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DESCRICAO

EPIGRAFE: | “Proteina NAP de Helicobacter Pylori”

Este invento relaciona-se com a proteina NAP de

Helicobacter pylori.

Antecedentes do invento

Helicobacter pylori ¢é uma bactéria espiralada gram-
negativa que infecta o estdmago humano. Cré-se que mais do que
50% da populacdo mundial seja portadora desta bactéria.

Os isolados clinicos de H. pylori podem ser caracterizados
pela expressdo de uma citotoxina vacuolizante (VachA), a qual
induz a formacdo de vacuolos nas células epiteliais, e de um
antigénio imunodominante associado a citotoxina (CagA). As
estirpes de tipo I, que predominam nos pacientes com ulceras
ou cancro, expressam ambas as proteinas, enquanto que as
estirpes de tipo II ndo expressam nenhuma delas.

Foram Jjé& descritas diversas proteinas antigénicas de H.
pylori [p.ex., referéncias 1 e 2], incluindo a sua urease,
VacA, proteinas flagelares e adesinas. Uma proteina conhecida
como NAP (proteina activadora dos neutrdéfilos [3,4]1), que é
encontrada tanto nas estirpes de tipo I como nas de tipo II,
parece ser protectora quando testada no modelo de H. pylori no
rato [5].

A NAP & um homodecdmero com subunidades de 15 kDa [6], e
tem sido proposto que o complexo multimérico possui uma
estrutura em forma de anel que forma espontaneamente
estruturas paracristalinas hexagonais. A proteina completa
parece interagir com os receptores de glicoesfingolipidos dos

neutréfilos humanos [7].




Tomando como base a sua homologia com as
bacterioferritinas, sugeriu-se que a NAP possa actuar como um
tampdo para o ferro [3]. No entanto, até ao presente ndo foi
detectada a presenca de ferro ou do grupo heme. A proteina tem
ainda sido referida como um antitransportador de Na'/H' [8].

Tal como o seu nome sugere, a NAP promove a activacido e a
adesdo dos neutrdéfilos as células endoteliais. Apesar de se
ter Jj& sugerido gque esta funcdo ndo estd provavelmente
relacionada com a sua funcdo intracelular [3], a actividade
proadesiva pode ser neutralizada por um antisoro [6]. Uma vez
que a activacdo dos neutrdfilos e a adesdo as células
endoteliais constituem mecanismos de inflamacdo, e uma vez Jgue
H. pylori ¢é responsdvel pela inflamacdo do estdmago, parece
provavel que a NAP represente um factor, ou o factor, de H.
pylori que ¢é responsavel pela inflamacdo, provavelmente num
estddio precoce da TuUlcera géstrica em qgue se observa uma
acumulacdo abundante de neutrdéfilos na mucosa géastrica
superficial.

Foi j& descrito um protocolo para a purificacdo do
decdmero de NAP a partir de H. pylori [6], envolvendo
cromatografia em agarose, filtragem molecular e cromatografia
de troca idbénica. Este protocolo proporcionou um rendimento de
72%. Foi também proposta a producdo recombinante de NAP em E.
coli [7]. O gene foi <clonado no plasmideo pTrxFus para
produzir uma proteina de fusdo com a tioredoxina. A proteina
foi entdo purificada do mesmo modo que a proteina nativa. Foi
referido que a tioredoxina N-terminal néo afectava a
actividade bioldgica da NAP.

Verifica-se ainda neste campo técnico, no entanto, a
necessidade de produzir NAP pura sem a presenca de artefactos
de clonagem, dominios de fusdo ou semelhantes. Constitui,
deste modo, um objectivo do invento o fornecimento de um
processo para a purificacdo de NAP nativa. Constitui um

objectivo adicional do invento que este processo seja simples,



facilmente transposto para uma escala de fabrico e
economicamente vidvel. Constitui ainda um objectivo deste
invento o fornecimento de uma proteina com elevado grau de
pureza.

Verificou-se no &ambito deste invento que a NAP tem uma
solubilidade surpreendentemente elevada em meio aquoso,
permanecendo soluvel mesmo com uma saturacdo de 80% em sulfato

de amédnio.

