr

aag
Lys

tac
Tyr

ggt
Gly
430

Tyxr

aat
Asn
255

gta
val

gtt
val

gtt
val

aag
Lys

gtt
val
335

aac
Asn

ggt
Gly

aag
Lys

cgt
Arg

ggt
Gly
415

gac
Asp

Phe
240

act
Thr

aac
Asn

aaa
Lys

gtt
val

aga
Arg
320

ggt
Gly

act
Thr

aag
Lys

cgt
Arg

gct
Ala
400

gct
Ala

aac
Asn

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1332



<400> 18

Met
1

Ala
Thr
Lys
Thr
65

Ser
Thr
Pro
val
Gly
145
Gln
Gly
Asn
Ala
Gln
225
Ala
Glu
Ser
Ala
Thr
305
Ile
Thr
Thr
Ala
Thr
385
Asn

Ser

Thr

<210> 19

Lys
val
Thr
Tyr
S0

Ala
Ala
Glu
Ala
Ser
130
Ser
Thr
val
Thr
Thr
210
val
Ala
Asp
val
Thr
290
val
Met
Asp
Thr
val
370
Leu
Lys

Tyr

Asp

Lys
Ala
Ile
35

Asp
Asn
Ser
Asn
Glu
115
Phe
Ala
Glu
Ala
Thr
1395
val
Asn
Gln
Ala
Gly
275
Ser
Pro
His
Ser
Ile
355
Asp
Lys
val

Thr

Lys
435

<211> 1689

Asn
Pro
20

Asn
val
Asn
Tyr
Ala
100
Leu
Asn
Asn
Thr
Ser
180
Asp
Thr
val
Tyr
Ile
260
Tyr
Asn
Asn
Asn
val
340
Asn
Lys
His
val
Phe

420
Thr

Leu
val
Ala
Asp
Thr
Asn
85

Thr
Ala
Phe
Ser
Asn
165
Leu
Asn
Asn
Ala
Ala
245
Lys
Phe
Thr
val
Ala
325
Lys
Gly
Tyr
Asn
Leu
405

Lys

Tyr

Arg
Ala
Ser
val
Pro
70

Gly
Tle
Ala
Gly
Asn
150
vVal
Thr
Ser
Gly
Asn
230
Asp
Ala
Lys
Asn
Ala
310
Tyr
Arg
Lys
Ile
Ala
390
Lys

Asn

val

Ile
Ala
Ser
Thr
55

Ala
Lys
Thr
Gly
Ser
135
val
Ser
Asn
Asn
Ala
215
val
Lys
Ala
Ala
Gly
295
Glu
Tyr
Tyr
Thr
Asn
375
Tyr
Lys

Gly

Lys

val
Ser
Ser
40

Pro
Ile
Thr
Ala
val
120
Glu
Lys
Thr
val
val
200
val
val
Lys
Leu
Pro
280
Lys
Pro
Tyr

Asn

Tyr
360
Ala
val
Gly
Gln

val
440
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Ser
Ala
25

Ala
Ser
Ala
Tyr
Ala
105
Ala
Asn
Phe
Leu
Ser
185
Asn
Ser
Ala
Leu
Lys
265
His
Ser
Thr
Asp
Ser
345
Tyr
Ala
Tyr
Glu
Lys

425
Ala

Ala
10

val
Ile
val
Gly
Thr
90

Gly
TyY
Ala
Thr
Lys
170
Ile
Phe
val
Ala
Asn
250
Asp
Thr
Ala
val
Lys
330
val
Gln
Asn
Ala
val
410

Tyr

Asn

Ala
Sexr
Asn
Ser
Asn
75

Ala
Ser
Thr
Gly
Gly
155
val
Ala
Tyr
Asn
Ile
235
Thr
Gln
Phe
Thr
Ala
315
Asp
Ser
val
Ile
Ser
395
val

Tyr

Phe

Ala
Thr
Thr
Ala
60

Leu
Asn
Thr
val
Lys
140
Thr
Lys
Asn
Asp
Ala
220
Asn
Arg
Lys
Thr
Leu
300
Ser
Ala
val
val
Asp
380
Ser
Thr

Lys

Arg

Ala
val
Asn
45

val
Thr
Leu
Thr
Thr
125
Thr
Asn
Leu
val
val
205
Asp
Ser
Thr
Ile
val
285
Pro
val
Lys
Leu
Glu
365
Gly
Lys

Thr

Ile

Ala
Ser
30

Thr
Ala
Gly
Lys
Ala
110
val
val
Ser
Asp
Tyr
190
Thr
Asn
Lys
Ala
Asp
270
Asn
val
Ser
Arg
Pro
350
Asn
Thr
Lys

Tyr

Gly
430

Leu
15

Ala
Asn
Ala
Thr
Ala
95

val
Asn
Thr
Asp
Gln
175
Ala
sSer
Gln
Tyr
Asn
255
val
val
val
Lys
val
335
Asn
Gly
Lys
Arg
Gly

415
Asp

Leu
Ala
Ala
Asn
Ile
80

Asp
Lys
Asp
Leu
Asn
160
Asn
Ile
Gly
Gly
Phe
240
Thr
Asn
Lys
val
Arg
320
Gly
Thr
Lys
Arg
Ala
400

Ala

Asn



<212> DNA
<213> Lactobacillus acidophilus

<220>
<221> CDS

<222>

(1) ...(1689)

