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DESCRIPCION

Procedimiento para preparar una variante del antigeno protector de superficie de Erysopelothrix Rhusiopathiae en E.
coli

La presente invencién hace referencia a un procedimiento para preparar una variante del antigeno protector de
superficie de Erysipelothrix rhusiopathiae (también referido en adelante como "SpaA") con Escherichia coli como
anfitrion. Mas concretamente, la presente invencion hace referencia a un procedimiento para preparar una variante
de SpaA o una forma reducida de SpaA (también referida en adelante como "ASpaA"), donde al menos
aproximadamente 1/3 del extremo C de la proteina SpaA es suprimido, con la introduccién de una sustitucion de
aminoacidos como se define en las reivindicaciones, donde dicha variante puede ser expresada como cuerpos de
inclusién insolubles cuando es expresada dentro de las células de E. coli, y a una variante de una proteina SpaA o
ASpaA recombinante obtenida por medio de dicho procedimiento.

La erisipela porcina es una enfermedad de suidos causada por la infeccién con Erysipelothrix rhusiopathiae donde el
suido infectado padece sintomas tales como sepsis en los casos agudos, papulas en los casos subagudos, o
endocarditis y artritis en los casos crénicos. Se ha informado de que alrededor de 3.000 suidos al afo tienen la
enfermedad, lo que representa un perjuicio enorme para un ganadero. Erysipelothrix rhusiopathiae es patégeno para
animales de consumo tales como jabalies salvajes, ballenas, pollos y pavos, ademas de suidos y esta especificado
como una de las enfermedades infecciosas a supervisar en el Protective Act of Livestock Diseases. La erisipela
porcina también es una zoonosis que ocasiona erisipeloide en seres humanos y tiene importancia desde el punto de
vista de la higiene de la carne. Existen numerosos serotipos de Erysipelothrix rhusiopathiae, de los cuales los
serotipos 1y 2 causan la mayor parte de las erisipelas porcinas en suidos.

Para la proteccion frente a infecciones de erisipela porcina, se han utilizado hasta ahora vacunas vivas atenuadas,
esto es, vacunas vivas liofilizadas preparadas utilizando la cepa Koganei que es una cepa atenuada de
Erysipelothrix rhusiopathiae preparada subcultivando Erysipelothrix rhusiopathiae virulento en un medio con un
suplemento de acriflavina durante un periodo prolongado; las vacunas inactivadas, esto es, las vacunas de bacterias
preparadas tratando un cultivo de Erysipelothrix rhusiopathiae virulento con formalina y haciendo que todas las
células y los productos extracelulares sean adsorbidos sobre gel de hidroxido de aluminio; y las vacunas de
componentes, esto es, aquellas que comprenden una fraccién de proteinas de superficie no purificadas de las
células extraidas de células completas con una solucion acuosa de alcali. Se piensa que las vacunas vivas
atenuadas son mucho menos costosas puesto que pueden ser eficaces con una Unica administracién en una
pequefa cantidad. No obstante, se indica que también resultan problematicas ya que son patdgenas en ratones
induciendo artritis, muestran efectos secundarios graves en suidos con un bajo nivel de anticuerpo o suidos SPF, y
la cepa de la vacuna se aisla de la lesion de suidos que padecen erisipela porcina.

En cuanto a un nuevo tipo de vacunas, estan en marcha la investigacion y el desarrollo de vacunas recombinantes
por medio del uso de técnicas de recombinacién genética. Galan y Timony inmunizaron ratones con un producto
lisado de E. coli transfectado con un fago recombinante que expresa genes de una porcion del genoma de
Erysipelothrix rhusiopathiae y realizaron un ensayo de sensibilizacion con Erysipelothrix rhusiopathiae para observar
que de 14 a 17% de los ratones inmunizados se libraron de morir después de la infeccion. Ademas, revelaron que
las proteinas codificadas por los genes tenian un peso molecular de 66, 64, y 43 kDa a partir de su reactividad con
un suero inmunitario contra el producto lisado y demostraron que estas proteinas podian ser antigenos protectores
para la infeccion por Erysipelothrix rhusiopathiae (véase la referencia no de patente Nim. 1).

Makino et al. expresaron un gen que codificaba una proteina de superficie con un peso molecular de 64 kDa
(denominada "SpaA") a partir de la cepa tama 96 de Erysipelothrix rhusiopathiae de tipo 2 en E. coli, inmunizaron
ratones con las células vivas de E. coli recombinante resultantes, y realizaron un ensayo de sensibilizacién con
Erysipelothrix rhusiopathiae para demostrar que la proteina SpaA tenia actividad protectora frente a la infeccion.
También revelaron que la proteina SpaA tenia una secuencia de 606 residuos aminoacido donde, en el extremo N-
terminal, se encuentra un péptido sefal que consiste en 29 residuos aminoacido y en el extremo C-terminal se
encuentran ocho secuencias de repeticion homdlogas que consisten en 20 aminoacidos exceptuando la 82 repeticion
que consiste en 19 aminoacidos (véase la referencia no de patente 2).

Imada et al. investigaron la proteina SpaA de la cepa Fujisawa de tipo 1 correspondiente a la proteina SpaA anterior
y un gen que codificaba dicha proteina para revelar que dicha proteina SpaA de la cepa Fujisawa de tipo 1 es una
que tiene un peso molecular de 69 kDa que tiene una secuencia de 626 residuos aminoacido con una secuencias de
repeticion homdloga mas, esto es, nueve, en su extremo C terminal, en comparacion con la proteina SpaA de tipo 1,
consistiendo la 92 repeticién en 19 aminoacidos. Demostraron que una proteina de fusién de SpaA completa, SpaA
con una delecién de las secuencias de repeticion homodlogas en el extremo C terminal, o SpaA con una delecion de
una porcién de las secuencias N terminal y las secuencias de repeticion homélogas del extremo C terminal, con un
hexamero de histidina, mostraba un efecto protector frente a la infeccion (véanse las referencias no de patente 3 y
4).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2367 128 T3

Watanabe et al. también informaron de que un polipéptido de 46,5 kDa preparado suprimiendo las secuencias de
repeticion homodlogas en el extremo C terminal y una secuencia sefial de secrecidon en el extremo N terminal de la
proteina SpaA de Erysipelothrix rhusiopathiae podria ser un antigeno protector para la infeccién (antigeno protector
de 46,5 kDa; denominado "46,5 KPA")(véase, p. €j., la referencia de patente 1).

