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A PRESENTE INVENGAO REFERE-SE A PROTEINAS N-GLICOSILADAS RECOMBINANTES, QUE
COMPREENDEM UMA OU MAIS SEQUENCIAS DE AMINOACIDOS OPTIMIZADAS, N-
GLICOSILADAS, INTRODUZIDAS, ACIDOS  NUCLEICOS QUE CODIFICAM PARA ESTAS
PROTEINAS, BEM COMO VECTORES E CELULAS HOSPEDEIRAS CORRESPONDENTES.
ADICIONALMENTE, A PRESENTE INVENGAO REFERE-SE A UTILIZAGAO DAS REFERIDAS
PROTEINAS, ACIDOS NUCLEICOS, VECTORES E CELULAS HOSPEDEIRAS PARA A
PREPARACAO DE MEDICAMENTOS. ADICIONALMENTE, A PRESENTE INVENGAO
PROPORCIONA METODOS PARA PRODUZIR AS REFERIDAS PROTEINAS.
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RESUMO

“Proteinas N-glicosiladas recombinantes de células
procaridéticas”

A presente invengdo refere-se a proteinas N-glicosiladas
recombinantes, que compreendem uma ou mails sequéncias de
aminodcidos optimizadas, N-glicosiladas, introduzidas, &cidos
nucleicos que codificam para estas proteinas, bem como
vectores e células hospedeiras correspondentes.
Adicionalmente, a presente invencido refere-se a utilizagdo das
referidas proteinas, A4cidos nucleicos, vectores e c¢células
hospedeiras para a preparacao de medicamentos. Adicionalmente,
a presente invencdo proporciona métodos para produzir as
referidas proteinas.
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DESCRICAO

“Proteinas N-glicosiladas recombinantes de células
procaridéticas”

A presente invengdo refere-se a proteinas N-glicosiladas
recombinantes, compreendendo introduzidas uma ou mais
sequéncias de CONnsenso de aminodcidos cptimizadas,
N-glicosiladas, 4&cidos nucleicos que codificam para estas
proteinas, bem como vectores e células hospedeiras
correspondentes. Adicionalmente, a presente invengdo refere-se
a utilizacdo das referidas ©proteinas, acidos nucleicos,
vectores e células hospedeiras para a preparacgdo de
medicamentos. Adicionalmente, a presente invengao proporciona
métodos para produzir as referidas proteinas.

Antecedentes da invengéao

A glicosilacdo de proteinas ligada a N € um processo
essencial e conservado que ocorre no reticulo endoplasmdtico
de organismos eucariéticos. E importante para o enrolamento de
proteinas, oligomerizagao, estabilidade, controlo de
qualidade, seleccdoc e transporte de proteinas secretoras e de
membrana (Helenius, A., e Aebi, M. (2004). Roles of N-linked
glycans in the endoplasmic reticulum. Annu. Rev. Biochem. 73,
1019-1049).

A glicosilacdao de proteinas tem uma influéncia profunda
na antigenicidade, estabilidade e semi-vida de uma proteina.
Adicionalmente, a glicosilacdo pode auxiliar a purificacdo de
proteinas por cromatografia, e.g. cromatografia por afinidade
com ligandos de lectina ligados a uma fase sdélida que interage
com porcdes glicosiladas da proteina. E, portanto, prdtica
estabelecida produzir muitas proteinas glicosiladas de forma
recombinante em células eucaridticas para se obterem padrdes
de glicosilagdo bioldgica e farmaceuticamente uteis.

Apenas em anos recentes foi demonstrado que uma bactéria,
o0 patogénio transportado em alimentos, Campylobacter jejuni,
também pode N-glicosilar as suas proteinas (Szymanski, et al.
(1999). Evidence for a system of general protein glycosylation
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in Campylobacter Jjejuni. Mol. Microbiol. 32, 1022-1030). A
maquinaria necessdria para a glicosilacdo € codificada por
12 genes que estdo agrupadas no designado Iocus pgl. O
rompimento da N-glicosilacao afecta a invasdo e patogénese de
C. Jjejuni mas nao ¢ letal, como acontece na maioria dos
organismos eucaridticos (Burda P. e M. RAebi, (1999). The
dolichol pathway of N-linked glycosylation. Biochim Biophys
Acta 1426(2):239-57). E possivel reconstituir a N-glicosilacdo
de proteinas de C. jejuni expressando de forma recombinante o
Jocus pgl e a glicoproteina aceitadora em E. coli ao mesmo
tempo (Wacker et al. (2002). ©N-linked glycosylation in
Campylobacter jejuni and its functicnal transfer into E. coli.
Science 298, 1790-1793).

O Pedido de patente eurcpeia N.° 03 702 276.1 (patente
europeia 1 481 057), uma inveng¢do anterior dos presentes
inventores, ensina um organismo procaridético no qual ¢é
introduzido um acido nucleico que codifica para
(1) glicosiltransferases especificas para a montagem de um
oligossacdrido num transportador lipidico, (ii) uma proteina
alvo recombinante que compreende uma sequéncia de consenso
"N - X - S/T", em que X pode ser qualquer aminodcideo, excepto
prolina, e (iii) wuma oligossacariltransferase de C. Jjejuni
(OTase) que liga de forma covalente o referido oligossacarido
a sequéncia de consenso da proteina alvo. O referido organismo
procaridético produz N-glicancs com uma estrutura especifica
que é definida pelo tipo de glicosiltransferases especificas.

Nita-Lazar et al. (Colycobiology, wvol. 15, No. 4 April
2005, p.361-367) revela 0s regquisitos de sequéncias
polipeptidicas aceltadoras para N-glicosilacéao na N-
glicosilacdo reconstituida da proteina modelo Acra em E. coli.

Apesar da presenga da sequéncia de consenso de
N-glicosilacgao conhecida numa proteina permitir a
N-glicosilagdo de proteinas alvo recombinantes em organismos
procaridéticos, que compreendem a oligossacariltransferase
(OTase) de (. jejuni, a N-glicosilacadao de algumas proteinas
alvo é nmuitas vezes ineficiente.

O objecto da presente invencdo € proporcionar métodos
para produzir estas proteinas com uma eficiéncia optimizada
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para a N-glicosilagcao gque pode ser produzida em organismos
procaridticos in vivo. Outro objecto da presente invencdo tem
por objectivo a introcducdo mais eficiente de N-glicanos em
proteinas recombinantes, para modificar a antigenicidade,
estabilidade, actividade biolégica, profildctica e/ou
terapéutica das referidas proteinas. Outro objecto é
proporciocnar uma célula hospedeira que apresenta de forma
eficiente as proteinas N-glicosiladas da presente invencgdo, na
sua superficie.

Num primeiro aspecto, a presente invengao proporciona um
método para produzir proteinas glicosiladas ligadas a N,
compreendendo:

a) proporcionar &cidos nucleicos para pelo menos uma proteina
alvo recombinante,

b) inserir acidos nucleicos que codificam para uma ou mais das
seguintes sequéncias de CONSenso de aminodcidos
optimizadas, N-glicosiladas:

D/E - X - N -2 - S/T

em que X e 7 podem ser qualquer aminodcido natural, excepto
Pro, nos referidos acidos nucleicos de a),

c) proporcionar um organismo recombinante, de preferéncia um
organismo procaridético compreendendo A4cidos nucleicos que
codificam para

(1) um operdao pgl funcional de Campylobacter spp., de
preferéncia C. jejuni e

(i1) pelo menos uma proteina alvo recombinante codificada
pelos acidos nucleicos resultantes do passo b),

d) cultivar o organismo recombinante de um modo adequado para
a producdo de N-gliccsilacao da(s) proteina alvo.

Verificou-se, surpreendentemente, que a introdugao de
(uma) sequéncia(s) de aminocdcidos parcial(ais), especifica(s)
(sequéncia(s) de consenso optimizada(s)) em proteinas origina
proteinas que 340 eficientemente N-glicosiladas pela
oligossacariltransferase (0OST, OTase) de Campylobacter spp.,
de preferéncia C. jejuni, nestas posigbes introduzidas.
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0 termo "sequéncia(s) de aminodcidos parcial(ais)” como é
utilizado no contexto da presente 1invencdo, também serd
referido como "sequéncia(s) de consenso optimizada(s)". A
sequéncia de consenso optimizada é N-glicosilada pela
oligossacariltransferase (OST pwmr) OTase) de Campylobacter
spp., de preferéncia C. jejuni, de forma muito mais eficiente
do que a sequéncia de consenso regular "N - X - S/T" conhecida
do estado da técnica.

Em geral, o termo "proteina N-glicosilada recombinante"
refere-se a qualquer poli- ou oligopéptido heterdlogo
produzido numa célula hospedeira que nao compreende
naturalmente o Acido nucleico que codifica para a referida
proteina. No contexto da presente invengdo este termo refere-
se a uma proteina produzida de forma recombinante em qualguer
células hospedeira, e.g. uma célula hospedeira eucaridtica ou
procaridtica, de preferéncia uma célula hospedeira
procaridética, e.g. Escherichia spp., Campylobacter spp.,
Salmonella spp., Shigella spp., Helicobacter spp., Pseudomonas
spp., Bacillus spp., mals preferencialmente Escherichia coli,
Campylobacter jejuni, Salmonella typhimurium etc., em que O
dcido nucleico que codifica para a referida proteina foi
introduzido na referida célula hospedeira e em gque a proteina
codificada é N-glicosilada pela OTase de Campylobacter spp.,
de preferéncia C. jejuni, sendo a referida enzima transferase
ocorre naturalmente na, ou € introduzida de forma recombinante
na referida célula hospedeira,

De acordo com o co6digo de uma letra internacionalmente
aceite para aminodcidos, as abreviaturas D, E, N, S e T
denotam Acido aspdrtico, &dcido glutédmico, asparagina, serina e
treonina, respectivamente. As proteinas de acordo com a
invengdo diferem das proteinas naturais ou do estado da
técnica na medida em gue uma ou mals sequéncias de consenso
optimizadas D/E - X - N - Z - S/T é/sdo introduzidas e
N-glicosiladas. Deste modo, as proteinas da presente invencao
diferem das proteinas de C. jejuni que ocorrem naturalmente
que também contém a sequéncia de consenso optimizada, mas nao
compreendem nenhuma sequéncia de consenso optimizada adicicnal
(introduzida) .
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A introducdo da sequéncia de consenso optimizada pode ser
conseguida pela adicdo, eliminacgdo, e/ou substituicdo de um ou
mais aminodcidos. A adicdo, eliminacdo e/ou substituicdo de um
ou mais aminodcidos para o fim de introduzir a sequéncia de
consenso optimizada pode ser consegulda por estratégias de
sintese quimica bem conhecidas dos peritos na especialidade,
tais como sintese de péptidos guimica suportada em fase
sélida. Alternativamente, e ©preferido ©para polipéptidos
maiores, as proteinas da presente invengao podem ser
preparadas por técnicas recombinantes convencionais.