<223> fbpA ORF LBA1148

<400> 19

atg gca ttt
Met Ala Phe

1

cct
Pro

caa
Gln

tta
Leu

act
Thr
65

aag
Lys

aac
Asn

caa
Gln

gta
val

cga
Arg
145

aaa

Lys

act
Thr

tta
Leu

aca
Thr

gat
Asp

att
Ile
50

att
Ile

tat
Tyr

cga
Arg

gta
val

att
Ile
130

ata

Ile

tat
Tyr

gaa
Glu

gtg
val

tta
Leu

cta
Leu
35

tca
Ser

gct
Ala

ttg
Leu

att
Ile

aaa
Lys
115

ctc
Leu

aat
Asn

gag
Glu

aat
Asn

aaa
Lys
195

gac
Asp

gta
Val
20

ata
Ile

gcc
Ala

aat
Asn

gaa
Glu

ata
Ile
100

tta
Leu

tat
Tyr

cct
Pro

ctt
Leu

caa
Gln
180

tca
Ser

gga
Gly

gat
Asp

tta
Leu

aac
Asn

cca
Pro

ggt
Gly
85

aac
Asn

gta
val

gat
Asp

gat
Asp

cce
Pro
165

ttt
Phe

atg
Met

tta
Leu

ggt
Gly

act
Thr

gct
Ala

gac
Asp
70

tca
Ser

ctt
Leu

tta
Leu

caa
Gln

gaa
Glu
150

cct

Pro

aaa
Lys

gat
Asp

ttt
Phe

cga
Arg

ttt
Phe

caa
Gln
55

aaa
Lys

gtc
val

cat
His

tce
Ser

cag
Gln
135

aat
Asn

ctt
Leu

aag
Lys

ggt
Gly

atc
Ile

tta
Leu

aga
Arg
40

tat
Tyr

gca
Ala

tta
Leu

ttc
Phe

gtt
val
120

aat
Asn

aga
Arg

aaa
Lys

tta
Leu

tta
Leu
200
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cat
His

tca
Ser
25

aaa
Lys

cct
Pro

cct
Pro

caa
Gln

agt
Ser
105

gaa
Glu

ggt
Gly

gct
Ala

cct
Pro

agc
ser
185

gac
Asp

agt
Ser
10

aaa
Lys

aat
Asn

aga
Arg

att
Ile

tct
Serxr
90

aat
Asn

tta
Leu

cat
His

cgt
Arg

ggt
Gly
170

aat

Asn

aga
Arg

tta
Leu

att
Ile

aga
Arg

atg
Met

ttt
Phe
75

att
Ile

cga
Arg

atg
Met

att
Ile

att
Ile
155

ata

Ile

gaa
Glu

gac
Asp

cta
Leu

tac
Tyr

aag
Lys

tat
Tyr
60

gtt
val

gaa
Glu

aac
Asn

gga
Gly

att
Ile
140

tta

Leu

aat
Asn

aaa
Lys

gat
Asp

caa
Gln

caa
Gln

aat
Asn
45

tta
Leu

atg
Met

caa
Gln

gaa
Glu

cga
Arg
125

gat
Asp

tta
Leu

ggt
Gly

agc
Ser

cgt
Arg
205

gat
Asp

cca
Pro
30

tat
Tyr

act
Thr

gtt
Val

att
Ile

tta
Leu
110

cat
His

cta
Leu

cct
Pro

tta
Leu

att
Ile
190

gaa
Glu

ttg
Leu
15

ttt
Phe

caa
Gln

gag
Glu

tta
Leu

ggt
Gly
95

ggt
Gly

agt
Ser

ttg
Leu

aag
Lys

gta
Val
175

cca
Pro

gaa
Glu

acc
Thr

gaa
Glu

tta
Leu

cag
Gln

aga
Arg
80

gtg
Val

gat
Asp

aat
Asn

aag
Lys

gca
Ala
160

gta
val

gat
Asp

tta
Leu

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624



act
Thr

ttt
Phe
225

aat

Asn

aaa
Lys

gaa
Glu

gaé
Glu

-aaa

Lys
305

atc

Ile

atg
Met

agce
Ser

tat
Tyx

gaa
Glu
385

caa
Gln

gac
Asp

cgt
Arg

tct

ggt
Gly
210

gat
Asp

aaa
Lys

gaa
Glu

tac
Tyr

cgt
Arg
290

tta

Leu

aag
Lys

act
Thr

att
Ile

ttc
Phe
370

caa
Gln

aca
Thr

gaa
Glu

aag
Lys

gga

tat
Tyr

cag
Gln

cgt
Arg

aat
Asn

caa
Gln
275

gtc
val

gaa
Glu

ggt
Gly

gag
Glu

aaa
Lys
355

act

Thr

att
Ile

gct
Ala

ttg
Leu

aag
Lys
435

aaa

ctt
Leu

ttt
Phe

aag
Lys

tect
Ser
260

gca
Ala

gtc
vVal

aag
Lys

gaa
Glu

gtt
val
340

ctt

Leu

cgc
Arg

aaa
Lys

att
Ile

att
Ile
420

aaa
Lys

cat

gaa
Glu

aat
Asn

att
Ile
245

aat
Asn

aca
Thr

aaa
Lys

caa
Gln

ata
Ile
325

tcc

Ser

gat
Asp

tat
Tyr

atc
Ile

gat
Asp
405

aat
Asn

att
Ile

gtc

gat
Asp

aat
Asn
230

ttc
Phe

cct
Pro

cgt
Arg

aac
Asn

tta
Leu
310

tta

Leu

tta
Leu

cca
Pro

aaa
Lys

gct
Ala

-390

aat
Asn

caa
Gln

act
Thr

tta

gat
Asp
215

cca
Pro

tgt
Cys

gat
Asp

gat
Asp

gaa
Glu
295
aac

Asn

aat
Asn

cct
Pro

gct
Ala

aaa
Lys
375

aaa
Lys

gct
Ala

ggt
Gly

gaa
Glu

gtg

ttt
Phe

aga
Arg

tat
Tyr

tta
Leu

tgg
Trp
280

cag
Gln

tta
Leu

gct
Ala

aac
Asn

tta
Leu
360

tta

Leu

gaa
Glu

gat
Asp

tat
Tyr

cgc
Arg
440

ggt

21/35

agc
Ser

gct
Ala

ctt
Leu

aat
Asn
265

gtt
Val

aac
Asn

gca
Ala

aat
Asn

tat
Tyr
345

tct

Ser

cgt
Arg

aat
Asn

cca
Pro

att
Ile
425

aat
Asn

aaa

tat
Tyr

ttc
Phe

ccce
Pro
250

aaa
Lys

aaa
Lys

aaa
Lys

gaa
Glu

tta
Leu
330

tat

Tyr

ccg
Pro

gat
Asp

ctt
Leu

caa
Gln
410

aga
Arg

cta
Leu

aat

tct
Ser

gtt
val
235

tat
Tyr

ggt
Gly

caa
Gln

cta
Leu

aat
Asn
315

gga
Gly

gaa
Glu

gct
Ala

tct
Ser

cge
Arg
395

gat
Asp

aag
Lys

aat
Asn

aat

tca
Ser
220

tta
Leu

cat
His

tta
Leu

cgt
Arg

agt
Ser
300

tct

Ser

caa
Gln

aat
Asn

cga
Arg

atc
Ile
380

tat
Tyr

att
Ile

caa
Gln

gaa
Glu

tac

ttt
Phe

aaa
Lys

tta
Leu

gat
Asp

gct
Ala
285

aag
Lys

gag
Glu

gta
val

aat
Asn

aat
Asn
365

aaa

Lys

ttt
Phe

gat
Asp

caa
Gln

ttc
Phe
445

caa

aag
Lys

act
Thr

gat
Asp

gaa
Glu
270

agt
Ser

aag
Lys

ggc
Gly

aaa
Lys

aaa
Lys
350

gca

Ala

cac
His

gat
Asp

caa
Gln

aaa
Lys
430

cag
Gln

aat

act
Thr

cca
Pro

tta
Leu
255

£ttt
Phe

cag
Gln

att
Ile

tat
Tyr

cca
Pro
335

cct

Pro

caa
Gln

gtt
vVal

tct
Ser

ata
Ile
415

aat
Asn

ctt
Leu

gac

ttc
Phe

aga
Arg
240

gag
Glu

tat
Tyr

gtt
Val

aag
Lys

cgt
Arg
320

gga
Gly

ata
Ile

aaa
Lys

aac
Asn

atc
Ile
400

act
Thr

aga
Arg

tct
Ser

tgg

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392



Ser

ctt
Leu
465

aat
Asn

caa
Gln

aaa
Lys

aag
Lys

aat
Asn
545

atc
Ile

Gly Lys His Vval
450

act cta aaa aaa
Thr Leu Lys Lys

atg cct ggt tca
Met Pro Gly Ser
485

gat att aaa gaa
Asp Ile Lys Glu
500

aat tct gcc cac
Asn Ser Ala His
515

aag cct aat ggg
Lys Pro Asn Gly
530

tca atc gaa gtt
Ser Ile Glu Val

aat aaa
Asn Lys

<210> 20

<211> 563

<212> PRT

<213> Lactobacillus

<400> 20

Met
1
Pro
Gln
Leu
Thr
65
Lys
Asn
Gln
vVal
Arg
145
Lys

Thr

Ala Phe Asp Gly
5
Thr Leu Val Asp
20
Asp Leu Ile Leu
35

Ile Ser Ala Asn
50

Ile Ala Asn Pro

Tyr Leu Glu Gly
85
Arg Ile Ile Asn
100
vVal Lys Leu Val
115

Ile Leu Tyr Asp
130

Ile Asn Pro Asp

Tyr Glu Leu Pro
165
Glu Asn Gln Phe

Leu

gct
Ala
470

cat
His

gct
Ala

gtt
val

gct
Ala

aca
Thr
550

Val
455

aat
Asn

gtt
val

gca
Ala

caa
Gln

aag
Lys
535

cct
Pro

Gly

aaa
Lys

att
Ile

gag
Glu

gtt
val
520

cca
Pro

aaa
Lys

acidophilus

Leu
Gly
Thr
Ala
Asp
70

Ser
Leu
Leu
Gln
Glu
150

Pro

Lys

Phe
Arg
Phe
Gln
55

Lys
Val
His
Ser
Gln
135
Asn

Leu

Lys

Ile
Leu
Arg
40

Tyr
Ala
Leu
Phe
val
120
Asn
Arg

Lys

Leu

22/35

Lys

tta
Leu

ttg
Leu

att
Ile
505
gac
Asp

gga
Gly

gaa
Glu

His
Ser
25

Lys
Pro
Pro
Gln
Ser
105
Glu
Gly
Ala

Pro

Ser

Asn

gat
Asp

cga
Arg
490
gct
Ala

tac

Tyr

ttc
Phe

gac
Asp

Ser
10

Lys
Asn
Arg
Ile
Ser
90

Asn
Leu
His
Arg
Gly

170
Asn

Asn

tat
Tyr
475
gat
Asp

gca
Ala

gtt
val

gta
val

gaa
Glu
555

Leu
Ile
Arg
Met
Phe
75

Ile
Arg
Met
Ile
Ile
155

Ile

Glu

Tyr
460

tgg
Trp

gat
Asp

ttt
Phe

caa
Gln

att
Ile
540

att
Ile

Leu
Tyr
Lys
Tyr
60

val
Glu
Asn
Gly
Ile
140
Leu
Asn

Lys

Gln

tte
Phe

caa
Gln

ttc
Phe

gat
Asp
525
tac
Tyr

atg
Met

Gln
Gln
Asn
45

Leu
Met
Gln
Glu
Arg
125
Asp
Leu

Gly

Ser

Asn

cac
His

cct
Pro

tct
Ser
510
aag
Lys

aca
Thr

gct
Ala

Asp
Pro
30

Tyr
Thr
Val
Ile
Leu
110
His
Leu
Pro

Leu

Ile

Asp

gtt
vVal

acc
Thr
495
aaa
Lys

cgt
Arg

gga
Gly

aaa
Lys

Leu
15

Phe
Gln
Glu
Leu
Gly
95

Gly
Ser
Leu
Lys
val

175
Pro

Trp

aaa
Lys
480
gat
Asp

gcc
Ala

gta
val

cag
Gln

aaa
Lys
560

Thr
Glu
Leu
Gln
Arg
80

val
Asp
Asn
Lys
Ala
160

Val

Asp

1440

1488

1536

1584

1632

1680

1689



Leu Val

Thr Gly
210

Phe Asp

225

Asn Lys

Lys Glu
Glu Tyr

Glu Arg
290

Lys Leu

305

Ile Lys

Met Thr
Ser Ile

Tyr Phe
370

Glu Gln

385

Gln Thr

Asp Glu
Arg Lys

Ser Gly
450

Leu Thr

465

Asn Met

Gln Asp
Lys Asn

Lys Lys
530

Asn Ser

545

Ile Asn

<210> 21
<211> 12

Lys
195
Tyr
Gln
Arg
Asn
Gln
275
val
Glu
Gly
Glu
Lys
355
Thr
Ile
Ala
Leu
Lys
435
Lys
Leu
Pro
Ile
Sex
515
Pro

Ile

Lys

12

<212> DNA
<213> Lactobacillus

<220>
<221> CD

S

180
Ser

Leu
Phe
Lys
Ser
260
Ala
val
Lys
Glu
val
340
Leu
Arg
Lys
Ile
Ile
420
Lys
His
Lys
Gly
Lys
500
Ala

Asn

Glu

Met
Glu
Asn
Ile
245
Asn
Thr
Lys
Gln
Ile
325
Ser
Asp
Tyr
Ile
Asp
405
Asn
Ile
val
Lys
Ser
485
Glu
His
Gly

val

<222> (13)...(1212)
<223> metK ORF LBAl622

Asp
Asp
Asn
230
Phe
Pro
Arg
Asn
Leu
310
Leu
Leu
Pro
Lys
Ala
390
Asn
Gln
Thr
Leu
Ala
470
His
Ala
val

Ala

Thr
550

Gly
Asp
215
Pro
Cys
Asp
Asp
Glu
295
Asn
Asn
Pro
Ala
Lys
375
Lys
Ala
Gly
Glu
val
455
Asn
val
Ala
Gln
Lys

535
Pro

Leu
200
Phe
Arg
Tyr
Leu
Trp
280
Gln
Leu
Ala
Asn
Leu
360
Leu
Glu
Asp
Tyr
Arg
440
Gly
Lys
Ile
Glu
val
520

Pro

Lys

acidophilus
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185
Asp

Ser
Ala
Leu
Asn
265
val
Asn
Ala
Asn
Tyr
345
Ser
Arg
Asn
Pro
Ile
425
Asn
Lys
Leu
Leu
Ile
505
Asp

Gly

Glu

Arg
Tyr
Phe
Pro
250
Lys
Lys
Lys
Glu
Leu
330
Tyr
Pro
Asp
Leu
Gln
410
Arg
Leu
Asn
Asp
Arg
490
Ala
Tyr