Por otra parte, se ha intentado promover la productividad de una proteina candidato para vacunas. Por ejemplo,
existe un informe de que 46,5 KPA podia ser expresada satisfactoriamente para la secrecién fuera de las células
utilizando Brevibacillus choshinensis como célula anfitriona (véase, p. e€j., la referencia de Patente 2). Con este
sistema de expresion, aproximadamente el 50% de la proteina expresada se vuelve insoluble debido a su
coagulacion en el cultivo. De acuerdo con el informe, la purificacién de dicho 46,5 KPA se realiz6 filtrando un cultivo
con una membrana de ultrafiltracion, suspendiendo la materia insoluble recuperada sobre la membrana en una
solucién alcalina, y recuperando 46,5 KPA. De este modo, este procedimiento de purificacién requiere al menos tres
etapas: (1) condensacion por medio de ultrafiltracion en condiciones de neutras a alcalinas suaves (pH 7 a 9,5); (2)
recuperacion de una fraccion de filtracion por medio de ultrafiltracién en condiciones fuertemente alcalinas (pH 10,0
a 12,0); y (3) purificacion de la fraccién de ultrafiltracion mediante cromatografia de intercambio iénico.

Cuando el gen de SpaA es expresado en E. coli, la mayor parte de la proteina puede ser expresada como una
proteina soluble y por consiguiente puede no aplicarse el procedimiento de purificacion para la materia insoluble,
descrito mas arriba. Un cultivo puede contener, ademas de la proteina SpaA de interés, diferentes contaminantes
tales como desechos celulares de E. coli, componentes de un medio de cultivo, productos metabdlicos producidos
durante el cultivo, etc. No es facil recuperar y purificar eficazmente la proteina SpaA soluble de interés a partir de
tales mezclas de contaminantes. Kesik et al. describen que se pueden utilizar los cuerpos de inclusion de bacterias
recombinantes como un sistema novedoso para la liberacién de antigenos para vacuna por la ruta oral (Kesik et al.,
Immunology Letters 91 (2004), 197-204). En general, una vacuna para animales, a diferencia de una vacuna para
seres humanos, no seria aceptada por un ganadero a menos que tenga un precio bajo asi como una elevada pureza
y una elevada calidad. Por consiguiente, un fabricante de una vacuna para animales siempre requiere una mejora en
el procedimiento de produccion y un procedimiento de recuperacion y purificacion que permita un tratamiento a gran
escala y una reduccién del coste de produccion.

referencia de Patente 1: publicacion de patente Japonesa Num. 2000-279179

referencia de Patente 2: publicacion de patente Japonesa Num. 2002-34568

referencia no de Patente 1: Garan, J. E. et al., (1990) Infect. Immun., 58. pags. 3116-3121
referencia no de Patente 2: Makino, S. et al., (1998) Microb. Pathog. 25, pag. 101-109
referencia no de Patente 3: Imada, Y. et al. (1999) Proc. Jpn. Pig. Vet. Soc. 34, p.12-$
referencia no de Patente 4: Imada, Y. et al. (1999) Infect. Immun. 67 (9), pags. 4376-4382

Como se ha descrito mas arriba, cuando el gen SpaA de Erysipelothrix rhusiopathiae es expresado en E.
coli o Brevibacillus choshinensis como anfitrién, la proteina es expresada en forma de una proteina SpaA soluble o
una mezcla de proteinas solubles e insolubles, lo que hace engorrosa su produccidon y no permite esperar un
elevado rendimiento.

La presente invencion se ha completado en vista de la necesidad basada en los antecedentes técnicos o industriales
descrita mas arriba. De este modo, un objeto de la presente invencidén es proporcionar un procedimiento para
preparar SpaA o una forma reducida de SpaA (ASpaA) donde al menos aproximadamente 1/3 de la proteina SpaA C
terminal es suprimido, que comprende introducir una sustitucion de aminoacidos como se define en las
reivindicaciones en la secuencia de aminoacidos de la proteina SpaA o ASpaA de manera que la proteina SpaA o
ASpaA intrinsecamente soluble pueda ser expresada como cuerpos de inclusién en el interior de las células de E.
coli, y recuperar y purificar los cuerpos de inclusién.

Otro objeto de de la presente invencion es proporcionar una proteina SpaA o ASpaA obtenida introduciendo las
sustituciones de aminoacidos definidas en las reivindicaciones con una pureza elevada.