As proteinas produzidas de acordo com a presente invencgao
tém a vantagem de poderem ser produzidas com uma eficiéncia
elevada e em qualquer hospedeiro procaridtico compreendendo um
operao pgl funcional, de Campylobacter spp., de preferéncia
C. jejuni. OTases alternativas preferidas de Campylobacter
spp. para a pratica dos aspectos e concretizacgdes da presente
invencdo sao Campylobacter coli e Campylobacter lari (ver
Szymanski, CM. e Wren, B. W. (2005). Protein glycosylation in
bacterial mucosal pathogens. Nat. Rev. Microbiol. 3: 225-
237). O operao pgl funcional pode estar presente naturalmente
quando o referido hospedeiro procaridtico ¢é Campylobacter
spp., de preferéncia C. jejuni. No entanto, como demonstrado
anteriormente na especialidade e mencionado acima, © Operao
pgl pode ser transferido para células hospedeiras e permanecer
funcional no referido novo ambiente celular.

O termo "operdo pgl funcional de Campylobacter spp., de
preferéncia C. jejuni” pretende significar o conjunto de
dcidos nucleicos que codificam para a
oligossacariltransferase funcional (OTase) de Campylobacter
SPP ., de preferéncia C. jejuni, e uma ou mais
glicosiltransferases especificas capazes de montar um
oligossacdarido num transportador lipidico e em que o referido
oligossacarido pode ser transferido do transportador lipidico
para a proteina alvo com uma ou mais sequéncias de aminodcidos
optimizadas: D/E - X N - Z - S/T pela OTase. Deve entender-se
que o termo "operao pgl funcional de Campylobacter spp., de
preferéncia C. jejuni” no contexto da presente invengdo ndo se
refere necessariamente a um operdao como uma unidade
transcricional individual. O termo requer meramente a presencga
dos componentes funcionais para a N-glicosilagao da proteina
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recombinante numa célula hospedeira. Estes componentes podem
ser transcritos como um ou mals ARN separados e podem ser
regulados em conjunto, ou separadamente. Por exemplo, © termo
também inclui componentes funcionais posicionados no ADN
gendémico e plasmidico, numa célula hospedeira. Para fins de
eficiéncia, é preferido que todos os componentes do operdao pgl
funcional sejam regulados e expressos em simultdneo.

E importante ter em conta que apenas a
oligossacariltransferase (OTase) funcional deverd ser
proveniente de Campylobacter spp., de preferéncia C. jejuni, e
que uma ou mails glicosiltransferases especificas capazes de
montar um oligossacdrido num transportador lipidico podem ser
provenientes da célula hospedeira, ou ser introduzidas de
forma recombinante na referida c¢élula hospedeira, sendo a
Unica limitacg¢do funcional que o oligossacédrido montado pelas
referidas glicosiltransferases ©possa ser transferido do
transportador lipidico para a proteina alvo com uma ou mais
sequéncias de consenso optimizadas, pela OTase. Deste modo, a
selecgao da célula hospedeira que compreende
glicosiltransferases especificas naturalmente e/ou
glicosiltransferases especificas incapacitantes naturalmente
presentes no referido hospedeiro, bem como a introdugao de
glicosiltransferases especificas heterdlogas ird permitir que
0s peritos na especialidade variem os N-glicanos ligados ao
local de consenso de N-glicosilagdo optimizado nas proteinas
da presente invengdo.

Como resultado, a presente invengdo proporciona a
concepcdo individual de padr&es de N-glicano nas proteinas da
presente invencao. As proteinas podem assim ser
individualizadas no seu padrao de N-glicano para se ajustarem
a necessidades bioldgicas, farmacéuticas e de purificagao.

Numa concretizacdo preferida, as proteinas da presente
invencdo podem compreender uma, mas também mais do que uma, de
preferéncia pelo menos duas, de preferéncia pelo mencs 3, mais
preferencialmente pelo menos 5 das referidas sequéncias de
aminodcido optimizadas N-glicosiladas.

A presenca de uma ou mais sequéncias de aminodcidos
optimizadas N-glicosiladas nas proteinas pode ser vantajosa
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para aumentar a sua antigenicidade, aumentar a sua
estabilidade, afectar a sua actividade bioldégica, prolongar a
sua semi-vida bioldgica e/ou simplificar a sua purificacgdo.

A sequéncia de consenso optimizada pode incluir qualquer
aminodcido, excepto prolina, nas posigdes X e 7Z. O termo
"quaisguer aminodcidos" pretende incluir aminocacidos naturais
comuns e raros, bem como derivados de aminodcidos sintéticos e
andlogos que irdo ainda permitir que a sequéncia de consenso
optimizada seja N-glicosilada pela OTase. O0s aminodcidos
comuns e raros gue ocorrem naturalmente sac preferidos para X
e Z. X e Z podem ser o mesmo ou diferentes.

Deve notar-se que X e 7 podem diferir para cada sequéncia
de consenso optimizada numa proteina de acordo com a presente
invencio.

0 N-glicano ligado a sequéncia de consenso optimizada
serd determinado pelas glicosiltransferases especificas e sua
interacgdo quandc se estd a montar o oligossacdrido num
transportadeor lipidico, para transferéncia pela OTase. Os
peritos na especialidade podem conceber o N-glicano variando
o(s) tipo(s) e quantidade de glicosiltransferases especificas
presentes na célula hospedeira desejada.

Os N-glicanos sao aqui definidos como mono-, oligo- ou
polissacaridos de composigdes varidveis que estdo ligados a um
azoto de ¢-amida de um residuo de asparagina numa proteina,
por 1ligag¢do N-glicosidica. De preferéncia, os N-glicanos
transferidos pela OTase sdo montados numa &ancora lipidica de
pirofosfato de undecaprenol que estd presente na membrana
citoplasmatica de bactérias Gram-negativas ou positivas. Estao
envolvidos na sintese do antigénio O, polissacdrido 0O e
peptidoglicano (Bugg, T. D., and Brandish, P. E. (1994). From
peptidoglycan to glycoproteins: common features of 1lipid-
linked oligosaccharide biosynthesis. FEMS Microbiol Lett 119,
255-262; Valvano, M. A. (2003). Export of O-specific
lipopolysaccharide. Front Biosci 8, S452-471).

Numa concretizagdo preferida, a proteina recombinante da
presente invencdo compreende um ou mais N-glicanos
seleccionados do grupo de N-glicanos de Campylobacter spp., de
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preferéncia C. Jjejuni, os N-glicanos derivados de oligo- e
polissacdridos transferidos para o antigénio O que forma o
polissacdrido O em bactérias Gram-negativas ou polissacaridos
capsulares de bactérias Gram-positivas, de ©preferéncia:
P. aeruginosa 09, 0ll; E. coli 07, 09, 0l6, 0157 e Shigella
dysenteriae 0l e suas variantes manipuladas obtidas inserindo
ou eliminando glicosiltransferases e epimerases que afectam a
estrutura do polissacdrido.

Noutra concretizag¢ao preferida a proteina recombinante da
presente invencao compreende dois ou mais N-glicanos
diferentes.

Por exemplo, diferentes N-glicanos da mesma proteina
podem ser preparados controlando a altura de expressac de
glicosiltransferases especificas, utilizando promotores
precoces ou tardios, ou introduzindo factores para iniciar,
silenciar, potenciar e/ou reduzir a actividade do promotor de
glicosiltransferases especificas, individuais. Promotores
adequados e factores gque controlam a sua actividade estao
disponiveis para 0s peritos na especialidade rotineiramente e
nado serdo discutidos em mais detalhe.

Ndo hd limitacgdo quanto a origem da proteina recombinante
da invencgdo. De preferéncia, a referida proteina deriva de
proteinas de mamifero, bactérias, virus, fungos ou plantas.
Mais preferencialmente, a proteina ¢é derivada de mamifero,
muito preferencialmente proteinas humanas. Para preparar
proteinas recombinantes antigénicas de acordo com a invencdo,
de preferéncia para utilizacdo como componentes activos em
vacinas, ¢ preferido que a proteina recombinante seja derivada
de uma proteina bacteriana, viral ou fungica.

Noutra concretizacgao preferida, as proteinas
recombinantes sdo umas em gque ou a proteina e/ou ©
N-glicano(s) € terapeuticamente e/ou profilacticamente activo.
A  introducdo de pelo menos uma sequéncia de consenso
optimizada e N-glicosilada pode modificar ou mesmo introduzir
actividade terapéutica e/ou profildctica numa proteina. Numa
concretizagdo mais preferida, é a proteina e/ou o N-glicano
que ¢é 1munogenicamente activo. Neste caso, a N-glicosilacao
introduzida pode ter um efeito modificador na actividade
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bioldgica das proteinas e/ou introduzir novos  locais
antigénicos e/ou pode mascarar a proteina para evadir passos
de degradacgdo e/ou aumentar a semi-vida.

As proteinas recombinantes podem ser dirigidas
eficientemente para a membrana exterior e/ou superficie de
células hospedeiras, de preferéncia bactérias, mais
preferencialmente bactérias Gram-negativas. Para auxiliar a
apresentagdo na superficie e/ou localizagdo na membrana
externa ¢ preferido que a proteina recombinante da invencao
compreenda ainda pelo menos uma sequéncia polipeptidica capaz
de direccionar a vreferida proteina recombinante para a
membrana externa e/ou superficie celular de uma bactéria, de
preferéncia uma bactéria Gram-negativa.

