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DESCRIPCIOM

Apoyo gubernamental

El sistema de exportacién de proteinas aqui definido fue desarrollado a través
del apoyo de los proyectos 5 RO1 A129471, RO1 A140297, y Research Contract NO1
A145251 (M. M. Levine, investigador principal), del Instituto Nacional de Salud
estadounidense (NIH).

Aplicaciones relacionadas

Esta aplicacion reivindica prioridad a la solicitud de patente provisional No.
60/252,51B, presentada el 22 de Noviembre del 2000.
Antecedentes del invento

La descripcion a continuacion se refiere al uso de un sistema de exportacion de
proteinas. El sistema descrito proporciona métodos eficaces y composiciones Utiles
para la produccion de proteinas recombinantes.

Descripcion de |a técnica relacionada

Los sistemas de expresién de proteinas han usado durante mucho tiempo
plasmidos de expresién o vectores de expresion de alto nUmero de copia en un intento
de aumentar los rendimientos de proteinas recombinantes de interés. Los plasmidos
de expresién de alto numero de copia y las proteinas de interés que codifican pueden
ejercer un efecto negativo en la idoneidad de un hospedante que contiene un plasmido
de expresién. La carga notable colocada en las células hospedantes procariotas que
llevan plasmidos multicopia es el resultado acumulativo de una cascada metabdlica
desencadenada por dos procesos: 1) la replicacion y el mantenimiento de los
plasmidos de expresion y 2) transcripcién y traduccién de las diversas funciones
codificadas por los plamidos incluyendo el gen de interés. Tales mecanismos podrian
explicar la observacion de que las bacterias que llevan plasmidos crecen mas lento
que las bacterias sin plasmidos. Esta carga puede también explicar la observacion de
gue la tasa de crecimiento disminuye segun el nUmero de copia aumenta.

Segun se expresa el gen de interés, la tasa de crecimiento de las células
hospedantes recombinantes disminuye. La disminucién de la tasa de crecimiento
puede desencadenar la induccion de diversas proteasas celulares que pueden
degradar la proteina producida de modo recombinante presente en el citoplasma de la
célula hospedante. La tasa de recimiento reducida es por tanto la inevitable
consecuencia de una carga metabdlica, que a su vez el el resultado acumulativo de un
nuamero de perturbaciones fisiologicas. Debido a que esta reduccién en la tasa de
crecimiento crea una presion selectiva para la pérdida de los plasmidos residentes en
ausencia de seleccidn, la pérdida significativa de los plasmidos de expresion a partir
de la célua hospedante que lleva un vector de expresion puede tener lugar tras la
transformacién de la célula hospedante.
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Las células hospedantes con tasa de crecmiento reducidas pueden despojarse
de modo espontdneo de un plasmido de expresién para eliminar de la célula
hospedante una carga metabdlica innecesaria y permitir a las células hospedantes sin
plasmido crecer mas rapidamente que la poblacién de células hospedantes que llevan
plasmido. Tal cambio en la expresion de proteinas dentro de una poblacion de células
hospedantes se esperaria que redujera la produccién proteica.

Por consiguiente, seria deseable preparar un sistema de expresion de
proteinas que optimizaria la expresion de proteinas a partir del vector de expresion
mientras que minimiza la carga metabdlica en la célula hospedante generada por el
vector de expresion.

Sumario del invento

El material descrito se refiere al uso de una proteina de exportacién para

facilitar la exportacién de una proteina de fusion fuera de la célula hospedante. Una

realizacién descrita proporciona un método para expresar un gen en una célula
bacteriana que comprende proporcionar un vector de expresion en una poblacicdn de
células hospedantes bacterianas, en la que el vector de expresiébn comprende un
casete de expresidbn que comprende una secuencia que codifica una proteina de
exporacion genéticamente fusionada a una secuencia codificante para una proteina de
interés, que expresa el casete de expresion tal que una proteina de fusion proteina de
exportacion—proteina de interés es producida y exportada o transportada al medio de
cultivo, en el que la secuencia codificante para la proteina de exportacion es
seleccionada a partir del grupo que consiste en Salmonella enterica serovar Typhi (S.
Typhi), el gen cytolisina A (clyA), gen de Salmonella paratyphi (S. paratyphi) clyA o el
gen de hemolisina (hly E) de Escherichia coli (E. coli).

Otra realizacion descrita se refiere al uso de una poblacién de células
hospedantes bacterianas transformadas con un vecto de expresion que comprende un
casete de expresiébn que comprende una secuencia codificante de proteina de
exportacion genéticamente fusionada a una secuencia que codifica una proteina de
interés en la fabricacion de un medicamento para obtener una respuesta inmune de un
animal en el que la secuencia codificante de una proteina de exportacién es
seleccionada del grupo que consiste en el gen de citolisina A (clyA) de Salmonella
enterica serovar Typhi (S. Thypi), el gen cly A de salmonella paratyphi (S. paratyphi) o
el gen de hemolisina E (hly E) de Escherichia coli (E. coli).

Otra realizacion descrita se refiere a un sistema para expresar una proteina de
interés que comprende: un vector de expresion que comprende un casete de
expresion, en el que el casete de expersion comprende una secuencia codificante de
la proteina de exportacion genéticamente fusionada a una secuencia codificante de
una proteina de interés, una célula hospedante transformada con el vector de
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expresion, y un medio de cultivo para la célula hospedante transformada, en el que el
casete de expresién expresa una proteina de fusion proteina de expresion-proteina de
interés, que es exportada hacia fuera de la célula hospedante transformada en el que
la secuencia codificante de una proteina de exportacion es seleccionada del grupo que
consiste en el gen de citolisina A (clyA) de Salmonella enterica serovar Typhi (S.
Thypi), el gen cly A de Salmonella paratyphi (S. paratyphi) o el gen de hemolisina E
(hly E) de Escherichia coli (E. coll).

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 proporciona ejemplos del vector de expresion de este invento. La
Figura 1A ilustra el vector de expresién pSEC84. La Figura 1B ilustra el vector de
expresion pSEC84bla . La figura 1C ilustra pSEC84sacB (SEQ. ID N°: 18). La Figura
1D ilustra pSEC84gfpuv.

La Figura 2 ilustra la exportacion de la proteina de fusion Cly-SacB que da
como resultado la metabolisis de la sacarosa en medio de crecimiento sélido. Las
cepas fueron hechas crecer en medio que contiene bien 8% de sacarosa (2A y 2B),
16% de sacarosa (2C y 2D), u 8% de sacarosa + 8% L-arabinosa (2E y 2F). Las
Figuras 2A, 2C y 2E demuestran el crecimiento de CVD 908-htrA que expresa CIgA-
SacB.

La Figura 3 ilustra el ceciminento de DVD 908-hirA que expresa bien CIgA
(pSEC84) o ClgA-SacB (pSEC84sacB), hecho crecer en caldo de cultivo 2XLB50
suplementado con DHB y bien 10% de sacarosa 6 10% de glucosa.

La Figura 4 ilustra analisis de inmunotransferencia Western de fracciones
celulares bacterianas de bien CVD 908-htrA (carriles 1-3) o CVD 908-htrA
(pSECB84gfpuv) (carriles 4-8). Las fracciones celulares son cargadas como sigue:
sobrenadantes, carriles 1 y 4; citoplasmicas, carriles 2 y 6; periplasmicas, carril 5;
insoluble, carril 7: lisado celular total, carriles 3 y 8; y 50 ng GFPuv, carril 9. Las
membranas con muestras idénticas fueron incubadas con anticuerpos especificos para
GFPuv (panel A) o E. coli GroEL (panel B).

Descricion detallada de la realizacion preferida

La descripcion a continuacién proporciona un sistema de exportacion proteica
para producir eficientemente proteinas recombinantes a partir de un hospedante
bacteriano. En una realizacién preferida, el sistema de exportacién proteica utiliza la
maquinaria endoégena de exportacion proteica a la bacteria hospedante en la que el
vector del sistema de exportacion proteica es introducido.

El sistema de exportacién de proteinas tiene un numero de aplicaciones utiles.
El sistema puede ser usado para producir de modo eficiente proteinas recombinantes
de interés dentro de una célula hospedante bacteriana y exportar la proteina
reocmbinante de interés de la célula hospedante bacteriana. Por ejemplo, el sistema
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descrito puede ser usado para producir de modo eficiente proteinas recombinantes de
interés en un bioreactor.

El sistema de exportacién de proteinas puede también ser usado para
proporcionar a un animal material antigénico frente al cual una respuesta inmune
puede ser montada. Por ejemplo en una realizacion una bacteria atenuada, tal como
Salmonella, es transformada con los componentes del sistema de exportacién de
proteinas. La salmonela recombinante puede entonces ser usada como una
composicion inmunogénica de vector vivo capaz de facilitar la generacion de una
respuesta inmune en un animal. El sistema de exportacién de proteinas puede ser
usado con una variead de antigenos de interés. Las composiciones inmunogénicas
dirigidas frente a la fiebre tifoidea y otras enfermedades puede ser producida. Las
composiciones inmunogénicas que expresan antigenos que son exportados de la
bacteria recombinantes con un minmimo de lisis bacteriana son también descritas.

A. Sistemas de exportacion de familias de proteinas HIyE

La descripcion a continuacion se refiere al uso de los miembros de la familia
HIyE en un sistema de exportacién de proteinas para facilitar la expresion de
proteinas. Los miembros de la familia HIyE pueden ser usados para facilitar la
exportacion de proteinas producidas de modo recombinante a partir de los
hospedantes bacterianos. Los sistemas de expresion que exportan proteinas
producidas de modo recombinantes se cree que facilitan la producciéon aumentada de
proteinas. El sistema de exportacion de proteinas descrito puede también ser usado
para preparar las composiciones inmunogénicas con las cuales vacunar a los
animales.

Se ha observado que las tasas de crecimiento de los organismos
recombinantes que contiene vectores de expresion disminuyen segun el nivel de
expresion de un gen de interés aumenta. La disminucién en el crecimiento puede
desen-cadenar la induccién de diversas proteasas celulares que pueden degradar la
proteina recombinante expresada. La tasa de crecimiento reducida es por lo tanto la
consecuencia inevitable de la carga metabdlica, que a su vez, es el resultado
acumulativo de un numero de perturbaciones fisiologicas. Por ejemplo, las
perturbaciones fisioldgicas son el resultado de la expresién y acumulacién de la
proteina de interés dentro de la bacteria hospedante. Esta acumulacién puede ser
danina para la viabilidad de la bacteria hospedante y asi una presién de seleccion
negativa.

Debido a que las cargas metabdlicas tales como las descritas anteriormente
crean una presién selectiva para la pérdida del vector de expresién residente en
ausencia de seleccién, una pérdida significativa del vector de expresiéon a partir de la
bacteria hospedante puede tener lugar una vez que la bacteria hospedante ha sido
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transformada con el vector de expresion que contiene el gen de interés. La pérdida
espontanea del plasmido elimina cualquier carga metabdlica de la bacteria hospedante
y permite a las bacterias sin plasmido crecer mas rapidamente que la poblacion de
bacterias que llevan plasmido. El sobrecrecimiento de células bacterianas que no
contienen el vector de expresion y por tanto no expresan la proteina de interés reduce
los niveles generales de produccién de proteina. Por lo tanto, las bacterias
hospedantes que no estdn obligadas genéticamente a mantener los vectores de
expresion que dirigen la sintesis de altos niveles de una proteina de interés dada
pueden producir significativamente menos proteina.

Una realizacion preferida para exportar la proteina de interés expresada de
modo recombinante comprende hacer uso de un sistema de exportacion endégeno en
la bacteria hospedante que contiene el vector de expresion. El uso de un sistema de
exporaacion enddgeno es ventajoso en parte debido a que evita la necesidad de
grandes cantidades de ADN heterélogo que codifica proteinas exoticas para suplir un
sistema de exportacion exdgeno. Sin embargo, los sistemas de exportacién de
proteinas que utilizan los sistemas de exportacion exégenos estan también abarcados
por la presente descripcion.

Un sistema candidato atractivo de exportacion enddgena es la hemolisina
criptica codificada por Cytolisina A (clyA) dentro del cromosoma de la Salmonella
enterica serovar Typhy (de aqui en adelante “S. Typhi’), un miembro de la famila de
proteinas HIyE. La familia de HIyE consiste en una proteina Unica, HIyE, y sus
homologo cercano de E. coli, Shigella flexneriy S. Typhi, y otras bacterias. La proteina
de E. coli es una proteina funcionalmente bien caracterizada, que forma poros,
hemolisina codificada en el cromosoma también llamada ClyA, HIyE, y hemolisina A
silenciosa (SheA). Consiste en 303 residuos de aminoacidos (34 Kda). Su
transcripcién esta positivamente controlada por SlyA, un regulador encontrado en
varias bacterias entéricas. HIyE forma poros transmembrana estables,
moderadamente selectivos de cationes con un diametro de 2,5-3,0 nm en bicapas
lipidicas. La proteina se une al colesterol, y la formacién de poros en una membrana
es estimulada si la membrana contiene colesterol. La estructura cristalina de E. coli
HIYE ha sido resuelta a una resolucién de 2,0 A, y la visualizacién de la forma
asociada a lipidos de la toxina a baja resolucién ha sido lograda mediante microscopia
electrénica. La estructura exhibe un huso de hélice elaborado de unos 100 A de largo.
Oligomeriza en presencia de lipidos para formar poros transmembrana.

B. Sistema de exportacién de proteinas de Cytolisina A (ClyA)

Una realizaciéon preferida de la presente descripcion se refiere al uo de la
proteina ClyA, un miembro de la familia HIyE, en un sistema de exportacion de
proteinas. Un gen clyA de aproximadamente 1 kb fue clonado a partir de CVD 908-
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htrA de S. Typhi para su uso en un sistema de exportacion de proteinas. La proteina
ClyA es exportada tanto de E. colicomo de S. Typhiy es capaz de exportar proteinas
pasajeras que han sido genéticamente fusionadas al extremo 3’ terminal del marco de
lectura abierto de clyA. La proteina pasajera a la que se hace referencia aqui es
también referida como proteina de interés. Se demuestra que el plegamiento
apropiado de estas proteinas de fusién tiene lugar de tal modo que la actividad
bioldgica inherente de los dominios implicados es observada.

Citolisina A (ClyA) de S. Typhi fue primero descrita por Wallace y otros, que
también documentaron la estructura cristalina para la hemolisina homologa de E. coli
(Wallace, A.J., T. J. Stillman, A. Atkins, S.J. Jamieson, P. A. Bullough, J. Green, y P. J.
Artymiuk. 2000. E. coli hemolysine E (HIyYE, Clga, SheA): X-ray crystal structure of the
toxin and observation of membrane pores by electron microscopy. Cell 100: 265-276).
Esta hemolisina ha sido descrita previamente y referida de modo variado como ClyA,
HIyE, o SheA. Para evitar confusiones, la hemolisina de E. coli es hecha aqui
referencia como HIyE y es codificada por hlyE. También por claridad, la hemolisina de
S. Typhi es referida aqui como ClyA, que esta codificada por clyA.

A modo ilustrativo, la estructura proteica de los miembros de la familia HIYE es
tratada mediante referencia a la proteina HIyE de E. coli. Hly es una molécula en forma
de baston curvo con una regién transmembrana de 27 residuos hidrofébicos. Esta
regién comprende un extremo terminal de la molécula plegada y se propone que forma
un poro dentro de la membrana diana. La formacion del poro lleva finalmente a la lisis
de la célula diana. En estudios de microscopia electronica elegantes, Wallace y otros,
mostraron que HIYE se inserta en vesiculas lipidicas para formar poros
comprendedidos de 8 mondmeros de HIyE.

Aunque la formacion de poros facilitada por HIyE ha sido elucidada, el
mecanismo por el cual HIyE y homdlogos de HIyE son exportados fuera de una
bacteria aun estan poco claros. Por otro lado, la manera por la cual la hemolisina se
inserta en membranas diana para su ensamblaje en poros tampoco esta bien
comprendida. Del Castillo y otros, describieron la secrecion dependiente de la fase de
crecimiento de la actividad hemolitica que tiene su maximo durante la fase media-
logaritmica y se desvanece durante el inicio de la fase estacionaria. (del Castillo, F. J.,
S. C. Leal. F. Moreno, e |. del Castillo. 1997. The Escherichia coli K-12 sheA gene
encodes a 34-kDa secreted hemolysin. Mol. Microbiol. 25: 107-115). Ludwig y colegas
han documentado que la secrecién de esta hemolisina criptica esta acomparnada por
la fuga de proteinas confinadas en el periplasma, pero no esta acompafnada por la
pérdida de proteinas citoplasmaticas, argumentando de modo indiscutible en contra de
que la lisis celular libere HIyE (Ludwig. A., S. Bauer, R. Benz, B. Bergmann, y W.
Goebel. 1999. Analysis of the sklyA-controlled expression, subcellular localization and
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pore-forming activitiy of a 34 kDa Haemolysin (ClyA) de Escherichia coli K-12. Mol.
Microbiol. 31:557-567).

Ademas, cuando se compara con la secuencia codificada por hlyE, la
secuenciacion del extremo N-terminal de la HIyE secretada revel6 que HIyE no esta
procesada en el extremo N-terminal durante el transporte. Oscarsson y otros,
documentaron que HIyE se une al colesterol y que la presencia del colesterol en
membranas diana estimula la formacion de poros y la lisis. (Oscarsson. J., Y. Mizunoe,
L. Li, X. Lai, A. Wieslander, y B. E. Uhlin. 1999. Molecular analysis of the cytolytic
protein ClyA (SheA) from Escherichia coli. Mol. Microbiol. 32:1226-1238.) Se estima
que ~ 10° moléculas de HIyE son requeridas para la lisis de un eritrocito diana
sugiriendo una acumulacién significativa de HIyE previamente a la deteccion de la lisis
celular. HIyE es notablmente estable dentro de un intervalo de valores de pH entre 3,0
y 9,0 y es resistente al corte por proteasas incluyendo tripsina y pepsina. (Atkins, A., N.
R. Wyborn, A. J. Wallace, T. J. Stillman. L.K. Black, A. B. Fielding, M. Hisakado, P. J.
Artymiuk, y J. Green. 2000. Structure-funcion relationships of a novel bacterial toxin,
Hemolysin E. The role of ag J. Biol. Chem. 275:41150-41155).