Descricdo do invento

De acordo com o presente invento, é fornecido um processo
para o enriquecimento da presenca da NAP de H. pylori numa
mistura de proteinas, compreendendo o passo de efectuar o
salting-out das outras proteinas.

O passo de salting-out deixa a maior parte da NAP na forma
soltivel. Se bem que se possa usar qualquer sal adegquado, ¢é
preferido o uso de sulfato de ambénio. A concentracdo final de
sal é& de 50% de saturacdo ou mais (p.ex., 60%, 70%, 80% ou
mais). O passo de salting-out preferencialmente precipita pelo
menos 50% das proteinas presentes na mistura (p.ex., 60%, 70%,
80% ou mais). O salting-out de sonicados de H. pylori ¢é
descrito na referéncia 11.

Devido a solubilidade surpreendentemente elevada da NAP,
este passo de salting-out remove 86 por si a maioria das
proteinas, enriquecendo consideravelmente a presenca de NAP.

A mistura resultante de proteinas sollveis, enriquecida em
NAP, ¢é entdo submetida a um enriquecimento adicional. E no
entanto preferida a clarificacédo inicial da mistura, de modo a
remover o material precipitado durante o passo de salting-out.
Tal é tipicamente conseguido por filtracéo ou,
preferencialmente, por centrifugacéo.

O enriquecimento adicional wutiliza a cromatografia de

quelatos metédlicos [9]. Poderd utilizar-se qualquer i&o



metdlico imobilizado adequado (p.ex., zinco, cobalto, cobre),
mas é preferido o niquel.

Por “purificacdo” pretende-se indicar que a NAP forma pelo
menos 75% (em peso) da mistura resultante (p.ex., 80%, 85%,
90%, 95%, 97%, 99% ou mais).

A mistura de proteinas poderd corresponder a qualquer
fonte adegquada da proteina NAP. O0Os exemplos incluem as
préprias bactérias de H. pylori, ou outros hospedeiros que
expressem o gene que codifica para a NAP de H. pylori (tal
como bactérias transformadas). Estas sdo preferencialmente
submetidas a lise ou a destruicdo de membranas celulares antes
do enriquecimento/purificacdo de NAP de modo a possibilitar o
acesso aos seus componentes citopléasmicos (p.ex., por
sonicacdo, prensa francesa, prensa de Hughes, lise enzimatica,
trituracdo, congelacdo/descongelacdo, etc.).

As condicbdes e reagentes preferidos para colocar em
pratica os processos do invento sdo o8 apresentados nos
Exemplos abaixo (p.ex., estirpes Dbacterianas, vectores,
enzimas de restricdo, meios de cultura, temperaturas, tampdes,
métodos analiticos, etc.). Por exemplo, de modo a remover oS
componentes de baixo peso molecular, ¢é preferida a inclusédo de
pelo menos um passo de didlise durante o processo de
enriquecimento/purificacao.

A NAP poderd possuir a mesma sequéncia que a NAP que
ocorre naturalmente em H. pylori, 1isenta de sequéncias de
aminodcidos gque sdo tipicamente introduzidas durante ©
processo de recombinacdo ou de expressdo recombinante (por
exemplo, marcadores de poli-histidina, fusdes com tioredoxina,
fusdes com GST, sequéncias inteina-terminais, etc.).

De acordo com o invento, ¢ ainda fornecido um processo
para a preparacdo de um agente para diagndéstico ou de um
agente terapéutico (p.ex., uma composicdo imunogénica ou
vacina), compreendendo o enriquecimento/purificacdo da NAP tal

como acima se descreve, seguindo-se uma formulacdo adequada.



Para os agentes a administrar a animais, por exemplo, tal
podera envolver a formulacéo da NAP num tampédo
fisiologicamente aceitdvel. Para uma composicdo imunogénica ou
vacina tal poderd incluir a adicdo de um adjuvante, por
exemplo. Para um agente para diagndéstico, o processo poderé
envolver a adicdo de um marcador detectédvel a NAP (p.ex., um
marcador radioactivo ou fluorescente) . Estes passos de
formulacdo encontram-se facilmente ao alcance de um perito
neste campo técnico.