Numa concretizagao preferida, a proteina recombinante da
invengdo ¢é uma em que a referida sequéncia polipeptidica
direccionadora ¢ seleccionada do grupo constituido por
péptidos de sinal do tipo II (Paetzel, M., ZKarla, A.,
Strynadka, N.C., and Dalbey, R. E. 2002. Signal peptidases.
Chem Rev 102: 4549-4580.) ou proteinas da membrana externa
(revisto em Wemerus, H., e Stahl, S. 2004. Biotechnological
applications for surface-engineered bacteria. Biotechnol Appl
Biochem 40: 209-228.[mk2]), de preferéncia seleccionados do
grupo constituido pela proteina de comprimento total, ou o0s
péptidos de sinal de OmpHl de (. jejuni, JIpA de (C. jejuni,
proteinas de membrana exterior de E, c¢oli, de preferéncia
OmpS, OmpC, OmpA, OprF, PhoE, LamB, Lpp'OmpA (uma proteina de
fusdoc para tecnologia de apresentacac na superficie, ver
Francisco, JAl Earhart, C. F., e Georgiou, G. 1992. Transport
and anchoring of beta- lactamase to the external surface of
Escherichia coli. Proc Natl Acad Sci U S A 89: 2713- 2717.), e
a proteina 1lnp de Pseudomonas aeruginosa.

Noutro aspecto, a presente invengdo proporciona um método
para preparar uma bactéria Gram-negativa recombinante com:

i) um gendtipo gque compreende sequéncias de nucledtidos que
codificam para

a) pelo menos uma glicosiltransferase especifica, natural
ou recombinante para montagem de um oligossacdrido num
transportador lipidico,
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ii)

10

b) pelo menos uma oligossacariltransferase (OTase) natural
ou recombinante de Campylobacter spp., de preferéncia
C. jejuni,

c) pelo menos uma proteina alvo recombinante compreendendo

uma ou mais das seguintes sequéncias de consenso de
aminodcidos optimizadas, N-glicosiladas:

D/E-X-N-Z-S/T

em que X e 7Z podem ser qualquer aminodcido natural
excepto Pro, e

um fendétipo compreendendo a proteina alvo N-glicosilada
recombinante, produzida, que estd localizada na e/ou scbre
a membrana externa da bactéria Gram-negativa;

em que o referido métodoc compreende os passos de:

A)

B)

E)

proporcionar Acidos nucleicos que codificam para pelo menos
uma proteina alvo recombinante,

inserir Acidos nucleicos que codificam para uma ou mais das
seguintes seqguéncias de CONsSenso de aminodcidos
optimizadas, N-glicosiladas:

D/E - X -N-72 - S/T
em gue X e Z podem ser gualquer aminoacido natural, excepto
Pro, nos referidos &dcidos nucleicos de A),

proporcionar uma bactéria Gram-negativa,

introduzir na referida bactéria pelo menos uma sequéncia de
nucledtidos que codifica para

a) pelo Menos uma glicosiltransferase especifica
recombinante para montagem de um oligossacdrido num
transportador lipidico, e/ou

b) pelo mnenos uma oligossacariltransferase (OTase)
recombinante de Campylobacter spp., €

¢) pelo menos uma proteina alvo recombinante codificada
pelos dcidos nucleicos resultantes do passo B) e

cultivar a referida bactéria até pelo menos uma proteina
N-glicosilada codificada pela sequéncia de nucledtidos do
passo D) estar localizada na e/ou sobre a membrana externa
da bactéria Gram-negativa.
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Ainda noutro aspecto, a presente invengdo proporciona um
organismo procaridético no qual se introduz informacdo genética
compreendendo &cidos nucleicos gque codificam para:

a) glicosiltransferases de um tipo que monta oligossacaridos
num transportador lipidico;

b) pelo menos uma proteina alvo recombinante derivada de uma
proteina subjacente por insercdo recombinante de pelo menos
uma sequéncia de consenso D-X-N-Z-S/T, em que X e 7 podem
ser qualguer aminodcido excepto Pro, na proteina
subjacente; e

¢) uma oligossacariltransferase de Campylobacter spp.;

em que a referida oligossacariltransferase liga o referido
oligossacdrido a referida sequéncia de consenso das referidas
uma ou mais proteinas alvo recombinantes.

Uma vez que as proteinas preferidas podem ter uma
actividade terapéutica ou profildctica por elas préprias e/ou
devido aos locais de N-glicosilacdc introduzidos, podem ser
utilizadas para a preparacao de um medicamento. O tipo de
proteina para a pratica da invengdo nédo ¢ limitativo e,
portanto, as proteinas da invenc¢do, tais como EPO, IFN-alfa,
TNFalfa, IgG, IgM, IgA, interleucinas, c¢itoquinas, proteinas
virais e Dbacterianas para vacinagao, como proteinas de
C. jejuni tais como HisJ (CjO734c), AcrA (CjO367c), OmpHI1
(Cj0982c), toxina de difteria (CRM 197), toxina de cdlera,
exoproteina de P. aeruginosa, para referir apenas algumas e
tendo nelas introduzida a sequéncia de consenso N-glicosilada
optimizada, sdo Uteis para preparar um medicamento (Wyszynska,
A., Raczko, A., Lis, M., e Jagusztyn-Krynicka, E. K. (2004).
Oral dimmunization of <chickens with avirulent Salmonella
vaccine strain carrying C. jejuni 72Dz/92 cjaR gene elicits
specific humoral immune response associated with protection
against challenge with wild-type Campylobacter. Vaccine 22,
1379-1389).

Adicionalmente, o0s 4cidos nucleicos e/ou vectores aqui
descritos também sdo Gteis para a preparacdo de um
medicamento, de preferéncia para utilizacdo em terapia génica.
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Além disso, uma célula hospedeira de acordo com a
invencao, de preferéncia uma gque tem um fendtipo que
compreende uma proteina recombinante N-glicosilada da invengéao
que estd localizada na e/ou sobre & membrana externa de uma
bactéria, de preferéncia uma bactéria Gram-negativa, mais
preferencialmente uma das bactérias Gram-negativas acima
enumeradas, ¢é particularmente 1Util para a preparagac de um
medicamento.

Mais preferencialmente, uma proteina como aqui descrito é
utilizada para a preparagdoc de um medicamento para a vacinacgao
terapéutica e/ou profildctica de um individuc necessitado.

As células hospedeiras aqui descritas que apresentam as
referidas proteinas recombinantes N-glicosiladas 540
particularmente Uteis para preparar vacinas, pois as proteinas
N-glicosiladas apresentadas estdo presentes em abundincia na
superficie de células hospedeiras e bem acessiveis a células
imunitdrias, em particular os seus N-glicanocs hidréfilos e
porque as células hospedeiras tém o efeito adicional de um
adjuvante, que, se vivas, podem ainda replicar-se nalguma
medida e amplificar os seus efeitos de vacinacgio.

De preferéncia, a célula hospedeira para a pratica dos
aspectos médicos da presente invengdo é uma célula hospedeira
atenuada ou morta.

Outra vantagem da utilizag¢do das células hospedeiras da
invencdo para a preparagao de medicamentos, de preferéncia
vacinas, ¢é que estas induzem anticorpos TIgA devido ao
componente celular.

De preferéncia, as referidas c¢élulas hospedeiras sao
utilizadas de acordo com a 1invengao para induzir anticorpos
IgAh num animal, de preferéncia um mamifero, rocedor, ovino,
equino, canino, bovino ou humano. E preferido que o referido
individuo necessitado de vacinagdo seja uma ave, mamifero ou
peixe, de preferéncia um mamifero, mais preferencialmente um
mamifero seleccionado do grupo constituido por gado, ovelhas,
equinos, cdes, gatos e humanos, muito preferencialmente
humanos. Os galindceos também sdo preferidos.
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As proteinas produzidas de acordoc com a inveng¢do podem
ser utilizadas numa composicdo farmacéutica que compreende
pelo menos uma proteina, pelo menos um &cido nucleico, pelo
menos um vector e/ou pelo menos uma célula hospedeira de
acordo com a 1nvengdo. A preparacdc de medicamentos que
compreendem proteinas ou células hospedeiras, de preferéncia
células hospedeiras atenuadas ou mortas e a preparacao de
medicamentos que compreendem d4dcidos nucleicos e/ou vectores
para terapia génica, sao bem conhecidos na especialidade. O
esquema de preparag¢do para a composig¢do farmacéutica final e o
modo e detalhes para a sua administracgdo dependerdao da
proteina, da célula hospedeira, do 4&cido nucleico e/ou do
vector utilizado.

Numa concretizagao preferida, a composicgao farmacéutica
compreende um excipiente, diluente e/ou adjuvante
farmaceuticamente aceitdvel.

Uma composicao farmacéutica compreendendo pelo menos um
dos seguintes (i) uma proteina recombinante, uma célula
hospedeira, um &cido nucleico e/ou um vector recombinante
sendo/ codificando/expressando uma proteina recombinante de
acordo com a presente invengdo e (ii) um excipiente, diluente
e/ou adjuvante farmaceuticamente aceitdvel pode ser util.

Excipientes, diluentes e/ou adjuvantes adequados sdo bem
conhecidos na especialidade. Um excipiente ou diluente pode
ser um material sélido, semi-sé6lido ou liguido que pode servir
como veiculo cu meio para © ingrediente activo. Um perito na
especialidade no campo da preparacac de composicdes pode
seleccionar facilmente a forma e modo de administracao
adequados, dependendo das caracteristicas particulares do
produto seleccionado, da doenc¢a ou condig¢do a ser tratada, da
fase da doencga ou condigdo, e outras circunstadncias relevantes
(Remington’s Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co.
(1990)). A proporgao e natureza do diluente ou excipiente
farmaceuticamente aceitdvel sdo determinadas pela solubilidade
e propriedades quimicas do composto farmaceuticamente activo
seleccionado, da wvia de administrac¢do seleccionada, e da
pratica farmacéutica convencional. A preparagdo farmacéutica
pode ser adaptada para utilizacdo oral, parentérica ou tdpica
e pode ser administrada ao paciente na forma de comprimidos,
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capsulas, supositdérios, solucdo, suspensdes ou semelhantes. Os
compostos farmaceuticamente activos da presente 1invencgao,
apesar de eles proéprios serem eficazes, podem ser formulados e
administrados na forma dos seus sais farmaceuticamente
aceitdveis, tais como sais de adigdo de 4cido, ou sais de
adicdo de base, para fins de estabilidade, conveniéncia de
cristalizacdo, maior solubilidade e semelhantes.