El nucleétido y la secuencia aminoacidica para el gen clyA aislado y la proteina
ClyA usada en el trabajo descrito son proporcionados como los nucleétidos 516-1436
de la SEQ ID N°. 1 y SEQ ID N? 2, respectivamente. Otros miembros de la familia HIyE
estan también disponibles y son conocidos por aquellos con conocimiento comun en la
técnica. Por ejemplo, otro gen clyA de S. Typhi para la citolisina A esta disponible con
el nimero de acceso al GENBANK N° AJ313034; la secuencia del gen clyA de
Salmonella paratyphi para la citolisina A esta disponible con el numero de acceso del
GENBANK N¢ AJ313033; la secuencia codificante del gen completo (hlyE) de la
proteina HIyE truncada de Shigella fexneri esta disponible con el numero de acceso
del GENBANK N? AF200955; y la secuencia del gen hlyE de Escherichia coli esta
disponible con el numero de acceso del GENBANK n® AJO01829.

La familia de proteinas HIyE tipicamente causa hemolisis en células diana. Los
miembros de la famila HIyE hemoliticamente activa o inactiva pueden ambos ser
usados con las ensefanzas descritas. Por ejemplo, se conoce que la mutacion del gen
hlyE puede reducir o eliminar la actividad hemolitica. Por ejemplo, la pérdida de
acividad hemolitica ha sido documentada cuando hlyE es mutuada tal que las
susticiones aminoacidicas tienen lugar en las posiciones 180, 185, 187, y 193.
Especificamente, G180V, V185S, A187S,e 1193S tienen como resultado una pérdida
de actividad homolitica de la proteina HIyE expresada a partir del gen hlyE mutado.

La presente descripcion utiliza las caracteristicas de exportacion de la familia
HIyE de proteinas para producir un sistema de exportacién de proteinas. Por ejemplo,
la fusién de proteinas que comprende cualquier miembro de la familia HIyE y una
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proteina de interés estan descritas. Mas especificamente, las proteinas de fusion que
comprenden ClyA y una proteina de interés estdn descritas. Como se describe a
continuacion, las proteinas de fusién que contienen ClyA son exportadas de la célula
hospedante bacteriana y en el medio circundante. Esta caracteristica del sistema de
expresién que comprende un componente de una proteina de fusién proteina de
exportacion:proteina de interés que facilita la produccion de la proteina de interés y la
exportacion de la proteina de fusién proteina de exportacién:proteina de interés.
Vectores de expresion de la proteina de exportacion

El sistema de exportacién de proteinas decrito aqui puede ser usado para
expresar y exportar una amplia variedad de proteinas de fusion que comprenden una
proteina de expresion y una proteina de interés. La proteina de exportacién es
seleccionada de la familia de proteinas HIyE. En una realizacion, la proteina de interés
es codificada por un gen de interés. El gen de interés puede ser extrafo a la bacteria
gue contiene el sistema de exportacién de proteinas o puede ser un gen que es
enddgeno para la bacteria. Tipicamente, una construccién de una proteina de fusion
proteina de exportacion:proteina de interés esta presente en un casete de expresion,
gue a su vez estd presente en un vector de expresion. Cada una de estas unidades
son tratadas a continuacion.

Los vectores de expresion.

El sistema de exportacion de proteinas utiliza un vector de expresién para
facilitar la produccion recombinante de la proteina de interés. Tipicamente, el vector de
expresion comprendera un origén de replicacién y otras caracteristicas estructurales
que controlan y regulan el mantenimiento del vector de expresion en la célula
hospedante. Por definicién, el término “vector de expresion” se refiere a un plasmido,
virus y otros vehiculos conocidos en la técnica que ha sido manipulado por la insercion
o incorporacién del casete de expresién que comprende el casete de expresién de la
proteina de fusiéon proteina de exportacién:proteina de interés. Un ejemplo de un
sistema vector de expresidbn que muestra los vectores de expresién que confieren
estabilidad plasmidica a dos niveles independientes como se describen en Galen, y
otros, Immun. 67:6424-6433 (1999) y en las solicitudes de patentes norteamericanas
N%s 09/204,117, presentada el 2 de Diciembre de 1998 y 09/453.313, presentada el 2
de Diciembre de 1999.

Casetes de expresién de proteina de fusion-proteina de exportacién

El sistema de exportacién de proteinas descrito aqui puede ser usado par
expresar y exportar una amplia variedad de proteinas de fusion que comprenden una
proteina de exportacion y una proteina de interés. La proteina de interés esta
codificada por la secuencia que codifica la proteina de interés que es tambien el gen
de interés. El gen de interés puede ser extrano a la bacteria que contiene el sistema
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de exportacion de proteina o puede ser un gen que es endoégeno de la bacteria. La
proteina de interés puede oscilar desde un aminoacido Unico a proteinas varias veces
el tamano de la molécula de proteina de exportacion. Méas preferiblemente, la proteina
de interés puede oscilar desde diez aminoacidos hasta dos veces el tamano de la
proteina de exportacion. Es preferible que el tamafo de la proteina de interés sea tal
qgue no interfiera con la capacidad de la proteina de exportacion a ser exportada
completamente fuera de la bacteria. De modo ejemplar las proteinas de interés van
desde 0 KDa hasta al menos 50 kDa en masa. Masas mayores, y por lo tanto
proteinas mas largas pueden también ser usadas como proteinas de interés. Por
ejemplo, las proteinas de interés pueden tener una masa de 55 KDa, 60 KDa, 65 KDa,
70 KDa, 75 KDa, 80 KDa, 85 KDa, 90 KDa, 95 KDa, 100 KDa, o mas largas.

Alternativamente, la proteina de interés puede consistir en 1 a 1000
aminoacidos o mas. Por ejemplo, la proteina de interés puede tener 10, 20, 30, 40, 50,
60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750,
800, 850, 900, 950, 1000 amino&cidos, 0 mas.

Tipicamente, el gen de interés a ser expresado esta presente en un casete de
expresion. Un casete de expresion contendra tipicamente caacteristicas estructurales
adecuadas, tal como un promotor, terminador, etc., para permitir la transcripcion del
gen de interés.

Las secuencias polinucleotidicas que codifican una proteina de fusion proteina
de exportacion:proteina de interés (también conocida como “secuencias codificante de
proteinas de fusion proteina de exportacién:proteina de interés”) pueden estar
operativamente unidas a las secuencias de expresion testigo para formar un casete de
expresion. El término “operativamente unido” se refiere a la yuxtaposicion en la que los
compoenentes asi descritos estan en una relacion que les permite funcionar en la
manera intencionada. Una secuencia testigo de expresion unida operativamente a una
secuencia codificante es ligada de tal modo que la expresion de la secuencia
codificante es lograda en condiciones compatibles con las secuencias testigo de
expresion. Como se usa aqui, el término “secuencias testigo de expresion” se refiere a
secuencias de acidos nucleidos que regulan la expresion de una secuencia de acidos
nucleicos a la cual estd operativamente unida. Las secuencias de expresion testigo
estan operativamente unidas a la secuencia de acidos nucleicos cuando las
secuencias de expresion testigo controlan y regulan la transcripcion y, segun es
apropiado, la traduccién de la secuencia de &cidos nucléicos. Asi, las secuencias de
expresion testigo pueden incluir promotores apropiados, terminadores de transcrpcion,
secuencias de unién a ribosomas optimizadas, un codon de inicio (es decir, ATG)
enfrente del gen que codifica la proteina, el marco de lectura abierto correcto del gen
que permitira la traduccion apropiada de mARN, y coédones stop. El término
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“secuencias testigo” pretenden incluir, un minimo de componentes cuya presencia
puede influenciar la expresién, y puede también incluir componentes adicionales cuya
presencia es ventajosa, por ejemplo, secuencias lideres. Las secuencias de expresion
testigo pueden incluir un promotor.

Un “promotor” es la secuencia minima suficiente para la transcripcién directa.
También incluidos en el invento estan los elementos promotores que son suficientes
para hacer que la expresion génica dependiente de promotor sea controlable por
sefales especificas de célula, especifica de tejido, o inducible por sefales o agentes
externos: tales elementos pueden estar situados en las regiones 5 o 3 de la
secuencia codificante para la proteina de fusion proteina de exportacién:proteina de
interés. Ambos promotores constitutivos e inducibles son utiles en los método
descritos. La expresién de las secuencias codificantes de la proteina de fusidn
proteina de exportacién:proteina de interés puede ser conducida por un numero de
promotores. Aunque el promotor endégeno de una proteina de exportacion puede ser
utilizado para la regulacion de la transcripcibn del caseste de expresion,
preferiblemente, el promotor es una secuancia reguladora extrana. Un ejemplo del
promotor enddgeno inducible es el promotor ompC que puede ser usado para dirigir la
transcripcidn del casete de expresion.

Los promotores utiles en el invento incluyen tanto promotores constitutivos
como inducibles naturales asi como promotores disefiados mediante ingenieria
genética. Un promotor indubible preferido deberia 1) proporcionar una expresién baja
en ausencia del inductor, 2) proporcionar elevada expresion en presencia del inductor;
3) usar un esquema de induccién que no interfiera con la fisiologia normal de la célula
hospedante; y 4) que tenga poco o ningun efecto en la expresion de otros genes.
Ejemplos de promotores inducibles incluyen aquellos inducidos por medios quimicos.
Aquellos con experiencia en la técnica conoceran otros promotores, tanto constitutivos
como inducibles.

El promotor particular seleccionadao deberia ser capaz de causar una
expresion suficiente para resultar en la produccion de una cantidad eficaz de la
proteina de fusion proteina de exportacion:proteina de interés. La cantidad eficaz de la
proteina de fusiébn proteina de exportacién:proteina de interés puede variar
dependiendo del objetivo de la expresion. Los promotores usados en las
construcciones vectores de la presente descripcién pueden ser modificadas, si se
desea, para afectar sus caracteriaticas de control.

La proteina de fusidbn proteina de exportacion:proteina de interés que
conmprende la proteina de exportacién y la proteina de interés puede comprender
ademas los marcajes de purificacion insertados mediante ingenieria en casetes de
expresion para ser expresadas como una parte de la proteina de fusion proteina de
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exportacion:proteina de interés. El marcaje es elegido para facilitar la purificacion de la
proteina de fusion proteina de exportacion:proteina de interés y/o la proteina de
interés producida por los métodos descritos. Por ejemplo, una pluralidad de residuos
de histidina pueden ser incorporados mediante ingenieria en la porcién C terminal o
porcion N-terminal de la proteina de interés par facilidar la purificacion de proteinas. Es
preferible que la introducciéon del marcaje minimice el plegamiento inadecuado de la
proteina de interés.

Ademas de el marcaje de polihistidina, hay un numero de otros marcajes
proteicos que pueden ser usados para facilitar la purificacion proteica. Por ejemplo, los
marcajes antigénicos tales como el marcaje de proteina de union a maltosa, un
marcaje del epitopo c-myc, un marcaje de proteina verde fluorescente, un marcaje de
luciferasa, un marcaje de beta galactosidasa, un marcaje de polihistidina, o cualquier
otra marca de proteina de expresion que puede ser usada con el sistema descrito.

La proteina de fusiébn proteina de exportacién:proteina de interés que
comprende la proteina de exportacion y la proteina de interés puede comprender
ademas caracteristicas adicionales para facilitar el uso de la proteina expresada y
exportada. Por ejemplo, los sitios de reconocimiento de proteasas pueden ser hechos
mediante ingenieria entre diversos componentes de la proteina de fusién proteina de
exportacion: proteina de interés, incluyendo, si es aplicable, los marcajes descritos
anteriormente, para promover la separacién de los componentes de la proteina de
fusibn proteina de exportacién:proteina de interés. Por ejemplo un sitio de
reconocimiento de proteasas puede ser introducido entre las secuencias de proteina
de exportacion y la proteina de interés en el casete de expresiéon. Estos sitios de
reconocimiento de proteasas facilitan la separacién de la proteina de exportaciéon a
partir de la proteina de interés.

Opcionalmente, un marcador seleccionable puede ser asociado con el casete
de expresiéon. Como se usa aqui, el término “marcador” se refiere a un gen que
codifica un rasgo o un fenotipo que permite la seleccién de, o el cribado para, una
célula hospedante que contiene el marcador. El gen marcador puede ser un gen de
resistencia a antibiético mediante el cual el antibiético apropiado puede ser usado para
seleccionar células hospedantes transformadas de entre células que no estan
transformadas o el gen marcador puede ser cualquier otro gen de resistencia a
farmacos. Ejemplos de marcadores seleccionables adecuados incluyen adenosina
desaminasa, dihidrofolato reductasa higromicina B-fosfotransferasa, timidina quinasa,
xantina-guanina fosforibosiltransferasa, resistencia a glicofosfato y glufosinato y
aminoglicésido 3’-0-fosfotransfeasa Il (resistencia a kanamycina, neomycina y G418).
Aquellos con experiencia en la técnica conoceran otros marcadores adecuados
pueden ser empleados con las ensefianzas descritas.
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Un ejemplo de un vector de expresion es mostrado en la Figura 1. En la Figura
1A, el vector de expresion pSEC84 mostrado. La secuencia nucleétidica del vector
pSEC84 puede ser encontrado en la SEQ ID N2:1. La secuencia aminodcidica de ClyA
codificada por el gen clyA se encuentra en la SEQ ID N¢%:2.

Cada vector mostrado en las Figuras 1A-D comprende un promotor {Pampc- un
promotor ompC controlado osméticamente modificado de E. coli}, una proteina de
exportacion (clyA), un origen de replicacion, un terminador transcripcional (T1), una
funcién de particibn pasiva (part), resistencia a kanamicina (aph), un sistema de
muerte post segregacional (hok-sok), y un sistema de particion activa (parA). Deberia
observarse que estos componentes del vector son meramente a nivel de ejemplo de
una realizacion unica del sistema descrito.

La Figura B ilustra el vector de expresion pSEC84bla. Este vector de expresion
contiene las mismas caracteristicas como el vector pSEC84 y comprende ademas una
construccion de proteina de fusién proteina de exportacién:proteina de interés.
Especificamente, el gen bla que codifica b-lactamasa fue clonado en el vector pSEC84
en el sitio Nhel en la posicién 1426 de el vector parental. Otras construcciones de
fusion son mostradas en la Figura 1C (pSEC84sacB) y la Figura 1D (pSEC84gfpuv).
Genes de Interés

El sistema de eportacién de proteinas descrito aqui puede ser usado con una
variedad de genes de interés. En una realizacion, el gen de interés codifica una
proteina deseada. Cualquier proteina susceptible de expresion recombinante
bacteriana puede ser usada con el sistema de exportacion descrito. El gen de interés
puede codificar cualquier polipéptido tal como, por ejemplo, un polipéptido mamifero
tal como una enzima, un inhibidor de enzima, una hormona, una linfoquina, un
activador de plasminégeno, o cualquier otra proteina de interés. El gen de interés
puede codificar un gen eucariota, un gen procariota, un gen de planta o un gen viral de
interés.

Una ventaja del sistema descrito es que proporciona un método por el cual las
proteinas que fueron toxicas para una bacteria hospedante pueden ahora expresarse.
Por ejemplo, la expresion recombinante de ciertas proteinas es complicada o
imposible cuando la proteina expresada no es exportada de la célula bacteriana
hospedante. Con los métodos descritos aqui, un profesional con conocimientos
comunes de la técnica podria expresar una proteina anteriormente inexpresable o
subexpresable para producir la proteina deseada en cantidades usables.

En otra realizacion, el gen de interés es un gen que codifica antigenos
inmunogénicos, y la proteina de interés es un antigeno que puede ser una proteina o
un fragmento antigénico del mismo a partir de cualquier patégeno, tal como patégenos
virales, patdogenos bacterianos y patdégenos parasitos. Alternativamente, el gen de
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interés puede ser un gen sintético, construido usando métodos de ADN
recombinantes, que codifican antigenos o partes del mismo a partir de los patégenos
parasitos, bacterianos, virales u otros antigenos de interés. Estos patdégenos pueden
ser infecciosos en hospedantes humanos, animales domésticos o animales salvajes.

Ejemplos de patégenos virales particulares, a partir de los cuales los antigenos
virales son derivados, incluyen, pero no estan limitados a, Ortomixovirus, tales como el
virus influenza; Retrovirus, tales como el virus de sarcoma Rous (RSV) y virus de
inmunodeficiencia de simios (SIV), virus del Herpes, tal como el virus Barr Epstein
(EBV); citomegalovirus (CMV) o el virus del herpes simplex; Lentivirus, tal como un
virus de inmunodeficiencia humano; Rhabdovirus, tal como las rabias; Picornovirus, tal
como el virus de la polio; Poxvirus, tal como las vacunas; Rotavirus; y Parvovirus.

Ejemplos de antigenos inmunogénicos a partir de los patdgenos virales
incluyen los antigenos del virus de inmunodeficiencia humana Nef, p24, gp120, gp41,
Tat, Rev, y Pol. Ejemplos adicionales de los antigenos incluyen epitopos del gp120 de
células T y células B, el antigeno de superficie de la hepatitis B, antigenos de
rotavirus, tales como VP4, VP6, y VP7, antigenos del virus influenza tal como
hemaglutinina o nucleoproteina, y la timidina quinasa del virus de herpes simplex. El
acido nucleico y las secuencias de aminoacidos para cada uno de estos antigenos
viruales son bien conocidos en la técnica y disponibles facilmente.

Los patdégenos bacterianos, a partir de los cuales los antigenos bacterianos
pueden ser derivados, incluyen, pero no estan limitados a, Mycobaterium spp.,
Helicobacter pylori, Salmonella spp., Shigella spp., E. coli, Rickettsia spp., Listeria
spp., Legionella pneumoniae, Pseudomonas spp., Vibrio spp., y Borellia burgdorferi.