Em formas de realizacdo preferidas, o0s agentes para
diagnéstico ou terapéutica preparados através do invento
compreendem proteinas ou antigénios adicionais de H. pylori.
Por exemplo, as composicdes poderédo compreender VacA
(citotoxina wvacuolizante) e/ou CagA (antigénio associado a
citotoxina) e/ou proteinas de urease para além da NAP.

As vacinas poderdo ser profildcticas (i.e., para prevencéo
da infeccdo) ou terapéuticas (i.e., para o tratamento da
doenca apds a infeccédo).

Estas vacinas compreendem um antigénio ou varios
antigénios, usualmente em combinacdo com “transportadores
farmaceuticamente aceitéveis”, 0os quais incluem qualquer
molécula que por si mesma ndo induz a producdo de anticorpos
prejudiciais para o individuo que recebe a composicdo. Os
transportadores adequados s&o tipicamente macromoléculas
grandes e de metabolizacdo lenta, tais como ©proteinas,
polissacédridos, 4cidos ©polilécticos, é&cidos poliglicdlicos,
aminodcidos poliméricos, copolimeros de aminodcidos, agregados
lipidicos (tais como goticulas de 6leo ou lipossomas), e
particulas de virus inactivas. Tais transportadores sdo bem
conhecidos dos técnicos de pericia média. Adicionalmente,
estes transportadores poderédo funcionar como agentes
imunoestimulantes (“adjuvantes”). Ainda, o antigénio poderé

ser conjugado com um toxdbdide bacteriano.



Os adjuvantes preferidos para aumentar a eficédcia da
composicdo incluem, sem limitacdo: (1) sais de aluminio (alum)
tais como hidréxido de aluminio, fosfato de aluminio, sulfato
de aluminio, etc.; (2) formulacdes de emulsdo O6leo-em-agua
(com ou sem outros agentes imunoestimuladores especificos tais
como muramil-péptidos ou componentes da parede celular

bacteriana), tais como, por exemplo, (a) MEF59™ (WO 90/14837),

contendo 5% de esqualeno, 0,5% de Tween™ 80 e 0,5% de Span 85
(contendo opcionalmente gquantidades diversas de MTP-PE, se bem
que tal ndo seja necessario), formulado em particulas
submicrénicas por meio de um microfluidificador, (b) SAF,
contendo 10% de esqualeno, 0,4% de Tween 80, 5% de polimero
L121 Dblogqueado por plurdnico, e thr-MDP (ver abaixo),
microfluidizado até uma emulsdo submicrdénica ou vortexado para
gerar uma emulsdo com particulas de maior tamanho, e (c)
sistema adjuvante RIBI™ (RAS) contendo 2% de esqualeno, 0,2%
de Tween 80 e um ou mais componentes da parede celular
bacteriana pertencentes ao grupo que consiste em monofosforil-
lipido A (MPL), dimicolato de trealose (TDM) e esqueleto da

parede celular (CWS), preferencialmente MPL+CWS (Detox™); (3)

poderdo usar-se adjuvantes de saponinas, tal como o Stimulon™,
ou particulas criadas a partir destes, tal como os ISCOMS
(complexos imunoestimuladores); (4) Adjuvante Completo de
Freund e Adjuvante Incompleto de Freund (CFA e 1IFA); (5)
citocinas, tais como interleucinas (IL-1, 1IL-2, 1IL-4, 1IL-5,
IL-6, 1IL-7, 1IL-12, etc.), interferdes (p.ex., IFNy), factor
estimulador de coldénias de macrdéfagos (M-CSF), factor de
necrose de tumor (TNF), etc.; e (6) outras substédncias gue
actuam como agentes imunoestimuladores para aumentar a
eficédcia da composicdo. Sdo preferidos o alum e o MF59™,

Tal como acima se mencionou, oS muramilpéptidos incluem,
mas nao se limitam a, N-acetil-muramil-L-treonil-D-

isoglutamina (thr-MDP), N-acetil-normuramil-L-alanil-D-



isoglutamina (nor-MDP) , N-acetilmuramil-L-alanil-D-
isoglutaminil-L-alanina-2-(1’'-2’-dipalmitoil-sn-glycero-3-
hidroxifosforiloxi)-etilamina (MTP-PE), etc.