Para a prdtica dos métodos preferidos acima, o organismo
procaridético recombinante ou a c¢célula hospedeira ¢é de
preferéncia seleccionado do grupo de bactérias constituido por
Escherichia spp., Campylobacter  spp., Salmonella spp.,
Shigella spp., Helicobacter spp., Pseudomonas spp., Bacillus
spp., de preferéncia Escherichia coli, de preferéncia E. coli
estirpes ToplQd, w3110, CLM24, BL2l1 , SCM6 e SCM7, e
S. enterica estirpes SL3261 , SL3749 e SL326iAWaal.

Outro método preferido para produzir, isclar e /ou
purificar uma proteina recombinante de acordo com a invencgao
compreende 05 passos de:

a) cultivar uma célula hospedeira como aqui descrito

b) remover a membrana externa da referida bactéria Gram-
negativa recombinante e

c) recuperar a referida proteina recombinante.

Exemplos de métodos para remover a membrana externa de
uma célula, de preferéncia uma c¢élula procaridtica, mais
preferencialmente uma c¢élula bacteriana Gram-negativa, sao
métodos de tratamento enzimatico adequados, solubilizagdo com
detergente por choque osmético e o método de prensa francesa.
Muito preferencialmente, a presente invencdo refere-se a um
método em que glicosiltransferases especificas recombinantes
ou naturails de espécies que nao a Campylobacter spp., de
preferéncia C. jejuni, sdo seleccionadas do grupo constituido
por glicosiltransferases e epimerases provenientes de
bactérias, arqueobactérias e/ou eucariotas gue podem ser
funcionalmente expressas na referida célula hospedeira.

Figuras

A Figura 1 ilustra a N-glicosila¢do de proteinas Lip
derivadas de construg¢des A a C (ver exemplo 1). E. coli Top 10
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células que transportam um operdo pgl funcional de C. Jjejuni
(Wacker et al., 2002, supra) e um plasmideo que codifica para
construgbes A (coluna 2), B (coluna 1), e C (coluna 3) ou um
mutante de construgaoc C com a mutacac DI121A (coluna 4). As
proteinas foram expressas e purificadas a partir de extractos
periplasmdticos. & apresentada a SDS-PAGE e a coloragdc com
azul brilhante de Cocmassie das fracgbes de proteina
purificadas.

A Figura 2 mostra a andlise de N-glicosilagdoc das
diferentes proteinas que foram analisadas quanto a
N-glicosilagdo especifica de sequéncia pelo operdao pgl de
C. jejuni (Wacker et al., 2002, supra) em células CLM24
(Feldman et al., (2005). Engineering N-linked ©protein
glycosylation with diverse O antigen lipopolysaccharide
structures in Escherichia c¢oli. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A
102, 3016-3021) ou células Topl0 (painel E colunas 1-6) ou
células SCM7 (Alaimo, C, Catrein, I., Morf, L., Marolda, C.L.,
Callewaert, N., Valvano, M. A., Feldman, M. F., Aebi, M.
(2006). Two distinct but interchangeable mechanisms for
flipping of lipid-linked oligosaccharides. EMBO Journal 25,
967-976) (painel E, colunas 7, 8) expressando as referidas
proteinas a partir de wum plasmideo. Sdo apresentados o0s
extractos periplasmdticos separados por SDS-PAGE que foram
transferidos para uma membrana de nitrocelulose e visualizados
com anti-soros especificos. Nos painéis A-D, o painel de topo
mostra imunotransferéncias sondadas com anti-soro anti-AcrA
(Wacker et al. 2002, supra; Nita-Lazar, M., Wacker, M.,
Schegg, B., ARmber, S., and Aebi, M. (2005). A sequéncia de
consenso N-X- S/T €& necessdria mas ndo suficiente para a
glicosilacdo de proteinas ligada a N, bacteriana. Glycobiology
15, 361-367), enquanto os painéis inferiores mostram
imunotransferéncias sondadas com anti-soro R12 (Wacker et al.,
2002, supra). + e - indicam a preseng¢a do operao pgl funcional
ou mutante, nas células. O painel A contém amostras de AcrA do
tipo selvagem, so0luvel, com a sequéncia de sinal pelB e a
marca hexa-his (colunas 1, 2), AcrA- N273Q (coluna 3, 4), e
AcrA-D121A (coluna 5). Painel B: AcrA (colunas 1, 2), AcrA-
T145D (coluna 3), AcrA-N123Q-N273Q-T145D (c¢olunas 4, 5).
Painel C: AcrA-F115D-T145D (colunas 1, 2), AcCrA-N123Q-N273Q-
N272D (colunas 3, 4). Painel D: AcrA-N273Q (colunas 1, 2),
ACrA-N273Q0-F122P (colunas 3, 4). Painel E: CtxB (colunas 1,
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2), CtxB-Ww88D (colunas 3, 4), CtxB- Q56/DSNIT (colunas 5, 6),
e CtxB-W88D- Q56/DSNIT.

A Figura 3 mostra a manipulacgdo de multiplos locais de
glicosilagdo em OmpHL. A estirpe Awaal SCM6 fol co-
transformada com o plasmideo pACYCpgl (que codifica para todo

o locus pgl) e plasmideos que expressam OmpHl do tipo selvagem

(coluna 1), OmpH1™*-myc (coluna 2), OmpH1 HKN>NIT, HFGDD—DSNIT

myc ( coluna 3 ) Omle RG]7>NIT’ HEGDD—>DSNIT

KGN->NIT, RGD->NIT

-myc (coluna 4), OmpHI

-myc (COlUna 5), Omle KGN-NZ-T, RGD->NIT, HFGDD->DSNIT

(coluna 6) ou OmpHL “7"N7T ¥3T_mye (coluna 7). As células foram

-myc

crescidas aerobicamente, induzidas com 0,5% de arabinose
durante 3 horas antes de andlise. Os lisados de células totais
foram precipitados com TCA apds igualar a densidade dptica das
culturas, como descrito na secgao de materiais e métodos. As
proteinas foram separadas por SDS-PAGE a 15% e transferidas
para uma membrana de PVDF. Primeiro painel, imunotransferéncia
de lisados de células inteiras sondado com anticorpos anti-
marca myc. Painel inferior, imunotransferéncia de lisados de
células inteiras sondados com anti-soro especifico de
glicanos. As posigdes de OmpHl nao glicosilado e glicosilado
sdo indicadas a direita.

Figura 4. microscopia de fluorescéncia de células due
expressam varias variantes de OmpHl. Culturas de E. coli
estirpes CLM24 ou SCM6 contendo o plasmideo de expressao para
OmpHl do tipo selvagem e suas variantes foram igualizados a
DO¢or, de 0.25/ml. As células foram lavadas duas vezes com
solugdo salina tamponada com fosfato (PBS), pH 7,4 e
deitaram-se 100 ul de suspensdes celulares em laminas de vidro
gelatinizadas e incubou-se & temperatura ambiente (TA) durante
30 min, numa cadmara humidificadora. Todos ©0S  passos
subsequentes na marca¢ao por imunofluorescéncia de c¢élulas
totais foram feitos a temperatura ambiente, dentro de uma
camara humidificada. As células ndo ligadas foram removidas e
o resto foili fixado com paraformaldeido a 4% contendo PBS,
durante 30 min a TA. Com relevédncia, considera-se que o©
paraformaldeido nao permeabiliza as c¢élulas, mas mantém a
compartimentag¢do por membranas intacta. As células fixadas
foram lavadas duas vezes com PBS e ressuspensas em tampao
bloqueador contendo BSA a 5% em PBS. Apds o Dbloqueio, as
células foram incubadas com IgG de ratinho monoclonal anti-myc
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(1:50, Calbiochem) e/ou anti-soro anti-glicano (1:4000)
durante 1 h em 100 pl de PBS contendo BSA a 5%. As células
foram lavadas trés vezes com 100 pl de PBS durante 5 min cada
e 1incubadas com anticorpo anti-coelho secundario, conjugado
com FITC (1 :250, Jackson Immunoresearch Laboratories) e/ou
anticorpo anti-ratinho conjugado com Cy3 (1 :250, Jackson
Immunoresearch Laboratories) durante 1 h, em 100 nl de PBS
contendo BSA a 5%. Quando necessdrio, adicionou-se 4, 6-
diaminc-2-fenilindole (DAPI) (Sigma) (0,5 ug/ml) na altura da
incubacdo do anticorpo secunddrio para corar o ADN bacteriano.
O anticorpo secundario foi lavado das «células PBS e
montaram-se lamelas sobre as léminas wutilizando meio de
montagem vectashield (Vector Laboratories) e selou-se com
verniz de unhas. A microscopia de fluorescéncia foli realizada
num microscépio AxioplanZ (Carl Zeiss). As imagens foram
combinadas utilizando Adobe Photoshop, wversaoc CS2. As células
SCM6 que expressam OmpHl (painel 2), OmpHl “**° (painel B),

OmpH1“““* (painel C), OmpHl X®NIT, JFCDD=DENIT (hainel D), OmpHI

RGD->NIT, H=GDD->DSNIT Omle KGN->NIT, RGD->NIT

(painel E), (painel F),
Omle VB3T,KGN->NIT (painel G), e Omle KGN->NIT, RGD->NIT, HFGDD->DJ3NIT
(painel H). A primeira coluna ¢é uma juncao das figuras nas
colunas 2, 3, e 4 representadas em tons de cinzento num fundo
preto. Coluna: fluorescéncia azul em tons de cinzento da
coloracac DAPI, coluna 3: fluorescéncia verde de fluorescéncia
especifica de glicano, coluna 4: fluorescéncia vermelha de
coloracdo anti-myc.

Os exemplos seguintes servem para ilustrar melhor a
presente invencdo e ndo pretendem limitar o seu ambito em
nenhum modo.