Los autores de la presente invencidon han continuado investigando asiduamente con el fin de lograr los objetos
descritos mas arriba y como consecuencia han encontrado que existen clones que pueden formar cuerpos de
inclusion insolubles entre las células de E. colien las cuales es expresada la proteina SpaA o ASpaA, que se
producia una sustitucion de aminoacidos en un sitio especifico de la secuencia de aminoacidos de la proteina SpaA
0 ASpaA que formaba los cuerpos de inclusién, y que la introduccion artificial de dicha sustitucion de aminoacidos
puede permitir la acumulacion de proteina SpaA o ASpaA soluble en forma de cuerpos de inclusién dentro de las
células. Ademas, los autores de la presente invencion han descubierto que la proteina SpaA o ASpaA soluble
conservaba la inmunogenicidad incluso después de la formacién de los cuerpos de inclusidon para completar de ese
modo la presente invencion. A modo de ejemplo, se pueden formar cuerpos de inclusiéon cuando el aminoacido 692
de la proteina SpaA o ASpaA de la cepa SE-9 es sustituido por glicina; el aminoéacido 214° aminoécido es sustituido
por glutamina; el aminoacido 278° es sustituido por glicina; el aminoacido 531° es sustituido por glicina; los
aminoacidos 154° y 203° son sustituidos por glicina y treonina, respectivamente; los aminoacidos 214° y 253° son
sustituidos por glutamina y treonina, respectivamente; o los aminoacidos 69°, 154° y 203° son sustituidos por glicina,
glicina y treonina, respectivamente.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2367 128 T3

La presente invencion proporciona generalmente un procedimiento para preparar una variante de la proteina SpaA
del antigeno protector de superficie de Erysipelothrix rhusiopathiae o de una forma de SpaA reducida (ASpaA)
donde al menos aproximadamente 1/3 del extremo C de la proteina SpaA es suprimido, teniendo dicha variante
inmunogenicidad y siendo expresada en E. coli en forma de cuerpos de inclusién, que comprende mutar un gen que
codifica dicha proteina SpaA o ASpaA de manera que la sustitucién de aminoacidos definida en las en las
reivindicaciones pueda ser introducida en la secuencia de aminoacidos de dicha proteina SpaA o ASpaA,
permitiendo que el gen mutado resultante sea expresado en E. coli, y seleccionando tales variantes que formaban
los cuerpos de inclusion entre las variantes expresadas. De este modo, el procedimiento de acuerdo con la presente
invencién se caracteriza porque la proteina SpaA o ASpaA, cuya propiedad intrinsecamente soluble ha dificultado la
recuperacion y la purificacion de dicha proteina, puede ser expresada en E. coli en forma de cuerpos de inclusion
preparando una variante de la proteina SpaA o ASpaA por medio de la sustitucién de aminoacidos como se define
en las reivindicaciones que permite la expresion de dicha proteina en forma de cuerpos de inclusién insolubles para
facilitar de ese modo la recuperacion y la purificacion de dicha proteina.

En una realizacion, el procedimiento de la presente invenciéon comprende las siguientes etapas (A) a (D):

1. (A) introducir una mutacién en un gen que codifica una proteina AspA o ASpaA del antigeno protector de
superficie de Erysipelothrix rhusiopathiae soluble de manera que se pueda introducir la sustitucion de aminoacidos;

2. (B)transformar las células de E. coli con un vector de expresion que contiene el gen mutado resultante;

3. (C) seleccionar las células de E. coli que formaron los cuerpos de inclusion insolubles entre las células de E.
coli transformadas anteriores; y

4. (D) cultivar las células de E. coli seleccionadas para la recuperacion de los cuerpos de inclusién en el interior de
las células.

Para confirmar que una variante de la proteina SpaA o ASpaA recombinante obtenida mediante el procedimiento de
la presente invencidon conserva una actividad protectora (inmunogenicidad) frente a la infeccién por Erysipelothrix
rhusiopathiae, la variante puede ser sometida adicionalmente a las siguientes etapas (E) a (F):

1. (E) administrar los cuerpos de inclusion o los cuerpos de inclusion tratados con un agente solubilizante a un
animal sensible a la infeccion por Erysipelothrix rhusiopathiae y después atacar a dicho animal con una cepa
virulenta de Erysipelothrix rhusiopathiae; y

2. (F) observar la supervivencia o muerte del animal sensible a Erysipelothrix rhusiopathiae para evaluar de ese
modo la presencia de una actividad protectora (inmunogenicidad) frente a la infeccion por Erysipelothrix

rhusiopathiae.

El procedimiento de la presente invencion se caracteriza porque la proteina SpaA o ASpaA, que s intrinsecamente
soluble, puede ser convertida en su variante que puede ser expresada en E. coli en forma de cuerpos de inclusiéon
insolubles para facilitar de ese modo la recuperacion y la purificacion de dicha proteina. De acuerdo con el
procedimiento de la presente invencién, para la expresion de la proteina SpaA o ASpaA en forma de cuerpos de
inclusion insolubles, un gen que codifica la proteina SpaA o ASpaA es mutado para introducir una sustitucion de
aminoacidos como se define en las reivindicaciones en la secuencia de aminoacidos de dicha proteina SpaA o
ASpaA. Entre las variantes de la proteina SpaA o ASpaA preparadas de este modo con la sustitucion de
aminoacidos se incluyen aquellas que pueden ser expresadas formando cuerpos de inclusién, que después son
seleccionados. Por consiguiente, la mutacién introducida en un gen que codifica la proteina SpaA o ASpaA o la
sustitucion de aminoacidos causada en la secuencia de aminoacidos de dicha proteina SpaA o ASpaA puede ser
cualquier mutacion o sustitucion de aminoacidos con tal que de como resultado una variante de la proteina SpaA o
ASpaA que pueda ser expresada formando cuerpos de inclusion.

La sustitucion de aminoacidos de acuerdo con la presente invencion incluye una o una combinaciéon de mas de una
seleccionadas del grupo que consiste en (1) a (7) como se describe mas abajo:

(1) el 69° aminoacido del extremo N terminal que abarca la secuencia sefial es sustituido por glicina;

(2) el 154° aminoacido del extremo N terminal que abarca la secuencia sefial es sustituido por glicina;
(3) el 2032 aminoéacido del extremo N terminal que abarca la secuencia sefial es sustituido por treonina;
(4) el 214° amino&cido del extremo N terminal que abarca la secuencia sefial es sustituido por glutamina;
(5) el 253° aminoacido del extremo N terminal que abarca la secuencia sefial es sustituido por treonina;
(6) el 278° aminoacido del extremo N terminal que abarca la secuencia sefial es sustituido por glicina; y
(7) el 531° aminoacido del extremo N terminal que abarca la secuencia sefial es sustituido por glicina.