Phe

Asp

Asp
Ser
val
235
Tyr
Gly
Gln
Leu
Asn
315
Gly
Glu
Ala
Ser
Arg
395
Asp
Lys
Asn
Asn
Tyxr
475
Asp
Ala
val

val

Glu
555

Asp
Ser
220
Leu
His
Leu
Arg
Ser
300
Ser
Gln
Asn
Arg
Ile
380
Tyr
Ile
Gln
Glu
Tyr
460
Trp
Asp
Phe
Gln
Ile

540
Ile

Arg
205
Phe
Lys
Leu
Asp
Ala
285
Lys
Glu
val
Asn
Asn
365
Lys
Phe
Asp
Gln
Phe
445
Gln
Phe
Gln
Phe
Asp
525
Tyr

Met

190
Glu

Lys
Thr
Asp
Glu
270
Ser
Lys
Gly
Lys
Lys
350
Ala
His
Asp
Gln
Lys
430
Gln
Asn
His
Pro
Ser
510
Lys

Thr

Ala

Glu
Thr
Pro
Leu
255
Phe
Gln
Ile
Tyr
Pro
335
Pro
Gln
val
Ser
Ile
415
Asn
Leu
Asp
val
Thr
495
Lys
Arg

Gly

Lys

Leu
Phe
Arg
240
Glu
Tyxr
val
Lys
Arg
320
Gly
Ile
Lys
Asn
Ile
400
Thr
Arg
Ser
Trp
Lys
480
Asp
Ala
val

Gln

Lys
560
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<400> 21
agggggacta at atg gaa aaa cgt tta ttt act tca gaa tca gtt tct gaa 51
Met Glu Lys Arg Leu Phe Thr Ser Glu Ser Val Ser Glu
1 5 10

gga cat cca gat aaa gtt gct gac caa att tca gat gca att tta gat 99
Gly His Pro Asp Lys Val Ala Asp Gln Ile Ser Asp Ala Ile Leu Asp
15 20 25

gcg atg ttg aaa aaa gat cct aat tca cac gta gct tgt gaa acg att 147
Ala Met Leu Lys Lys Asp Pro Asn Ser His Val Ala Cys Glu Thr Ile
30 35 40 45

gta act aca gga atg gtt ttt gta ttt ggt gaa att tca aca agt gca 195
Val Thr Thr Gly Met Val Phe Val Phe Gly Glu Ile Ser Thr Ser Ala
50 55 60

tat gtt gat att caa gat gta gta cga aaa acc att tta aaa ata ggc 243
Tyr Val Asp Ile Gln Asp Val Val Arg Lys Thr Ile Leu Lys Ile Gly
65 70 75

tat gat cgt cca gag tta ggt ttc gat ggt aat aac tgt gct gta atg 291
Tyr Asp Arg Pro Glu Leu Gly Phe Asp Gly Asn Asn Cys Ala Val Met
80 85 90

gtg gat att gat gaa caa tca cct gat atc gct gat ggt gtt gat cac 339
Val Asp Ile Asp Glu Gln Ser Pro Asp Ile Ala Asp Gly Val Asp His
95 100 105

tca ctt gaa act aga gaa aat aag tct gat aac gat gaa ttg gac caa 387
Ser Leu Glu Thr Arg Glu Asn Lys Ser Asp Asn Asp Glu Leu Asp Gln
110 115 120 125

att ggt gca ggt gac caa ggt tta atg ttt gga ttt gct att aag gaa 435
Ile Gly Ala Gly Asp Gln Gly Leu Met Phe Gly Phe Ala Ile Lys Glu
130 135 140

act cca gaa ctt atg ccg cta cca att tca ctt tcg cat cgt tta atg 483
Thr Pro Glu Leu Met Pro Leu Pro Ile Ser Leu Ser His Arg Leu Met
145 150 155

agg cgt gtg gct tca ctt aga aaa gac cat act tta gaa tgg ctt cgt 531
Arg Arg Val Ala Ser Leu Arg Lys Asp His Thr Leu Glu Trp Leu Arg
160 165 170

cca gat gct aaa gct caa gtt act gta gaa tac gac gaa aat ggt aaa 579
Pro Asp Ala Lys Ala Gln Val Thr Val Glu Tyr Asp Glu Asn Gly Lys
175 180 185

cca ctt tgt gtt gat act gtg gtt atc tct act caa act gat gca gaa 627
Pro Leu Cys Val Asp Thr Val Val Ile Ser Thr Gln Thr Asp Ala Glu
190 195 200 205

gta tca aat gaa gaa atc tgt cgt gca atg atc gac cta gta att aaa 675
Val Ser Asn Glu Glu Ile Cys Arg Ala Met Ile Asp Leu Val Ile Lys
210 215 220

gaa gtt att cca gct aag tat ttg gac gaa aat act aag ttec ttg atc 723
Glu val Ile Pro Ala Lys Tyr Leu Asp Glu Asn Thr Lys Phe Leu Ile
225 230 : 235



aac cca tct ggt cgt
Asn Pro Ser Gly Arg

240

tta acg ggt cgt aag
Leu Thr Gly Arg Lys
255

cat ggt ggt ggt gca
His Gly Gly Gly Ala

270

agt gct agt tat gct
Ser Ala Ser Tyr Ala

290

ggt tta gcg tat cgt
Gly Leu Ala Tyr Arg

305

gct cac cct gta tcg
Ala His Pro Val Ser

320

gat gat gaa ctt tta
Asp Asp Glu Leu Leu
335

cca gct gge att att
Pro Ala Gly Ile Ile

350

caa act gct gca tat
Gln Thr Ala Ala Tyr

370

tgg gaa aag acc gat
Trp Glu Lys Thr Asp

385

aat caa taa
Asn Gln *

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

<400>

22

399

PRT
Lactobacillus

22

Met Glu Lys Arg Leu

1

Asp Lys Val Ala Asp

20

Lys Lys Asp Pro Asn

35

Gly Met Val Phe Val

50

Ile Gln Asp Val Val

65

ttc
Phe

att
Ile

ttt
Phe
275

gca
Ala

tgt
Cys

att
Ile

act
Thr

aag
Lys
355

ggt
Gly

aaa
Lys

gtt
val

att
Ile
260

tca
Ser

aga
Arg

gaa
Glu

atg
Met

gaa
Glu
340

atg

Met

cac
His

act
Thr

atc
Ile
245

gtt
val

ggt
Gly

tat
Tyr

gtt
val

att
Ile
325

gca

Ala

cta
Leu

ttc
Phe

caa
Gln

acidophilus

Phe
Gln
Ser
Phe

Arg
70

Thr
Ile
His
Gly

55
Lys

Ser
Ser
Val
40

Glu

Thr

25/35

ggt
Gly

gat
Asp

aaa
Lys

gta
val

caa
Gln
310

gac

Asp

gtt
val

gac
Asp

ggt
Gly

gct
Ala
390

Glu
Asp
25

Ala
Ile

Ile

gga
Gly

act
Thr

gat
Asp

gca
Ala
295

tta

Leu

aca
Thr

cgt
Arg

ttg
Leu

aga
Arg
375

ttg
Leu

Ser
10

Ala
Cys

Ser

Leu

cca
Pro

tat
Tyr

cct
Pro
280
aag
Lys

gca
Ala

gca
Ala

aat
Asn

cgt
Arg
360
aca
Thr

ctt
Leu

val
Ile
Glu
Thr

Lys
75

aag
Lys

ggt
Gly
265

aca

Thr

aat
Asn

tat
Tyr

ggt
Gly

gta
Val
345
cgt
Arg

gac
Asp

gat
Asp

Ser
Leu
Thr
Ser

60
Ile

ggt
Gly
250

gga
Gly

aag
Lys

att
Ile

gcc
Ala

act
Thr
330

ttt
Phe

cct
Pro

gtt
val

tac
Tyr

Glu
Asp
Ile
45

Ala

Gly

gat
Asp

tac
Tyr

gtt
val

gta
val

att
Ile
315

ggt
Gly

gat
Asp

att
Ile

gat
Asp

atc
Ile
395

Gly
Ala
30

val
Tyr

Tyr

tct
Ser

gca
Ala

gac
Asp

gct
Ala
300

ggt
Gly

aca
Thr

ctt
Leu

tat
Tyr

tta
Leu
380

aaa
Lys

His
15

Met
Thr
Val

Asp

ggt
Gly

cgc
Arg

cgt
Arg
285
gca
Ala

gtt
vVal

gtt
val

cgt
Arg

gag
Glu
365
cca
Pro

aat
Asn

Pro
Leu
Thr
Asp

Arg
80

771

819

867

915

963

1011

1059

1107

1155

1203

1212



Pro
Asp
Thr
Gly
Leu
145
Ala
Lys
val
Glu
Pro
225
Gly
Arg
Gly
Tyr
Tyr
305
val
Leu
Ile

Ala

Thr
385

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

Glu
Glu
Arg
Asp
130
Met
Ser
Ala
Asp
Glu
210
Ala
Arg
Lys
Ala
Ala
290
Arg
Ser
Leu
Ile
Tyr

370
Asp

<220>

<223>

<400> 23

23
28
DNA
Sequéncia

Leu
Gln
Glu
115
Gln
Pro
Leu
Gln
Thr
195
Ile
Lys
Phe
Ile
Phe
275
Ala
Cys
Ile
Thr
Lys
355

Gly

Lys

Gly
Ser
100
Asn
Gly
Leu
Arg
vVal
180
val
Cys
Tyr
Val
Ile
260
Ser
Arg
Glu
Met
Glu
340
Met
His

Thr

Phe
85

Pro
Lys
Leu
Pro
Lys
165
Thr
Val
Arg
Leu
Ile
245
Val
Gly
Tyr
Val
Ile
325
Ala
Leu

Phe

Gln

Asp
Asp
Ser
Met
Ile
150
Asp
val
Tle
Ala
Asp
230
Gly
Asp
Lys
vVal
Gln
310
Asp
Val
Asp

Gly

Ala
390

Gly
Ile
Asp
Phe
135
Ser
His
Glu
Ser
Met
215
Glu
Gly
Thr
Asp
Ala
295
Leu
Thr
Arg
Leu
Arg

375
Leu

artificial

Oligonucleotideo

Asn
Ala
Asn
120
Gly
Leu
Thr
Tyr
Thr
200
Ile
Asn
Pro
Tyr
Pro
280
Lys
Ala
Ala
Asn
Arg
360