Ejemplos de antigenos inmunogénicos de patdégenos bacterianos incluyen,
pero no estan limitados a, el antigeno de forma 1 de Shigella sonnei, el antigeno O de
la cepa Inaba de V. cholerae 569B, antigenos inmunogénicos de E. coli
enterotoxigénicas, tal como el antigeno fimbrial CFA/I, y la subunidad B no toxica de la
toxina termolabil, pertactina de Bordetella pertussis, adenilato ciclasa-hemolisina de B.
pertussis, y el fragmento C de la toxina del tétano del Clostridium tetani.

Ejemplos de antigenos inmunogénicos de los patégenos parasitos, a partir de
los cuales los antigenos parasitos pueden ser derivados, incluyen, pero no estan
limitados a, Plasmodium spp., Trypanosome spp., Giardia spp., Boophilus spp.,
Babesia spp., Entamoeba spp., Eimeria spp., Leishmania spp., Schistosome spp.,
Brugia spp., Fascida spp., Dirofilaria spp., Wuchereria spp., y Onchocerea spp. Los
ejemplos de los antigenos inmunogénicos de los patdgenos parasitos incluyen, pero
no estan limitados a, los antigenos circunsporozoite del Plasmodium spp, tal como el
antigeno circunsporozoite del P. bergeril o el antigeno circunsporozoite del P.
falciparum; el antigeno de superficie merozoite del Plasmodium spp, la lectina



10

15

20

25

30

35

ES2349114 T3
14

especifica de galactosa de Entamoeba histolytica, gp63 del Leishmania spp.,
paramiosina de Brugia malayi, la triosafosfato isomerasa de Schistosome mansoni; la
proteina de tipo globina secretada del Trichostrongylus colubriformis; la glutathione S-
transferasa de Frasciola hepatica, Schistosoma bovis y S. japonicum, y KLH del
Schistosoma bovisy S. japonicum.

En otra realizacion, el gen de interés puede codificar un agente terapéutico, tal
como, pero no limitado a, uno especifico de tumor, de trasplante o antigenos
autoinmunes o partes del mismo. Alternativamente, el gen de interés puede codificar
los genes sintéticos, los cuales codifican para especificos de tumor, de trasplante o
antigenos autoinmunes o partes del mismo.

Ejemplos de los antigenos especificos de tumor incluyen antigenos especificos
de la prostata, TAG-72 y CEA, MAGE-1 y tirosinasa. Recientemente se ha demostrado
en ratones que la inmunizacién con células no malignas que expresan un antigeno de
tumor proporciona un efecto de tipo vacuna, y también ayuda al animal a generar una
respuesta inmune para eliminar células tumorales malignas que muestran el mismo
antigeno.

Ejemplos de antigenos de transplante incluyen el receptor CD3 en las células
T. El tratamiento con un anticuerpo al receptor CD3 ha sido mostrado para eliminar
rapidamente las células T que circulan e invierten la mayoria de los episodios de
rechazo.

Ejemplos de antigenos autoinmunes incluyen la cadena B de IAS. La
vacunacion de los ratones con un péptido aminoacidico de 18 de la cadena B de IAS
ha sido demostrada que proporciona proteccion y sirve de tratamiento en ratones con
encefalomielitis autoinmune experimental.

Alternativamente, el gen de interés puede codificar moléculas
inmunoreguladoras. Estas moléculas inmuno-reguladoras incluyen, pero no estan
limitadas a, factores de crecimiento, tales como M-CSF, GM-CSF; y citoquinas tales
como IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12 o IFN gamma. Recientemente, el suministro
localizado de citoquinas al tejido tumoral ha sido mostrado que estimula potentemente
la inmunidad sistémica y la presentacién del antigeno tumoral mejorado sin producir
una toxicidad por citoquinas sistémica.

Sistemas de expresion basados en plasmidos estabilizados

Los sistemas de expresion bacterianos, por disefio, utilizan tipicamente
vectores de expresion para aprovechar y explotar la maquinaria de sintesis de la
proteina de una célula hospedante bacteriana para producir una proteina de interés.
Los niveles de expresion de la proteina pueden ser frecuentemente aumentados por el
uso de plasmidos de alto nUmero de copia, 0 vectores de expresion de alto nimero de
copia, con las células hospedantes. Como se discute anteriormente, la introduccién de
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un vector de expresién de alto nimero de copia en una célula hospedante bacteriana,
sin embargo, coloca ciertas tensiones metabdlicas en la célula hospedante que puede
causar que la célula hospedante expulse el vector de expresion y reducir asi los
niveles de expresion de proteina.

A menudo se pasa por alto en la ingenieria del vector de expresion el efecto de
los vectores de expresion de alto niumero de copia que ejercen con frecuencia en la
salud de la célula hospedante en la que el vector de expresion es introducido. La carga
colocada sobre las células bacterianas hospedantes que llevan los plasmidos
multicopia es el resultado acumulativo de una cascada metabdlica. La cascada es
provocada por la duplicacién y el mantenimiento de los vectores de expresién (véase
Bailey, J.E., Host-vector interactions in Escherichia coli, p. 29-77. In A. Fiechter (ed.),
Advances in Biochemical Engineering. Biotechnology. Springer-Verlag, Berlin (1993),
Glick, B. R., Biotechnol. Adv. 13:247-261 (1995), and Smith & Bidochka. Can. J.
Microbiol. 44:351-355 (1998)). La cascada es también provocada por la transcripcién y
la traduccién de diversas funciones que codifican al vector de expresién, incluyendo la
proteina de interés. Los mecanismos, tal como esos descritos anteriormente, explican
la observacién de que las bacterias que portan plasmidos crecen mas lentamente que
las bacterias sin plasmidos. Estos mecanismos pueden explicar también la
observacién de que la velocidad de crecimiento disminuye cuando el nimero de copia
aumenta.

Se ha observado que las velocidades de crecimiento de los organismos
recombinantes que contienen los vectores de expresion disminuyen segun aumenta la
expresion del gen de interés. La disminucion en el crecimiento puede provocar la
induccién de diversas proteasas celulares que pueden degradar la proteina
recombinante de interés expresada. La velocidad de crecimiento reducida es por tanto
la consecuencia inevitable de la carga metabdlica, que a su vez es el resultado
acumulativo de un numero de perturbaciones fisiolégicas. Por ejemplo, las perturba-
ciones fisiolégicas resultan de la expresién y la acumulacién de la proteina de interés
dentro de la bacteria hospedante. Esta acumulacion puede ser dafina para la
viabilidad del organismo hospedante y asi una presion de seleccién negativa.

Debido a que las cargas metabdlicas tal como se discute anteriormente crean
una presion selectiva para la pérdida de los vectores de expresion residentes en
ausencia de seleccién, las pérdida significativa de los vectores de expresion de la
célula hospedante pueden ocurrir después de que la célula hospedante haya sido
transformada con el vector de expresion que contiene el gen de interés. La pérdida
espontanea del plasmido elimina cualquier carga metabdlica de la célula hospedante y
permite a la célula hospedante sin plasmido disminuir rapidamente la poblacién de
célula hospedante que porta el plasmido. El sobrecrecimiento de las células
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hospedantes que no contienen y, por tanto, no expresan la proteina de interés reducen
los niveles de produccién de proteina total. Por tanto, las células hospedantes que no
son obligadas genéticamente a mantener los vectores de expresién que dirigen la
sintesis de niveles altos de una proteina dada de interés, pueden producir
significativamente menos proteina.

Hay un numero de medios por los cuales este estrés metabdlico puede ser
reducido. La expresién controlada de una proteina de interés de los vectores de
expresion multicopia representan una solucién para la sintesis de niveles altos de la
proteina de interés sin células hospedantes. Esta solucién es una realizacion con la
cual practicar los métodos descritos. La utilizacién de promotores inducibles, por
ejemplo, es un método por el que la expresién de un vector de expresion puede ser
controlada. Dichos promotores inducibles son descritos en la seccién de casete de
expresion de esta descripcion.

Otra realizacion de los métodos aqui descritos se refiere a un sistema de
expresion basado en el plasmido construido para permitir la expresion estable de
niveles altos de una o mas proteinas a través del crecimiento de la poblacién de las
células. Preferentemente, un vector de expresién estable es uno que perpetua el
vector de expresidn segun la célula hospedante se duplica. Los vectores de expresiéon
que confieren estabilidad al plasmido en dos niveles independientes han sido descritos
recientemente en Galen, y otros., Immun. 67:6424-6433 (1999) y en el documento de
patente Norteamericano Nos. 09/204, 117, publicado el 2 de Diciembre de 1998 y
09/453, 313, publicado el 2 de Diciembre de 1999.

En esta realizacion, las funciones de particién pueden ser incorporadas en un
vector de expresion para mejorar la herencia del plasmido a una bacteria dada o la
célula hospedante crece y se divide subsiguientemente. En casos raros donde una
célula hija no hereda al menos una copia del vector de expresidén, un sistema de
muerte post segregacional latente se activa y se elimina de esta bacteria o de la célula
hospedante de la poblacién de crecimiento a través de la lisis celular.

C. Células hospedantes bacterianas

Un numero de especies bacterianas son adecuadas para el uso con las
ensefanzas descritas aqui. Preferente-mente, una especie bacteriana adecuada sera
capaz de exportar una proteina tal que el gen de interés pueda ser transcrito
adecuadamente tal que la proteina de interés sea traducida y exportada fuera de la
bacteria. En una realizacién del invento, la bacteria es administrada a un animal, y asi
la proteina de interés debe ser exportada fuera de la bacteria en el animal. Pueden ser
usadas bacterias invasivas y no invasivas. Ejemplos de algunas bacterias invasivas
incluyen, Shigella spp., Listeria spp., Rickettsia spp., a la mas invasiva Escherichia
coli. Una realizacion preferida utiliza especies de Salmonella.
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La cepa de Salmonella particular empleada con la descripcion a continuacion
no es critica. Ejemplos de cepas de Salmonella que pueden ser empleadas en el
presente invento incluyen S. Typhi (ATCC No. 7251) y S. Typhimurium (ATCC No.
13311). Las cepas de Salmonella atenuadas son usadas preferentemente en el
presente invento e incluyen S. Typhi aroAaroD (Hone y otros, Vacc., 9:810-816 (1991))
y S. Typhimurium aroA mutante (Mastroeni y otros, Micro. Pathol., 13:477-491
(1992))). Alternativamente, nuevas cepas de Salmonella atenuadas pueden ser
construidas por introducir una o0 mas mutaciones de atenuacion como se describe para
la Salmonella spp. anteriormente.

D. Bioreactores

El sistema de exportacion de proteina aqui descrito es adecuado para el
uso con bioreactores y dispositivos similares para facilitar el crecimiento de la bacteria
y la recogida o el uso de un producto deseado o la proteina de interés.
Tradicionalmente hay cinco niveles para la recuperacion de biomoleculas de los
bioreactores de la técnica anterior: pre tratamiento, separacién sélido/liquido,
concentracion, purificacion y formulacién. Puede haber un intervalo amplio de
operaciones disponibles en cada nivel. Estos intervalos de operaciones para cada
nivel son como siguen: pretratamiento: interrupcion celular, estabilizacion,
esterilizacién, pasteurizaciéon y floculacion; separacién sélido/liquido: filtracion,
sedimentaciébn y centrifugacién; Concentracion: membranas, precipitacion,
evaporacion, extraccion y concentraciones congeladas; Purificacion: precipitacion,
extraccién, diafiltracion, adsorcién, y cromatografia; y Formulaciéon: secado,
encapsulacion, extrusion, granulacién y formacion de tabletas.

En los bioreactores en los que las bacterias no exportan el producto deseado
fuera de la bacteria, hay que amplificar las bacterias, inducir a las bacterias a producir
el producto deseado y después lisar la bacteria para liberar los contenidos.
Tipicamente esta interrupcion es realizada en el mismo medio en el que las bacterias
han crecido. Se puede usar un homogeneizador o un molino de microesferas para
interrumpir mecanicamente a las bacterias. Para la interrupcion no mecanica, se
puede usar el choque de calor (que puede destruir las proteinas), los detergentes, los
disolventes, los sequestrantes, y las enzimas (Krijgsman, “Releases of Intracellular
Components”, pp. 27-42, in Product Recovery in Bioprocess Technology, Publisher
Butterworth-Heinemann Ltd, Oxford, England 1992).

Después de que se rompen las bacterias se separan las particulas sélidas de
los fluidos (separacion sélido/liquido). El producto deseado esta habitualmente en la
fase liquida, el que se tiene que concentrar después. Después se extrae el producto
deseado del liquido concentrado.
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Los factores que afectan la separacion del producto deseado de o bien los
solidos indeseados o de los liquidos, son el tamano, la difusividad, la carga ionica, la
solubilidad y la densidad. Para la separacion dependiente del tamafno, se pueden usar
microfiltros, filtros de tela y de fibra, ultra filtracién, pantallas/coladores, y gel
cromatografico. Para la separacion dependiente de la difusividad, se puede usar la
osmosis inversa y la didlisis. El ion de intercambio cromatografico es usado para la
separacion dependiente de la carga idnica. Para separar el producto deseado basado
en su solubilidad, se pueden usar extracciones con disolventes. Para la separacion
dependiente de la densidad, se pueden usar ultracentrifugas, centrifugas y
sedimentaciones de gravedad. (Krijgsman, “Downstream Processing in Biotechnology”,
pp. 2-12, in Product Recovery in Bioprocess Technology, Publisher Butterworth-
Heinemann Ltd, Oxford, England 1992).

Una ventaja de usar el sistema descrito es que una poblacion de células
hospedantes bacterianas recombinante puede ser transformada con un vector de
expresion que comprende el sistema de exportacién de la proteina descrita y esa
poblacién de las células hospedantes bacterianos puede ser mantenida en cultivo y
usada para producir la proteina sin tener que recoger y lisar las células hospedantes
bacterianas. El cultivo de las células hospedantes bacterianas y la recogida del medio
de cultivo que contiene la proteina expresada recombinante de interés pueden ser
realizados en cualquier tipo de bioreactor.

Hay diversos tipos de bioreactores pero la familia de equipos puede ser dividida
en dos grandes categorias, bioreactores “de flotacion libre” y “de lecho”. En los
bioreactores “de flotacion libre”, las bacterias estan flotando libremente dentro del
medio. Ejemplos de bioreactores “de flotacion libre” son los bioreactores de tanque
agitados convencionalmente, de columna de burbuja, bucle de columna aireada,
bioreactores de torre multi propédsito, bioreactores de bucle impulsado por liquido y
bioreactores de bucle de torre bombeada. Un ejemplo de los bioreactores de tipo
“lecho” es el bioreactor de lecho empaquetado. En un bioreactor de “lecho”, las
bacterias estan unidas a las cabezas, a la membrana u otros soportes sélidos. Un tipo
hibrido de bioreactor puede ser producido usando un bioreactor de lecho fluidizado
donde las bacterias estan unidas a esferas u otros soportes pero pueden flotar en el
medio. (Mijnbeek, “The Conventional Stirrer Tank Reactor” pp. 39-74; Mijnbeek,
“Bubble Column, Airlift Reactors, and Other Reactor Designs” pp. 75-114; Geraats, “An
Introduction to Immobilized Systems” pp 115-124; todas en “Operational Modes of
Bioreactors”, publisher Butterworth-Heinemann Ltd, Oxford, England 1992).

Usando el sistema que exporta la proteina, descrito aqui, con un bioreactor “de
lecho” se evita la etapa de tratamiento y la separacién sélido/liquido debido a que la
proteina de interés es exportada fuera de las bacterias en el medio. Sélo se tiene que
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eliminar el medio del lecho antes de intentar aislar el producto deseado. Para los
bioreactores de “columna libre”, se puede centrifugar la mezcla liquido/bacteria para
precipitar las bacterias. Después se aisla la proteina deseada de interés del medio. Un
beneficio adicional del sistema descrito es que el medio contendra menos proteinas
indeseadas que las que estan presentes en el medio en el que las bacterias fueron
interrumpidas; todos los componentes intracelulares de las bacterias interrumpidas
estan ausentes del medio en el presente invento. Asi pues la purificacion de la
proteina deseada de interés es mas facil. Asi mismo, teniendo etiquetas y sitios de
corte de proteasa presentes dentro de la proteina de exportacion de la proteina de
interés, la proteina de fusién facilita ademas el aislamiento y la purificacion de la
proteina de interés.

Un ejemplo de un bioreactor es el aparato mencionado en el documento de
patente norteamericana No. 5.635.368, “Bioreactor with immobilized tactic acid
bacteria and the use thereof” to Lommi y otros, 3 de Junio, 1997, que esta incorporada
por la presente en referencia en su totalidad. El aparato Lommi se refiere a un
bioreactor con bacterias inmovilizadas, que se caracteriza por que las bacterias estan
fijas a la superficie de un excipiente no comprimible sustancialmente. Otro ejemplo de
un bioreactor se encuentra en el documento de patente norteamericana No.4.910.139,
“Method for continuously producing citric acid by dual hollow fiber membrane
bioreactor” to Change y otros, 20 de Marzo, 1990.

Este invento se refiere al crecimiento de las bacterias inmovilizadas para
producir acido citrico de modo continuo.

Un aparato bioreactor adicional estd descrito en el documento de patente
norteamericana No. 5.585.266, “Immobilized cell bioreactor” por Plitt y otros, 17 de
Diciembre, 1996, que esta incorporado por la presente en referencia a su totalidad. El
dispositivo Plitt descrito se refiere a un bioreactor de células inmovilizada en el que las
células son albergadas dentro o sobre una matriz de inmovilizacién que incluye hojas
de soporte de células de un tejido textii comin. Los documentos de patentes
norteamericanas No. 4.665.027 y 5.512.480, describen otras realizaciones de
bioreactores.