Exemplos

Selecgdo de AcrA como proteina modelo para optimizar a
N-glicosilagéao

Para optimizar os requisitos da proteina aceitadora para
a N-glicosilagao, fizeram-se estudos detalhados sobre a
glicoproteina Acra de (€. jejuni (Cj0367¢c). A AcrA & uma
lipoproteina periplasmatica de 350 residuos de aminodcidos.
Verificou-se que a secrecdo para o periplasma, mas nao a
ancoragem nos lipidos, é um pré-requisito para a glicosilacao
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(Nita-Lazar et al., 2005, supra). O sinal para exportar pode
ser, ou a sequéncia de sinal de AcrA nativa, ou o sinal de
PeIB heterdlogo, quando expresso em E. coli. Das c¢inco
sequéncias de glicosilacac ligada a N, potenciais (N1 17,
N123, N147, N273, N274) wutilizam-se as mesmas duas em C.
jejuni e E. coli (N123 e N273 (Nita-Lazar et al., 2005,
supra)). A AcrA fol escolhida como modelo pois é a uUnica
N-glicoproteina periplasmdtica de C. jejuni para a qual esta
disponivel informagdo estrutural detalhada. Recentemente, foi
publicada a estrutura de cristal de um homdlogo de AcrA, a
proteina MexA da bactéria Gram-negativa P. aeruginosa (Higgins

et al., (2004). Structure of the periplasmic component of a
bacterial drug efflux pump. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A 70f1
9994-9999). Ambas as proteinas sdo membros das designadas

proteinas de bomba de efluxo periplasmatica (PEP, (Johnson, J.
M. e Church, G. M. (1999). Alignment and structure prediction
of divergent protein families: periplasmic and outer membrane
proteins of bacterial efflux pumps. J. Mol. Biol. 287, 695-
715)). A molécula alongada contém trés subdominios num arranjo

linear: uma hélice-0, anti-paralela, super-enrolada dque ¢&
mantida junta na base por um dominio lipoilo, que é seguido

por um dominio cilindro-f de seis cadeias. Os 23-28 residuocs
no terminal N e o0s 95-101 residuos no terminal C ndo estdo
estruturados nos cristais. As sequéncias de proteina MexA e
AcrA sao 29,3% idénticas e 50 % semelhantes. Deste modo, as
duas proteinas provavelmente exibem um enrolamento global

semelhante.

Exemplo 1 Elucidacdo da seguéncia peptidica primdria que

desencadeia a glicosilagao

E conhecido que os dominios lipoilo semelhantes a MexA de
P. geruginosa e também em AcrA de (. jejuni formam uma
proteina compacta que pode ser expressa individualmente em
E. coli (revisto por Berg, A., e de Kok, A. (1997). 2-Oxoc acid
dehydrogenase multienzyme complexes. The central role of the
lipoyl domain. Biol. Chem. 378, 617-634). Para verificar qual
a sequéncia de péptido aceitador era necessaria para a
N-glicosilagdo pela magquinaria pgl em E. coli, tomou-se o
dominic lipoilo de AcrA. Este foi utilizado como estrutura
molecular para transportar péptidos de diferentes comprimentos
para o periplasma e apresentd-los a maquinaria de pgl in vivo.
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Deste modo, construiu-se um plasmidec que codifica para o
dominic lipoilo (Lip) e fundiu-se N-terminalmente com a
sequéncia de sinal de OmpA (Choi, J. H., e Lee, S. Y. (2004),.
Secretory and extracellular production of recombinant proteins
using Escherichia coli. Appl Microbiol Biotechnol 64, 625-635)
e C-terminalmente com uma marca de hexa-his. A clonagem foi
realizada para colocar a expressdo de genes sob o controlo do
promotor de arabinose. Para as fronteiras do dominio Lip
escolheram-se posi¢des de aminodcido que surgiam nas mesmas
posicbes que as fronteiras do dominio da parte do dominio
lipoilo em MexA. Para testar péptidos diferentes quanto a sua
capacidade para aceitar um N-glicanos, inseriram-se porc¢des da
sequéncia entre as duas partes do tipo cabeca de martelo do
dominio Lip. As porgdes consistiam de sequéncias que
compreendem o local de N-glicosilacao N 123 de C. jejuni AcrA.
As sequéncias de leitura aberta resultantes consistiam das
sequéncias que codificam para a sequéncia de sinal CmpA, a
parte do tipo cabec¢a de martelo N-terminal de AcrA (D60-D95, a
numeracdo dos aminodcidos refere-se a numeracdao da sequéncia
do polipéptido AcrA maduro), as diferentes porg¢des que contém
0 local de glicosilag¢do N 123 nativo de AcrA (ver a seguir), a
parte do tipo cabec¢a de martelo C-terminal de AcrA-Lip (L1l67-
D210) e a marca his C-terminal.

A construcdo dos plasmideos foi conseguida por técnicas
de biologia molecular convencionais. Trés porgdes contendo ©
local de glicosilagdo N123 nativo de AcrR de diferentes
comprimentos foram introduzidas entre as duas metades de Lip,
resultando em trés diferentes ORF: A construgdo A contém All18-
S130 resultando numa sequéncia de proteina de:

MKKTATATAVALAGFATVAQADVIIKPQVSGVIVNKLFKAGDKVKKGQTLEF ITEQDQASKDF
NRSKALFSQLDHTEIKAPFDGTIGDALVNIGDYVSASTTELVRVINLNPIYADGSHHHHAA
(sequéncia 1).

A construcgdo B contém F122-E138 resultando numa sequéncia
de proteina de:

MKKTAIAIAVALAGFATVAQADVIIKPQVSGVIVNKLFKAGDKVKKGQTLFIIEQDQFNRSK
ALFSQSATSQKELDHTETKAPFDGTIGDALVNIGDYVSASTTELVRVINLNPTYADGS HHHA
HH (segquéncia 2).
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A construcdo C contém D121-A127 resultando numa sequéncia
de proteina de:

MKKTAIAIAVALAGFATVAQADVIIKPQVSGVIVNKLFKAGDKVKKGQTLFIIEQDQDFNRS
KALDHTEIKAPFDGTIGDALVNIGDYVSASTTELVRVINLNPIYADGSHHHHAH
(sequéncia 3).

As porcgdes da sequéncia sublinhadas indicam o péptido de
sinal OmpA, o©s residuos sublinhados uma vez foram introduzidos
por razdes de clonagem, ou para tornar a proteina resistente a
degradacdo. Negrito: 1local de glicosilacdo correspondente a
N 123 de AcCrA. Itdlico: marca hexa-his. Os genes
correspondentes foram expressos sob o controlo do promotor de
arabinose no esqueleto do plasmideo pEC415 (Schulz, H.,
Hennecke, H., e Thony-Meyer, L. (1998). Prototype of a heme
chaperone essential for cytochrome ¢ maturation. Science 281,
1197-1200) .

Para wverificar qual das trés por¢des desencadeia a
glicosilac¢do das proteinas Lip, fizeram-se experiéncias socbre
a expressao de proteinas. E. coli células ToplO (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) dque transportam pACYCpgl ou pACYCpglmut
(Wacker et al., 2002, supra) e um plasmideo que codifica para
as construgdes A, B ou C foram crescidos em meio LB contendo
ampicilina e cloranfenicol, até uma DO de 0,5 a 37°C. Para
inducgdo, adicioncu-se 1/1000 volume de solucdo de arabinose a
20% (p/v) e as células foram crescidas por mais 2 horas. As
células foram em seguida recolhidas por centrifugacdoc e
ressuspensas em Tris/HC1 20 mM, pH 8,5, sacarose a 20% (p/v),
EDTA 1 mM, PMSF 1 mM, e lisozima 1 g/1 (p/v) e incubadas a
4°C, durante 1 hora. O0s extractos periplasmaticos foram
obtidos apds sedimentacdo dos esferoblastos e diluidos a 1/9
de volume (v/v) de 10x tampdao A (NaCl 3 M, Tris/HC1 0,5 M,
pH 8,0 e imidazolo 0,1 M) e adicionou-se MgSC4 a 2,5 mM. A
purificacac por afinidade de Ni foi realizada em colunas de
Ni-Sepharose de 1 ml da Amersham Pharmacia Biotech (Uppsalsa,
Suécia) em tampdo A. As proteinas foram eluidas em tampdao A
contendo imidazole 0,25 M.

A Figura 1 mostra um gel de SDS-PAGE corado com azul
brilhante de Coomassie das fracgbes de eluicao de pico dos
extractos periplasmaticos purificados com Ni. A andlise de
expressao mostrou que a construgdo B produziu uma unica
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espécie proteica proeminente (Figura 1, ~coluna 1). As
construgbes A e C originam ambas, além da proteina
proeminente, uma segunda banda de proteina com mobilidade
electroforética mais lenta (Figura 1, colunas 2 e 3). O facto
de a espécie proteica mais pesada ser de facto glicosilada foi
provado por  MALDI-TOF/TOF (ndo  apresentado). O unico
aminodcido que ndo estd na construgdo B, mas esta presente na
A e C era o D121, o residuo de aspartato 2 posigdes
N-terminalmente do N123 glicosilado N123. Isto demonstra que o
D121 desempenha um papel importante para a glicosilag¢do pela
OTase. Para wverificar que o D121 ¢é essencial para a
glicosilacao ele foi mutado para alanina na construcdc C. a
andlise de expressdo resultou em apenas uma banda de proteina
(Figura 1, coluna 4), mostrando assim que o D121 ¢ importante
para a glicosilagdo. Além disso, o facto de uma proteina de
apresentac¢do de péptido artificial poder ser glicosilada
mostra que um péptido curto do tipo D/E-X-N-Y-S/T contém toda
a 1informacao para que a N-glicosilacdo transportada por
C. jejuni ocorra.

Exemplo 2 Verificagdo do exemplo 1; AcrA-DI21A nao ¢&

glicosilado em N123

Para confirmar as constatacdes da abordagem de
apresentacdo do péptido, inseriu-se uma mutagdo de aspartato
para alanina na posigdo 121 (D121A, i.e. 2 residuos antes do
N123 glicosilado) na versao soluvel de comprimento total da
proteina AcrA e testou-se se o local N123 poderia ainda ser
glicosiladc em E. coli. De modo a testar isso, o AcCrA-DIZIA
fol expresso e o seu estado de glicosilacao foil analisado.
Para a andlise utilizou-se um AcrA manipulado. Este diferia do
gene de €. jejuni original na medida em que contém a sequéncia
de sinal de PeIB (Choi e Lee, 2004, supra) para secre¢do no
periplasma e uma marca hexa-his C-terminal para purificacgao.
Verificou-se que esta variante de AcrA é segregada, o péptido
de sinal <clivado e glicosilado como a proteina nativa,
ancorada nos lipideocs (Nita-Lazar et al., 2005, supra). A
seguir apresenta-se a sequéncia de proteina da proteina AcrA
soluvel:

MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAMHMSKEEAPKIOMPPOQPVTTMSAKSEDLPLSFTYPAKLVS
DYDVIIKPQVSGVIVNKLFKAGDKVKKGOQTLFITIEQDKFKASVDSAYGOALMAKATFENASK
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DEFNRSKALF SKSAISQKEYDSSLATFNNSKASLASARAQLANARIDLDHTEIKAPFDGTIGD
ALVNIGDYVSASTTELVRVINLNPIYADFFISDTDKLNLVRNTQSGKWDLDS THANLNLNGE
TVQGKLYFIDSVIDANSGTVKAKAVEDNNNSTLLPGAFATITSEGE IQKNGEFKVPQIGVKQD
QNDVYVLLVKNGRVEKSSVHISYQNNEYATTDKGLONGDKITILDNFKKIQVGSEVKEIGAQL
EHHHHHH (sequéncia 4)

Os residuos sublinhados sao o péptido de sinal PeIB, em
itdlice, a marca hexa-his, e a negrito os dois locais de
glicosilagac naturais em NI1Z23 e N273. Construiu-se um
plasmidec que contém a ORF para a proteina acima no plasmideo
PEC415 (Schulz et al., 1998), para produzir pAcrAper.