Thr

Leu

gatcagatct aagttaaggc accttacg

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

<220>

<223>

24
28
DNA
Seqiiéncia artificial

Oligonucleotideo

26/35

Asn
Asp
105
Asp
Phe
Ser
Leu
Asp
185
Gln
Asp
Thr
Lys
Gly
265
Thr
Asn
Tyr
Gly
val
345
Arg

Asp

Asp

Cys
90

Gly
Glu
Ala
His
Glu
170
Glu
Thr
Leu
Lys
Gly
250
Gly
Lys
Ile
Ala
Thr
330
Phe
Pro

Val

Tyr

Ala
Val
Leu
Ile
Arg
155
Trp
Asn
Asp
val
Phe
235
Asp
Tyr
vVal
val
Ile
315
Gly
Asp
Ile

Asp

Ile
395

val
Asp
Asp
Lys
140
Leu
Leu
Gly
Ala
Ile
220
Leu
Ser
Ala
Asp
Ala
300
Gly
Thr
Leu
Tyr
Leu

380
Lys

Met
His
Gln
125
Glu
Met
Arg
Lys
Glu
205
Lys
Ile
Gly
Arg
Arg
285
Ala
val
val
Arg
Glu
365

Pro

Asn

vVal
Ser
110
Ile
Thr
Arg
Pro
Pro
190
val
Glu
Asn
Leu
His
270
Ser
Gly
Ala
Asp
Pro
350
Gln
Trp

Asn

Asp
95

Leu
Gly
Pro
Arg
Asp
175
Leu
Ser
vVal
Pro
Thr
255
Gly
Ala
Leu
His
Asp
335
Ala
Thr

Glu

Gln

Ile
Glu
Ala
Glu
val
160
Ala
Cys
Asn
Ile
Ser
240
Gly
Gly
Ser
Ala
Pro
320
Glu
Gly

Ala

Lys

28



‘
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<400> 24
gatctctaga tttcgaatgg gtcatcac

<210> 25

<211> 29

<212> DNA

<213> Seqliéncia artificial

<220>
<223> Oligonucleotideo

<400> 25
gatctctaga tgacagaaga cgatgaatg

<210> 26

<211> 29

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Oligonucleotideo

<400> 26
gatcagatct attgcgacta agttcagac

<210> 27

<211> 36

<212> DNA

<213> Sequiéncia artificial

<220>
<223> Oligonucleotideo

<400> 27

gatcgaattc tcgttcggtt gaactaaacg taagtc

<210> 28

<211> 36

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Oligonucleotideo

<400> 28
gatcgaattc cgaacaggat tccacctaat cgtttg

<210> 29

<211> 22

<212> DNA

<213> Seqliéncia artificial

<220>
<223> Oligonucleotideo

<400> 29
gccaacttag ccttaagcac tc

<210> 30
<211l> 22
<212> DNA

28

29

29

36

36

22



<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Oligonucleotideo

<400> 30
ttgttcctge tcctcagect te

<210> 31

<211> 20

<212> DNA

<213> Seqliéncia artificial

<220>
<223> Oligonucleotideo

<400> 31
tgctttagca acttcagtag

<210> 32

<211> 20

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Oligonucleotideo

<400> 32
taaagttaag gcaccttacg

<210> 33

<211> 794

<212> DNA

<213> Lactobacillus acidophilus

<220>
<221> CDS
<222> (12)...(794)

<223> ORF LBAl735

<400> 33

aggaggacaa a atg cca tta ttt aag aaa aag cgt ggt aca gat gaa act
Met Pro Leu Phe Lys Lys Lys Arg Gly Thr Asp Glu Thr
10

1 5

att aaa cat ggt gct aag tta atc
Ile Lys His Gly Ala Lys Leu Ile
- 15 20

ata gct gaa caa ttc cgt act gtt
Ile Ala Glu Gln Phe Arg Thr Val
30 35

gtg gat cat gac att aag tct tta
vVal Asp His Asp Ile Lys Ser Leu
50

gaa ggt aaa tct act gtg gct gct
Glu Gly Lys Ser Thr Val Ala Ala
65

28/35

act
Thr

cgt
Arg

gca
Ala

aac
Asn
70

gta
val

act
Thr

ttt
Phe
55

gtt
val

gct
Ala

aat
Asn
40

act

Thr

gct
Ala

aag
Lys
25

att
Ile

tct
Ser

gtt
val

cca
Pro

aac
Asn

gct
Ala

act
Thr

aag
Lys

ttt
Phe

aat
Asn

tat
Tyr
75

agt
Ser

atg
Met

att
Ile
60

gct
Ala

cca
Pro

gca
Ala
45

agt

Serxr

caa
Gln

22

20

20

98

146

194

242



6

gca
Ala

gtg
val

atc
Ile
110

agc
Ser

aac
Asn

ctt
Leu

ctt
Leu

gtc
val
190

gct
Ala

atg
Met

tac
Tyr

ttg
Leu

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

<400>

ggt
Gly

cac
His
95

tct
Ser

ggc
Gly

ccg
Pro

act
Thr

gaa
Glu
175

tta
Leu

gtt
val

aat
Asn

ggc
Gly

ttc
Phe
255

34

260
PRT
Lactobacillus

34

cgt
Arg
80

tca
Ser

tca
Ser

gta
val

gca
Ala

gaa
Glu
160

gta
val

gta
val

gaa
Glu

gat
Asp

tat
Tyr
240

tct
Ser

aaa
Lys

acc
Thr

act
Thr

gat
Asp

gaa
Glu
145

gaa
Glu

tct
Ser

gtt
val

atg
Met

gta
Val
225

ggt
Gly

aaa
Lys

gte
Val

ttt
Phe

gct
Ala

aat
Asn
130

ctg
Leu

cac
His

gat
Asp

cgc
Arg

ctt
Leu
210

agt

Ser

tat
Tyxr

ttt
Phe

Met Pro Leu Phe Lys

1

5

Gly Ala Lys Leu Ile

20

Gln Phe Arg Thr Val

35

tta
Leu

aac
Asn

aag
Lys
115

ctt
Leu

ata
Ile

tac

Tyr

aca
Thr

caa
Gln
195

gaa

Glu

tct
Ser

ggc
Gly

agg
Arg

ttg
Leu

tta
Leu

100

gaa
Glu

tac

Tyr

ggt
Gly

gat
Asp

caa
Gln
180

g9g9
Gly

ttt
Phe

gat
Asp

tac
Tyxr

aag
Lys
260

gtc
val
85

agt
Ser

gtt
val

gtg
val

tct
Ser

tta
Leu
165

gaa

Glu

aag
Lys

gca
Ala

aat
Asn

gga
Gly
245

taa

acidophilus

Lys Lys Arg

Thr Val Ala

Arg Thr Asn

40

29/35

gat gcc gac tta
Asp Ala Asp Leu

aat cat gtt ggt
Asn His Val Gly
105

gat ctt gat agc
Asp Leu Asp Ser
120

tta acg gct ggt
Leu Thr Ala Gly
135

aag cgt atg cgt
Lys Arg Met Arg
150

gtt att atc gac
vVal Ile Ile Asp

ctt gct agt cac
Leu Ala Ser His
185

acg caa aag atg
Thr Gln Lys Met
200

aag gca cgt atc
Lys Ala Arg Ile
215

gcg ggt tat ggc
Ala Gly Tyr Gly
230

gaa gaa gat aca
Glu Glu Asp Thr

Gly Thr Asp Glu
10

Lys Pro Lys Ser

25

Ile Asn Phe Met

cgt
Arg
90

ctt
Leu

gta
val

ccg
Pro

gac
Asp

tta
Leu
170

tta

Leu

gcc
Ala

ttg
Leu

tat
Tyr

aag
Lys
250

Thx
Pro

Ala
45

aga cct
Arg Pro

agt acg
Ser Thr

gta caa
val Gln

atg cca
Met Pro
140

ttt gtt
Phe Val
155

gct cct
Ala Pro

gat ggg
Asp Gly

att aag
Ile Lys

ggt tac
Gly Tyr
220

ggt tac
Gly Tyr
235

aaa aaa
Lys Lys

Ile Lys
15

Ile Ala

30

val Asp

aca
Thr

gtt
val

gag
Glu
125
cct
Pro

aaa
Lys

gtt
val

gtt
Val

cgt
Arg
205

atc
Ile

ggc
Gly

gga
Gly

His
Glu

His

290

338

386

434

482

530

578

626

674

722

770

794



Asp Ile
50

Ser Thr

65

Lys Val

Thr Phe
Thr Ala

Asp Asn
130

Glu Leu

145

Glu His

Ser Asp
Val Arg

Met Leu

210
vVal Ser
225

Gly Tyr

Lys Phe

<210> 35
<211> 88

Lys
val
Leu
Asn
Lys
115
Leu
Ile
Tyr
Thr
Gln
195
Glu
Ser

Gly

Arg

7

<212> DNA
<213> Lactobacillus

Ser
Ala
Leu
Leu
100
Glu
Tyr
Gly
Asp
Gln
180
Gly
Phe
Asp
Tyr

Lys
260

Leu
Ala
Val
85

Ser
val
val
Ser
Leu
165
Glu
Lys
Ala

Asn

Gly
245

<220>
<221> CDS
<222> (12)...(887)