Vacunas

El sistema de exportacion de proteina descrito aqui tiene utilidad en la
produccion de vacunas. Por ejemplo, la produccion de subunidad de vacunas puede
ser lograda usando el sistema de exportacion de la proteina ya que el sistema facilita
la recogida de la proteina recombinante y reduce la presencia de las proteinas que
contaminan el medio de crecimiento en el que las células hospedantes recombinantes
son propagadas. Las células hospedantes recombinantes pueden ser también usadas
para generar las composiciones inmunogénicas en las que la célula hospedante
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recombinante es proporcionada a un sujeto y el sistema inmune del sujeto genera una
respuesta inmune contra las proteinas exportadas de la célula hospedante
recombinante.

El sistema de exportacion de proteinas descrito aqui puede ser usado con
cualquier antigeno para preparar una vacuna del mismo, en el que el antigeno es la
proteina de interés como se describe anteriormente. La preparacién de la vacuna esta
descrita generalmente en New Trends and Developments in Vaccines, editado por
Voller y otros, University Park Press, Baltimore, Md, USA, 1978. La encapsulacion
dentro de los liposomas esté descrita, por ejemplo, por Fullerton, en el documento de
patente norteamericana No0.4.235.877. La conjugacion de las proteinas a
macromoléculas esta descrita, por ejemplo, por Likhite, en el documento de patente
norteamericana No. 4.372.945 y por Armor y otros en el documento de patente
norteamericana No. 4.474.757.

La cantidad de antigeno en cada dosis de vacuna es seleccionada como una
cantidad que induce una respuesta inmunoprotectora sin los efectos secundarios
adversos significativos de las vacunas tipicas. Tal cantidad variar4d dependiendo de
gue antigenos especificos sean empleados y de la tecnologia de suministro usada (por
medio del ejemplo solamente, proteinas purificadas o bacterias vivas). Generalmente
se espera que las dosis que comprenden las proteinas purificadas comprendan 1-1000
ug del antigeno total, preferiblemente 2-200 pg. Generalmente se espera que la dosis
que comprenden las bacterias vivas que suministran las proteinas de interés
comprendan 1-1000 ng del antigeno total de interés. Una cantidad éptima para una
vacuna particular puede ser establecida por estudios estandar que implican la
observacién de concentraciones de anticuerpos y otras respuestas en los sujetos.
Siguiendo una vacunacién inicial, los sujetos (animales o humanos) pueden recibir una
0 mas dosis de refuerzo, por ejemplo después de 1y 6 meses.

El sistema de exportacion de proteina puede ser usado también con una
vacuna de vector bacteriana viva para aumentar la eficacia de la preparacion. Por
ejemplo, el documento de patente norteamericana No. 5.387.744, por Curtiss y otros,
titulado “A virulent microbes and uses therefor: Salmonella typhi”, que es incorporado
aqui por referencia, proporciona una vacuna de vector bacteriana viva contra S. Typhi.
Mas especificamente, la patente de Curtiss proporciona composiciones inmunogénicas
para la inmunizacién de un vertebrado o invertebrado que comprende un derivado
virulento de S. Typhi. Los derivados que tienen una mutacién de los genes cya y/o crp
y/o cdit.

Los derivados virulentos mostrados por Curtiss y otros, pueden ser
transformados con el sistema de exportacién de proteina descrito aqui para permitir
gue el organismo recombinante resultante actle como una composiciéon inmunogenica
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contra S. Typhi, asi como cualquier frente a otro antigeno o antigenos que estén
unidos a la proteina de exportacién de proteina del sistema descrito.
Utilidad adicional

En adicién a las proteinas terapéuticas y los antigenos que son Uutiles para la

industria farmacéutica, el gen de interés puede codificar las enzimas, los polipéptidos,
las proteinas o los aminoacidos que pueden ser utiles para, a modo sélo de ejemplo, la
industria alimenticia, la industria de suplementos nutricionales, la industria de
alimentos animales, la industria biomédica, la industria de eliminacién de residuos y la
industria de tratamiento de residuos. Para estas industrias, la proteina de interés
codificada por el gen de interés puede no necesitar ser aislada del medio de un
bioreactor para que la proteina de interés sirva a sus funciones. La proteina de interés
puede ser un catalizador para una reaccion deseada o puede actuar como un
componente precursor para una reaccion deseada.

Los ejemplos siguientes son proporcionados para propésitos ilustrativos
solamente, y no se pretende de ninguna manera limitar el alcance del presente
invento.

EJEMPLOS

Ejemplo 1
Clonaje y mutagenesis de S. Typhi clyA

La identificacion del clyA fue completada por el analisis BLASTN de la
secuencia del genoma S. Typhi completada recientemente disponible del Sanger
Centre (Welcome Trust Genome Campus, Hinxton, Cambridge, CB10 1SA, UK)(Véase
http://www.sanger.ac.uk/Projects/S typhilblast server.shtml) usando la secuencia de
ADN del E. coli hlyE (GenBank numero de acceso U57430).

El marco de lectura abierto clyA fue identificado como una secuencia de 912 pb

predicha que codifica una proteina residuo 304 con una masa molecular de 33,8 kDa
que es 89,4% idéntica al HIyE de E. coli. Aunque el clyA es 85,3% idéntica al marco de
lectura abierto hlyE de 915 pb de E.coli, la region transcripcional testigo aguas arriba
esta poco relacionada con sélo 33,6% de bases idénticas dentro de una regién 250 pb.

Basado en este andlisis, los cebadores fueron disefiados para la amplificacién
por PCR de un casete genético sin promotor que codifica el ClyA en el que un sitio de
union ribosomal optimizado fue fabricado 5’ préximo al codén de inicio ATG.

Las secuencias del cebador se muestran en la Tabla 1.
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Cebadores usados en la construccién vy el andlisis de secuencias de los casetes

plasmidicos

Numero
de
cebador

Secuencla®

Casete
creado

Plantllla

1

5'GRATCCAAAATALGGAGGAAAAAARAATGACTAGTATTTIT
GCAGAACAAACTGTAGAGGTAGTTAAAAGCGCGATCGAAACCE
CAGATGGGGCATYAGATC-3' (SEQ 1D NO: 3)

clyA-tetA

CVD S08-8174

5CCTAGGTTATCAGETABCEACGTCAGEAACCTCGAAAAGLE
TCTTCTTACCATGACGTTGTTGGTATICATTACAGGTGTTAATC
ATTTTCTTTGCAGCTC-3'(SEQ ID NO: 4}

5'CACEGTAAGAAGACGLTTTTCGABETTCCTGACGTCGCTAGE
TGATAACCYAGGTCATGTTAGACAGCTTATCATCGATAAGCTT
TAATGCGGTAGT-J'{SED ID NO: 5}

pBR322

5 AGATCTACTAGTGTCGACGLTAGCTATCAGETCGAGGTGGC
CCGECTCCATGCACCGCEGACGCAACGCG-3'(SEQ ID NO: 6)

5'ACTAGNCACCCAGAAACGCTGGTEAAAGTAAAAGATECTGA
AGATCAGTTGGGTGCACGA-3' (SEQ ID NO: 7}

pGEM-T

S'CATTARAGETTATCEATGATAAGCTGTCAAACATGAGCTAGE
CTAGGTCATTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATEYCAG
CGATCTGTCTATTICG-J" [SEQ ID NO: 8)

5'CGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGETGCCTCACTRATTAAG
CATTGETAATGACCTAGGCTAGCTCATGTTTGACAGCTTATCA
TCGATAACCTTTAATE-3'{SEQ ID ND: 9)

pBRI22

5'GC6CACTAGTAAAGARACGAACCAAAAGCCATATAAGGAAA
CATACGGCATTTCCCATATTACACGCCATGE-3" (SEQ 1D NO: 10}

sach-tetA

5"TAAACTACCGCATTAAAGCTTATCGATGATAAGCTGTCAAAC
ATGAGCCGEGTCACTATITGTTAACTGTTAATTGTCCTTETTC
AAGGATGCTGTCTTTGAL-3' (SEQ ID NO: 11)

S TCATGTTTGACAGCTTATCATCBATAAGCTTTAATGCGGTAG
TTTA-J (SEQID NO: 12)

pBR322

n

5'GCGCAGATCITAATCATCCACASGAGECECTAGCATGAGTA
AAGGAGAAGAACTTTTCACTGGAGTTGTCCCAATTCTTG-3
{SEQ ID NO: 13)

pGENB4

12

S'6TGATAAACTACCGCATTAAAGCTTATCGATGATAAGCTETC

ARACATGAGCGCICTAGAACTAGTTCATTATTTIGTAGAGCTCA
TCCATECCATGTGTAATCCCAGCAG-3' {SEQ ID NO: 14)
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Los sitios de restriccion relevantes estan marcados en negrita, subrayados; los
sitios de union al ribosoma y los codones de inicio estan marcados en cursiva.

Para facilitar la recuperacion, las técnicas de PCR de solapamiento fueron
usadas para crear un casete génico sin promotor clyA-tetA de 2252 pares de bases
sintetizado por PCR de solapamiento como se describe anteriormente usando los
cebadores 1 y 2 con el ADN de plantilla cromosémica del CVD 908-htrA, y los
cebadores 3 y 4 con la plantilla derivada del pBR322 y recuperada en pGEM-T
(Promega, Madison W) transformada en E. coli DH5a.

Los clones recombinantes fueron seleccionados en un medio agar sélido que
contenia glébulos rojos de oveja. Especificamente, la seleccion para la actividad
hemolitica fue realizada en un medio agar 1XLB preparado en fresco que contenia una
seleccién de antibidticos apropiada y 5% de sangre de oveja. Las placas fueron
incubadas después a 37°C durante 24 horas para detectar zonas de hemolisis de
glébulos rojos (RBC). Varias colonias fueron identificadas inmediatamente con halos
claros producidos de la hemolisis. Esta observaciéon sugiri6 que si el clyA necesita
proteinas auxiliares para la traslocacion fuera de la bacteria, estas proteinas son
aparentemente comunes a ambos S. Typhiy E. coli. Un aislamiento positivo marcado
como pGEM-TclyA, fue elegido para usos adicionales.

Los roles funcionales de diversas regiones del ClyA fueron examinados para
proporcionar informacion para la correcta ingenieria de las proteinas de fusion
recombinante que codifican un antigeno fusionado con ClyA. Especificamente, fue
examinado el rol jugado por el amino terminal, el carboxilo terminal, o ambos, en la
exportacion de la hemolisina fuera de a bacteria.

Para conseguir esto, el clyA fue mutagenizado ocasionalmente usando el
transposon TnghoA. El “phoA” del “TnphoA” codifica la fosfatasa alcalina (Véase
Manoil y Bechwith, PNAS Vol 82, pp 8129-8133, 1985). La transposicion del TnphoA
permite la formacién ocasional de fusiones en marco del terminal N del PhoA en una
proteina diana dada. La mutagenesis TnphoA fue llevada a cabo después de la
electroporacion del pGEM-TclyA, que expresa la hemolisina S. Typhi ClyA funcional en
DH5a para producir DH5a (pGEM-TclyA). Una unidn entrecrozada de cepas “cross-
streak” fue realizada después entre DH5a (pGEM-TclyA) y la cepa del donante
TnphoA SM10 (pRT733) y se seleccionaron los transconjugantes en el 2XLB50
complementado con tetraciclina, carbenicilina y canamicina a 10 pug/ml, 50 pg/ml, y 10
pg/ml respectivamente (2XLB50 + T10C50K10). Las bacterias fueron reunidas
después y hechas crecidas en caldos de cultivo para la purificaciéon del plasmido y los
plasmidos purificados retransformados en la cepa CC118 de E. coli mutante phoAA20
para la seleccibn de los transformantes Pho* en 2XLB50 + T10C50K10
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complementado con 200 pg/ml del sustrato fosfatasa alcalino 5 Bromo-4-Cloro-3-
indolil-Fosfato (BCIP; Sigma, St. Louis, MO). Las fusiones de la proteina diana que son
secretadas por su extremo N terminal al periplasma, la superficie expuesta o
exportada completamente fuera de la bacteria, pueden ser mostradas facilmente
usando el sustrato cromogénico BCIP para detectar los halos azul profundo de la
hidrélisis; las proteinas que son segregadas por su extremo C terminal no seran
detectadas usando este método.

Usando la mutagenesis TnphoA, 4 a 621 PhoA" colonias fueron identificadas
gue ya no mostraban actividad hemolitica. Secuenciando un aislamiento se confirmé la
insercién en marco del PhoA después del residuo 179 (Ala) de ClyA. Esta insercion
truncé la ClyA en la region hidrofébica transmembrana propuesta y elimina los 125
residuos carboxilo terminal restantes. Se concluy6 por tanto que el extremo carboxilo
terminal del S. Typhi ClyA no es necesario para transportar el citoplasma del E. coli (y
se supone también del S. Typhi), y que la fusién genética de los genes heterdlogos
que codifican potencialmente las fusiones de las proteinas exportadas deberian
llevarse a cabo en el extremo 3’ terminal del clyA.

Ejemplo 2
Construccion de las fusiones carboxilo terminal de los antigenos de ensayo al ClyA.

Para ensayar la capacidad para exportar las proteinas pasajeras fusionadas al
extremo carboxilo terminal de ClyA, el gen bla que codifica la proteina pf—lactamasa
RTEM-1 que confiere resistencia a ambas ampicilina y carbenicilina, fue elegido para
la experimentacion.

Esta fusién de proteina fue fabricada como una fusion genética de un casete
Spel insertado en marco en el sitio Nhel adyacente a los codones tandem stop en el
extremo 3’ terminal de clyA del pSECB84. Inicialmente, un fragmento Spel-Nhel de
807pb que codifica la B—lactamasa madura de 268 aminoacidos sin la secuencia senal
de 23 residuos, fue sintetizado a partir del pBR322 derivado mediante PCR. El
fragmento purificado fue insertado después en marco en el sitio Nhel carboxilo terminal
fabricado del clyA para crear una fusién genética clyA-bla de 1742 pb que codifica una
proteina de fusion de 62,9 kDa predicha. La construccion del plasmido deseada fue
recuperada facilmente en colonias aisladas de los cultivos crecidos en presencia de 5
ug/ml de carbenicilina, pero los plasmidos recuperados después de la seleccion con 50
ug/ml de carbenicilina parecieron ser inestables y reordenados genéticamente.

Fusion bla-tetA
Debido al problema con la estabilidad del plasmido y al reordenamiento

genético de la construccién clyA-bla descrita anteriormente, la fusién bla-tetA fue
sintetizada como un casete Spel de 2111 pb por PCR de solapamiento usando los
cebadores 5y 6 con la plantilla pPGEM-T y los cebadores 7 y 4 con la plantilla derivada
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del pBR322; la insercion de este casete en el pSEC84 cortado con Nhel gener6 el
pSEC84bla (Véase la Figura 1B).

Después de la introduccion en el CVD 908-htrA, las colonias fueron cribadas
para detectar la retencidbn de la actividad hemolitica, y cribadas después para
determinar la actividad B-lactamasa usando el sustrato cromogénico nitrocelin a una
concentracion de 100 pg/ml en 2XLA50+DHB+T10; las placas fueron incubadas a
30°C durante al menos 16 horas y examinadas en lo que se resfiere a la presencia de
halos rojos alrededor de las colonias que indican el corte del nitrocelin. Los halos rojos
fueron observados alrededor del CVD 908-htrA (pSEC84bla), indicando el corte del
nitrocelin, confirmando la presencia de B-lactamasa enzimaticamente activa. Se
concluy6 que una duplicacién aproximada de la masa molecular del ClyA de 34 kDa a
63 kDa di6 como resultado una proteina de fusidon de 2 dominios en el que ambos
dominios aparentemente plegados correctamente mantenian la actividad biolégica
esperada de cada dominio.

Fusion sacB-tetA

Para investigar la versatilidad del ClyA como un compafero de fusion para
exportar antigenos heterologos fuera del S.Typhi, se examinadé la eficacia del ClyA
para exportar la levasacarosa potencialmente letal codificada por sacB del Bacillus
subtilis. La expresion del gen sacB es letal cuando se expresa dentro del citoplasma
de las bacterias enteras, incluyendo S. Typhi, que crece en presencia de sacarosa. La
construccién de una fusion de proteina ClyA-SacB con una masa molecular predicha
de 83,9 kDa, por introduccién en el CVD 908-htrA, fue intentada. Esta fusién fue
fabricada como un casete sacB-tetA Spel que codifica la levasacarosa madura de 445
residuo de 50,0 kDa, sin la secuencia sefial de 29 aminoacidos e insertada en marco
en el sitio Nhel carboxilo terminal fabricado del ClyA en pSEC84. El CVD 908-htrA que
transporta la construccién deseada fue seleccionada usando tetraciclina y cribado en
presencia de sacarosa para sobrevivir. Si el ClyA-SacB falla en ser exportado del
citoplasma, ningun aislado sera recuperado, pero para las fusiones o bien expresadas
en superficie o exportadas completamente de la bacteria en el medio circundante, un
resto SacB enziméaticamente activo se espera que corte la sacarosa para liberar
glucosa, que sera transportada inmediatamente en la bacteria y metabolizada.

El casete sacB-tetA fue sintetizado usando los cebadores 8 y 9 con la plantilla
plB279 y los cebadores 10 y 4 como antes para crear un casete Spet de 2653 pb
insertado en pSEC84 generando la fusion clyA:sacB del pSEC84sacB (véase la Figura
1C). Después de la introduccion en el CVD 908-hirA, las colonias fueron cribadas otra
vez para determinar la retencién de la actividad hemolitica y examinadas después para
determinar la actividad levasacarosa por cultivo en placas en un medio base agar
MacConkey (Difco) complementada con DHB y o bien sacarosa (8% ¢ 16% w/v) u 8%
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de sacarosa + 8% de arabinosa como fuente Unica de carbohidrato. Las placas fueron
incubadas a 30°C durante 16-24 horas para recuperar el unidades formadoras de
colonias (cfus) aisladas y se determind la fermentacion del carbohidrato; la incubaciéon
adicional a temperatura ambiente durante varios dias mas fue requerida para observar
la formacién de monticulos de tipo polisacarido, sobre las colonias.