As composicdes imunogénicas (p.ex., o antigénio, o)
transportador farmaceuticamente aceitdvel e o adjuvante)
conterdo tipicamente diluentes, tais como agua, SOTro
fisioldégico, glicerol, etanol, etc. Adicionalmente, poderéo
estar presentes nestes veiculos substédncias auxiliares, tais
como agentes molhantes ou emulsificantes, substancias
tamponantes de pH e semelhantes.

Tipicamente, as composicdes de vacina sdo preparadas sob a
forma de injectéveis, como solucdes ou suspensdes liquidas;
poderdo igualmente preparar-se formas sdbélidas adequadas para
solucdo ou suspensdo em veiculos liquidos antes da injeccédo. A
preparacdo poderd igualmente ser emulsificada ou encapsulada
em lipossomas para proporcionar um efeito adjuvante
intensificado, tal como acima referido.

As composicdes imunogénicas usadas como vacinas
compreendem uma quantidade imunologicamente eficaz dos
polipéptidos antigénicos, assim como qualquer outro dos
componentes acima mencionados, segundo necessario. Por
“gquantidade imunologicamente eficaz” pretende-se significar
que a administracdo desta quantidade a um individuo, em dose
Unica ou como parte de uma série de doses, é eficaz para fins
de tratamento ou prevencdo. A quantidade necessaria variaré,
dependendo do estado de satde ou da condicdo fisica do
individuo a ser tratado, do grupo taxondédmico do individuo a
tratar (p.ex., primata n&do humano, primata, etc.), da
capacidade de sintese de anticorpos evidenciada pelo sistema
imune do individuo, do grau de ©proteccdo desejado, da
formulacdo da wvacina, da avaliacdo da situacdo médica por
parte do clinico, entre outros factores relevantes. Espera-se
que esta quantidade caia num intervalo relativamente largo que

poderd ser determinado através de ensaios de rotina.



As composicbes imunogénicas s&o convencionalmente
administradas por via parentérica, p.ex. por injeccéo
subcutdnea ou intramuscular. Estas composicdes podem também
ser administradas a superficie de mucosas (p.ex., por via oral
ou intranasal) ou sob a forma de formulacdes pulmonares,
supositdérios ou aplicacdes transdérmicas. A  dosagem de
tratamento poderd ser administrada num regime de dose Unica ou
de doses multiplas. A vacina poderd ser administrada em
associacdo a outros agentes imunoreguladores.

A NAP enriquecida segundo o invento poderd ainda ser usada

em imunoensaios para deteccdo dos niveis de anticorpos (ou,

inversamente, poderédo usar-se anticorpos anti-NAP para
deteccdo dos niveis de antigénio). Poderdo desenvolver-se
imunoensaios baseados em antigénios recombinantes bem

definidos para substituir os métodos de diagndéstico invasivos.
Poderdo detectar-se anticorpos <contra a NAP em amostras
bioldégicas, incluindo, por exemplo, amostras de sangue ou
soro. A concepcgdo dos imunoensaios é susceptivel de um elevado
grau de variacdo, sendo Jj& conhecidos da técnica diversos
tipos de imunoensaio. 0s protocolos de imunoensaio poderédo
basear-se, por exemplo, em competicdo, ou em reaccdo directa,
ou em ensaios de tipo sanduiche. Os protocolos poderdo também,
por exemplo, usar suportes sbélidos ou recorrer a
imunoprecipitacdo. A maioria dos ensaios utiliza um anticorpo
ou um polipéptido marcado; os marcadores poderdo ser, por
exemplo, fluorescentes, guimioluminescentes, radioactivos ou
corantes. S&do também conhecidos ensaios que amplificam os
sinais da sonda; como exemplos destes encontram-se os ensaios
que utilizam biotina e avidina, e os imunoensaios mediados e

marcados por enzimas, tais como os ensaios de ELISA.