<223> ORF LBAl736

<400> 35

aggaaagaga t atg gaa caa aaa caa gaa caa gaa aat aca atc gat ctt
Met Glu Gln Lys Gln Glu Gln Glu Asn Thr Ile Asp Leu

acc caa
Thr Gln
15

tgg agt
Trp Ser
30

att tct
Ile Ser

agt cgt
Ser Arg

tta
Leu

gta
val

cct
Pro

aac
Asn

1

tta
Leu

ggt
Gly

aaa
Lys

aat
Asn
65

cgc
Arg

ctt
Leu

tat
Tyxr
50

gat
Asp

Ala
Asn
70

Asp
Asn
Asp
Leu
Lys
150
Val
Leu
Thr
Lys
Ala

230
Glu

Phe
55

Val
Ala
His
Leu
Thr
135
Arg
Ile
Ala
Gln
Ala
215
Gly

Glu

Thr
Ala
Asp
Val
Asp
120
Ala
Met
Ile
Ser
Lys
200
Arg
Tyr

Asp

acidophilus

att
Ile

gcc
Ala
35

act

Thr

cca
Pro

tgc
Cys
20

tta

Leu

tca
Ser

aac
Asn

5
cgt
Arg

gtg
val

act
Thr

gca
Ala

30/35

Ser
Val
Leu
Gly
105
Ser
Gly
Arg
Asp
His
185
Met
Ile

Gly

Thr

aag
Lys

ggc
Gly

gct
Ala

gct
Ala
70

Ala
Thr
Arg
90

Leu
val
Pro
Asp
Leu
170
Leu
Ala
Leu

Tyr

Lys
250

cat
His

tag
Trp

caa
Gln
55

tat
Tyr

Asn

Tyr
75

Arg
Ser
val
Met
Phe
155
Ala
Asp
Ile
Gly
Gly

235
Lys

atc
Ile

gga
Gly
40

tta

Leu

gcg
Ala

Ile
60

Ala
Pro
Thr
Gln
Pro
140
Val
Pro
Gly
Lys
Tyrxr
220

Tyx

Lys

tgg
Trp
25

gtt
Val

tta
Leu

act
Thr

Ser
Gln
Thr
Val
Glu
125
Pro
Lys
val
val
Arg
205
Ile

Gly

Gly

Glu
Ala
val
Ile
110
Ser
Asn
Leu
Leu
Val
190
Ala
Met
Tyr

Leu

10

gca
Ala

tca
Ser

gtt
Vval

caa
Gln

ttg
Leu

gaa
Glu

aac
Asn

caa
Gln
75

Gly
Gly
His
95

Ser
Gly
Pro
Thr
Glu
175
Leu
val
Asn

Gly

Phe
255

att
Ile

ttt
Phe

caa
Gln
60

gct
Ala

Lys
Arg
80

Ser
Ser
val
Ala
Glu
160
Val
val
Glu
Asp
Tyr

240
Ser

ctt
Leu

gta
val
45

aag

Lys

aac
Asn

50

98

146

194

242



atg
Met

tta
Leu

aaa
Lys
110

tta
Leu

tat
Tyr

caa
Gln

gct
Ala

gaa
Glu
190

ggt
Gly

gct
Ala

cgt
Arg

gaa
Glu

tct
Ser
270

gct
Ala

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

cag
Gln

aca
Thr
95

gca
Ala

gta
Val

tca
Ser

caa
Gln

aag
Lys
175

att
Ile

act
Thr

gga
Gly

gaa
Glu

tta
Leu
255

tca
Ser

aag
Lys

36

291
PRT
Lactobacillus

atg
Met
80

gaa
Glu

caa
Gln

aga
Arg

gtt
Val

caa
Gln
160

gcg
Ala

cct
Pro

aat
Asn

ttt
Phe

atg
Met
240

ggc
Gly

ttt
Phe

aga
Arg

gtt
val

gct
Ala

aaa
Lys

aaa
Lys

tct
Ser
145

tca
Ser

aag
Lys

act
Thxr

ggt
Gly

gta
vVal
225

agt

Ser

tta
Leu

act
Thr

cgt
Arg

act
Thr

tct
Ser

gca
Ala

gct
Ala
130

gca
Ala

caa
Gln

gca
Ala

att
Ile

gtt
val
210

gtt
val

aat
Asn

act
Thr

att
Ile

aga
Arg
290

act
Thr

aat
Asn

gtg
Val
115

caa
Gln

agt
Ser

gtc
val

gaa
Glu

atg
Met
195

caa
Gln

999
Gly

act
Thr

aac
Asn

aaa
Lys
275

gta
Val

tat
Tyr

cgt
Arg
100

tac
Tyr

cca
Pro

gaa
Glu

ttc
Phe

gta
val
180

agc

Ser

tce
Ser

tta
Leu

act
Thr

tta
Leu
260

aag
Lys

taa

aaa
Lys
85

ttg
Leu

aga
Arg

gct
Ala

ctt
Leu

tca
Ser
165

aat
Asn

gtt
val

tca
Ser

gta
Val

gtt
vVal
245

ggt
Gly

agt
Ser

acidophilus
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gac
Asp

gcc
Ala

act
Thr

gta
vVal

gct
Ala
150

att
Ile

gca
Ala

aat
Asn

cct
Pro

ttg
Leu
230

cgt
Arg

caa
Gln

gca
Ala

att
Ile

aat
Asn

gat
Asp

att
Ile
135

aag
Lys

tca
Ser

gta
Val

aac
Asn

aac
Asn
215

agc

Ser

gac
Asp

att
Ile

aat
Asn

gta
val

cca
Pro

gaa
Glu
120

gaa
Glu

agt
Ser

gcg
Ala

gct
Ala

gta
val
200

gtt
val

ttt
Phe

gat
Asp

gct
Ala

atg
Met
280

aca
Thr

act
Thr
105

aat
Asn

cga
Arg

atc
Ile

gaa
Glu

gaa
Glu
185

acg
Thr

aag
Lys

gct
Ala

gaa
Glu

cac
His
265

act
Thr

agt
Ser
90

gtt
Val

ggt
Gly

agc
Ser

tca
Ser

gcc
Ala
170

acg
Thr

att
Ile

ttg
Leu

gta
val

ttc
Phe
250

ttc
Phe

aat
Asn

aac
Asn

gtt
vVal

aga
Arg

ggt
Gly

gta
Val
155

gat
Asp

ttc
Phe

gtg
Val

ttc
Phe

gtt
val
235

tta

Leu

cac
His

cgt
Arg

aag
Lys

gtg
val

aga
Arg

aag
Lys
140

ggt
Gly

aca
Thr

cgt
Arg

gca
Ala

act
Thr
220

att
Ile

act
Thr

ttg
Leu

gga
Gly

atc
Ile

aaa
Lys

aga
Arg
125

agt
Ser

acc
Thr

cca
Pro

aaa
Lys

aat
Asn
205

cta
Leu

att
Ile

cgt
Arg

tca
Ser

caa
Gln
285

290

338

386

434

482

530

578

626

674

722

770

818

866

887



<400> 36

Met
1

Leu
Gly
Lys
Asn
65

val
Ala
Lys
Lys
Ser
145
Ser
Lys
Thr
Gly
Val
225
Ser
Leu

Thr

Arg

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

Glu
Arg
Leu
Tyr
50

Asp
Thr
Ser
Ala
Ala
130
Ala
Gln
Ala
Ile
val
210
val
Asn
Thr

Ile

Arg
290

<220>

<221>
<222>
<223>

<400>

37
1287
DNA
Lactobacillus

37

Gln
Ile
Ala
35

Thr
Pro
Thr
Asn
Val
115
Gln
Ser
Val
Glu
Met
195
Gln
Gly
Thr
Asn
Lys

275
val

CDS
(1)...(1287)
ORF LBA1923

atg agt aat
Met Ser Asn

1

gct ttt atc
Ala Phe Ile

Lys
Cys
20

Leu
Ser
Asn
Tyr
Arg
100
Tyr
Pro
Glu
Phe
Val
180
Ser
Ser
Leu
Thr
Leu

260
Lys

aaa
Lys

ctt
Leu
20

Gln
Arg
val
Thr
Ala
Lys
85

Leu
Arg
Ala
Leu
Ser
165
Asn
val
Ser
val
vVal
245

Gly

Ser

cgce
Arg

tta
Leu

Glu
Lys
Gly
Ala
Ala
70

Asp
Ala
Thr
val
Ala
150
Ile
Ala
Asn
Pro
Leu
230
Arg

Gln

Ala

Gln
His
Trp
Gln
55

Tyr
Ile
Asn
Asp
Ile
135
Lys
Ser
Val
Asn
Asn
215
Ser
Asp

Ile

Asn

Glu
Ile
Gly
40

Leu
Ala
val
Pro
Glu
120
Glu
Ser
Ala
Ala
val
200
val
Phe
Asp

Ala

Met
280

acidophilus

cgg ctg tgg
Arg Leu Trp
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Asn
Trp
25