Como se muestra en las Figuras 2B y 2D, el crecimiento del CVD 908-htrA
(pSECB84sacB) fue excelente cuando crecié en un medio indicador que contenia 8% de
sacarosa 6 16% de sacarosa como fuente Unica de carbohidrato (cuando crecié en un
medio base agar MacConkey). Ciertamente, en un polimero como el polisacarido se
observd que se formaban colonias por encima del CVD 908htrA (pSEC84sacB)
aislado, que no fue observado por CVD 908-htrA (Figuras 2A y 2C), e intensificado con
un aumento de la concentracidon de sacarosa. Planteando la hipdtesis de que el
material semejante al polisacarido era levan, formado por la polimeracion de
levansacarosa catalizado de la fructosa liberada de la hidrolisis de la sacarosa, se
intent6 bloquear esta polimerizacion por la introduccion de 8% de L-arabinosa que e
conoce que inhibe la levansacarasa. Como se muestra en la Figura 2F, los monticulos
no se observaron por mas tiempo, pareciendo ahora las colonias CVD 908-htrAy CVD
908hirA (pSEC84sacB) similares.

Si las fusiones de la proteina ClyA-SacB son ciertemente exportadas fuera del
CVD 908-htrA (pSEC84sacB), entonces el corte de sacarosa por el dominio SacB para
liberar glucosa libre deberia proporcionar una ventaja metabdlica comparada con CVD
908-htrA cuando estas cepas crecen como cultivo en caldos en presencia de
sacarosa. Para ensayar esta hipotesis, 100 ml de caldos de cultivo de o bien CVD 908-
htrA (pSEC84) o CVD 908-htrA (pSECB84sacB) fueron metidos en 1 litro de frascos
indentados que contienen 2XLB50+DHB+K10 mas 10% de sacarosa y el crecimiento
fue comparado con los cultivos CVD 908-htrA (pSEC84) que crecen en presencia del
10% de glucosa como un testigo positivo. Como se muestra en la Figura 3, se observo
que el CVD 908-htrA (pSEC84sacB) crece mas rapido en presencia de la sacarosa
que o bien el CVD 908-htrA (pSEC84) creciendo con glucosa o sacarosa, una
observacién confirmada con recuentos de células viables. Cuando se toman juntos con
resultados observados anteriormente para el ClyA-Bla, los datos sugieren totalmente
que el ClyA es un compafero de fusidon versatil para exportar fuera de las bacterias las
proteinas de fusién plegadas correctamente en las que la actividad biolégica de los
dominios fusionados esta conservada.

La fusién clyA:gfpuv

Para definir adicionalmente las propiedades de exportacién del ClyA y verificar
especificamente la presencia de los productos de fusién ClyA en el sobrenadante del
CVD 908-htrA creciendo exponencialmente, fue construida una fusiéon genética del
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clyA donde el clyA fue fusionado a la proteina fluorescente verde del indicador
fluorescente (GFPuv) creando el casete clyA:gfouv del pSEC84gfpuv (véase la Figura
10), e isogenico para ambos pSEC84bla y pSEC84sacB. De nuevo, el CVD 908-htrA
(pSECB84gfpuv) permanecido hemolitico pero con fluorescencia reducida cuando se
comparé con el GFPuv expresado citoplasmicamente. Usando el anticuerpo policlonal
GFP (BD Biosciences Clontech, Palo Alto, CA), la exportaciéon del ClyA-GFPuv en el
sobrenadante de cultivo fue examinada usando el andlisis de inmunotransferencia
Western, como se muestra en la Figura 4. La Figura 4 ilustra un set de
inmunotransferencias Western que analizan las fracciones de célula bacteriana de o
bien CVD 908-htrA (carriles 1-3) o CVD 908-htrA (pSEC84gfpuv) (carriles 4-8). Las
fracciones de célula se cargan como sigue: los sobrenadantes, carriles 1 y 4;
citoplasma, carriles 2 y 6; periplasma, carril 5; insoluble, carril 7; célula entera, carriles
3y 8; y GFPuv 50 ng, carril 9. Las membranas con muestras idénticas fueron
probadas con los anticuerpos especificos para el GFPuv (panel A) o el E. coli GroEL
(panel B). Como se puede ver en esta figura, una cantidad significativa de la fusién de
proteina 61 kDa esperada es detectada en 0,5 ml del sobrenadante TCA precipitado
del CVD 908-htrA (pSEC84gfpuv) (carril 4); una especie con reaccion entrecruzada
irrelevante de aproximadamente 45 kDa es detectada también en el citoplasma del
CVD 908-htrA (carril 2) y en las fracciones citoplasma, insoluble y de célula entera del
CVD 908-htrA (pSEC84gfpuv); de modo interesante, el carril 5 sugiere que muy poco
Cly-GFPuv es recuperado del espacio periplasmico.
Conclusién

Los resultados de este trabajo apoyan claramente la conclusion de que la
hemolisina criptica ClyA del S. Typhi puede ser usada para facilitar la exportacion de
los dominios del antigeno heterdlogos fuera de la cepa vacuna atenuada CVD 908-
htrA y al medio circundante. Ademas, este trabajo demuestra que el ClyA puede ser
usado para facilitar la exportacion de una proteina de fusion fuera de las bacterias en
el medio circundante. Como se ilustra anteriormente, la capacidad de exportar las
proteinas de interés plegadas correctamente fusionadas con el extremo carboxilo del
ClyA fue mostrada usando el gen bla que codifica la proteina de B—lactamasa RTEM-1
gue confiere resistencia a ambos ampicilina y carbenicilina. El gen bla del pBR322 es
de 861 pb de largo y codifica una proteina de 31,5 kDa con una secuencia de sefal de
23 aminoacidos que dirige la secrecion del extremo N terminal de la B—lactamasa al
espacio periplasmico. El trabajo anterior indica la fabricacién exitosa de una fusién
génica que codifica una fusion de proteina B—lactamasa ClyA funcional que retiene
tanto la actividad hemolitica como la capacidad para cortar el sustrato cromogénico de
la B—lactamasa nitrocefin para producir halos rojos frente a un fondo amarillo de
nitrocefin sin cortar.
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De modo interesante, los intentos para seleccionar tales vectores de expresion,
cuando crecen los transformantes en un medio rico complementado con 50 pg/ml de o
bien carbenicilina o ampicilina, fueron exitosos y s6lo los plasmidos reordenados
extensamente fueron recuperados como se juzga por el cribado de restriccion. Se ha
demostrado de forma definitiva que la B-lactamasa expresada citoplasmicamente
confiere resistencia a ~5 pg/ml de ampicilina, mientras que la beta-lactamasa
periplasmica expresada apropiadamente confiere resistencia > 4000 pg/ml a
ampicilina. Sin embargo, la muestra de superficie de las fusiones de proteina —
lactamasa se ha demostrado que confiere resistencia a ~100 pg/ml de ampicilina.
Ciertamente, Chervaux y otros han informado que la secrecién mediada por HIyA de
las fusiones beta-lactamasa fuera del E. coli confieren de nuevo resistencia a nivel
bajo a ~ 5 pg/ml de ampicilina. Demostraron que aunque la actividad especifica del
dominio de B-lactamasa intacto de la fusion de superficie permanece similar al de la
beta-lactamasa sin modificar, no se observo resistencia a niveles altos de ampicilina, y
se concluy6 que la resistencia bacteriana a los antibidticos beta-lactamicos requieren
concentraciones significantes de beta-lactamasa dentro del espacio periplasmico cerca
de las dianas de muerte. Basado en tales observaciones, se concluy6 que las fusiones
de proteina ClyA-beta-lactamasa plegadas correctamente fueron sintetizadas dentro
del CVD 908-htrA (pSEC84bla) y se exportaron para conferir un fenotipo hemolitico,
asi como hidrélisis mediada por beta-lactamasa del nitrocefin cefalosporin
cromogénico, sin conferir resistencia a la ampicilina o la carbenicilina.

Para definir mas claramente la naturaleza de la exportacion del ClyA mediado
de los dominios del antigeno heterélogo fuera del CVD 908-htrA, y tal vez excluir el
desarrollo de los intermediarios periplasmicos, fueron estudiadas las fusiones del
sacB, que codifican la levansacarasa potencialmente letal del B. subtilis. La
levansacarasa es una exoenzima polipeptidica Unica de 50 kDa que cataliza la
hidrélisis de la sacarosa para rendir glucosa libre y fructosa, y a su vez cataliza la
polimerizacién de la fructosa en polimeros largos llamados levan. La secrecion de la
levansacarosa del B. subtilis que crece en un medio que contiene sacarosa da como
resultado el crecimiento de colonias aisladas cubiertas por un monticulo impresionante
de polimero de levan viscoso después de una incubacién ampliada a temperatura
ambiente.

Esta bien establecido que la expresién citoplasmatica y periplasmatica de
levansacarasa codificada por sacB es letal para una variedad de bacterias que crece
en presencia de la sacarosa. Se ha demostrado recientemente que usando
mutaciones del péptido de senal la levansacarasa se vuelve letal dentro del citoplasma
de B. subtilis que crece en presencia de sacarosa, y que la inactivacion de la actividad
polimerasa de fructosa fue esencial para eliminar la letalidad inducida por sacarosa.
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Se argumentd, por tanto, que el fallo de las fusiones ClyA-SacB para ser exportadas
fuera de ambos espacios citoplasmatico y el periplasmatico del CVD 908-htrA deberia
dar como resultado una acumulacion intracelular significativa de la proteina de fusion
que resulta en la letalidad para el CVD 908-htrA (pSEC84sacB) que crece en
presencia de la sacarosa.

Como se muestra en la Figura 2B, sin embargo, el CVD 908-htrA
(pSEC84sacB) fue observado no solamente que crecia en presencia de 8% de
sacarosa sino que fermentaba el azucar, un fenotipo no observado para el CVD 908-
htrA (pSEC84) crecido en idénticas condiciones. Como la concentracion de sacarosa
aumentd del 8% al 16% de sacarosa, la fermentacion de sacarosa también aumento
con la acumulacién impresionante de polimeros del material semejante al levan que
desaparecieron en presencia del inhibidor de levansacarasa arabinosa. Observaciones
similares de la actividad levansacarasa fueron documentadas por Jung y otfros para un
dominio levansacarasa expresado en superficie fusionado al extremo carboxilo de la
proteina de nucleacion de hielo de Pseudomonas syringee y expresado dentro del E.
coli. En vista de estos resultados, se concluyé que el CVD 908-htrA (pSEC84sacB)
fabricado tuvo la capacidad de utilizar sacarosa como una fuente de carbono en
experimentos de caldo de cultivo en el que el CVD 908-hirA (pSEC84sacB) se observo
que crecia mas rapido que el CVD 908-htrA (pSEC84) que crece en presencia o bien
de la sacarosa o bien en glucosa pura. Se concluyé de nuevo que, como con las
fusiones de proteina ClyA-beta-lactamasa descritas anteriormente, que las fusiones de
proteina ClyA-SacB correctamente plegadas fueron sintetizadas dentro del CVD 908-
htrA, y exportadas para conferir ambos el fenotipo hemolitico esperado, asi como la
actividad levansacarasa que permite el catabolismo extracelular de una fuente
carbohidrato alternativo no utilizado por la cepa hospedante sin pldsmido.

Ejemplo 3
Expresién de proteina en bioreactor de una fusién ClyA-SacB

Un bioreactor es preparado segun las ensefanzas del documento de patente

norteamericana No. 5.635.368, que es incorporado por la presente mediante

referencia en su totalidad. En resumen, la celulosa derivatizada granular es fabricada
segun el documento de patente norteamericano No. 4.355.117 como sigue: 25 partes
de celulosa fibrosa es mezclada con 25 partes de diéxido de titanio y la mezcla es
compuesta con 50 partes de polietileno de alto impacto usando una extrusora de doble
tornillo. La extrusora es enfriada en agua, y tamizada con un tamafo de particula de
0,35-0,85 mm. Las particulas de celulosa aglomerada granular tamizadas fueron
derivadas para formar celulosa DEAE como se describe en el documento de patente

norteamericana anterior.
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A continuacioén, diez (10) gramos de la celulosa DEAE granular son reducidos
en una suspension en agua destilada y remojados durante 5 horas con agitacion
ocasional. El excipiente hidratado es decantado después con el agua destilada y
transferido a una columna de vidrio con un didmetro interno de 15 mm donde forma un
lecho con un peso de 145 mm.

Las bacterias transformadas con pSEC84sacB (véase el Ejemplo 2) son
cultivados durante 48 horas a 30°C. Cincuenta (50) mililitros de la suspensién celular
son bombeados a través del lecho del excipiente a una velocidad de flujo de 25
ml/hora. Subsiguientemente, cantidades adicionales del medio de cultivo son
bombeados a través del lecho del excipiente. El flujo de la columna es recogido y la
proteina de fusion ClyA-SacB expresada recombinantemente (codificada por SEQ ID
No: 19) es aislada y purificada del flujo. El corte del SacB proporcionara cantidades
comerciales amplias de levansacarosa para la generacion del levan.

Eiemplo 4
Purificacion de proteina His-tag en condiciones des-naturalizantes

Un cultivo bacteriano es transformado con un vector de expresién que contiene
un casete de expresion que comprende la secuencia de codificacion para una proteina
ClyA atenuada fusionada al gen sacB, que es fusionada a una secuencia de
codificacién que codifica un sitio de reconocimiento de proteasa, que es fusionado a
una secuencia que codifica la etiqueta polihistidina. El cultivo bacteriano es introducido
en un bioreactor tal como el descrito en el Ejemplo 3.

El cultivo es colocado en condiciones que promueven la expresion de la
proteina de fusion recombinante, que es exportada al medio de cultivo. El medio de
cultivo es recogido y aplicado a una columna Ni (HISTRAP; Pharmacia) equilibrada
con un tampdn que contiene urea a una concentracion suficientemente alta para
desnaturalizar la proteina. La columna es lavada después y eluida. El eluido es
analizado mediante gel de electroforesis para determinar la presencia de la proteina
purificada.

Las fracciones que contienen proteinas purificadas son dializadas frente a un
tampoén de digestion de enzimas. Las muestras dializadas son reunidas después y
sometidas a catdlisis proteolitica por la enzima apropiada. La muestra proteolizada es
purificada para eliminar el marcaje de polihistidina eliminada dejando la proteina
aislada, purificada.

Ejemplo 5
Construccion de CVD 908-hirA atenuado que expresa Frag C y genera una respuesta

inmune frente al mismo.

Una proteina de fusion ClyA-FragC es generada en CVD 908-htrA segun las
etapas tratadas en el Ejemplo 1. La propuesta de los autores es expresar un codoén
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toxC optimizado de marco de lectura abierto que codifica el fragmento C de la toxina
del tétanos insertado en el ClyA expresado a partir del vector de expresion descrito
aqui. La exportacion del fragmento C es completada a través de una fusién genética
en marco del toxC al extremo 3’ del clyA y portado en el replicon oriE1 pSEC84 como
un casete Pqopc-clyA EcoRI-Nhel de 1426 pb. El toxC que codifica el fragmento C es
refabricado a partir de las construcciones de la técnica anterior usando el cebador
directo 5- GCGCACTAGTAAAAACCTTGATTGTTGGGTCGACAACGAAGAAGACAT-
CGATGTTATCCTGAAAAAGTCTACCATTCTGAACTTGGACATCAAC- 3 (SEQ ID No:
15) y el cebador inverso 5-AACTACCGCATTAAAGCTTATCGATGATAAGC-
TGTCAAACATGAGCTAGCCTAGGTCATTAGTCGTTGGTCCAACCTTCATCGGTCG-
GAACGAAGTA- 3 (SEQ ID No: 16) para generar el producto PCR deseado (1424 pb).
El casete toxC es subclonado después en el pSEC84 digerido con Nhel para construir
pSEC84toxC. La secuencia de ADN de la union de fusion clyA —toxC pretendida es
confirmada usando el secuenciamiento del cebador 5 — CGATGCGGCAAA-
ATTGAAATTAGCCACTGA- 3 (SEQ ID No: 17) que hibrida 172 bases aguas arriba
del sitio Nhel fabricado en el extremo 3’ del clyA. Las construcciones son cribadas para
la retencion de la actividad hemolitica y confirmada para exportar el ClyA-Frag C en el
sobrenadante por su analisis por inmunotransferencia Western.