Descricdo dos esquemas

A Figura 1 apresenta a sequéncia completa do gene gue

codifica para a NAP na estirpe CCUG, o qual foi clonado no



plasmideo pSM214G para produzir o pSM214-NAP. A Figura
apresenta ainda a sequéncia do vector plasmidico que flanqueia
a extremidade 5’ do gene (letras mintsculas) e a sequéncia de
aminodcidos deduzida.

A Figura 2 mostra uma comparacdo entre a sequéncia
nucleotidica da NAP clonada e as sequéncias das referéncias 6
e 8. Podem detectar-se diferencas que resultam na diferenca de
aminodcidos (Figura 3) a nivel dos residuos 8, 58 e 80 (em
comparacdo com a referéncia 6) e dos residuos 8, 73, 97, 101 e
140 (em comparacdo com a referéncia 8, deduzida a partir da
sequéncia gendémica completa) .

A Figura 4 apresenta os resultados do SDS-PAGE (A) e do
Western Blot (B) das proteinas celulares totais de E. coli.
Carreira 1: extracto total das células transformadas; carreira
2: controlos negativos; carreira 3: marcadores de baixo PM.

A Figura 5 apresenta a coloracdo por Ponceau (A) e o
Western Blot (B) do microorganismo E. coli transformado.
Carreira 1: extracto soluvel; carreira 2: extracto insoltvel;
carreira 3: marcadores de baixo PM.

A Figura 6 apresenta a coloracdo por Ponceau (A) e o
Western Blot (B) do microorganismo B. subtillis transformado.
Carreiras 1 e 2: estirpe SMS118, extractos soltGveis e
insoluveis, respectivamente; carreiras 3 e 4: estirpe SMS300,
extractos soluveis e insoluveis, respectivamente; carreira 5:
controlo negativo (B. subtillis transformado com pSM214 sem o
fragmento inserido de NAP).

A Figura 7 ilustra o efeito do salting-out com sulfato de
aménio. Carreiras 1 e 2: saturacdo a 60%, pellet e
sobrenadante (de E. coli), respectivamente; carreiras 3 e 4:
saturacdo aumentada de 60% para 80% (pellet e sobrenadante,
respectivamente); carreira 5: NAP purificada; carreira ©6:
marcadores.

A Figura 8 apresenta a pureza do produto de NAP final. As

carreiras 1-3 contém material purificado a partir de E. coli;



as carreiras 5-7 contém material purificado a partir de B.
subtillis (SMS118) . Da esquerda para a direita, estas
carreiras contém 1 ug, 2 ug e 3 ug de proteina,

respectivamente. As carreiras 5 e 8 s&o marcadores.

Exemplos

A colocacdo em préatica do presente invento utilizaréa, a
ndo ser que de outro modo indicado, técnicas convencionais de
biologia molecular, microbiologia, DNA recombinante e
imunologia, as quais s&o bem conhecidas neste campo técnico.
Tais técnicas encontram-se descritas em detalhe na literatura;
p.ex., Molecular Cloning: A  Laboratory Manual, 2% Ed.
(Sambrook, 1989); DNA Cloning, Volumes I e II (ed. Glover,
1985); Oligonucleotide Synthesis (ed. Gait, 1984); Nucleic
Acid Hybridization (eds. Hames & Higgins, 1984); Transcription
and Translation (eds. Hames & Higgins, 1984); Animal Cell
Culture (ed. Freshney, 1986); Immobilized Cells and Enzymes
(IRL Press, 1986); A Practical Guide to Molecular Cloning
(Perbal, 1984); a série Methods in Enzymology (Academic Press,
Inc.), especialmente os volumes 154 e 155; Gene Transfer
Vectors for Mammalian Cells (eds. Miller e Calos, 1987, Cold
Spring Harbor Laboratory); Immunochemical Methods in Cell and
Molecular Biology (eds. Mayer e Walker, 1987) ; Protein
Purification: Principles and Practice (Scopes, 1987); Handbook
of Experimental Immunology, Volumes I-1V (eds. Weir e

Blackwell, 1986).