Nogokwbh=

Una sustitucion de aminoéacidos adicional de acuerdo con la presente invencion incluye: el 1541° y el 203°
aminoacidos del extremo N terminal que abarca la secuencia sefial son sustituidos por glicina y treonina,
respectivamente; el 214° y el 253° aminoacidos del extremo N terminal que abarca la secuencia sefial son
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sustituidos por glutamina y treonina, respectivamente; y el 69, el 154° y el 2032 aminoacidos del extremo N terminal
que abarca la secuencia sefal son sustituidos por glicina, glicina y treonina, respectivamente.

La secuencia de aminoacidos de la proteina SpaA o ASpaA puede ser la secuencia representada en el SEQ ID NO:
2 o la secuencia representada en el SEQ ID NO: 2 con una delecion en su extremo C terminal donde se puede
introducir una sustitucion de aminoacidos deseada, en particular las descritas mas arriba.

En otra realizacion, la presente invencion proporciona una proteina SpaA o ASpaA de la variante del antigeno
protector de superficie de Erysipelothrix rhusiopathiae que es inmunogénica y se expresa en los cuerpos de inclusion
de E. coli. La variante de la proteina SpaA o ASpaA de la presente invencién se prepara preferiblemente mediante el
procedimiento descrito en la presente memoria. El término "una variante de la proteina SpaA o ASpaA del antigeno
protector de superficie de Erysipelothrix rhusiopathiae" segun se utiliza en la presente memoria hace referencia a
una proteina insoluble mutada a partir de la proteina SpaA o ASpaA del antigeno protector de superficie de
Erysipelothrix rhusiopathiae soluble por medio de una sustitucion de aminoacidos especifica. El término
"inmunogenicidad" o "inmunogénico" representa la capacidad de inducir la produccién de un anticuerpo protector o la
capacidad de proteger frente a la infeccidn por Erysipelothrix rhusiopathiae.

En otra realizacion mas, la presente invencion proporciona una composicion que comprende como ingrediente activo
una variante de la proteina SpaA o ASpaA del antigeno protector de superficie de Erysipelothrix rhusiopathiae de la
presente invencién. La variante de la proteina SpaA o ASpaA de la presente invencion contenida en dicha
composicién se prepara preferiblemente por medio del procedimiento descrito en la presente memoria.

En otra realizacién mas, la presente invencion proporciona un gen que codifica una variante de la proteina SpaA o
ASpaA del antigeno protector de superficie de Erysipelothrix rhusiopathiae que es inmunogénica y se expresa en E.
coli en forma de cuerpos de inclusion. El gen que codifica una variante de la proteina SpaA o ASpaA de la presente
invencion se prepara preferiblemente mediante el procedimiento descrito en la presente memoria. El gen que
codifica una variante de la proteina SpaA o ASpaA de la presente invencioén incluye al menos una sustitucion de
nuclesdtido como se define en las reivindicaciones en comparaciéon con un gen que codifica la proteina SpaA o
ASpaA. Dicha al menos una sustitucién de nucleétido no obstante no debe ser una mutacioén silenciosa si no que
debe inducir al menos una sustitucién de aminoacido (mutacion puntual) en la proteina SpaA o ASpaA como se
define en las reivindicaciones.

Un ejemplo de un gen que codifica una variante de la proteina SpaA o ASpaA de la presente invencion incluye, por
ejemplo, una secuencia de nucleétidos o una secuencia de nucleétidos con una delecion de una porcién del extremo
3', que incluye una o una combinacion de mas de una sustitucion de nucleétidos en el SEQ ID NO: 1 seleccionadas
del grupo que consiste en (1) a (7) descritas mas abajo:

(1) el 206° nucledtido de la secuencia de nucledtidos representada en el SEQ ID NO: 1 es G;
(2) el 4612 nucledtido de la secuencia de nucledtidos representada en el SEQ ID NO: 1 es G;
(3) el 6082 nucledtido de la secuencia de nucledtidos representada en el SEQ ID NO: 1 es C;
(4) el 642° nucledtido de la secuencia de nucledtidos representada en el SEQ ID NO: 1 es G;
(5) el 758° nucledtido de la secuencia de nucledtidos representada en el SEQ ID NO: 1 es C;
(6) el 833° nucledtido de la secuencia de nucledtidos representada en el SEQ ID NO: 1 es G;y
(7) el 15912 nucledtido de la secuencia de nucleétidos representada en el SEQ ID NO: 1 es G.

Nookwbh=

Otro ejemplo de un gen que codifica una variante de la proteina SpaA o ASpaA de la presente invencion incluye, por
ejemplo, una secuencia de nucleétidos o una secuencia de nucleétidos con una delecién de una porcién del extremo
3', que incluye cualquiera de las sustituciones de nucleétidos del SEQ ID NO: 1 seleccionada del grupo que consiste
en (a) a (h) descritas mas abajo:

(a) el 206° nucledtido de la secuencia de nucledtidos representada en el SEQ ID NO: 1 es G;

(b) el 608° nucledtido de la secuencia de nucleétidos representada en el SEQ ID NO: 1 es C;

(c) el 642° nucledtido de la secuencia de nucleétidos representada en el SEQ ID NO: 1 es G;

(d) el 833° nucledtido de la secuencia de nucledtidos representada en el SEQ ID NO: 1 es G;y

(e) el 15912 nucledtido de la secuencia de nucledtidos representada en el SEQ ID NO: 1 es G;

. (f) el 461° y 608° nucledtidos de la secuencia de nucledtidos representada en el SEQ ID NO: 1 son G y C,
respectivamente;