O ensaio para testar o estado de glicosilagcdo de AcCrA e
seus mutantes (ver a seguir) era como se segue: a expressdoc de
AcrA fol induzida com arabinose a 0,02% em células de E. colil
CLM24 com crescimento exponencial (Feldman et al., 2005,
supra) contendo o operdao pgl transportado pelo plasmideo na
sua forma activa ou inactiva (pACYCpg/ ou pACYCpg/mut, ver
(Wacker et al., 2002, supra)) e um plasmideo que codifica para
AcrA (pAcrAper). Apds quatro horas de indugdo, o0s extractos
periplasmaticos foram preparados como descrito acima e
analisados por SDS-PAGE, electrotransferéncia e imunodeteccao,
quer com anti-soro anti-AcrA, quer com anti-soro R12. Este
ultimo ¢é especifico para proteinas contendo N-glicano de
C. jejuni (Wacker et al., 2002, supra).

As duas primeiras colunas da Figura 2A mostram AcrA na
auséncia e presenga de um operadao pgl funciocnal. Apenas uma
banda surge na auséncia, mas trés na presenga do operaoc pgl
funcional (Figura 2A, painel superior). Estes correspondem a
AcrA nédo glicosilada (cocluna 1) e AcrA nédo-, mono- e
diglicosilada (coluna 2). O facto de as duas proteinas mais
pesadas na coluna 2 serem glicosiladas foi confirmado por
transferéncia Western de R12 (coluna 2, painel inferior).
Quando o mutante AcrA-N273Q fol expresso do mesmo modo, apenas
0 AcrA monoglicosilado foi detectado na preseng¢a do operdo pgl
de glicosilagédo, funcional (coluna 3). O AcrA ndo glicosilado
foi detectado na auséncia do Iocus de pgl funcional
(coluna 4). A andlise do AcrA-D121A mutante produziu apenas
duas bandas, uma delas glicosilada (coluna 5) como observado
com ACrA-N273Q na coluna 3. Isto significa que o D121 ¢
essencial para uma glicosilacdo eficiente na posicao 123-125.



EP 1 888 761/PT
23

Exemplo 3 Introducdo de locais de glicosilacdo artificiais

em ACrA

Para testar se a introdugdao de um residuo de aspartato
poderia produzir um local de glicosilag¢do, produziram-se
mutantes de AcrA em que o residuo na posicao -2 dos locais de
glicosilacdo nédo utilizados nas posicdes N117 e N147 de AcrA
soltvel foram trocados por aspartato (F115D, T145D). Em
seguida testou-se se o0s locais de glicosilacdo modificados
poderiam ser glicosilados pelo mesmo ensaio, como descrito no
exemplo 2. Ambas as mutag¢des foram individualmente inseridas,
quer na sequéncia do tipo selvagem da versao soluvel de Acra,
quer no mutante duplo em que ambos o0s locails de glicosilacéo
utilizados foram eliminados (N123Q e N273Q). Prepararam-se
extractos de periplasma de culturas induzidas durante 4 horas,
separaram-se por SDS-PAGE e analisaram-se por transferéncia
Western (Figura 2B). Como controlocs, as amostras de Acra do
tipo selvagem glicosiladas e ndo glicosiladas foram corridas
no mesmo gel (coclunas 1 e 2). A mutacdc T145D afectou a
posicac -2 da sequéncia de glicosilagao nao utilizada
nativamente, N147-S149. ©Por expressdao de AcrA-T145D, a
transferéncia Western com anti-soro anti-AcrA resultou em
quarto  bandas, sendo a maior a que tem mobilidade
electroforética mais lenta do que a proteina duplamente
glicosilada na <coluna 2 (coluna 3 na figura 2B). A
transferéncia de R12 confirmou que a quarta banda era uma AcrA
triplamente glicosilada. Apesar da 1intensidade baixa em
direc¢do a anti-AcrA a banda mais pesada originou o sinal mais
forte com o anti-soro R12 especifico para a glicosilacao.
Quando o0 mesmo mutante AcrA-T145D foi expresso na auséncia da
sequéncia de N-glicosilagao nativa (AcrA-N123Q-N273Q-T145D),
apenas se detectou a AcrA monoglicosilada na presenga de um
operdo pgl funcional (Figura 2B, coluna 4), gque nao estava
presente na auséncia de um operdo pgl funcional (coluna 5).
Isto demonstra que a banda mais pesada na coluna 4 estava
glicosilada. Deste modo, por simples introdugdo da mutacdo
T145D produziu-se um local de glicosilacao optimizado (DFNNS).

Para confirmar também que é possivel introduzir um local
de glicosilagdc inserindo um residuo de aspartato na
posicdoc -2, os locais ndo utilizados nativamente, N117-S119 e
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N274-T276, foram trocados para optimizar a N-glicosilacgéao.
Para este fim, produziram-se mais mutantes (Figura 2C). A
expressdc de AcrA-F115D-T145D no sistema acima descrito
resultou na detecgao de cinco espécies de proteina com o anti-
soro anti-AcrA (coluna 2). Isto é indicativo de que ocorrem
quatro glicosilagbdes na mesma molécula AcrZ. Quando a detecgdo
fol realizada com o anti-soro R12 especifico de N-glicano de
C. jejuni, detectou-se uma escada de cinco bandas. A banda
ténue mais inferior ¢ AcrA nao glicosilada porque também estd
presente na auséncia de glicosilagdo (coluna 1), a mais acima
resulta num sinal forte provavelmente devido aos c¢inco
determinantes antigénicos num Acra glicosilado quatro vezes.
Deste modo, o0s dois locais introduzidos (em N117 e N147) e 0s
dois locais nativamente utilizados (N123 e N273) séo
utilizadeos e glicosilados pela maquinaria de pgl. A expressao
de AcrA-N123Q- N273Q-N272D com e sem o operdo pgl demonstrou
que um terceiro local de glicosilacgao introduzido
artificialmente, N274 (DNNST), também era reconhecido pelo
operdo pgl (Figura 2C, colunas 3 e 4).

As experiéncias acima confirmam que o local de
N-glicosila¢do bacteriano reconhecido pela OTase de C. jejuni
consiste parcialmente do mesmo consenso que o eucaridtico
(N - X - S8/T, com X#P) mas, além disso, um aspartato na
posicdc -2 & necessdrio para aumentar a eficiéncia.
Adicionalmente, elas demonstram que ¢ possivel glicosilar uma
proteina num local desejado, introduzindo de forma
recombinante uma sequéncia de consenso optimizada.

Exemplo 4 Verificacdo da posigdao -1 na sequéncia de

N-glicosilagdo optimizada

Fez-se outra experiéncia para testar se a posigao -1 no
local de glicosilagdo bacteriano exibe as mesmas restrigdes
que a posicao +1 nos eucariotas (Imperiali, B., e Shannon,
K.L. (1991). Differences between Asn-Xaa-Thr-containing
peptides: a comparison of solution conformation and substrate
behaviour with oligosaccharyl-transferase. Biochemistry 30,
4374-4380; Rudd, P. M., and Dwek, R. A. (1997). Glycosylation:
heterogeneity and the 3D structure of proteins. Crit. Rev.
Biochem. Mol. Biol. 32, 1-100). Pensa-se que um residuo de
prolina em +1 restringe o péptido de um modo tal que a
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glicosilacdo ¢ inibida. Para testar se um efeito semelhante
também podia ser observado na posigdo -1, 1introduziu-se um
residuo de prolina na posicdo do primeiro local nativamente
utilizadeo numa mutacao pontual que tinha o segundo local
nativo removido (AcrA- N273Q-F122P). A expressdao de controlo
de AcCrA-N273Q mostrou uma proteina monoglicosilada na presenca
de um operdao pgl funcional (Figura 2D, coluna 1 e 2). No
entanto, a AcCrA-N273Q-F122P ndo era glicosilada (Figura 2D,
colunas 3 e 4). TIsto indica que a prolina inibiu a
N-glicosilagdo bacteriana quando esta constitui o residuo
entre a asparagina e o residuo carregado negativamente da
posicac -2.

Os alinhamentos de segquéncia de todos os locais
conhecidos por serem glicosilados pela maquinaria de pgl de C.
jejuni indicam que todos compreendem um D ou E na posigdao -2
(Nita-Lazar et al., 2000, supra; Wacker et al., 2002, supra;
Young et al., (2002). Structure of the N-linked glycan present
on multiple glycoproteins 1in the Gram-negative bacterium,
Campylobacter jejuni. J. Biol. Chem. 277, 42530-42539). Deste
modo, foil estabelecido que a sequéncia de consenso de
glicosilagdo para bactérias pode ser optimizada por um
aminodcido carregado negativamente na posigdo -2, resultando
em D/E - X - N - Z - S/T, em que X & 2 # P.