Grupos de diez ratones Balb/c de 6 semanas de edad son inmunizados
intranasalmente con 1,0x10' cfu de la cepa CVD 908-htrA que expresa la proteina de
fusion ClyA-Frag C. Los ratones son sangrados antes y 30 dias después de su
inmunizacion, y su suero es almacenado a -20°C hasta su uso. Los anticuerpos
presentes en el suero frente a los antigenos ClyA y Frag C son determinados por
ELISA. Los resultados indican que la inmunizacién con la cepa CVD 908-htrA que
expresa la proteina de fusion ClyA-Frag C provoca niveles de anticuerpos frente al
antigeno Frag C que son significativamente altos que esos obtenidos con la cepa 908-
htrA que no expresa la proteina de fusion ClyA-Frag C. Los resultados demuestran
que la expresion del antigeno Frag C como una proteina de fusion con ClyA mejora la
respuesta inmune frente a este antigeno. La inmunidad protectora frente a la toxina del
tétano es confirmada mediante la inoculacién de los ratones inmunizados con dosis
que serian letales de la toxina del tétano natural.
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LISTADO DE SECUENCIAS

Universidad de Maryland
<120> USO DE HEMOLISINA CLYA PARA LA EXCRECION DE PROTEINAS
<130> UOFMD.007VPC
<150> 60/252.516
<151>2000-11-22

<160> 19

<170> FastSEQ para Windows Versién 4.0

<210> 1
<211> 6271
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Plasmido de expresion pSEC84

<400> 1

gaattctgtg
gcgaggcatc
taaagttaat
tcagtgctgt
gatgttaggt
ttttgaaaca
tggattattc
gtatgcagtg
aggaggatgg
ctgtagaggt
aatacctcga
gttttaaaca
ttatggacag
tcgtgacgcea
catcagccca
aagcgcaaaa
tggcattaga
aggtggatag
cgtttggatt
cagaattgaa
tgaaacaagc
caattgggga
taatgctttc
aacaacgtca
gggccagcaa
ccgcceccct
aggactataa
gaccctgccg
tcatagctca
tgtgcacgaa

gtagcacaga
cggttgaaat
gatgatagcg
caaatactta
gcttatttcg
tctatagcga
tgcatttttg
gcataaaaaa
gatccaaaat
agttaaaagc
ccaggtcatc
ggagtactcg
ccaggacaag
attactctca
gaaagacatt
atctctcctg
tagccagtta
aattcgtaag
aattatttcc
taacaggcta
gaataaagat
gataaaaacg
tttattaaaa
tggtaagaag
aaggccagga
gacgagcatc
agataccagg
cttaccggat
cgctgtaggt
cceeeegtte

ataatgaaaa
aggggtaaac
ggagttattc
agaataagtt
ccattccgca
taaatgaaac
gggagaatgg
gcaaataaag
aaggaggaaa
gcgatcgaaa
ccctggaaga
caggaagctt
tattttgaag
gcgtatattt
ctcattagga
acaagttcac
actaatgatt
gaagcttatg
tattctattg
aaaacagtgc
atcgatgcgg
gaaaccgaaa
ggagctgcaa
acgcttttcg
_accgtaaaaa
acaaaaatcg
cgttteccccce
acctgtccgce
atctcagttc
agcccgaccg

gtgtgtaaag
agacattcag
tagttgcgag
attgatttta
ataatcttaa
atcttaaaag
acttgccgac
gcatataaca
aaaaaatgac
ccgcagatgg
cctttgatga
ctgttttagt
cgacacaaac
tactatttga
tattagatga
aaagtttcaa
tttcggaaaa
ccggtgctge
ctgcgggcgt
aaaatttctt
caaaattgaa
caaccagatt
agaaaatgat
aggttcctga
ggccgegttg
acgctcaagt
tggaagctcc
ctttctcect
ggtgtaggtc
ctgcgcectta

aagggtaaaa
aaatgaatga
tgaaggtttt
accttgaatt
aaagttccct
ttttagtatc
tgattaatga
gatcgatctt
tagtattttt
ggcattagat
aaccataaaa
tggtgatatt
tgtttatgaa
tgaatataat
tggtgtcaag
caacgcttcc
aagtagttat
agccggcata
gattgaaggg
tactagctta
attagccact
ctacgttgat
taacacctgt
cgtcgctage
ctggcgtttt
cagaggtggc
ctcgtgecget
tcgggaagcg
gttcgctcca
tccggtaact

aaaaccgaat
cggtaataaa
gttttgacat
attattgctt
tgcatttaca
atattcgtgt
gggttaatca
aaacatccac
gcagaacaaa
ctttataaca
gagttaagcc
aaagttttgc
tggtgtggtg
gagaaaaaag
aaactgaatg
ggaaaactgc
ttccagtcac
gtcgcecggtce
aaattgattc
tcagctacag
gaaatagcag
tatgatgatt
aatgaatacc
tgataaccta
tccataggct
gaaacccgac
ctcctgttcce
tggcgcetttc
agctgggcetg
atcgtcttga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800



gtccaacccg
cagagcgagg
cactagaagg
agttggtagc
caagcagcag
ggggtctgac
ggccatccgt
ctgcccgeca
tcctactcag
actgagcecctt
acactaccat
accgcgctac
atctgtatca
atcgctgaat
acattcagtt
gccttttatg
tctcagggcecg
agttcctgcce
agactggcta
tcaaccggat
tcgtgatggce
aagaactcgt
taaagcacga
gccaacgcta
gaaaagcggc
agatcctcgc
ccctgatgcet
gctcgcectcga
tgcagccgcece
gacaggagat
acaacgtcga
gcctcgtect
cgcececctgceg
cagtcatagc
tgttcaatca
catcagatcc
ccagagggcg
ggggctaccg
agtcctgaaa
atgaaagccg
gtcagataag
cttcgtggta
atgtggacta
tatcttcttt
ctcaagcgcc
gaaaataatc
gctgcctccce
acccataccc
aatggggtaa
aaaaaaacac
atcaaactac
ttcaaacgcg
ggcgaacagt
tggcaataca
ccggtaagcg
aaccaaccca
ttaaatggcyg

gtaagacacg
tatgtaggcg
acagtatttg
tcttgatccg
attacgcgca
gctcagtaga
caggatggcc
ccctececgggce
gagagcgttc
tcgttttatt
cggcgctacg
tgccgecagg
ggctgaaaat
attccttttg
cgctgcegcetce
gattcatgca
ttttatggcyg
ctctgatttt
atgcacccag
ctaaaacact
aggttgggcg
caagaaggcg
ggaagcggtc
tgtcctgata
cattttccac
cgtcgggcat
cttcglccag
tguegatgttt
geattgcatc
ccrgeceecgg
gcacagctgce
gcagttcatt
ctgacagccg
cgaatagcct
tgcgaaacga
ttggcggcaa
ccccagctgg
gcgaaccagc
aggcgggcect
ccacctccct
tgaatatcaa
gtttcatggc
gacataggga
ctgccacaca
gggcacatca
_cgctcattca
ggagtttgtc
aacccaataa
acttgacaaa
cataaggagt
agtggcagga
agtgggcagt
attcatttga
gcgacgttaa
aagtggatat
atacggaaaa
gggatacatt
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acttatcgcc
gtgctacaga
gtatctgcgce
gcaaacaaac
gaaaaaaagg
tctaaaacac
ttctgcttaa
cgttgcttcg
accgacaaac
tgatgcctgg
gcgtttcact
caaattctgt
cttctctcat
tctccgacca
acggctctgg
aggaaactac
ggtctgctat
ccagtctgac
taaggcagcg
agcccaacct
tcgcttggtc
atagaaggcg
agcccattcg
gcggtcecgcec
catgatattc
gcgcgecttg
atcatcctga
cgcttggtgg
agccatgatg
cacttcgcecec
gcaaggaacg
cagggcaccg
gaacacggcg
ctccacccaa
tcctcatccet
gaaagccatc
caattccggt
agccccttta
gcgcecgcect
gtgtccgtct
cagtgtgaga
cttcttctcce
tgcctegtgg
acacggcaac
tagcccatat
gaccgttcac
tcgagcactt
aacaccaaaa
caaacccact
tttataaatg
aagcgacgga
ctcttttggt
tccaatcagc
tgtcgttgca
tgtttgcaca
tattgagcgt
cacaataaaa

37

actggcagca
gttcttgaag
tctgctgaag
caccgctggt
atctcaagaa
taggcccaag
tttgatgcct
caacgttcaa
aacagataaa
cagttcccta
tctgagttcg
tttatcagac
ccgccaaaac
tcaggcacct
cagtgaatgg
ccataataca
gtggtgctat
cacttcggat
gtatcatcaa
ttcatagaag
ggtcatttcg
atgcgctgceg
ccgccaagcet
acacccagcc
ggcaagcagg
agcctggcga
tcgacaagac
tcgaatgggc
gatactttct
aatagcagcc
ccegtcgtgg
gacaggtcgg
gcatcagagc
gcggecggag
gtctcttgat
cagtttactt
tcgectgctag
taaaggcgct
ccaggttgct
ctgtaacgaa
cacacgatca
ttgcgcaaag
tggttaatga
aaaccacctt
acctgcacgc
gggaaatccg
ttgttacccg
caagacaaat
taaaacccaa
ttggtattca
acaattaaac
gataaaaagg
ccggatgctg
gtgcatcacg
cttcctctga
aagaaagcaa
gatgtaaaag

gccactggta
tggtggcecta
ccagttacct
agcggtggtt
gatcctttga
agtttgtaga
ggcagtttat
atccgctceccc
acgaaaggcce
ctctcgcatg
gcatggggtc
cgcttctgcg
agccaagctg
gagtcgctgt
gggtaaatgg
agaaaagccc
ctgacttttt
tatcccgtga
caggcttacc
gcggeggtgg
aaccccagag
aatcgggagc
cttcagcaat
ggccacagtc
catcgccatg
acagttcggc
cggcttccat
aggtagccgg
cggcaggage
agtcccttcce
ccagccacga
tcttgacaaa
agccgattgt
aacctgcgtg
cagatcttga
tgcagggctt
acaacatcag
tcagtagtca
acttaccgga
tctcgcacag
acacacacca
cgcggtaaga
aaattaactt
cacgtcatga
tgaccacact
tgtgattgtt
Ccaaacaaaa
aatcattgat
aacataccca
ttgatgacgg
agcacattag
tctttaacta
tagtcacaac
ccttactgac
cagagtatta
acttccggaa
tcatgcctga

acaggattag
actacggcta
tcggaaaaag
tttttgtttg
tcttttctac
aacgcaaaaa
ggcgggcegte
ggcggatttg
cagtctttcg
gggagacccc
aggtgggacc
ttctgattta
gatctggcaa
ctttttcgtg
cactacaggc
gtcacgggct
gctgttcagc
caggtcattc
cgtcttactg
aatcgaaatc
tcccgetcag
ggcgataccg
atcacgggta
gatgaatcca
ggtcacgacg
tggcgcgagc
ccgagtacgt
atcaagcgta
aaggtgagat
cgcttcagtg
tagccgeget
aagaaccggg
ctgttgtgcc
caatccatct
tcceectgege
cccaacctta
caaggagaaa
gaccagcatc
ttcgtaagcec
cgattttcgt
gacaagggaa
ggctatcctg
actacggggc
ggcagaaagc
cactttccct
gccgcatcac
cccaaaaaca
tgatggttga
aacacacacc
ttcaacaaac
cccgaacagce
cacactgaac
caatatcgca
cagtggtctg
cgacagaaat
aaaaattaca
atctataccg

1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220



gcaggttatg
gggggcacca
tacggagact
cttgcgagaa
aataactatc
atgaatgaag
ggttatactc
aaacacacac
gttaacggta
aactaaatcc
cgcaagggga
gacaagatcc
cagatatcgt
caatagtcac
atgcgatgaa
ctggataaag
gaaataatcg
gctctgtcat
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aagttctaca
cattagatat
catctcttgg
caaaaggaag
tgaagcaacg
cacttcgtaa
atgttatggt
agattcgtga
tgtatctcat
agatgtaaat
acgaagccgce
ccggaccect
gaatatattg
tcaatcctct
gctaataaat
ggaactcaat
tttgcactgt
tttctgaaac

<210>2

<211> 305

<212> PRT

<213> Salmonella Typhi
<400> 2

Met Ser
1

Ile

Thr

Glu Thr

Gln Ile
35

Lys

Val

Phe
50
Lys

Arg
Ile Val
65
Gln

Thr Val

Tyr Ile Leu
Ile
115

Gln.

Lys Asp

Glu Ala
130
Ser Gly
145

Glu

Lys

Lys Ser

Ala Tyr Ala
Ser
195

Leu

Ile Ile

Glu
210
Ser

Pro

Leu Ala

225
Leu

Lys Leu

Ile Phe Ala
Ala
20

Pro

Asp Gly

Trp Lys

Gln Glu Tyr
Met
70

Trp

Leu Leu

Glu
85
Phe

Tyr

Leu
100
Leu

Asp

Ile Arg

Lys Ser Leu
Ala
150

Phe

Leu Leu

Ser Tyr

165

Gly Ala Ala

180

Tyr Ser Ile

Asn Asn Arg

Thr Val Lys

230
Glu

Ala Thr

245

agaactggat
ttctcaggta
tgtctctctg
tagctatctt
aattaatgat
acttgagcaa
tataggcggt
tgaacgtttt
aggtaattaa
caaacagata
cttaaccggg
ttccttttat
agatcgctat
tcacaacaag
taattcaatt
caagttattt
ctctgttatt
tcttcatgct

Glu Gln Thr

Ala Leu Asp

25
Asp

Thr Phe

40
Ser Gln Glu
55
Asp

Ser Gln

Cys Gly Val

Glu Asn
105

Asp

Tyr
Ile Leu
120
Leu Thr Ser
135
Leu

Asp Ser

Gln Ser Gln
Ile
185

Gly

Ala Gly

Ala Ala

200

Leu Lys Thr

215

Gln Ala Asn

Ile Ala Ala

38

gagttagatt
atggggaaat
gttacatctg
gctgacgata
gagaacaaaa
cgtgtattaa
ggcgcagaat
ttcaaaacca
tgatggacaa
aaattgtttg
ccgcactgac
gtgagctgct
ttccaaaaga
agcaaaaaag
attattgagt
tcttaccagt
caggcaattt
g

Val Val
10

Leu

Glu

Tyr Asn

Glu Thr Ile

Ala Val
60

Tyr

Ser
Asp Lys
75
Val Thr Gln
90
Glu

Lys Lys

Asp Gly Vval
Ser
140

Thr

Ser Gln

Gln Leu

155
Val Asp Arg
170

Val Ala Gly

Val Ile Glu

Val Gln Asn

220

Lys Asp Ile
235

Ile Gly

250

Glu

ctttattaat
tatcggggat
cagtaaaaga
taatcattca
tatcaatagt
atacgctcaa
taatatgcga
ataactctca
gcgcagaacc
tgatacactg
ggcaggtctg
gacgaaagaa
gatggccgat
tgatgaagag
tcectttatce
cattacataa
caataaaggce

Val Ser
15

Leu

Lys
Lys Tyr
30
Lys Glu Leu
45
Leu

Val Gly

Phe Glu Ala
Ser
95

Ala

Leu Leu

Ala Ser

110

Lys Lys Leu

125
Phe

Asn Asn

Asn Asp Phe

Ile Lys
175
Gly

Arg

Phe
190
Lys

Pro
Gly Leu
205
Phe

Phe Thr

Asp Ala Ala
Thr

255

Ile Lys

tatagatctc
cagtaaaata
tgccctttet
cagaaaagat
caccgaagca
tgaattttct
tgcagtaaaa
atatgattta
attgccttca
gacagtatcc
gccttataca
accacatttt
tttaattctt
accaaaaaaa
cactatcagg
tcgttattat
acttgctcac

Ala
Asp
Ser
Asp
Thr
80

Ala
Gln
Asn
Ala
Ser
160
Glu
Leu
Ile
Ser
Lys

240
Glu

5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6271
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Thr Glu Thr Thr Arg Phe
260
Leu Leu Lys Gly Ala Ala
275
Gln Gln Arg His Gly Lys
290
Ser
305

<210> 3
<211> 102
<212> ADN

<213> Secuencia Artifical

<220>

<223> Cebador de clonacion

<400> 3

ggatccaaaa taaggaggaa aaaaaaatga ctagtatttt tgcagaacaa actgtagagg 60

Tyr
Lys

Lys
295

Val

Lys
280
Thr

39

Asp Tyr Asp Asp Leu
265
Met Ile Asn Thr Cys
285
Leu Phe Glu Val Pro
300

tagttaaaag cgcgatcgaa accgcagatg gggcattaga tc

<210> 4

<211> 101

<212> ADN

<213> Secuencia Aritificial

<220>
<223> Cebador de clonacion

<400> 4

cctaggttat cagctagcga cgtcaggaac ctcgaaaagc gtcttcttac catgacgttg 60

ttggtattca ttacaggtgt taatcatttt ctttgcagct c

<210>5

<211> 97

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Cebador de clonacion

Met Leu Ser
270
Asn Glu Tyr

Asp Val Ala
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<400> 5

cacggtaaga agacgctttt cgaggttcct gacgtcgcta gctgataacc taggtcatgt 60
tagacagctt atcatcgata agctttaatg cggtagt 97

<210>6

<211> 69

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de clonacién

<400> 6

agatctacta gtgtcgacgc tagctatcag gtcgaggtgg cccggctcca tgcaccgcga 60
cgcaacgca 69

<210> 7

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de clonacién

<400> 7

actagtcacc cagaaacgct ggtgaaagta aaagatgctg aagatcagit gggtgcacga 60
<210>8

<211> 101

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador de clonacién

<400> 8

cattaaaggt tatcgatgat aagctgtcaa acatgagcta gcctaggtca ttaccaatgc 60
ttaatcagtg aggcacctat ctcagcgatc tgtctatttc g 101

<210>9
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<211> 101
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<400> 9
cgaaatagac agatcgctga gataggtgcc tcactgatta agcattggta atgacctagg 60
ctagctcatg tttgacagct tatcatcgat aacctttaat g 101

<210> 10

<211> 71

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Cebador de clonacion

<400> 10

gcgcactagt .aaagaaacga-accaaaagcc atataaggaa acatacggca tttcccatat 60
tacacgccat g . 71

<210> 11

<211> 103

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de clonacion

<400> 11

taaactaccg cattaaagct tatcgatgat aagctgtcaa acatgacccg ggtcactatt 60
tgttaactgt taattgtcct tgttcaagga tgctgtcttt gac 103

<210> 12

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de clonacion
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<400> 12
tcatgtttga cagcttatca tcgataagct ttaatgcggt agttta 46

<210> 13

<211> 80

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Cebador de clonacién

<400> 13
gcgcagatct taatcatcca caggaggcgc tagcatgagt aaaggagaag aacttttcac 60
tggagttgtc ccaattcttg 80

<210> 14

<211> 110

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador de clonacion

<400> 14

gtgataaact accgcattaa agcttatcga tgataagctg tcaaacatga gcgctctaga 60
actagttcat tatttgtaga gctcatccat gccatgtgta atcccagcag 110

<210> 15

<211>94

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador de clonacion

<400> 15

gcgcactagt aaaaaccttg attgttgggt cgacaacgaa gaagacatcg atgttatcct 60
gaaaaagtct accattctga acttggacat caac 94

<210> 16
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<211> 97
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de clonacion