7. (g) el 642° y el 758° nucledtidos de la secuencia de nucledtidos representada en el SEQ ID NO: 1 son Gy C,
respectivamente; y

8. (h) el 206° el 461° y el 608° nucledtidos de la secuencia de nucledtidos representada en el SEQ ID NO: 1 son
G, Gy C, respectivamente.

e N

En otra realizacién mas, la presente invencién proporciona un método para utilizar una variante de la proteina SpaA
o ASpaA del antigeno protector de superficie de Erysipelothrix rhusiopathiae de la presente invencion como una
vacuna para la erisipela porcina. La variante de la proteina SpaA o ASpaA de la presente invencion utilizada en
dicho método se prepara preferiblemente mediante el procedimiento descrito en la presente memoria.
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El Erysipelothrix rhusiopathiae para su uso en la preparacién de una variante de la proteina SpaA o ASpaA del
antigeno protector de superficie de Erysipelothrix rhusiopathiae de la presente invencién incluye, por ejemplo, la
cepa Fujisawa, la cepa Koganai para el tipo 1, y la cepa Tama 96, la cepa SE-9 o la cepa Shizuoka 63 para el tipo 2,
pero en la presente invencion se puede utilizar el gen SpaA de cualquier cepa de Erysipelothrix rhusiopathiae.

De acuerdo con la presente invencién, se proporciona un procedimiento para expresar la proteina SpaA o ASpaA
soluble en E. colien forma de cuerpos de inclusién insolubles. La expresion en E. coli en forma de cuerpos de
inclusion permite la purificacion de la proteina SpaA o ASpaA facilimente con una elevada pureza simplemente
mediante procedimientos de centrifugacion y lavado. Los cuerpos de inclusidon de la proteina SpaA o ASpaA
obtenidos de este modo, después de la solubilizacién, tienen una pureza y una inmunogenicidad suficientes para su
uso como vacuna solamente si son diluidos. Asi, se proporciona un procedimiento simple y eficaz para preparar la
vacuna de proteina SpaA o ASpaA. Con el uso de la proteina SpaA o ASpaA obtenida mediante este procedimiento,
se puede reducir la oportunidad de una infeccién por Erysipelothrix rhusiopathiae en seres humanos en comparacién
con un método para preparar una vacuna inactivada o una vacuna de componentes que emplea Erysipelothrix
rhusiopathiae como sustancia de partida. La presente invencion también elude los problemas de la restauracion de
la patogenicidad en Erysipelothrix rhusiopathiae, los graves efectos secundarios encontrados en suidos con un bajo
titulo de anticuerpo o en suidos SPF, y similares.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Fig. 1 muestra un vector de expresion para la proteina SpaA o ASpaA. a: Plasmido pET11d/SpaA en el que se
inserta un gen que codifica la proteina SpaA derivada de la cepa SE-9 de Erysipelothrix rhusiopathiae; b: Plasmido
pET11d/ASpaA en el que se inserta un gen que codifica la proteina ASpaA.

La Fig. 2A muestra los resultados de la SDS-PAGE realizada con una proteina SpaA derivada de la cepa SE-9
de Erysipelothrix rhusiopathiae y una proteina ASpaA. M: Marcador; Calle 1: cultivo de E. coli que no expresa una
proteina foranea; Calle 2: cultivo de E. coli que expresa la proteina SpaA; Calle 3: cultivo de E. coli que expresa la
proteina ASpaA.

La Fig. 2B muestra los resultados de la SDS-PAGE realizada con una proteina ASpaA derivada de Erysipelothrix
rhusiopathiae. M: Marcador; Calle 1: cultivo de E. coli que no expresa una proteina foranea; Calle 2: cultivo de E. coli
que expresa la proteina ASpaA derivada de la cepa Fujisawa; Calle 3: cultivo de E. coli que expresa la proteina
ASpaA derivada de la cepa Tama 96; Calle 4: cultivo de E. coli que expresa la proteina ASpaA derivada de Koganai;
Calle 5: cultivo de E. coli que expresa la proteina ASpaA derivada de la cepa SE-9.

La Fig. 3 muestra los resultados de la SDS-PAGE realizada con proteinas ASpaA soluble e insoluble (cuerpos de
inclusién) derivadas de la cepa SE-9 de Erysipelothrix rhusiopathiae. M: Marcador; Calle 1: sobrenadante de
centrifugacion de cultivo de E. coli que expresa la proteina ASpaA soluble sometido a sonicacién; Calle 2: productos
precipitados de la centrifugacién de cultivo de E. coli que expresa la proteina ASpaA soluble sometido a sonicacion;
Calle 3: sobrenadante de la centrifugacion de cultivo de E. coli que expresa la proteina ASpaA insoluble sometido a
sonicacion; Calle 4: productos precipitados de la centrifugacion de cultivo de E. coli que expresa la proteina ASpaA
insoluble sometido a sonicacion.

La Fig. 4A muestra los sitios mutados y los sitios de escision para las enzimas de restriccién encontrados en el gen
SpaA en los plasmidos extraidos de células transformantes de E. coli (tres clones; Num. 1, Nam. 2 y Num. 3) que
expresan la proteina ASpaA insoluble (cuerpos de inclusién) de la comparacion con el SEQ ID NO: 7.

La Fig. 4B muestra los sitios mutados y los sitios de escision para las enzimas de restriccion encontrados en el gen
SpaA en el plasmido extraido de células transformantes de E. coli (un clon; Num. 4) que expresa la proteina SpaA
insoluble (cuerpos de inclusién) de la comparacién con el SEQ ID NO: 7.