Exemplo 5 N-glicosilagdo de uma proteina ndo de C. jejuni

Para demonstrar que o requisito de sequéncia primaria
(sequéncia de consenso optimizada) ¢ suficiente para a
N-glicosilagdo em bactérias, testou-se se uma proteina nao de
C. jejuni poderia ser glicosilada aplicando a estratégia
acima. Utilizou-se a subunidade de toxina B de cdlera (CtxB)
como alvo da glicosilacdo. O gene correspondente foi
amplificado a partir de Vibrio cholerae de um modo tal que
continha a sequéncia codificante da sequéncia de sinal de OmpA
no terminal N e uma marca hexa-his no terminal-C, exactamente
0 mesmo que as construgbes A a C no exemplo 1. O ADN
resultante foi clonado para substituir a construgao A nos
plasmideocs utilizados no exemplc 1. Uma mutagdo pontual de W88
para D ou uma inserg¢dao de D apds W88 originou um local de
glicosilacao optimizado (DNNKT). As proteinas CtxB do tipo
selvagem e W88D que contém a sequéncia de sinal e a marca his
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foram expressas em E. coli Top 10 e outros tipos de células,
na presenga e auséncia do Iocus pgl de C. jejuni funcional.
Quando o©0s extractos periplasmaticos de c¢élulas Topl0 foram
analisados por SDS-PAGE, electrotransferéncia e
imunotransferéncia consecutiva com um anti-soro CtxB, apenas o
CtxB W88D produziu wuma banda mals elevada e, portanto,
glicosilada no fundo do Iocus pgl (Figura 2E, comparar as
colunas 3 e 4). Também se inseriu uma sequéncia de consenso
(DSNIT) substituindo G54 ou Q56 de CtxB (a Ultima é designada
por CtxB-Q56/DSNIT), i.e. numa das lagadas que foi referido
que contribui para a actividade de ligacdo do ganglidsido GM1
a CtxB. As colunas 5 e 6 da Figura 2E demonstram que a
proteina manipulada (exemplificada pela construgao que contém
a sequéncia de péptido DSNIT em vez de Q56 expressa em células
ToplQ) produziu uma banda de menor mobilidade e portanto
glicosilada, em células competentes para a glicosilagdo, mas
ndac em células deficientes para a glicosilagdo, guando
analisada do mesmo modo que descrito acima. Também se
demonstrou gque a CtxB que contém duas manipulagbes, i.e. a
insercdo de D apds W88 bem como DSNIT substituindo 056, era
duplamente glicosilada em células SCM7 (Alaimo et al., EMBO
Journal 25: 967-976 (2006)) (painel E, colunas 7 e 8). A
proteina duplamente glicosilada CtxB apresentada na coluna 7
foi purificada por afinidade-Ni*' e analisada por ESI- MS/MS
apds tripsinacao no gel, de acordo com protocolos
convencionais. Os glicopéptidos esperados foram detectados,
confirmando que a N-glicosilagdo bacteriana também pode ser
dirigida para uma proteina de ndo C. jejuni por muta¢do ou
insercdo da sequéncia de consenso optimizada de acordo com a
inven¢do, para N-glicosila¢ao bacteriana (nao apresentado).
Exemplcs de outras estirpes de E. coli para a préatica da
presente invencao sao W3110, CLM24, BL21 (Stratagene, La
Jolla, CA, EUA), SCM6 e SCM7.

A sequéncia de aminodcido da proteina CtxB utilizada aqui
¢ indicada a seguir (sequéncia de sinal de OmpA recombinante
sublinhada, marca hexa-his em itdlico, W88 a negrito):

MKKTATATIAVALAGFATVAQATPONITDLCAEYHNTQIHTLNDKIFSYTESLAGKREMATIIT
FKNGATFQVEVPGSQHIDSQKKATERMKDTLRIAYLTEAKVEKLCVWNNKTPHATAATSMAN
GSHHHHHH (sequéncia b5)
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Exemplo 6 Introducao de locais de N-glicosilagado artificiais

na proteina de membrana externa de C. jejuni, OmpHlA

A aplicacgdo potencial da N-glicosilacgdo em bactérias é a
apresentacdo do glicano na superficie de uma célula hospedeira
bacteriana de modo a ligar o fendtipo ao gendtipo,
seleccionando desse modo mutagdes genéticas especificas. Para
demonstrar que o0s N-glicanos podem ser apresentados em
proteinas de membrana externa, a proteina OmpHl foi manipulada
de um modo gue continha multiplos locais de consenso
optimizados de acordo com a invencao. Os locais foram
manipulados em regifes de lacada da proteina, tal como
deduzido a partir da estrutura de cristal conhecida (Muller,
A., Thomas, G.H., Horler, R., Brannigan, J.A., Blagova, E.,
Levdikov, V.M., Fogg, M.J., Wilson, K.S., e Wilkinson, A.J.
2005. An ATP-binding cassette-type c¢ysteine transporter in
Campylobacter Jjejuni inferred from the structure of an
extracytoplasmic soclute receptor protein. Mol. Microbiol. 57:
143-155). Experiéncias anteriores mostraram que as melhores
sequéncias de glicosilacdo eram produzidas pelas mutagdes
V83T, K59N-GH0I- N61T, RI90N-G191 I-D192T e H263D-F264S5-G265N-
D266I-D267T. Para apresentacdoc na superficie, era desejado
avaliar diferentes combina¢des desses locais introduzidos, de
modo a estabelecer a amostra mais especifica de N-glicano. As
combinac¢bes foram produzidas numa OmpHl do tipo selvagem que
codifica para a construcdo de plasmideo e testadas de um modo
semelhante ao descrito para AcrA, A Figura 3 mostra a anadlise
de vdrias variantes de OmpHl que incluem multiplas sequéncias
de glicosilacdo além da sequéncia de tipo selvagem existente.
Produziram-se variantes de OmpHl com trés (coluna 3, 4, 5 e 7)
e quatro sequéncias de glicosilacdo (ccluna 6). Também se
incluiram na experiéncia uma OmpHldo tipo selvagem com apenas
uma sequéncia de glicosilagdao e um mutante gue nao possui a
asparagina critica para a glicosilag¢do. Todas as variantes
testadas aquili nao sé demonstraram um nivel elevado de
eficiéncia de glicosilacao, mas também que cada sequéncia de
glicosilacdo era utilizada. Os resultados foram confirmados
com imuno-soro especifico de N-glicano de Campylobacter
(Figura 3 painel inferior).
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A seguir apresenta-se a sequéncia de proteina da proteina
OmpHl de Campylobacter jejuni (estirpe 81-176) com uma marca
myc ligada, em itdlico:

MKKILLSVLTTFVAVVLAACGGNSDSKTLNSLDKIKQNGWRIGVEFGDKPPFGYVDEKG
NNQGYDIALAKRIAKELF GDENKVQFVLVEAANRVEF LKSNKVDIILANFTOQTPERAEQVDF
CLPYMKVALGVAVPKDSNITSVEDLKDKTLLLNKGTTADAYFTQDYPNIKTLKYDONTETFA
ALMDKRGDALSHDNTLLFAWVKDHPDFKMGIKELGNKDVIAPAVKKGDKELKEFIDNLIIKL
GQEQFFHKAYDETLKAHF GDDVKADDWIEGGKILEQKLISEEDL (sequéncia 6)

O local de glicosilagdo nativo na proteina esta a
negrito, a sequéncia de sinal estd sublinhada.

Exemplo 7: Apresentacdo na superficie de N-glicanos de

C. jejuni em OmpHl na membrana externa de células E. colil

De modo a responder a questdo de multiplas variantes de
OmpH1 glicosiladas poderem ser apresentadas na superficie de
células bacterianas, utilizou-se imunofluorescéncia em células
CLM24 ou SCM6 Dbacterianas (que ¢ SCM7 Awaal) gue expressam
varias variantes de OmpHl. Incluiu-se na experiéncia uma OmpHI1
do tipo selvagem e um mutante gue nado possul a asparagina
critica para glicosilagdo. Adicionalmente, construiu-se um
mutante C20S de modo a reter a proteina no periplasma,
servindo assim Como um  controlo na experiéncia. A
imunocoloracao foi realizada nas células tratadas com
paraformaldeido. O paraformaldeido fixa as c¢élulas sem
destruir & estrutura celular ou compartimentacdo. 0Os imuno-
soros especificos de c¢-Myc e N-glicano em combinac¢do com
anticorpos secundarios correspondentes conjugados com FITC e
Cy3 foram utilizados para detectar a proteina (fluorescéncia
vermelha) e N-glicano (verde) na superficie celular
bacteriana, respectivamente. Adicionalmente, utilizou-se 4,6-
diamino-2-fenilindolo (DAPI, azul) para corar 0  ADN
bacteriano, para diferenciar de forma inequivoca entre células
bacterianas e restos celulares. Quando as células que
expressam  OmpHI do tipo selvagem foram coradas, a
imunofluorescéncia especifica para a proteina bem como o
N-glicano foram detectados (Figura 4 A). Quando um mutante que
nao possul a asparagina critica NI139S fol corado com ambos,
imuno-soro especifico anti-Myc e N-glicano, apenas se cobteve a
proteina, mas ndoc sinais especificos de glicano (painel 4B),
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indicando especificidade do soro imune especifico de
N-glicano. Quando a proteina foil retida no periplasma, como no
mutante €205, ndo foli detectada imuncfluorescéncia vermelha,
especifica da proteina, indicando que os anticorpos nido eram
capazes de se difundir na célula e eram suficientemente
competentes para detectar qualquer fendmeno de superficie
(painel 4 C). Em seguida, as células que expressam varias
variantes de OmpHl diferentes na glicosilacdo foram coradas:
Omle KGN->NIT, HFGDD->DSN_" (painel 4D), Omle RCD->NIT, HFGDD->DSNIT (painel
4E), OmpHL KGN->NIT, RGD->NIT (painel 4F), Omlevs3T,KGN—>NH (painel 46G)

KGN->NIT,RGD->NIT,HFGDD->DSNIT

e OmpHL (painel 4H). Todas as variantes
de OmpHl foram duplamente coradas, indicando a presenca de
proteina glicosilada na superficie bacteriana. A Figura 4 €
representada numa escala de cinzentos, sendo a primeira coluna

uma figura conjunta das outras figuras da mesma linha.