Val
Leu
Thr
Thr
Thr
105
Asn
Arg
Ile
Glu
Glu
185
Thr
Lys
Ala
Glu
His

265
Thr

caa
Gln

tta gtt gta ttt
Leu Val val Phe

25

Thr
10

Ala
Ser
val
Gln
Ser
90

Val
Gly
Ser
Ser
Ala
170
Thr
Ile
Leu
Val
Phe
250

Phe

Asn

att
Ile
10

ctt
Leu

Ile
Leu
Glu
Asn
Gln
75

Asn
val
Arg
Gly
Val
155
Asp
Phe
val
Phe
vVal
235
Leu
His

Arg

ttt
Phe

att
Ile

Asp
Ile
Phe
Gln
60

Ala
Lys
val
Arg
Lys
140
Gly
Thr
Arg
Ala
Thr
220
Ile
Thr

Leu

Gly

ggc
Gly

ccce
Pro

Leu
Leu
Val
45

Lys
Asn
Ile
Lys
Arg
125
Ser
Thr
Pro
Lys
Asn
205
Leu
Ile
Arg

Ser

Gln
285

cca
Pro

tgg
Trp

Thr
Trp
30

Ile
Ser
Met
Leu
Lys
110
Leu
Tyr
Gln
Ala
Glu
190
Gly
Ala
Arg
Glu
Ser

270
Ala

gtt
val

gaa
Glu
30

Gln
15

Ser
Ser
Arg
Gln
Thr
95

Ala
val
Ser
Gln
Lys
175
Ile
Thr
Gly
Glu
Leu
255

Ser

Lys

ctt
Leu
15

aga
Arg

Leu
Val
Pro
Asn
Met
80

Glu
Gln
Arg
Val
Gln
160
Ala
Pro
Asn
Phe
Met
240
Gly

Phe

Arg

tgc
Cys

act
Thr

48

96



ttt
Phe

gta
val

gta
Val
65

cct
Pro

cta
Leu

ggt
Gly

cca
Pro

tat
Tyr
145

aat

Asn

gta
val

aag
Lys

tta
Leu

gta
Val
225

gta
val

act
Thr

cct

tct
Ser

ttt
Phe
50

cca
Pro

agt
Ser

ggt
Gly

aca
Thr

caa
Gln
130

tat
Tyr

aag
Lys

aag
Lys

cta
Leu

cgt
Arg
210

aat
Asn

gct
Ala

tca
Ser

aga

aag
Lys
35

aag
Lys

ttc
Phe

gtt
vVal

gga
Gly

act
Thr
115

tgg
Trp

tca
Ser

act
Thr

ggt
Gly

act
Thr
195

aac
Asn

aag
Lys

gct
Ala

aat
Asn

aag

caa
Gln

ggc
Gly

tat
Tyr

att
Ile

cca
Pro
100

aaa
Lys

ttt
Phe

cca
Pro

gat
Asp

gaa
Glu
180

act

Thr

gaa
Glu

att
Ile

ttg
Leu

aac
Asn
260

gta

act
Thr

agt
Ser

ggt
Gly

gct
Ala
85

ggt
Gly

cag
Gln

acc
Thr

ctt
Leu

cgt
Arg
165

att
Ile

ttt
Phe

gat
Asp

caa
Gln

aac
Asn
245

ttg
Leu

tta

atc
Ile

aca
Thr

tca
Ser
70

gaa
Glu

agt
Ser

ctt
Leu

aag
Lys

caa
Gln
150

tat

Tyr

aga
Arg

gaa
Glu

aac
Asn

aat
Asn
230

aag
Lys

gga
Gly

aag

tat
Tyr

atg
Met
55

agt
Ser

aag
Lys

caa
Gln

aaa
Lys

aaa
Lys
135

gca

Ala

gct
Ala

aac
Asn

aga
Arg

ttc
Phe
215

aga
Arg

gtg
val

att
Ile

aga

gaa
Glu
40

aag
Lys

gaa
Glu

tat
Tyr

tct
Ser

aac
Asn
120

ggc
Gly

tgt
Cys

gct
Ala

agt
Ser

ttt
Phe
200

ttt
Phe

gct
Ala

gct
Ala

gac
Asp

ctc
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gca
Ala

caa
Gln

ttg
Leu

cac
His

ttg
Leu
105

aaa
Lys

caa
Gln

aac
Asn

aag
Lys

ctt
Leu
185

tat
Tyr

agt
Ser

aaa
Lys

gaa
Glu

aat
Asn
265

aag

gct
Ala

gaa
Glu

tct
Ser

aga
Arg
90

gct
Ala

aag
Lys

gat
Asp

ttc
Phe

cgt
Arg
170

aag

Lys

tta
Leu

tca
Ser

gta
val

gaa
Glu
250

act
Thr

ggt

gcce
Ala

gct
Ala

aga
Arg
75

aat
Asn

caa
Gln

gct
Ala

cct
Pro

ttg
Leu
155

ctg

Leu

caa
Gln

gaa
Glu

ttc
Phe

tta
Leu
235

cag
Gln

ttc
Phe

agt

tca
Ser

tat
Tyr
60

ttt
Phe

tac

Tyr

ttc
Phe

gta
Val

aat
Asn
140

tta

Leu

ctt
Leu

att
Ile

aat
Asn

caa
Gln
220

cct
Pro

gct
Ala

tat
Tyr

caa

caa
Gln
45

aaa
Lys

gat
Asp

cgt
Arg

ttg
Leu

gtg
vVal
125

gca

Ala

agt
Ser

gat
Asp

gct
Ala

cgt
Arg
205

tta
Leu

aat
Asn

gca
Ala

aga
Arg

cgt

aat
Asn

gat
Asp

cca
Pro

cca
Pro

999
Gly
110

att
Ile

ttt
Phe

gct
Ala

atg
Met

gca
Ala
190

cgt
Arg

cgc
Arg

act
Thr

gca
Ala

act
Thr

agt
Ser

ggt
Gly

ctt
Leu

ttt
Phe
95

atg
Met

att
Ile

gct
Ala

aag
Lys

cca
Pro
175

ggt
Gly

aga
Arg

gat
Asp

tat
Tyr

cat
His
255

cgt
Arg

270

cac

ttt

act
Thr

tat
Tyr

cac
His
80

ctt
Leu

cag
Gln

tca
Ser

tta
Leu

aat
Asn
160

gat
Asp

aaa
Lys

atg
Met

cgt
Arg

tct
Ser
240

act
Thr

ttg
Leu

gat

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864



Pro Arg Lys Val Leu

275

tac gtt aga tct gtt
Tyr Val Arg Ser Val
290

ttt gcc aag caa cat
Phe Ala Lys Gln His

305

ggt aag tgg atg aag
Gly Lys Trp Met Lys

325

tca gtt gct aaa att
Ser Val Ala Lys Ile

340

att gca gat ctt tct
Ile Ala Asp Leu Ser

355

act att cac ctt ggt
Thr Ile His Leu Gly
370

aga cca ttt atg aag
Arg Pro Phe Met Lys

385

aac tac tac ttc tca
Asn Tyr Tyr Phe Ser

405

gta aat tta aat aat
Val Asn Leu Asn Asn

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

<400>

420
38
428
PRT
Lactobacillus
38

Met Ser Asn Lys Arg

1

5

Ala Phe Ile Leu Leu

20

Phe Ser Lys Gln Thr

35

Val Phe Lys Gly Ser

50

Val Pro Phe Tyr Gly

65

Pro Ser Val Ile Ala

85

Leu Gly Gly Pro Gly

100

Gly Thr Thr Lys Gln

Lys

gaa
Glu

act
Thr
310

tat
Tyr

gaa
Glu

aaa
Lys

tgg
Trp

ttg
Leu
390

aag

Lys

aaa
Lys

Arg

tat
Tyr
295

aat
Asn

act
Thr

caa
Gln

cgt
Arg

aaa
Lys
375

cct

Pro

aag
Lys

gat
Asp

Leu
280

ggc
Gly

gtg
val

ggt
Gly

caa
Gln

ggt
Gly
360

ggc
Gly

aac
Asn

tgg
Trp

cgt
Arg

acidophilus

Arg
Leu
Ile
Thr
Ser
70

Glu

Ser

Leu

Leu
val
Tyxr
Met
55

Ser
Lys

Gln

Lys

Trp
val
Glu
40

Lys
Glu
Tyr

Ser

Asn
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Lys

gac
Asp

ttg
Leu

tta
Leu

ttg
Leu
345

aat
Asn

tgg
Trp

gaa
Glu

cag
Gln

tta
Leu
425

Gln
Phe
25

Ala
Gln
Leu
His
Leu

105
Lys

Gly

ttc
Phe

ttc
Phe

tca
Ser
330

act

Thr

gaa
Glu

gta
Val

cgt
Arg

aat
Asn
410

aaa
Lys

Ile
10

Leu
Ala
Glu
Ser
Arg
90

Ala

Lys

Ser

cag
Gln

att
Ile
315
caa
Gln

agt
Ser

aag
Lys

gct
Ala

tac
Tyr
395
aaa

Lys

gtg
val

Phe
Ile
Ala
Ala
Arg
75

Asn

Gln

Ala

Gln

tta
Leu
300
att
Ile

aaa
Lys

caa
Gln

tac
Tyr

gtt
val
380
aac

Asn

gat
Asp

aag
Lys

Gly
Pro
Ser
Tyxr
60

Phe
Tyf
Phe

vVal

Arg
285

atg
Met

cca
Pro

atg
Met

ggt
Gly

ttc
Phe
365
gat
Asp

tat
Tyr

aac
Asn

tag

Pro
Trp
Gln
45

Lys
Asp
Arg

Leu

val

His

ctg
Leu

cca
Pro

tat
Tyr

ttt
Phe
350
atg
Met

caa
Gln

gat
Asp

gtt
val

Val
Glu
30

Asn
Asp
Pro
Pro
Gly

110
Ile

Phe

gaa
Glu

att
Ile

caa
Gln
335

gaa

Glu

caa
Gln

gct
Ala

atg
Met

aaa
Lys
415

Leu
15
Arg

Ser
Gly
Leu
Phe
95

Met

Ile

Asp

caa
Gln

aat
Asn
320

gaa

Glu

aat
Asn

gat
Asp

gtt
vVal

tct
Ser
400

cgt
Arg

Cys

Thr

Thr

Tyr
His
80

Leu

Gln

Ser

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1287



PrQ
Tyr
145
Asn
val
Lys
Leu
val
225
val
Thr
Pro

Tyr

Phe
305

.Gly

Ser
Ile
Thr

Arg

.385

Asn

val

Gln
130
Tyr
Lys
Lys
Leu
Arg
210
Asn
Ala
Ser
Arg
vVal
290
Ala
Lys
Val
Ala
Ile
370
Pro

Tyr

Asn

115
Trp

Ser
Thr
Gly
Thr
195
Asn
Lys
Ala
Asn
Lys
275
Axrg
Lys
Txrp
Ala
Asp
355
His
Phe

Tyr

Leu

Phe
Pro
Asp
Glu
180
Thr
Glu
Ile
Leu
Asn
260
val
Ser
Gln
Met
Lys
340
Leu
Leu
Met

Phe

Asn
420

Thr
Leu
Arg
165
Ile
Phe
Asp
Gln
Asn
245
Leu
Leu
vVal
His
Lys
325
Ile
Ser
Gly
Lys
Ser

405
Asn

Lys
Gln
150
Tyr
Arg
Glu
Asn
Asn
230
Lys
Gly
Lys
Glu
Thr
310
Tyr
Glu
Lys
Trp
Leu
390
Lys

Lys

Lys
135
Ala
Ala
Asn
Arg
Phe
215
Arg
val
Ile
Arg
Tyxr
295
Asn
Thr
Gln
Arg
Lys
375
Pro

Lys

Asp

120
Gly

Cys
Ala
Ser
Phe
200
Phe
Ala
Ala
Asp
Leu
280
Gly
val
Gly
Gln
Gly
360
Gly
Asn

Trp

Arg

35/35

Gln
Asn
Lys
Leu
185
Tyx
Ser
Lys
Glu
Asn
265
Lys
Asp
Leu

Leu

Leu
345

Asn

Trp
Glu
Gln

Leu
425

Asp
Phe
Arg
170
Lys
Leu
Ser
val
Glu
250
Thr
Gly
Phe
Phe
Ser
330
Thr
Glu
val
Arg
Asn

410
Lys

Pro
Leu
155
Leu
Gln
Glu
Phe
Leu
235
Gln
Phe
Ser
Gln
Ile
315
Gln
Ser
Lys
Ala
Tyx
395
Lys

val

Asn
140
Leu
Leu
Ile
Asn
Gln
220
Pro
Ala
Tyr
Gln
Leu
300
Ile
Lys
Gln
Tyr
val
380
Asn

ASp

Lys

125
Ala

Ser
Asp
Ala
Arg
205
Leu
Asn
Ala
Arg
Arg
285
Met
Pro
Met
Gly
Phe
365
Asp

Tyxr

Asn

Phe
Ala
Met
Ala
190
Arg
Arg
Thr
Ala
Thr
270
His
Leu
Pro
Tyr
Phe
350
Met
Gln

Asp

val

Ala
Lys
Pro
175
Gly
Arg
Asp
Tyr
His
255
Arg
Phe
Glu
Ile
Gln
335
Glu
Gln
Ala

Met

Lys
415

Leu
Asn
160
Asp
Lys
Met
Arg
Ser
240
Thr
Leu
Asp
Gln
Asn
320
Glu
Asn
Asp
val
Ser

400
Arg
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REIVINDICAGOES
1. Método de aumento da ades3o em uma bactéria de

acido 1latico caracterizado pelo fato de compreender a

exposicdo da bactéria a condigdes adaptaveis de adesao que
compreendem incubagdo das referidas células em uma
concentragdo de pelo menos 1 X 10° cfu/ml por um tempo
suficiente para aumentar a adesdo da bactéria de acido
latico.