La Fig. 5 muestra los resultados de la SDS-PAGE realizada con proteinas SpaA soluble e insoluble (cuerpos de
inclusién) derivadas de la cepa SE-9 de Erysipelothrix rhusiopathiae. M: Marcador; Calle 1: sobrenadante de
centrifugacién del cultivo de E. coli que expresa la proteina SpaA soluble sometido a sonicacién; Calle 2: productos
precipitados de la centrifugacién del cultivo de E. coli que expresa la proteina SpaA soluble sometido a sonicacion;
Calle 3: sobrenadante de centrifugacion del cultivo de E. coli que expresa la proteina SpaA insoluble sometido a
sonicacion; Calle 4: productos precipitados de la centrifugacion del cultivo de E. coli que expresa la proteina SpaA
insoluble sometido a sonicacion.

La Fig. 6 muestra los resultados de la SDS-PAGE realizada con proteinas SpaA y ASpaA insolubles (cuerpos de
inclusién) derivadas de la cepa SE-9 de Erysipelothrix rhusiopathiae después de la purificacion. M: Marcador; Calle
1: proteina SpaA,; Calle 2: proteina ASpaA.

La presente invencion se caracteriza por un procedimiento para expresar la proteina SpaA o ASpaA en E. coli en
forma de cuerpos de inclusién sustituyendo un residuo aminoacido de un sitio especifico de la secuencia de
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aminoacidos como se define en las reivindicaciones de dicha proteina por un aminoacido especifico, y preparar de
ese modo la proteina SpaA o ASpaA.

(1) Clonacidén de un gen que codifica la proteina SpaA o ASpaA

Para Erysipelothrix rhusiopathiae, existen principalmente dos serotipos que muestran una fuerte patogenicidad para
los suidos que se clasifican en dos tipos 1 y 2. El tipo 1 incluye la cepa Fujisawa y la cepa Koganai, mientras el tipo 2
incluye la cepa Tama 96, la cepa SE-9 y la cepa Shizuoka 63. No obstante, se puede utilizar un gen de SpaA de
cualquier cepa de Erysipelothrix rhusiopathiae en la presente invencion. Estas células se pueden hacer crecer con
los medios de cultivo disponibles en el mercado de acuerdo con las instrucciones adjuntas. Por ejemplo, se puede
suspender una cantidad fijada de células en Caldo de Infusién de Cerebro Corazén con un suplemento de Tween 80
al 0,1% e incubar la suspensién a 37°C durante 16 a 48 horas.

Se puede obtener un gen que codifica la proteina SpaA o ASpaA mediante PCR con los ADN extraidos de las
células como se ha descrito mas arriba como molde utilizando cebadores disefiados a partir de la secuencia (SEQ
ID NO: 1) descrita por Imada, Y. et al. (1999) Infect. Immun. 67 (9), pags. 4376-4382. El SEQ ID NO: 1 representa
una secuencia de nucledtidos completa del gen de SpaA derivado de la cepa Fujisawa mientras el SEQ ID NO: 2
representa una secuencia de aminoacidos de una proteina SpaA completa derivada de la cepa Fujisawa que abarca
un péptido sefial. EI SEQ ID NO: 7 representa una porcion de una secuencia de nucleotidos completa del gen de
SpaA derivado de la cepa SE-9, que corresponde a la secuencia desde los residuos de los nucleétidos 1072 a 1854°
del SEQ ID NO: 1. Se puede preparar un ADN molde con un kit de extraccion de ADN disponible en el mercado, p.
ej. Isoplant (NIPPON GENE CO., LTD.), de acuerdo con las instrucciones adjuntas. Los cebadores de la PCR
pueden ser facilmente asequibles a partir de servicios contratados para la sintesis de ADN, p. ej. QIAGEN, mediante
solicitud, y se afiaden preferiblemente a una secuencia de un sitio de escisién para una enzima de restriccion
apropiado en el extremo 5'. Especificamente, se pueden utilizar ADN sintéticos en los que se afiade un sitio Ncol al
SEQ ID NO: 2 o se aiade un sitio BamHI al SEQ ID NO: 4 o al SEQ ID NO: 5. Los cebadores representados en el
SEQ ID NO: 3 y el SEQ ID NO: 5 se pueden utilizar para la amplificacion de un fragmento de ADN que codifica la
proteina SpaA mientras los cebadores representados en el SEQ ID NO: 3 y el SEQ ID NO: 4 se pueden utilizar para
la amplificacion de un fragmento de ADN que codifica la proteina ASpaA. El fragmento de ADN resultante que
codifica la proteina SpaA o ASpaA tendra una adicién de doce nucleétidos que codifica una Met derivada de la
enzima de restriccion Ncol y los tres aminoacidos del extremo C (Ala-Phe-Ala). El fragmento de ADN que codifica la
proteina ASpaA puede ser un gen de SpaA parcial hasta el nucleétido 1260° y que codifica una forma reducida de la
proteina SpaA con la delecion de 207 residuos de aminoacido en el extremo C. La proteina ASpaA es una proteina
en la que se ha suprimido al menos aproximadamente 1/3 del extremo C de la proteina SpaA. El tamafio y el sitio
de la proteina ASpaA en la que se ha suprimido una porcion de la proteina SpaA se puede determinar
arbitrariamente segun demande la ocasioén alterando una posicidon de las secuencias de los cebadores. La reaccion
de PCR se puede realizar con un kit LA-Taq disponible en el mercado (TAKARA SHUZO CO.), un kit para PCR
Advantage HF-2 (BC Bioscience), etc. de acuerdo con los protocolos adjuntos. Se puede determinar la secuencia de
nucledtidos de los fragmentos de ADN obtenidos mediante PCR con un secuenciador de ADN, p. ej. ABl PRISM310
Genetic Analyzer (PE Biosystems), después de clonarlo en un kit de clonacién TA (Invitrogen).