Lisboa, 2010-12-28
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REIVINDICACOES

1. Método para produzir proteinas glicosiladas ligadas
a N, compreendendo:

a) proporcionar Acidos nucleicos que codificam para pelo menocs
uma proteina alvo recombinante,

b) inserir acidos nucleicos que codificam para uma ou mais das
seguintes sequéncias de CONSEnso de aminodcidos
optimizadas, N-glicosiladas:

D/E - X -N-2 - 8/T

em que X e 7 podem ser qualquer aminodcido natural, excepto
Pro, nos referidos acidos nucleicos de a),

c) proporcionar um organismo recombinante, de preferéncia um
organismo procaridtico, compreendendo acidos nucleicos que
codificam para

(1) um operdo pgl funcional de Campylobacter spp., de
preferéncia C. jejuni e

(i1) pelo menos uma proteina alvo recombinante codificada
pelos dcidos nucleicos resultantes do passo b),

d) cultivar o organismo recombinante de um modo adequado para
a produgdo e N-glicosilagdo da(s) proteina(s) alvo.

2. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que 0s
dcidos nucleicos que codificam para pelo menos uma proteina
alvo recombinante de acordo com c¢) (ii) codificam para pelo
menos 2 das referidas sequéncias de consenso de aminoacidos
optimizadas, N-glicosiladas.

3. Método de acordo com a reivindicagdo 2, em que 0s
dcidos nucleicos que codificam para pelo menos uma proteina
alvo recombinante de acordo com c¢) (ii) codificam para pelo
menos 3 das referidas sequéncias de consenso de aminoacidos
optimizadas, N-glicosiladas.

4, Método de acordo com a reivindicagao 3, em gue o0s
dcidos nucleicos que codificam para pelo menos uma proteina
alvo recombinante de acordo com c¢) (ii) codificam para pelo
menos 5 das referidas sequéncias de consenso de aminodcidos
optimizadas, N-glicosiladas.
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5. Método de acordo com gqualquer uma das reivindicagdes 1
a 4, em  que a(s) proteina(s) alvo N-glicosilada(s)
produzida(s) compreende(m) um ou mais N-glicanos seleccionados
do grupo de N-glicancs de Campylobacter spp, ©s N-glicanos
derivados de oligo- e polissacaridos transferides para o
antigénio O, formando polissacaridoe O em bactérias Gram-
negativas, ou polissacaridos capsulares de Dbactérias Gram-
positivas.

6. Método de acordo com a reivindicagdo 5, em que a
bactéria Gram-negativa é P. aeruginosa; E.coli 07, 09, 016,
0157 ou Shigella dysenteriae 0l.

7. Método de acordo com a reivindicacdoc 5 ou a
reivindicacao 6, em que a Campylobacter spp. é C. jejuni.

8. Método de acordo com gualquer uma das reivindicagdes 1
a 7, em  que a(s) proteina(s) alvo N-glicosilada(s)
produzida (s) compreende (m) dois ou mais N-glicanos diferentes.

9., Método de acordo com gualquer uma das reivindicagdes 1
a 8, em que a(s) proteina(s) alvo N-glicosilada(s)
produzida(s) é(sdo) derivada(s) de proteinas de mamifero,
bactérias, virus, fungos ou plantas.

10. Método de acordo com qualguer uma das
reivindicagdes 1 a 9, em que os acidos nucleicos que codificam
para pelo menos uma proteina alvo recombinante de acordo com
c) (i1i) da reivindicagdo 1 codificam também para pelo menos
uma sequéncia polipeptidica capaz de direccionar a referida
proteina recombinante para a membrana externa de uma bactéria
Gram-negativa.

11. Método de acordo com a reivindicacdo 10, em que a
sequéncia polipeptidica direccionadora codificada <
seleccionada do grupo constituido por péptidos de sinal do
tipo II, ou proteinas de membrana externa.

12. Método de acordo com a reivindicacdo 11, em dque o©
péptidec de sinal de tipo II ou proteina de membrana externa é
seleccionado do grupo constituido pela proteina de comprimento
total, ou os péptidos de sinal de OmpHl de C. jejuni, JIpA de
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C. jejuni, proteinas de membrana externa de E. coli, OmpA e a
proteina 1lnp de Pseudomonas aeruginosa.

13. Método de acordo com a reivindicacao 12, em que a
coli é seleccionada de

Frd

proteina de membrana externa de E.
Omps, OmpC, OmpA, OprF, PhoE, LamB e Lpp.

14. Método de acordo com qualdquer uma das
reivindicagdes 1 a 13, em gue o organismo recombinante &
seleccionado do grupo de bactérias constituido por Escherichia
spp., Campylobacter spp., Salmonella spp., Shigella spp.,
Helicobacter spp., Pseudomonas spp. € Bacillus spp.

15. Método de acordo com a reivindicacdo 14, em que o
organismo recombinante é Escherichia coli.

16. Método de acordo com a reivindicacdo 15, em que o
organismo recombinante & seleccionado de entre E. coli
estirpes ToplO, W3110, CLM24, BL21, SCMz26 e SCM7.

17. Método de acordo com a reivindicacao 14, em que o
organismo recombinante é seleccionado de entre S. enterica
estirpes SL3261, SL3749 e SL3261Awaal.

18. Método de acordo com qualquer uma das
reivindicacgdes 1 a 17, em gqgue o referido organismo
recombinante é uma bactéria Gram-negativa recombinante com:

i) um gendtipo que compreende sequéncias de nucledtidos que
codificam para

a) pelc menos uma glicosiltransferase especifica, natural
ou recombinante, para montagem de um oligossacdrido num
transportador lipidico,

b) pelo menos uma oligossacariltransferase (OTase) natural
ou recombinante de Campylobacter spp., de preferéncia
C. jejuni,

c) pelo menos uma proteina recombinante resultante do
passo b) da reivindicacéao 1,

ii) um fendtipo compreendendo a proteina N-glicosilada
recombinante produzida, que estd localizada na, e/ou sobre
a, membrana externa da bactéria Gram-negativa.
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19. Método de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 18, em que o operdo pgl funcional de
Campylobacter spp., de preferéncia (. jejuni, compreende
dcidos nucleicos que codificam para

i) Otase recombinante de Campylobacter spp., €

1i) glicosiltransferases especificas, recombinantes e/ou
naturais, de Campylobacter spp. e/ou

iii) glicosiltransferases especificas, recombinantes e/ou
naturais, de espécies que ndo Campylobacter spp.,

para montagem de um oligossacarido num transportador lipidico
a ser transferido para a proteina alvo pela Otase.

20. Método de acordo com a reivindicacdo 19, em que a
Otase recombinante e as glicosiltransferases especificas,
recombinantes e/ou naturais, sdo de C. jejuni.

21, Método para preparar uma bactéria Gram-negativa
recombinante tendo:

i) um gendtipo que compreende sequéncias de nucledtido que
codificam para

a) pelo menos uma glicosiltransferase especifica, natural
ou recombinante, para montagem de um oligossacarido
num transportador lipidico,

b) pelo menos uma oligossacariltransferase (OTase),
natural ou recombinante, de Campylobacter spp., de
preferéncia C. jejuni,

c) pelo mnenos uma proteina alvo recombinante
compreendendo uma ou mais das seguintes sequéncias de
consenso de aminodcidos optimizadas, N-glicosiladas:

D/E-X-N-Z-S/T

em que X e Z podem ser qualquer aminodacido natural
excepto Pro, e

ii) um fendtipo compreendendo a proteina alvo N-glicosilada
recombinante produzida, que estd localizada na, e/ou scbre
a, membrana externa da bactéria Gram-negativa;

em que o referido método compreende os passos de:

A) proporcionar acidos nucleicos que codificam para pelo
menos uma proteina alvo recombinante,
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B) dinserir 4cidos nucleicos que codificam para uma ou mais
das seguintes sequéncias de consenso de aminodcidos
optimizadas, N-glicosiladas:

D/E - X -N-2 - 8/T

em que X e 7 podem ser qualquer aminodcido natural,
excepto Pro, nos referidos &cidos nucleicos de A),

C) proporcionar uma bactéria Gram-negativa,

D) introduzir na referida bactéria pelo menos uma sequéncia
de nucledtidos que codifica para

a) pelo menos uma glicosiltransferase especifica
recombinante, para montagem de um oligossacdrido num
transportador lipidico, e/ou

b) pelo Menos uma oligossacariltransferase (OTase)
recombinante de Campylobacter spp., e

c) pelo mencs uma proteina alvo recombinante codificada
pelos dcidos nucleicos resultantes do passo B) e

E) cultivar a referida bactéria até pelo menos uma proteina
N-glicosilada recombinante codificada pela sequéncia de
nucledtidos do passo D) estar localizada na, e/ou sobre a,
membrana externa da bactéria Gram-negativa.

22. Método de acorde com a reivindicacgdc 21, em que pelo
menos uma oligossacariltransferase (Otase) natural ou
recombinante no pPasso i) b) e a pelo menos uma
oligossacariltransferase (OTase) recombinante no passo D) b) é
de C. jejuni.

23. Método de acordo com qualguer uma das
reivindicagdes 19 a 22, em gue a bactéria Gram-negativa
recombinante é seleccionada do grupo constituide por
Escherichia SpPpP. s Campylobacter SPP. ., Shigella SPP.,
Helicobacter spp., Pseudomonas spp. € Bacillus spp.

24, Método de acordo com a reivindicacao 23, em que o
organismo Gram-negativo recombinante é Escherichia coli.

25. Método de acordo com a reivindicacdoc 24, em gue o
organismo Gram-negativo recombinante ¢é seleccionado de entre
E. coli estirpes ToplO, w3110, CLM24, BL21, SCM26 e SCM7.
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26. Método de acordo com a reivindicacdoc 23, em gue o
organismo Gram-negativo recombinante ¢é seleccionado de entre
S. enterica estirpes SL3261, SL3749 e SL3261Awaal.

27. Organismo procaridético no qual se introduz informacdo
genética compreendendo dcidos nucleicos que codificam para:

a) glicosiltransferases de um tipo que monta um oligossacarido
num transportador lipidico;

b) pelo menos uma proteina alvo recombinante derivada de uma
proteina subjacente por insercdo recombinante de pelo menos
uma sequéncia de consenso D-X-N-Z-S/T, em que X e 7 podem
ser qualguer aminodcido excepto Pro, na proteina
subjacente; e

¢) uma oligossacariltransferase de Campylobacter spp.;

em que a referida oligossacariltransferase liga o referido
oligossacarido a referida sequéncia de consenso das referidas
uma ou mais proteinas alvo recombinantes.

28. Organismo procaridtico de acordo com a
reivindicacdo 27, em que a Campylobacter spp. &€ C. jejuni.

Lisboa, 2010-12-28
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Fig. 4

DAPL glicano ¢-Mye
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