2. Método, de acordo <com a reivindicagdo 1,

caracterizado pelo fato de que as condigdes adaptaveis de

ades3o compreendem uma concentragdo de cerca de 1 X 10°
cfu/ml das células por cerca de 1 hora.
3. Método, de acordo com a reivindicagao 1,

caracterizado pelo fato de que as condigdes adaptaveis de

adesdo aumentam a expressao de .pelo menos um
polinucleotideo selecionado do grupo que consiste em Id. de
Seq. N°: 19, 33, 35 ou 37, ou um polinucleotideo que tem
pelo menos 90% de identidade de sequéncia a sequéncia de
Id. de Seq. N°: 19, 33, 35 ou 37.

4. Método, de acordo com a reivindicagdo 2,

caracterizado pelo fato de que o método ainda compreende o

contato das bactérias de acido latico a um substrato.
5. Método, de acordo com a reivindicagcao 4,

caracterizado pelo fato de que o substrato compreende uma

célula do trato gastrointestinal ou do trato urogenital.
6. Método, de acordo com a reivindicagdo 5,

caracterizado pelo fato de que a célula compreende uma

célula epitelial ou uma célula mucosa.
7. Método, de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizado pelo fato de que a adesdo aumentada melhora
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pelo menos uma propriedade probidtica das bactérias de
dcido latico.
8. Método, de acordo com a reivindicagao 1,

caracterizado pelo fato de que a bactéria é selecionada do

grupo gque consiste em Lactobacillus acidophilus, L.
gasseri, L. johnsonii e L. plantarum.
9. Método, de acordo com a reivindicacado 1,

caracterizado pelo fato de que a bactéria de acido latico

expressa um polipeptideo terapéutico.
10. Método, de acordo com a reivindicagao 9,

caracterizado pelo fato de que o polipeptideo terapéutico &

heterdlogo & bactéria.
11. Método, de acordo com a reivindicagdo 5,

caracterizado pelo fato de que a célula do trato

gastrointestinal ou do trato urogenital & de um ser humano,
animal doméstico ou um animal de agricultura.
12. Método, de acordo com a reivindicagdao 1,

caracterizado pelo fato de que a tolerd@ncia ao estresse da

bactéria de acido latico & melhorada.

13. Bactéria de &cido latico caracterizada pelo fato

de ser produzida pelo método da reivindicagdo 1.

14. Bactéria de &acido latico caracterizada pelo fato

de ser produzida método da reivindicagdo 2.

15. Cultura de bactérias caracterizada pelo fato de

compreender a bactéria de &cido latico da reivindicagdo 13.
16. Método de liberacdo de um polipeptideo terapéutico

a um individuo caracterizado pelo fato de compreender:

a) o fornecimento de uma bactéria de &acido latico que
tem um 4acido nucleico que codifica um polipeptideo

terapéutico;
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b) exposigdo das referidas bactérias de acido latico a
condic¢des adaptaveis de adesdo que compreendem incubagdo
das referidas células em uma concentrag¢do de pelo menos 1 X
10° cfu/ml por um tempo suficiente para aumentar a adesdo
da referida bactéria de acido latico;

c) administracdo da referida bactéria de &cido latico
da etapa (b) ao individuo.

17. Método, de acordo com a reivindicacdo 16,

caracterizado pelo fato de que as condigdes adaptaveis de

ades3o compreendem uma concentragdo de cerca de 1 X 10°
cfu/ml das referidas células por cerca de 1 hora.
18. Método, de acordo com a reivindicagdo 16,

caracterizado pelo fato de que a bactéria & selecionada do

grupo gque consiste em Lactobacillus acidophilus, L.
gasseri, L. johnsonii, and L. plantarum.
19. Método, de acordo com a reivindicagdo 16,

caracterizado pelo fato de que o individuo compreende um

ser humano, animal doméstico ou um animal de agricultura
20. Método de indug¢do ou aumento da produgdo de

wwauto-indutor-2”” em uma bactéria caracterizado pelo fato

de compreender a introdugdo na bactéria de pelo menos duas
moléculas de A&cido nucleico heterdlogo selecionadas do
grupo que consiste em:

(a) (1) uma molécula de &cido nucleico que compreende
uma seqiiéncia de nucleotideos como apresentada em Id. de
Seq. N°:1;

(ii) uma molécula de &cido nucleico que hibridiza ao
complemento do &cido nucleico de (a) (i) sob condigdes
severas, as condigdes severas compreendem a hibridizagdo em

formamida 50%, NaCl 1 M, SDS 1% a 37°C, e uma lavagem em
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0,1 X SSC em 60°C a 65°C;

(iii) uma molécula de acido nucleico que tem pelo
menos 90% de identidade & sequéncia de nucleotideos
apresentada em Id. de Seq. N°: 1; ou,

(iv) uma molécula de &acido nucleico que codifica um
polipeptideo que tem pelo menos 90% de identidade a Id. de
Seq. N°: 2;

(b) (i) uma molécula de acido nucleico que compreende
uma seqﬁéncia de nucleotideos como apresentada em Id. de
Seq. N°: 3;

(ii) uma molécula de &cido nucleico que hibridiza ao
complemento do &acido nucleico de (b) (i) sob condigdes
severas, as condi¢des severas compreendem hibridizagao em
formamida 50%, NaCl 1 M, SDS 1% a 37°C, e uma lavagem em
0,1 X SSC a 60°C a 65°C; e

(iii) uma molécula de acido nucleico que tem pelo
menos 90% de identidade a seqiéncia de nucleotideos
apresentada em Id. de Seq. N°: 3; ou,

(iv) uma molécula de acido nucleico que codifica um
polipeptideo que tem pelo menos 90% de identidade a Id. de
Seq. N°: 4;

(c) (i) uma molécula de acido nucleico que compreende
a sequéncia de nucleotideos como apresentada em Id. de Seq.
N°:15;

(ii) uma molécula de &acido nucleico que hibridiza ao
complemento do &acido nucleico de (c) (i) sob condigdes
severas, as condigbes severas compreendem hibridizagdo em
formamida 50%, NaCl 1 M, SDS 1% a 37°C, e uma lavagem em
0,1 X SSC em 60°C a 65°C; e

(iii) uma molécula de &cido nucleico que tem pelo
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menos 90% de identidade & sequéncia de nucleotideos
apresentada em Id. de Seqg. N°: 15; ou,

(iv) uma molécula de &acido nucleico que codifica um
polipeptideo que tem pelo menos 90% de identidade a Id. de
Seq. N°: 16;

(d) (i) uma molécula de acido nucleico que compreende
uma seqiéncia de nucleotideos como apresentada em Id. de
Seq. N°: 21;

(1i) uma molécula de &acido nucleico que hibridiza ao
complemento do &cido nucleico de (d) (i) sob condigdes
severas, as condicdes severas compreendem hibridizagdo em
formamida 50%, NaCl 1 M, SDS 1% a 37°C, e uma lavagem em
0,1 X 8SC em 60°C a 65°C; e

(iii) uma molécula de &cido nucleico gque tem pelo
menos 90% de identidade & sequéncia de nucleotideos
apresentada em Id. de Seq. N°: 21; ou,

(iv) uma molécula de &cido nucleico que codifica um
polipeptideo que tem pelo menos 90% de identidade a Id. de
Seqg. N°: 22; e,

(e) (i) uma molécula de acido nucleico que
compreende uma sequiéncia de nucleotideos como apresentada
em Id. de Seq. N°: 13;

(ii) uma molécula de &cido nucleico que hibridiza ao
complemento do &cido nucleico de (e) (i) sob condigdes
severas, as condicdes severas compreendem hibridizagdo em
formamida 50%, NaCl 1 M, SDS 1% a 37°C, e uma lavagem em
0,1 X SSC em 60°C a 65°C; e

(iii) wuma molécula de A&cido nucleico gque tem pelo
menos 90% de identidade & sequéncia de nucleotideos

apresentada em Id. de Seq. N°: 13;
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(iv) uma molécula de &cido nucleico que codifica um
polipeptideo que tem pelo menos 90% de identidade a Id. de
Seq. N°: 14;

em que a bactéria produz maiores quantidades de “auto-
indutor-2” do que a bactéria de controle correspondente.

21. Método, de acordo com a reivindicag¢do 20,

caracterizado pelo fato de ainda compreender a exposigdo da

bactéria a condig¢des adaptaveis de adesdo que compreendem
incubacdo das células em uma concentragdo de pelo menos 1 x
10° cfu/ml por um tempo suficiente para aumentar a adesao
da bactéria de acido latico.

22. Método, de acordo com a reivindicagdo 21,

caracterizado pelo fato de que as condicdes adaptaveis de

adesdo compreendem uma concentragdo de cerca de 1 x 10°
cfu/ml das células por cerca de 1 hora.
23. Método, de acordo com a reivindicagao 20,

caracterizado pelo fato de que a bactéria é uma bactéria de

acido latico.
24. Método, de acordo com a reivindicagao 20,

caracterizado pelo fato de que a bactéria é probidtica.