El gen obtenido de este modo que codifica la proteina SpaA o ASpaA es clonado. Especificamente, los productos de
la PCR descrita mas arriba son digeridos con las enzimas de de restriccion Ncol y BamHI, los fragmentos escindidos
son insertados en un plasmido adecuado, p. ej. pET11d (Novagen), que ha sido digerido previamente con las
mismas enzimas de restriccion, y el pldsmido resultante es introducido en E. coli. Entre las colonias de E. coli, se
seleccionan aquellos clones que tienen ADN que codifican la proteina deseada. Para la E. coli anfitriona, se pueden
utilizar HB101, JM109, LE392, TB1, BL21 y similares, preferiblemente JM109. El método para la introducciéon de un
gen incluye electroporacion, protoplastos, PEG, etc. y se puede utilizar cualquiera de estas técnicas. La clonacién de
un gen deseado se puede confirmar mediante purificacion del plasmido y determinacién de la secuencia de
nucledtidos. Se puede realizar una serie de estos procedimientos para la recombinacion genética de acuerdo con
una técnica general para la recombinacion genética como describen Sambrook et al., Molecular Cloning, A
Laboratory Manual Segunda Edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, N.Y., 1989. En la practica, se puede
realizar con un kit disponible en el mercado de acuerdo con las instrucciones adjuntas.

(2) Expresion y Purificacién de la proteina SpaA o ASpaA insoluble

Realizando una mutacion puntual en un sitio especifico en el gen clonado que codifica la proteina SpaA o ASpaA e
introduciendo el gen resultante en E. coli, se puede expresar una proteina SpaA o ASpaA intrinsecamente soluble
en forma de cuerpos de inclusion insolubles.

La mutacion puntual se puede realizar mediante mutagénesis dirigida al sitio. En la practica, se puede utilizar un kit
disponible en el mercado, incluyendo Site-Directed Mutagenesis System de Takara (Mutan-Super Express Km,
Mutan-Express Km, Mutan-K, etc.), QuickChange Multi Site-Directed Mutagenesis Kit o QuickChange XL Site-
Directed Mutagenesis Kit de Stratagene, o GeneTailor Site-Directed Mutagenesis System de Invitrogen, de acuerdo
con las instrucciones adjuntas. La mutaciéon puntual también puede ser producida remplazando un fragmento de
acido nucleico de un tamano adecuado en el cual se ha introducido una mutacién puntual.
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Alternativamente, como la sustitucion de nucleétidos de un nimero no especificado en sitios no especificados se
puede producir en los genes amplificados a una cierta velocidad cuando se realiza una PCR normal, ésta se puede
realizar para la introducciéon de una sustitucion de nucleétidos. Si los nucleétidos sustituidos afectan a los codones
de aminoacidos, se puede producir una mutacion de un aminoacido, posibilitando de este modo la aparicion de
clones que forman cuerpos de inclusion. Seleccionando estos clones, se pueden obtener los cuerpos de inclusion.

Una proteina SpaA o ASpaA soluble es expresada en E. coli en forma de cuerpos de inclusion insolubles p. ej.
mediante sustitucion en el 69° aminoacido del extremo N terminal que abarca la secuencia sefial por glicina; la
sustitucion del 154° aminoacido por glicina; la sustitucion del 2032 aminoacido por treonina; la sustitucion del 214°
aminodcido por glutamina; la sustitucion del 2532 aminoacido por treonina; el 278° aminoacido por glicina; y/o la
sustitucién del 531° aminoécido por glicina. De este modo, la mutacion puntual del gen de SpaA se realiza de
manera que se pueden producir estas sustituciones de aminoacidos. Los cuerpos de inclusién se forman
introduciendo una mutacion de aminoacido en al menos uno de los sitios descritos mas arriba pero es posible que la
mutacion de aminoacido sea introducida en todos estos sitios con tal que los mutantes resultantes sigan siendo
inmunogénicos. Preferiblemente, la mutacion puntual en el gen de SpaA se realiza de manera que el 69% aminoacido
de la proteina SpaA o ASpaA es sustituido por glicina; el 214° aminoacido es sustituido por glutamina; el 278°
aminodcido es sustituido por glicina; el 5312 aminoécido es sustituido por glicina; el 154° y el 203° aminoé&cidos son
sustituidos por glicina y treonina, respectivamente; el 2142 y el 2532 aminoéacidos son sustituidos por glutamina y
treonina, respectivamente; o el 692 el 154° y el 203°% aminodacidos son sustituidos por glicina, glicina y treonina,
respectivamente.

La region y el tamafio de la proteina ASpaA, obtenida mediante delecion de una porcién de la proteina SpaA, no
estan sometidos a restriccion con tal que la proteina ASpaA siga siendo inmunogénica y, cuando se introduzca la
sustitucion de aminoacido, sea capaz de formar cuerpos de inclusion y a través de lo cual se puede utilizar en la
presente memoria una proteina ASpaA en la que al menos aproximadamente 1/3 del extremo C-terminal de la
proteina SpaA esta suprimido. Preferiblemente, la proteina ASpaA comprende 420 residuos aminoacido del extremo
N terminal que abarca la secuencia sefal por deletion de 207 aminoacidos en el extremo C.

Alternativamente, también es posible transformar a la inversa la proteina SpaA o ASpaA insoluble en una proteina
SpaA o ASpaA soluble introduciendo una sustitucién de aminoacido de una manera inversa a la descrita mas arriba.
De este modo, de acuerdo con el procedimiento de la presente invencion, cualquiera de las proteinas SpaA o ASpaA
soluble o insoluble puede ser obtenida sin restriccion segun demande la ocasion.