<400> 16

aactaccgca ttaaagctta tcgatgataa gctgtcaaac atgagctagc ctaggtcatt 60
agtecgttggt ccaaccttca tcggtcggaa cgaagta

<210> 17

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de clonacion

<400> 17

cgatgcggca aaattgaaat tagccactga

<210> 18
<211> 8908
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> vector pSEC84sacB

<400> 18

43

30



gaattctgtg
gcgaggcatc
taaagttaat
tcagtgctgt
gatgttaggt
ttttgaaaca
tggattattc
gtatgcagtg
aggaggatgg
ctgtagaggt
aatacctcga
gttttaaaca
ttatggacag
tcgtgacgca
catcagccca
aagcgcaaaa
tggcattaga
aggtggatag
cgtttggatt.
' cagaattgaa
tgaaacaagc
caattgggga
taatgctttc
aacaacgtca
accaaaagcc
aaatccctga
ttaaaaatat
ctgacggcac
ctaaaaatgc
ttgacagctg
attctatcct
gaaaaatccg
caactgcaca
attataaatc

gtagcacaga
cggttgaaat
gatgatagcg
caaatactta
gcttatttcg
tctatagcga
tgcatttttg
ccataaaaaa
gatccaaaat
agttaaaagc
ccaggtcatc
ggagtactcg
ccaggacaag
attactctca
gaaagacatt
atctctcctg
tagccagtta
aattcgtaag
aattatttcc
taacaggcta
gaataaagat
gataaaaacg
tttattaaaa
tggtaagaag
atataaggaa
acagcaaaaa
ctcttctgeca
tgtcgcaaac
ggatgacaca
gaaaaacgct
aaaagaccaa
tttattctac
agttaacgta
aatctttgac
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ataatgaaaa
aggggtaaac
ggagttattc
agaataagtt
ccattccgca
taaatgaaac
gggagaatgg
gcaaataaag
aaggaggaaa
gcgatcgaaa
ccctggaaga
caggaagctt
tattttgaag
gcgtatattt
ctcattagga
acaagttcac
actaatgatt
gaagcttatg
tattctattg
aaaacagtgc
atcgatgcgg
gaaaccgaaa
ggagctgcaa
acgcttttcg
acatacggca
aatgaaaaat
aaaggcctgg
tatcacggct
tcgatttaca
ggccgcegtcet
acacaagaat
actgatttct
tcagcatcag

ggtgacggaa

44

gtgtgtaaag
agacattcag
tagttgcgag
attgatttta
ataatcttaa
atcttaaaag
acttgccgac
gcatataaca
aaaaaatgac
ccgcagatgg
cctttgatga
ctgttttagt
cgacacaaac
tactatttga
tattagatga
aaagtttcaa
tttcggaaaa
ccggtgcetgce
ctgcgggegt

aaaatttctt
caaaattgaa

caaccagatt
agaaaatgat
aggttcctga
tttcccatat
atcaagttcc
acgtttggga
accacatcgt
tgttctatca
ttaaagacag
ggtcaggttc
ccggtaaaca
acagctcttt
aaacgtatca

aagggtaaaa
aaatgaatga
tgaaggtttt
accttgaatt
aaagttccct
ttttagtatc
tgattaatga
gatcgatctt
tagtattttt
ggcattagat
aaccataaaa
tggtgatatt
tgtttatgaa
tgaatataat
tggtgtcaag
caacgcttcc
aagtagttat
agccggcata

gattgaaggg

tactagctta

attagccact
ctacgttgat
taacacctgt
cgtcgetagt
tacacgccat
tgaattcgat
cagctggcca
ctttgcatta
aaaagtcggce
cgacaaattc
agccacattt
ttacggcaaa
gaacatcaac
aaatgtacag

aaaaccgaat
cggtaataaa
gttttgacat
attattgctt
tgcatttaca
atattcgtgt
gggttaatca
aaacatccac
gcagaacaaa
ctttataaca
gagttaagcc
aaagttttgce
tggtgtggtg
gagaaaaaag
aaactgaatg
ggaaaactgc
ttccagtcac
gtcgccggtce
aaattgattc
tcagctacag

gaaatagcag
tatgatgatt.

aatgaatacc
aaagaaacga
gatatgctgce
tcgtccacaa
ttacaaaacg
gccggagatc
gaaacttcta
gatgcaaatg
acatctgacg
caaacactga
ggtgtagagg
cagttcatcg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020

1080
1140.

1200

"1260

1320
1380 °
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040



atgaaggcaa
ataaaggcca
gcgaagaatc
aaagtcaaaa
tcggtatgat
catctaacac
ggtacctgtt
atatttacat
aaactggcct
acttcgectgt
gaggattcta
gcaagaaaac
aatagtgacc
tcacagttaa
gtcatccteg
ccgggcectcet
ctagcgctat
cgctttggece
atcatggcga
accggcgcca
cgggctcgece
gtggccgggg
ctcaacggcc
cgtcgaccga
atgactatcg
ccggcagcgce
ggecctgtcege
cccgeccacca
ctgggctacg
cttctecgett
gatgacgacc
atcactggac
ttggcatgga
gcatggagcc
ccagcaaaag
cceceectgac
actataaaga
cctgccgett
tagctcacgc
gcacgaaccc
caacccggta
agcgaggtat
tagaaggaca
tggtagctct
gcagcagatt
gtctgacgct
catccgtcag
ccecgcecacce
tactcaggag
gagcctttcg
ctaccatcgg
gcgctactgc
tgtatcaggc
gctgaatatt
ttcagttcge
ttttatggat
cagggcgttt

ctacagctca
caaatactta
tttatttaac
acttctgcaa
tgagctaaac
agtaacagat
cactgactcc
gcttggttat
tgtgttaaaa
acctcaagcg
cgcagacaaa
atctgttgtec
cgggtcatgt
attgctaacg
gcaccgtcac
tgcgggatat
atgecgttgat
gccgccecagt
ccacacccgt
caggtgcggt
acttcggget
gactgttggg
tcaacctact
tgccecttgag
tcgeccgeact
tctgggtcat
ttgcggtatt
aacgtttcgg
tcttgctgge
ccggcggcat
atcagggaca
cgctgatcgt
ttgtaggcge
gggccacctce
gccaggaacc
gagcatcaca
taccaggcgt
accggatacc
tgtaggtatc
cccgttcage
agacacgact
gtaggcggtg
gtatttggta
tgatccggceca
acgcgcagaa
cagtagatct
gatggcctte
tccgggecegt
agcgttcacc
ttttatttga
cgctacggceg
cgccaggcaa
tgaaaatctt
ccttttgtct
tgcgctcacg
tcatgcaagg
tatggcgggt
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ggcgacaacc
gtatttgaag
aaagcatact
agcgataaaa
gatgattaca
gaaattgaac
cgcggatcaa
gtttctaatt
atggatcttg
aaaggaaaca
caatcaacgt
aaagacagca
ttgacagctt
cagtcaggca
cctggatgcet
cgtccattcc
gcaatttcta
cctgeteget
cctgtggatc
tgctggcgcece
catgagcgct
cgccatctcce
actgggctgce
agccttcaac
tatgactgtc
tttcggcgag
cggaatcttg
cgagaagcag
gttcgcgacg
cgggatgccc
gcttcaagga
cacggcgatt
cgccctatac
gacctgatag
gtaaaaaggc
aaaatcgacg
ttccecectgg
tgtccgecett
tcagttcggt
ccgaccgcetg
tatcgccact
ctacagagtt
tctgcgctct
aacaaaccac
aaaaaggatc
aaaacactag
tgcttaattt
tgcttcgcaa
gacaaacaac
tgcctggcag
tttcacttct
attctgtttt
ctctcatccg
ccgaccatca
gctctggcag
aaactaccca
ctgctatgtg

45

atacgctgag
caaacactgg
atggcaaaag
aacgcacggc
cactgaaaaa
gcgcgaacgt
aaatgacgat
ctttaactgg
atcctaacga
atgtcgtgat
ttgcgccaag
tccttgaaca
atcatcgata
ccgtgtatga
gtaggcatag
gacagcatcg
tgcgcacccg
tcgctacttg
ctctacgccg
tatatcgccg
tgtttcggeg
ttgcatgcac
ttcctaatge
ccagtcagct
ttctttatca
gaccgctttc
cacgccctcg
gccattatcg
cgaggctgga
gcgttgcagg
tcgctcgegg
tatgccgcecct
cttgtctgce
ctagcgtcga
cgcgttgcetg
ctcaagtcag
aagctccctc
tctcectteg
gtaggtcgtt
cgccttatcce
ggcagcagcce
cttgaagtgg
gctgaagcca
cgctggtagc
tcaagaagat
gcccaagagt
gatgcctggce
cgttcaaatc
agataaaacg
ttcectacte
gagttcggca
atcagaccgce
ccaaaacagc
ggcacctgag
tgaatggggg
taatacaaga
gtgctatctg

agatcctcac
aactgaagat
cacatcattc
tgagttagca
agtgatgaaa
ctttaaaatg
tgacggcatt
cccatacaag
tgtaaccttt
tacaagctat
cttcctgcetg
aggacaatta
agctttaatg
aatctaacaa
gcttggttat
ccagtcacta
ttctcggagce
gagccactat
gacgcatcgt
acatcaccga
tgggtatggt
cattccttge
aggagtcgca
ccttceggtg
tgcaactcgt
gctggagcgce
ctcaagcctt
ccggcatggc
tggccttcce
ccatgctgtc
ctcttaccag
cggcgagcac
tcceecgegtt
cactagctga
gcgtttttce
aggtggcgaa
gtgcgctctce
ggaagcgtgg
cgctccaagc
ggtaactatc
actggtaaca
tggcctaact
gttaccttcg
ggtggttttt
cctttgatct
ttgtagaaac
agtttatggc
cgctececgge
aaaggcccag
tcgcatgggg
tggggtcagg
ttctgegttce
caagctggat
tcgectgtctt
taaatggcac
aaagcccgtce
actttttgcet

tacgtagaag
ggctaccaag
ttccgtcaag
aacggcgctc
ccgctgattg
aacggcaaat
acgtctaacg
ccgctgaaca
acttactcac
atgacaaaca
aacatcaaag
acagttaaca
cggtagttta
tgcgctcate
gccggtactg
tggcgtgctg
actgtccgac
cgactacgcg
ggccggecatc
tggggaagat
ggcaggcccce
ggcggeggtg
taagggagag
ggcgeggggce
aggacaggtg
gacgatgatc
cgtcactggt
ggccgacgceg
cattatgatt
caggcaggta
cctaacttcg
atggaacggg
gcgtcgcggt
taacctaggg
ataggctcecg
acccgacagg
ctgttccgac
cgctttctca
tgggctgtgt
gtcttgagtc
ggattagcag
acggctacac
gaaaaagagt
ttgtttgcaa
tttctacggg
gcaaaaaggc
gggcgtcctg
ggatttgtcc
tctttecgact
agaccccaca
tgggaccacc
tgatttaatc
ctggcaaatc
tttcgtgaca
tacaggcgcce
acgggcttct
gttcagcagt

2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620 .
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460



tcctgccectce
ctggctaatg
accggatcta
tgatggcagg
aactcgtcaa
agcacgagga
aacgctatgt
aagcggccat
tcctcgecegt
tgatgctctt
cgctcgatgce
agccgcecgcea
aggagatcct
acgtcgagca
tcgtcctgcea
ccctgecgcetg
tcatagccga
tcaatcatgc
cagatccttg
gagggcgccce
gctaccggcg
cctgaaaagg
aaagccgcca
agataagtga
cgtggtagtt
tggactagac
cttctttety
aagcgccggg
aataatccgc
gcctccegga
catacccaac
ggggtaaact
aaaacaccat
aaactacagt
aaacgcgagt
gaacagtatt
caatacagcg
gtaagcgaag
caacccaata
aatggcgggg
ggttatgaag
ggcaccacat
ggagactcat
gcgagaacaa
aactatctga

aatgaagcac.

tatactcatg
cacacacaga
aacggtatgt
taaatccaga
aaggggaacg
aagatccccg
atatcgtgaa
tagtcactca
cgatgaagct
gataaaggga
ataatcgttt

tgattttcca
cacccagtaa
aaacactagc
ttgggcgtcg
gaaggcgata
agcggtcagc
cctgatagcg
tttccaccat
cgggcatgcg
cgtccagatc
gatgtttcgc
ttgcatcagc
gccecggceac
cagctgcgca
gttcattcag
acagccggaa
atagcctctc
gaaacgatcc
gcggcaagaa
cagctggcaa
aaccagcagc
cgggcctgeg
cctcecctgtg
atatcaacag
tcatggcctt
atagggatgc
ccacacaaca
cacatcatag
tcattcagac
gtttgtctcg
ccaata&lac
tgacaaacaa
aaggagtttt
ggcaggaaag
gggcagtctc
catttgatcc
acgttaatgt
tggatattgt
cggaaaatat
atacattcac
ttctacaaga
tagatatttc
ctcttggtgt
aaggaagtag
agcaacgaat
ttcgtaaact
ttatggttat
ttcgtgatga
atctcatagg
tgtaaatcaa
aagccgcectt
gacccctttce
tatattgaga
atcctcttca
aataaattaa
actcaatcaa
gcactgtctc
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gtctgaccac
ggcagcggta
ccaacctttc
cttggtcggt
gaaggcgatg
ccattcgccg
gtccgceccaca
gatattcggc
cgccttgage
atcctgatcg
ttggtggtcg
catgatggat
ttcgcccaat
aggaacgccc
ggcaccggac
cacggcggea
cacccaagcg
tcatcctgtc
agccatccag
ttcecggttcg
ccctttataa
cececgectceca
tcecgtctcetg
tgtgagacac
cttctccttg
ctcgtggtgg
cggcaacaaa
cccatatacc
cgttcacggg
agcacttttg
accaaaacaa
acccacttaa
ataaatgttg
cgacggaaca
ttttggtgat
aatcagcccg
cgttgcagtg
ttgcacactt
tgagcgtaag
aataaaagat
actggatgag
tcaggtaatg
ctctctggtt
ctatcttgcet
taatgatgag
tgagcaacgt
aggcggtgge
acgtttttte
taattaatga
acagataaaa
aaccgggccg
cttttatgtg
tcgctatttce
caacaagagc
ttcaattatt
gttattttct
tgttattcag

ctgtcatttt ctgaasactct tcatgctg

46

ttcggattat
tcatcaacag
atagaaggcg
catttcgaac
cgctgcgaat
ccaagctctt
cccagccgge
aagcaggcat
ctggcgaaca
acaagaccgg
aatgggcagg
actttctcgg
agcagccagt
gtcgtggcecca
aggtcggtct
tcagagcagc
gccggagaac
tcttgatcag
tttactttge
ctgctagaca
aggcgcttca
ggttgctact
taacgaatct
acgatcaaca
cgcaaagcgc
ttaatgaaaa
ccaccttcac
tgcacgctga
aaatccgtgt
ttacccgceca
gacaaataat
aacccaaaac
gtattcattg
attaaacagc
aaaaaggtct
gatgctgtag
catcacgect
cctctgacag
aaagcaaact
gtaaaagtca
ttagattctt
gggaaattat
acatctgcag
gacgatataa
aacaaaatat
gtattaaata
gcagaattaa
aaaaccaata
tggacaagcg
ttgtttgtga
cactgacggc
agctgctgac
caaaagagat
aaaaaagtga
attgagttcc
taccagtcat
gcaatttcaa

cccgtgacag
gcttaccegt
gcggtggaat
cccagagtcc
cgggagcgge
cagcaatatc
cacagtcgat
cgccatgggt
gttcggctgg
cttccatccg
tagccggatc
caggagcaag
cccttcecege
gccacgatag
tgacaaaaag
cgattgtctg
ctgcgtgcaa
atcttgatcc
agggcttccc
acatcagcaa
gtagtcagac
taccggattc
cgcacagcga
cacaccagac
ggtaagaggc
ttaacttact
gtcatgaggc
ccacactcac
gattgttgcc
aacaaaaccc
cattgattga
atacccaaac
atgacggttc
acattagccc
ttaactacac
tcacaaccaa
tactgaccag
agtattacga
tccggaaaaa
tgcctgaatce
tattaattat
cggggatcag
taaaagatgc
tcattcacag
caatagtcac
cgctcaatga
tatgcgatgc
actctcaata
cagaaccatt
tacactggac
aggtctggcc
gaaagaaacc
ggccgatttt
tgaagagacc
ctttatccac
tacataatcg
taaaggcact

gtcattcaga
cttactgtca
cgaaatctcg
cgctcagaag
gataccgtaa
acgggtagcc
gaatccagaa
cacgacgaga
cgcgagcccce
agtacgtgct
aagcgtatgce
gtgagatgac
ttcagtgaca
ccgegctgec
aaccgggcgce
ttgtgcccag
tccatcttgt
cctgcgccat
aaccttacca
ggagaaaggg
cagcatcagt
gtaagccatg
ttttcgtgtc
aagggaactt
tatcctgatg
acggggctat
agaaagcctc
tttcecctgaa
gcatcacgct
aaaaacaacc
tggttgaaat
acacaccaaa
aacaaacatc
gaacagcttc
actgaacggc
tatcgcatgg
tggtctgcceg
cagaaataac
aattacatta
tataccggca
agatctcggg
taaaatatac
cctttctctt
aaaagataat
cgaagcaatg
attttctggt
agtaaaaaaa
tgatttagtt
gccttcaaac
agtatcccgce
ttatacagac
acattttcag
aattcttcaa
aaaaaaaatg
tatcaggctg
ttattatgaa
tgctcacgct

5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880

8908



10

<210> 19

<211> 2253
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> gen de fusion ClyA::SacB

<221> CDS
<222> (0)...(2253)