Clonagem do gene que codifica para a NAP

O gene apresentado na Figura 1 foi amplificado a partir do
cromossoma CCUG utilizando os seguintes primers de PCR, os
quais introduziram ainda locais de restricdo para Sacl e

HindIITI:

10



5" ~ctegagetcotagaggutattaataatgaaaacattgaar-37

5 ~cecttaagettttaagecasatgagoite-37 .,

O produto de amplificacdo foi digerido com Sacl e HindIII
e ligado ao plasmideo pSM214G [10] que havia sido digerido com
estas mesmas duas enzimas. Este plasmideo é um vector de
expressdo de val-vem entre E. coli e B. subtillis. Tal como se
pode ver na Figura 1, o gene recombinante é expresso sob o
controlo de um promotor constitutivo e de um local de ligacéo
ao ribossoma, os quais funcionam tanto em E. coli como em B.
subtillis.

O plasmideo ligado foi usado para transformar E. coli e os
clones positivos foram seleccionados em placas de
cloranfenicol. Foi 1isolado e caracterizado um plasmideo a
partir de um clone positivo (“pSM214-NAP”). Armazenaram-se
lotes deste clone em glicerol a -80°C.

Adicionalmente, o plasmideo foi usado para transformar B.
subtillis, procedendo-se também a sua armazenagem em lotes de

glicerol a -80°C.

Anadlise preliminar da expressio

Inocularam-se coldénias isoladas de estirpes transformadas
de E. coli ou de B. subtillis em 4 ml de meio LB-CAP (i.e.,
meio LB + cloranfenicol a 20 upg/ml), deixando-se em cultura
durante 14 horas a 37°C. Foram cultivadas estirpes de controlo
contendo o vector de transformacdo sem o fragmento inserido de
NAP.

As culturas de E. coli foram recolhidas e ressuspensas em
tampdo de carga de amostras para SDS-PAGE. As culturas de B.
subtillis foram recolhidas, tratadas com lisozima a 0,3 mg/ml
(30 minutos, 37°C) e adicionou-se entdo 3 x tampdo de carga de
amostras para SDS-PAGE. As amostras foram incubadas durante 5

minutos a 95°C e separadas por SDS-PAGE, apds o que as

11



proteinas foram analisadas por coloracdo com azul de Coomassie
e Western Blot. O Dblot foi wvisualizado recorrendo a um
antisoro obtido por imunizacdo de um coelho com um produto de
fusdo NAP-tioredoxina (Figura 4).

As bactérias transformadas expressam claramente uma
proteina de 15 kDa que ndo se encontra presente nas estirpes

ndo transformadas, tal como evidencia o antisoro de coelho.

Cultura celular e lise das células

Inocularam-se coldénias isoladas de E. coli ou de B.
subtilis transformadas em 5 ml de LB-CAP, incubando-se o meio
a 37°C durante 10 horas. As culturas de 5 ml foram entéo
usadas para inocular frascos de 2 litros contendo 500 ml de
LB-CAP. Apds uma incubacdo de 14 horas a 37°C num agitador
rotativo (250 ciclos/min), as células foram recolhidas por
centrifugacdo a 6000 g durante 20 minutos a 4°C. 0s pellets
celulares foram 1lisados por sonicacdo ou usando uma prensa
francesa.