25. Método, de acordo com a reivindicagdao 24,

caracterizado pelo fato de que a adesdo aumentada melhora

pelo menos uma propriedade probidética da bactéria.
26. Método, de acordo com a reivindicagdao 23,

caracterizado pelo fato de que a bactéria de dcido latico é

selecionada do grupo que consiste em Lactobacillus
acidophilus, L. gasseri, L. johnsonii e L. plantarum.
27. Método, de acordo com a reivindicagdo 23,

caracterizado pelo fato de que a bactéria de dcido latico

expressa um polipeptideo terapéutico.
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28. Método, de acordo com a reivindicagdo 27,

caracterizado pelo fato de que o polipeptideo terapéutico &

heterdlogo a bactéria.
29. Método, de acordo com a reivindicagdo 23,

caracterizado pelo fato de que a tolerdncia ao estresse da

bactéria de acido latico é melhorada.

30. Bactéria caracterizada pelo fato de compreender

pelo menos duas moléculas de &acido nucleico heterdlogo
selecionadas do grupo que consiste em:

(a) (i) uma molécula de &acido nucleico que compreende
uma sequéncia de nucleotideos como apresentada em Id. de
Seq. N°: 1;

(ii) uma molécula de &acido nucleico que hibridiza ao
complemento do &cido nucleico de (a) (i) sob condigdes
severas, as condicdes severas compreendem hibridizagdo em
formamida 50%, NaCl 1 M, SDS 1% a 37°C, e uma lavagem em
0,1 X SSC em 60°C a 65°C; e

(iii) uma molécula de A&acido nucleico que tem pelo
menos 90% de identidade & sequéncia de nucleotideos
apresentada em Id. de Seq. N°: 1; ou,

(iv) uma molécula de &cido nucleico que codifica um
polipeptideo que tem pelo menos 90% de identidade a Id. de
Seq. N°: 2; |

(b) (i) uma molécula de acido nucleico que compreende
uma sequéncia de nucleotideos como apresentada em Id. de
Seq. N°: 3;

(ii) uma molécula de &cido nucleico que hibridiza ao
complemento do &cido nucleico de (b) (i) sob condigdes
severas, as condicdes severas compreendem hibridizag¢do em

formamida 50%, NaCl 1 M, SDS 1% a 37°C, e uma lavagem em
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0,1 X SSC em 60°C a 65°C; and

(iii) uma molécula de A&cido nucleico que tem pelo
menos 90% de identidade & sequéncia de nucleotideos
apresentada em Id. de Seqg. N°: 3; ou,

(iv) uma molécula de &cido nucleico que codifica
um polipeptideo que tem pelo menos 90% de identidade a Id.
de Seqg. N°: 4;

(¢) (i) uma molécula de &cido nucleico gque compreende
uma sequéncia de nucleotideos como apresentada em Id. de
Seqg. N°:15;

(ii) uma molécula de &cido nucleico que hibridiza ao
complemento do 4&cido nucleico de (c) (i) sob condigles
severas, as condicdes severas compreendem hibridizagao em
formamida 50%, NaCl 1 M, SDS 1% a 37°C, e uma lavagem em
0,1 X SSC em 60°C a 65°C; e

(iii) wuma molécula de &cido nucleico que tem pelo
menos 90% de identidade & sequéncia de nucleotideos
apresentada em Id. de Seq. N°: 15; ou,

(iv) uma molécula de &cido nucleico que codifica um
polipeptideo que tem pelo menos 90% de identidade a Id. de
Seq. N°: 16;

(d) (i) uma molécula de &cido nucleico que compreende
uma sequéncia de nucleotideos como apresentada em Id. de
Seq. N°: 21;

(ii) uma molécula de &cido nucleico que hibridiza ao
complemento do &acido nucleico de (d)(i) sob condigles
severas, as condicdes severas compreendem hibridizagdo em
formamida 50%, NaCl 1 M, SDS 1% a 37°C, e uma lavagem em
0,1 X SSC em 60°C a 65°C; e

(iii) uma molécula de &cido nucleico que tem pelo
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menos 90% de identidade & sequéncia de nucleotideos
apresentada em Id. de Seq. N°: 21; ou,

(iv) uma molécula de &acido nucleico que codifica um
polipeptideo que tem pelo menos 90% de identidade a Id. de
Seq. N°: 22; e,

(e) (i) uma molécula de &cido nucleico que compreende
uma sequiéncia de nucleotideos como apresentada em Id. de
Seq. N°: 13;

(ii) uma molécula de &acido nucleico que hibridiza ao
complemento do &cido nucleico de (e) (1) sob condigdes
severas, as condicdes severas compreendem hibridizagdo em
formamida 50%, NaCl 1 M, SDS 1% a 37°C, e uma lavagem em
0,1 X SSC em 60°C a 65°C; e

(iii) uma molécula de A&acido nucleico que tem pelo
menos 90% de identidade & sequéncia de nucleotideos
apresentada em Id. de Seq. N°: 13;

(iv) uma molécula de &cido nucleico que codifica um
polipeptideo que tem pelo menos 90% de identidade a id. de
Seq. N°: 14;

em que a referida bactéria produz maiores quantidades
de “auto-indutor-2” que a bactéria de tipo selvagem
correspondente.

31. Bactéria, de acordo com a reivindicagdo 30,

caracterizada pelo fato de que a bactéria & uma bactéria de

acido latico.
32. Bactéria, de acordo com a reivindicagdo 30,

caracterizada pelo fato de que a bactéria & probidtica.

33. Bactéria, de acordo com a reivindicagdao 31,

caracterizada pelo fato de que a bactéria de acido latico é

selecionada do grupo gque consiste em Lactobacillus
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acidophilus, L. gasseri, L. johnsonii e L. plantarum.
34. Bactéria, de acordo com a reivindicagdo 31,

caracterizada pelo fato de que a bactéria de &cido 1latico

expressa um polipeptideo terapéutico.
35. Bactéria, de acordo com a reivindicagdao 34,

caracterizada pelo fato de que o polipeptideo terapéutico &

heterdlogo a bactéria.
36. Bactéria, de acordo com a reivindicagdao 31,

caracterizada pelo fato de que a tolerdncia ao estresse da

bactéria de acido latico & melhorada.

37. Cultura de bactérias caracterizada pelo fato de

compreender as bactérias da reivindicagdo 30.
38. Método de rastreamento de condigdes ambientais
que aumentem a adesdo da bactéria de acido latico a um

substrato caracterizado pelo fato de compreender:

a) a submissdo da bactéria a uma condigdo ambiental
suspeita de aumentar a adesdo; e,

b) contato da bactéria ao substrato;

em que um aumento na adesdo da bactéria submetida a
condicdo ambiental ao substrato comparada a adesdo de uma
bactéria de controle que ndo foi submetida as condigdes
ambientais indica que a condigdo ambiental €& eficaz no
aumento da adesdo da bactéria.

39. Método, de acordo com a reivindicagao 38,

caracterizado pelo fato de que a bactéria & selecionada do

grupo que consiste em Lactobacillus acidophilus, L.
gasseri, L. johnsonii e L. plantarum.
40. Método, de acordo <com a reivindicagao 38,

caracterizado pelo fato de que o substrato compreende uma

célula do trato gastrointestinal ou do trato urogenital.
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41. Método, de acordo com a reivindicagdo 40,

caracterizado pelo fato de que a célula compreende uma

célula epitelial ou uma célula mucosa.
42. Método para modular a adesdo em uma bactéria

caracterizada pelo fato de compreender a introdugdo na

bactéria de pelo menos uma molécula de &cido nucleico
heterdlogo selecionada do grupo que consiste em:

a) uma molécula de &cido nucleico que compreende uma
seqiiéncia de nucleotideos como apresentada em Id. de Seq.
N°:1, 3, ou 21;

b) uma molécula de &acido nucleico que hibridiza ao
complemento do &cido nucleico de (a) sob condigbes severas,
as referidas condicgdes severas compreendem hibridizagdo em
formamida 50%, NaCl 1 M, SDS 1% a 37°C, e uma lavagem em
0,1 X 8SC em 60°C a 65°C;

c) uma molécula de &acido nucleico que tem pelo menos
90% de identidade a sequéncia de nucleotideos apresentada
em Id. de Seq. N°: 1, 3 ou 21; ou,

d) uma molécula de &cido nucleico que codifica um
polipeptideo que tem pelo menos 90% de identidade a Id. de
Seqg. N°:2, 4 ou 22;

em que a adesio na bactéria €& modulada quando
comparada a adesdo em uma bactéria que ndo compreende a
molécula de &cido nucleico heterdlogo de (a), (b), (c), ou
(d) .

43, Método, de acordo com a reivindicagdao 42,

caracterizado pelo fato de que a bactéria & selecionada do

grupo que consiste em Lactobacillus acidophilus, L.
gasseri, L. johnsonii e L. plantarum.

44 . Método, de acordo com a reivindicag¢do 42,
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caracterizado pelo fato de que o substrato compreende uma

célula do trato gastrointestinal ou do trato urogenital.
45. Método, de acordo com a reivindicagdo 44,

caracterizado pelo fato de que a célula compreende uma

célula epitelial ou uma célula mucosa.
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FIG. 1B

FIG. 1A
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METODOS E COMPOSICOES PARA MODULAR A ADESAO E TOLERANCIA AO
ESTRESSE EM BACTERIAS

S3o0 fornecidos métodos e composigdes que melhoram a
adesdo de um bactéria a substratos alvo e/ou melhoram a
tolerdncia ao estresse da bactéria. Métodos compreendem a
exposigcdo da bactéria a condicdes adaptéaveis de adesao e
dessa forma aumentam a atividade de adesdo e/ou tolerédncia
ao estresse da bactéria. Além disso, sé&o fornecidas
bactérias que tém uma produgdo modulada de “auto-indutor-
2", Composig¢des  incluem bactérias recombinantes dque
expressam moléculas de &cido nucleico envolvidas na via de
produgdo de ‘“auto-indutor-2”. Além disso, sdo fornecidas
proteinas de fusdo relacionadas a ‘“auto-indutor-27,
peptideos antigénicos, anticorpos e vetores. Métodoé de
rastreamento de compostbs ou de condicdes ambientais gque
estimulam a produgdo de “auto-indutor-2” e/ou produzem uma
resposta adaptavel de adesdo sdo também fornecidos, assim
como varios métodos de uso para as bactérias que tém adesao

aumentada e/ou tolerdncia ao estresse.
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