<400> 19

atg
Met
1

atc
Ile

cag
Gln

cgt
Arg

att
Ile
65

caa
Gln

tat
Tyr

aaa
Lys

gaa
Glu

tcc
Ser
145

gaa
Glu

act
Thr

gaa
Glu

gtc
val

ttt
Phe
50

aaa
Lys

act
Thr

att
Ile

gac
Asp

gcg
Ala
130

gga
Gly

aaa
Lys

agt
Ser

acc
Thr

atc
Ile
35

aaa
Lys

gtt
Val

gtt
Val

tta
Leu

att
Ile
115

caa
Gln

aaa
Lys

agt
Ser

att
Ile

gca
Ala
20

ccc
Pro

cag
Gln

ttg
Leu

tat
Tyr

cta
Leu
100

ctc

Leu

aaa
Lys

ctg
Leu

agt
Ser

ttt
Phe

gat
Asp

tgg
Trp

gag
Glu

ctt
Leu

gaa
Glu
85

ttt
Phe

att
Ile

tct
Ser

ctg
Leu

tat
Tyr
165

gca
Ala

999
Gly

aag
Lys

tac
Tyr

atyg
Met
70

tgg
Trp

gat
Asp

agg
Arg

ctc
Leu

gca
Ala
150

ttec
Phe
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gaa
Glu

gca
Ala

acc
Thr

tcg
Ser
55

gac
Asp

tgt
Cys

gaa
Glu

ata
Ile

ctg
Leu
135

tta

Leu

cag
Gln

caa
Gln

tta
Leu

ttt
Phe
40

cag
Gln

agc
Ser

ggt
Gly

tat
Tyr

tta
Leu
120

aca

Thr

gat
Asp

tca
Ser

act
Thr

gat
Asp
25

gat
Asp

gaa
Glu

cag
Gln

gtc
Val

aat
Asn
105

gat
Asp

agt
Ser

agc
Ser

cag
Gln

gta
Val
10

ctt
Leu

gaa
Glu

gct
Ala

gac
Asp

gtg
Val
90

gag
Glu

gat
Asp

tca
Ser

cag
Gln

gtg
Val
170

47

gag
Glu

tat
Tyr

acc
Thr

tct
Ser

aag
Lys
75

acg
Thr

aaa
Lys

ggt
Gly

caa
Gln

tta
Leu
155

gat
Asp

gta
Val

aac
Asn

ata
Ile

gtt
val
60

tat
Tyr

caa
Gln

aaa
Lys

gtc
vVal

agt
Ser
140

act

Thr

aga
Arg

gtt
Val

aaa
Lys

aaa
Lys
45

tta
Leu

ttt
Phe

tta
Leu

gca
Ala

aag
Lys
125

ttc
Phe

aat
Asn

att
Ile

aaa
Lys

tac
Tyr
30

gag
Glu

gtt
Val

gaa
Glu

ctc
Leu

tca
Ser
110

aaa

Lys

aac
Asn

gat
Asp

cgt
Arg

agc
Ser
15

ctc
Leu

tta
Leu

ggt
Gly

gcg
Ala

tca
Ser
95

gcc
Ala

ctg
Leu

aac
Asn

ttt
Phe

aag
Lys
175

gcg
Ala

gac
Asp

agc
Ser

gat
Asp

aca
Thr
80

gcg
Ala

cag
Gln

aat
Asn

gct
Ala

tecg
Ser
160

gaa
Glu

96

144

192

288

336

384

432



gct
Ala

att
Ile

cca
Pro

tta
Leu
225

ttg
Leu

acc
Thr

tta
Leu

caa
Gln

agt
Ser
305

cat
.His

gaa
Glu

tct
Ser

gct
Ala

tta
Leu
385

tat
Tyr

att
Ile

gaa
Glu
210

tca
Ser

aaa
Lys

gaa
Glu

tta
Leu

caa
Gln
290

aaa
Lys

att
Ile

aaa
Lys

tct
Ser

gac
Asp
370

gcc
Ala

gcc
Ala

tcc
Ser
195

ttg
Leu

gct
Ala

tta
Leu

aca
Thr

aaa
Lys
275

cgt
Arg

gaa
Glu

aca
Thr

tat
Tyr

gca
Ala
355

ggc
Gly

gga
Gly

ggt
Gly
180

tat
Tyr

aat
Asn

aca
Thr

gcc
Ala

acc
Thr
260

gga
Gly

cat
His

acg
Thr

cgc
Arg

caa
Gln
340

aaa

Lys

act
Thr

gat
Asp

gct
Ala

tct
Ser

aac
Asn

gtg
Val

act
Thr
245

aga
Arg

gct
Ala

ggt
Gly

aac
Asn

cat
His
325
gtt
Val

ggc
Gly

gtc
Val

cct
Pro
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gca
Ala

att
Ile

agg
Arg

aaa
Lys
230

gaa
Glu

ttec
Phe

gca
Ala

aag
Lys

caa
Gln
310

gat
Asp

cct
Pro

ctg
Leu

gca
Ala

aaa
Lys
390

gcc
Ala

gct
Ala

cta
Leu
215

caa
Gln

ata
Ile

tac
Tyr

aag
Lys

aag
Lys
295

aag
Lys

atg
Met

gaa
Glu

gac
Asp

aac
Asn
375

aat
Asn

ggc
Gly

gcg
Ala
200

aaa
Lys

gcg
Ala

gca
Ala

gtt
Val

aaa
Lys
280

acgqg
Thr

cca
Pro

ctg
Leu

ttc
Phe

gtt
Val
360

tat
Tyr

gcg
Ala

48

ata
Ile
185

ggc
Gly

aca
Thr

aat
Asn

gca
Ala

gat
Asp
265

atg
Met

ctt
Leu

tat
Tyr

caa
Gln

gat
Asp
345

tgg
Trp

cac
His

gat
Asp

gtc
Val

gtg
Val

gtg
Val

aaa
Lys

att
Ile
250

tat
Tyr

att
Ile

ttc
Phe

aag
Lys

atc
Ile
330

tcg
Ser

gac
Asp

ggc
Gly

gac
Asp

gcc
Ala

att
Ile

caa
Gln

gat
Asp
235

gg99
Gly

gat
Asp

aac
Asn

gag
Glu

gaa
Glu
315

cct
Pro

tcc
Ser

agc
Ser

tac
Tyr

aca
Thr
395

ggt
Gly

gaa
Glu

aat
Asn
220

atc
Ile

gag
Glu

gat
Asp

acc
Thr

gtt
vVal
300

aca
Thr

gaa
Glu

aca
Thr

tgg
Trp

cac
His
380

tcg
Ser

ccg
Pro

999
Gly
205

ttc
Phe

gat
Asp

ata
Ile

tta
Leu

tgt
Cys
285

cct
Pro

tac
Tyr

cag
Gln

att
Ile

cca
Pro
365

atc
Ile

att
Ile

ttt
Phe
190

aaa
Lys

ttt
Phe

gcg
Ala

aaa
Lys

atg
Met
270

aat
Asn

gac
Asp

ggc
Gly

caa
Gln

aaa
Lys
350

tta

Leu

gtc
Val

tac
Tyr

gga
Gly

ttg
Leu

act
Thr

gca
Ala

acg
Thr
255

ctt
Leu

gaa
Glu

gtc
Val

att
Ile

aaa
Lys
335

aat
Asn

caa
Gln

ttt
Phe

atg
Met

tta
Leu

att
Ile

agc
Ser

aaa
Lys
240

gaa
Glu

tct
Ser

tac
Tyr

gct
Ala

tce
Ser
320

aat
Asn

atc
Ile

aac
Asn

gca
Ala

ttc
Phe
400

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200



tat
Tyr

cgc
Arg

aaa
Lys

gga
Gly

aaa
Lys
465

tct

Ser

gac
Asp

tac
Tyr

gat
Asp

gat
Asp
545

aaa
Lys

gat
Asp

gag
Glu

gca
Ala

atg

caa
Gln

gtc
Val

gac
Asp

aaa
Lys
450

caa
Gln

ttg
Leu

gga
Gly

agc
Ser

aaa
Lys
530

ggc
Gly

agc
Ser

aaa
Lys

cta
Leu

tct
Ser
610

aac

aaa
Lys

Tttt
Phe

caa
Gln
435

atc
Ile

aca
Thr

aac
Asn

aaa
Lys

tca
Ser
515

ggc
Gly

tac
Tyxr

aca
Thr

aaa
Lys

aac
Asn
595

aac
Asn

ggc

gte
Val

aaa
Lys
420

aca
Thr

cgt
Arg

ctg
Leu

atc
Ile

acg
Thr
500

ggc
Gly

cac
His

caa
Gln

tca
Ser

cgc
Arg
580

gat
Asp

aca
Thr

aaa

ggc
Gly
405

gac
Asp

caa
Gln

tta
Leu

aca
Thr

aac
Asn
485

tat

Tyr

gac
Asp

aaa
Lys

ggc
Gly

ttce
Phe
565

acg
Thr

gat
Asp

gta
Val

tgg
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gaa
Glu

agc
Ser

gaa
Glu

ttc
Phe

act
Thr
470

ggt
Gly

caa
Gln

aac
Asn

tac
Tyr

gaa
Glu
550

ttc
Phe

gct
Ala

tac
Tyr

aca
Thr

tac

act
Thr

gac
Asp

tgg
Trp

tac
Tyr
455

gca
Ala

gta
Val

aat
Asn

cat
His

tta
Leu
535

gaa

Glu

cgt
Arg

gag
Glu

aca
Thr

gat
Asp
615

ctg

tct
Ser

aaa
Lys

tca
Ser
440

act
Thr

caa
Gln

gag
Glu

gta
vVal

acg
Thr
520

gta
Val

tct
Ser

caa
Gln

tta
Leu

ctg
Leu

600

gaa
Glu

ttc

att
Ile

ttc
Phe
425

ggt
Gly

gat
Asp

gtt
Val

gat
Asp

cag
Gln
505

ctg

Leu

ttt
Phe

tta
Leu

gaa
Glu

gca
Ala
585

aaa
Lys

att
Ile

act

49

gac
Asp
410

gat
Asp

tca
Ser

ttc
Phe

aac
Asn

tat
Tyr
490

cag

Gln

aga
Arg

gaa
Glu

ttt
Phe

agt
Ser
570

aac
Asn

aaa
Lys

gaa
Glu

gac

agc
Ser

gca
Ala

gcc
Ala

tcc
Ser

gta
Val
475

aaa

Lys

ttc
Phe

gat
Asp

gca
Ala

aac
Asn
555

caa
Gln

ggc
Gly

gtg
Val

cgc
Arg

tcc

tgg
Trp

aat
Asn

aca
Thr

ggt
Gly
460

tca
Ser

tca
Ser

atc
Ile

cct
Pro

aac
Asn
540

aaa

Lys

aaa
Lys

gct
Ala

atg
Met

gcg
Ala
620

cgc

aaa
Lys

gat
Asp

ttt
Phe
445

aaa
Lys

gca
Ala

atc
Ile

gat
Asp

cac
His
525
act
Thr

gca
Ala

ctt
Leu

ctc
Leu

aaa
Lys
605

aac
Asn

gga

aac
Asn

tct
Ser
430

aca
Thr

cat
His

tca
Ser

ttt
Phe

gaa
Glu
510

tac

Tyr

gga
Gly

tac
Tyr

ctg
Leu

ggt
Gly
590

ccg
Pro

gtc
Val

tca

gct
Ala
415

atc
Ile

tct
Ser

tac
Tyr

gac
Asp

gac
Asp
495

ggc
Gly

gta
Val

act
Thr

tat
Tyr

caa
Gln
575

atg
Met

ctg
Leu

ttt
Phe

aaa

ggc
Gly

cta
Leu

gac
Asp

ggc
Gly

agc
Ser
480

ggt
Gly

aac
Asn

gaa
Glu

gaa
Glu

ggc
Gly
560

agc
Ser

att
Ile

att
Ile

aaa
Lys

atg

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1584

1632

1680

1728

1776

1824

1872

1920



Met
625

acg
Thr

tct
Ser

gtg
Val

cac
His

tat
Tyr
705

cca
Pro

gac
Asp

Asn

att
Ile

aat
Asn

tta
Leu

ttc
Phe
690

até
Met

agc
Ser

agc
Ser

Gly

gac
Asp

tct
Ser

aaa
Lys
675

gct
Ala

aca
Thr

ttc
Phe

atc
Ile

Lys

ggc
Gly

tta
Leu
660

atg
Met

gta
Val

aac
Asn

ctg
Leu

ctt
Leu
740

Trp

att
Ile
645

act
Thr

gat
Asp

cct
Pro

aga
Arg

ctg
Leu
725

gaa
Glu
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Tyr
630

acq

Thr

ggc
Gly

ctt
Leu

caa
Gln

gga
Gly

710

aac
Asn

caa
Gln

Leu

tct
Ser

cca
Pro

gat
Asp

gcg
Ala
695

ttc

Phe

atc
Ile

gga
Gly

Phe

aac
Asn

tac
Tyr

cct
Pro
680

aaa

Lys

tac
Tyr

aaa
Lys

caa
Gln

Thr

gat
Asp

aag
Lys
665

aac
Asn

gga
Gly

gca
Ala

ggc
Gly

tta
Leu
745

50

Asp

att
Ile
650

ccg
Pro

gat
Asp

aac
Asn

gac
Asp

aag
Lys
730

aca
Thr

Ser
635

tac
Tyr

ctg
Leu

gta
vVal

aat
Asn

aaa
Lys
715

aaa

Lys

gtt
Val

Arg

atg
Met

aac
Asn

acc
Thr

gtc
Val
700

caa
Gln

aca
Thr

aac
Asn

Gly

ctt
Leu

aaa
Lys

ttt
Phe
685

gtg
Val

tca
Ser

tct
Ser

aaa
Lys

Ser

ggt
Gly

act
Thr
670

act
Thr

att
Ile

acg
Thr

gtt
Val

tag

*

Lys

tat
Tyr
655

ggc
Gly

tac
Tyr

aca
Thr

ttt
Phe

gtc
Val
735

tga

He

Met
640

gtt
Val

ctt
Leu

tca
Ser

agc
Ser

gcg
Ala
720

aaa
Lys

1968

2016

2064

2112

2160

2208

2253
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Reinvindicaciones

1. Un método para expresar un gen en una célula

bacteriana que comprende:

proporcionar un vector de expresion para una poblaciéon de células bacterianas
sin transformar, en el que el vector de expresién comprende un casete de expresion
que comprende una secuencia que codifica una proteina de exportacion fusionada
genéticamente a una secuencia que codifica una proteina de interés;

expresar el casete de expresion tal que una proteina de fusidén proteina de
exportacion::proteina de interés es producida y exportada en el medio de cultivo, en el
que la la secuencia que codifica una proteina de exportacién es seleccionada del
grupo que consiste en gen (clyA) citolisina A de Salmonella serovar entérica Typhi (S.
Typhi), gen clyA (S. paratyphi) de Salmonella paratyphi o el gen hemolisina E (hlyE) de
Eschericia coli (E. coli).

2. El método de la reivindicacién 1, en el que dicha secuencia que codifica
la proteina de exportacion es seleccionada del grupo que consiste en la secuencia de
nucleotidos 516-1436 de la SEQ ID No. 1 que codifica la proteina clyAde S. Typhiy la
secuencia que codifica la secuencia aminoacida de la SEQ ID No:2.

3. El método de la reivindicacién 1 6 2, en el que dicha célula bacteriana
es una célula S. Typhi o una célula E. coli.

4, El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la
secuencia que codifica la proteina de exportacién es la secuencia de nucleétidos 516-
1436 de la SEQ ID No. 1 que codifica la proteina clyA de S. Typhi.

5. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la
secuencia que codifica la proteina de exportacion es a) la secuencia de nucledétidos
516-1436 de la SEQ ID No. 1 que codifica la proteina clyA de S. Typhi o b) codifica la
secuencia aminoacida de SEQ ID No: 2, con una o mas mutaciones que dan como
resultado sustituciones de aminodcidos seleccionados del grupo que consiste en
sustituciones aminodcidos en las posiciones 180, 185, 187 y 193, que atenuan la
actividad hemolitica de la proteina de exportacion.

6. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la
proteina de interés es un antigeno.
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7. Un método como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones de
1 a 6, en el que dicha proteina de fusién exportada es aislada.

8. El uso de una poblacién de células bacterianas transformadas con un
vector de expresién que comprende un casete de expresion que comprende una
secuencia que codifica la proteina de exportaciéon fusionada genéticamente a una
secuencia que codifica una proteina de interés en la fabricacion de un medicamento
para obtener una respuesta inmune de un hospedante, en el que la secuencia que
codifica la proteina de exportacién es seleccionada del grupo que consiste en gen
citolisina A (clyA) de Salmonella serovar entérica Typhi (S. Typhi), gen clyA de
Salmonella paratyphi (S. paratyphi) o el gen hemolisina E (hlyE) de (E. coli
Escherichia coli.

9. Un uso como se reivindica en la reivindicacién 8, en el que dicha célula
bacteriana, la secuencia que codifica la proteina de exportacion y/o la proteina de
interés es como se define en cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6.

10. Un sistema para expresar una proteina de interés que comprende:

un vector de expresién que comprende un casete de expresion, en el que el
casete de expresién comprende una secuencia que codifica la proteina de exportacion
fusionada genéticamente a una secuencia que codifica una proteina de interés;

una célula hospedante transformada con el vector de expresion; y

un entorno de cultivo para la célula hospedante transformada, en el que el
casete de expresion cuando se expresa da como resultado una proteina de fusion
proteina de exportacion::proteina de interés, que es exportada fuera de la célula
hospedante transformada, en el que la proteina de exportacién que codifica la
secuencia es seleccionada del grupo que consiste en gen citolisina A(clyA) de
Salmonella serovar entérica Typhi (S. Typhi), gen clyA de Salmonella paratyphi (S.
paratyphi) o el gen hemolisina E (hlyE) de Escherichia coli (E. coli).

11. Un sistema como se reivindica en la reivindicacién 10, en el que dicha
célula bacteriana, la secuencia que codifica la proteina de exportacién y/o la proteina
de interés es como se define en cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6.
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FIG. 2E FIG. 2F
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