Para a sonicacdo, os pellets foram ressuspensos em 8 ml de
tampdo A (Tris-HC1 20 mM, pH 7,8) suplementado com lisozima a
0,3 mg/ml. Apds incubacdo em gelo (10 minutos) e depois a 37°C
(7 minutos), adicionaram-se 35 ul de uma solucdo a 2 mg/ml de
DNAse I (Sigma D-4263). As amostras foram colocadas em gelo e
extensamente sonicadas até ao desaparecimento da viscosidade
(sonicador Branson 450, ponta média, ciclo de trabalho 50,
controlo de output 5, aproximadamente 25 ciclos x 2 minutos
com 1 minuto de sonicacdo/l minuto em gelo). Perfez-se um
volume de 14 ml de lisado adicionando tampédo A, centrifugando-
se entdo a 20000 g durante 20 minutos a 4°C. O sobrenadante
(extracto total soluvel) e o0s pellets (extracto total
insoltivel) foram separados e usados de imediato ou armazenados
a -z20°cC.

Para a destruicdo das membranas celulares, com prensa

francesa, as células foram ressuspensas em 15 ml de tampdo A e

12



lisadas com trés passagens pela prensa. As proteinas soluveis
foram recolhidas por centrifugacdo a 12000 g durante 30
minutos a 4°C e perfez-se um volume de 28 ml do sobrenadante
com tampao A.

A andlise por SDS-PAGE dos extractos totais soluveis e
insoluveis (Figuras 5 e 6) mostra que o soro anti-NAP reage
apenas com a fraccdo soluvel, o gque indica que a NAP ¢&

completamente soltivel no tampé&do A.

Purificacdo da proteina

As proteinas totais soltveis de B. subtilis foram diluidas
com tampdo A para fornecer uma concentracdo de proteinas
totais de 8 mg/ml (Bradford). Adicionou-se sulfato de amdénio
até uma concentracdo final de 60% de saturacdo e o processo de
salting-out foi deixado a decorrer durante 12 horas a 4°C com
agitacdo suave. As proteinas precipitadas foram removidas por
centrifugacdo a 12000 g durante 30 minutos a 4°C e o
sobrenadante foi dialisado durante 12 horas contra o tampdo A.

A solucdo dialisada foi carregada sobre uma coluna FF de
sefarose quelante activada por niquel (1 x 8 cm) equilibrada
com tamp&do A. A coluna foi lavada com tampdo A + NaCl 200 mM.
A eluicdo da proteina foi efectuada wusando 46 ml de um
gradiente linear de imidazol 0-40 mM, seguindo-se 10 ml de um
segundo gradiente de imidazol 40-100 mM (taxa de fluxo 0,5
ml/min). A eluicdo prosseguiu entdo com 25 ml de imidazol 100
mM.

As fraccdes foram analisadas por SDS-PAGE, e as fraccdes
que continham NAP foram reunidas num pool e dialisadas contra
tampdo PBS (pH 7-7,5).

A NAP foi purificada a partir de E. coli pelo mesmo
processo, com a diferenca de que o procedimento de salting-out

usou uma saturacdo de 80%.
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Pureza
A partir de 1 1litro de cultura, os resultados das

purificacdes foram:

Bactéria NAP (mg) Pureza (SDS-PAGE)
B. subtilis 10 90%
E. coli 30 95%

Uma indicacdo da pureza, através de coloracdo por azul de
Coomassie, ¢ apresentada na Figura 8. O material proveniente
de E. coli parece ser ligeiramente mais puro. E estimado um

rendimento de 80% por anédlise densitométrica.

Salting-out

A NAP parece manter-se soluvel mesmo utilizando
concentracdes muito elevadas de sulfato de amdénio. Tal como
mostra a Figura 7, a NAP permanece soluvel mesmo com uma
saturacdo de 80%. A carreira 4 do gel mostra que o processo de

salting-out sé por si confere um elevado grau de purificacéo.

Estrutura multimérica

A capacidade evidenciada pela NAP purificada de se
estruturar numa forma multimérica foi investigada recorrendo a
cromatografia de exclusdo por dimensdes (ndo redutora, néo
desnaturante). A NAP foi carregada sobre uma coluna de
Sefarose 12 HR 10/30 equilibrada com tampdo (Tris-HC1l 25 mM,
NaCl 150 mM, pH 7,8) e eluida a um fluxo de 0,5 ml/min.
Independentemente da fonte de NAP, a proteina foi eluida num
unico pico possuindo o mesmo tempo de retencdo que a éalcool
desidrogenase de levedura (PM 150 kDa), indicando uma

estrutura decamérica [6].
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Sequéncia N-terminal

A sequenciacdo N-terminal da NAP purificada foi efectuada
usando um sequenciador de proteinas Beckmann LF 3000 equipado
com andlise on-line por RP-HPLC dos aminodcidos PTH. 0Os 10
aminodcidos sequenciados eram idénticos aos deduzidos a partir

da seguéncia genética apresentada na Figura 1.

Comparacdo com a proteina nativa

Recolheram-se células CCUG de H. pylori da superficie de
placas de agar de sangue, sendo estas células lavadas em PBS
gelado e ressuspensas em tampdo de lise (Tris-HC1 20 mM, EDTA
2,5 mM, lisozima 0,3 mg/ml, pH 7,8). A suspensdo celular foi
incubada a 37°C durante 20 minutos, sonicada e centrifugada a
20000 g durante 40 minutos. O sobrenadante (proteinas
soltiveis) foi armazenado a -20°C até prdxima utilizacédo.

O tempo de retencdo em cromatografia de filtracdo em gel
da NAP purificada a partir de E. coli ou de B. subtilis foi
idéntico ao do extracto de proteinas soltveis de H. pylori.

Deverd ter-se em conta que a descricdo do invento acima
apresentada ¢é meramente exemplificativa e que se poderéo
introduzir diversas modificacdes sem que se abandone o ambito

do invento.
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REIVINDICACOES

1. Um processo para o enriquecimento da presenca da NAP
de H. pylori numa mistura de proteinas, caracterizado por
compreender o0s passos de salting-out e de cromatografia de
quelatos metédlicos, sendo a concentracdo final de sal, no
passo de salting-out, de, pelo menos, 50% de saturacéio.

2. Um processo, de acordo com a Reivindicacdo N°.1,
caracterizado por o dito metal ser o niquel.

3. Um processo, de acordo com qualquer das
Reivindicacdes precedentes, caracterizado por a dita NAP ser
produzida por um hospedeiro recombinante, e possuindo, a dita

NAP, a mesma sequéncia que a NAP que ocorre naturalmente em H.

pylori.
4. Um processo para a preparacdo de um agente para
diagndéstico ou terapéutica, caracterizado por compreender: (i)

0 enriquecimento da NAP de H. pylori através do processo, de
acordo com qualguer das Reivindicacdes precedentes; e (ii) a
formulacdo da NAP enriquecida de modo a fornecer o agente.

5. O processo, de acordo com a Reivindicacdo N°.4,
caracterizado por o agente ser uma composicdo imunogénica ou
vacina.

6. O processo, de acordo com a Reivindicacdo N°.4,
caracterizado por o passo (ii) envolver a formulacdo da NAP
num tampédo fisiologicamente aceitével.

7. O processo, de acordo com a Reivindicacdo N°.5,
caracterizado por o passo (ii) envolver a adicdo de um
adjuvante.

8. O processo, de acordo com a Reivindicacdo N°.4,
caracterizado por o passo (ii) envolver a adicdo de um

marcador detectavel para a NAP.

Lisboa, 28 de Maio de 2009
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FIG. 4(A)
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FIG. 6(A)
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RESUMO

O invento refere-se a um processo para o enriquecimento da
presenca de NAP de H. pylori numa mistura de proteinas,
compreendendo o passo de salting-out das outras proteinas.
Verificou-se que a NAP permanece soluvel a concentracdes de
sulfato de aménio de 80% e superiores. O processo compreende
preferencialmente o passo adicional de <cromatografia de
quelatos metdlicos. A combinacdo dos passos de salting-out e
de cromatografia de quelatos metdlicos resulta numa NAP muito
pura. A NAP possui preferencialmente a mesma sequéncia que a
NAP de ocorréncia natural em H. pylori e ¢é isenta de
sequéncias gue tipicamente estdo associadas a producdo de
proteinas recombinantes. Os processos e a NAP do invento podem
ser usados em produtos e processos para diagndéstico e

terapéutica.
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