La expresién del gen que codifica la proteina SpaA o ASpaA en la que se ha realizado una mutaciéon puntual se
puede llevar a cabo como se ha descrito mas arriba para la clonacién del gen. El vector de expresién puede ser uno
disponible en el mercado y se selecciona como anfitrion una E. coli apropiada. Por ejemplo, se puede utilizar
BL21(DE3) o DH5a(DE3) para un vector con un promotor de T7; HB101, DH5a o JM109 para un vector con un
promotor de triptéfano. Preferiblemente, se puede utilizar una combinacién de un vector pET11d (Novagen), que
permite la clonacién concomitante y la expresion de una proteina deseada, con la cepa BL21 de E. coli.

La E. coli recombinante que expresa la proteina SpaA o ASpaA puede ser escrutada como se describe mas abajo.
En presencia de un inductor de la expresion (en el caso de un sistema de expresién como el utilizado en la presente
invencion, se utiliza IPTG), las células cultivadas y desarrolladas se recogen por centrifugacion a una velocidad baja
y se suspenden en una cantidad de agua destilada. Las células se desorganizan mediante sonicacion o por medio
de un homogeneizador tal como Prensa French, Manton Galling y se centrifugan a alta velocidad (15.000 rpm, 15
minutos) para recuperar los cuerpos de inclusion en los productos precipitados. Se puede afiadir apropiadamente
agua destilada con un tensioactivo (p. ej. Triton X100), un agente quelante (p. ej. EDTA), lisozima, etc. De nuevo, el
producto precipitado se suspende en una cantidad adecuada de agua destilada y se aplica una cantidad de la
suspensién a una electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida. Después de tefir con Azul Brillante de Coomassie, se
confirma la expresion de la proteina SpaA o ASpaA por el tamafo molecular y la imagen tefida. Se puede
determinar la cantidad de cuerpos de inclusién formados comparando las cantidades de proteina SpaA o ASpaA en
el sobrenadante y en los productos precipitados después de la centrifugacion como se ha descrito mas arriba. De
acuerdo con la presente invencién, se puede encontrar en los productos precipitados aproximadamente 90% o mas
de proteina SpaA o ASpaA. Para la confirmaciéon (o deteccion) de la proteina SpaA o ASpaA, también se pueden
utilizar procedimientos basados en una reaccion antigeno-anticuerpo tal como ELISA, transferencia Western,
transferencia puntual, y similares ademas de los basados en el tamafo molecular. Estos han sido utilizados
comunmente para la deteccion de una proteina foranea expresada en E. coli y cualquiera de estos puede ser
seleccionado adecuadamente segun demande la ocasion.

Para la purificacion de la proteina SpaA o ASpaA a partir de las células de E. coli que expresan la proteina SpaA o
ASpaA obtenidas de este modo, se puede utilizar el método descrito en la publicacién de patente Japonesa
Num. 2002-34568 o los procedimientos de purificacion cominmente utilizados en la quimica de las proteinas tales
como, p. ej. centrifugacion, precipitacion por adicién de sal, ultrafiltracion, precipitacion isoeléctrica, electroforesis,
cromatografia de intercambio iénico, cromatografia de afinidad, cromatografia hidréfoba, cromatografia con
hidroxiapatita, o una combinacion de los mismos. De acuerdo con el procedimiento de la presente invencion, se
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puede lograr una pureza de 90% o mas de la proteina SpaA o ASpaA tratando un cultivo de células de E. coli que
expresan la proteina SpaA o ASpaA con cualquiera o con ambos de una enzima (p. €j. lisozima) y/o sonicacién (p.
ej. un homogeneizador celular de tipo haz de sonido), seguido de repeticién de la centrifugacion (p. ej. 15.000 rpm,
15 minutos) y suspensién en un tampén de lavado (p. €j. Tris-HCI 20 mM pH 7,5, EDTA 10 mM, Triton X-100 al 1%).

(3) Inmunogenicidad de la proteina SpaA o ASpaA

La inmunogenicidad de la proteina SpaA o ASpaA obtenida de este modo se puede determinar inmunizando ratones
u otros animales, infectados por Erysipelothrix rhusiopathiae, con estas proteinas y sensibilizando a los animales con
una cepa virulenta de Erysipelothrix rhusiopathiae. También se puede determinar el modo de inmunizacién, p. €j., la
ruta de administraciéon tal como subcutanea, intramuscular o intraperitoneal, el periodo de la inmunizacién, etc.,
comunmente utilizados para investigar la inmunogenicidad de una vacuna. Mas especificamente, la proteina
antigénica se diluye seriadamente 5 veces en solucién salina con un suplemento de gel de hidréxido de aluminio al
25% (vol/vol) para preparar una diluciéon seriada que se utiliza para la inmunizacién de 5 a 10 ratones (ddy, 5
semanas de edad, hembra) por dilucibn mediante administracion subcutanea. Tres semanas después de la
inmunizacién, los ratones recibieron una inyeccion transdérmica de células vivas de la cepa Fujisawa, una cepa
virulenta de Erysipelothrix rhusiopathiae, y se observé la supervivencia o muerte de los ratones durante 10 dias. Los
efectos inmunizantes de la proteina antigénica se pueden evaluar por medio de una dosis protectora mediana
(DP50).

La proteina SpaA o ASpaA de la presente invencién, después de la purificacién en una forma insoluble, puede ser
solubilizada con un agente solubilizante tal como urea, hidrocloruro de guanidina o hidrocloruro de arginina,
sometida a filtracién estéril a través de un filtro de membrana etc., y utilizada como sustancia para preparar una
vacuna para la proteccion de animales sensibles tales como p. €j. jabalies salvajes, ballenas, pollos, pavos y seres
humanos frente a la infeccidon por Erysipelothrix rhusiopathiae u otros patégenos. La proteina SpaA o ASpaA
preparada de este modo puede ser formulada en una composicién farmacéutica mezclandola apropiadamente con
un coadyuvante inmunolégico tal como hidréxido de aluminio, fosfato de aluminio, aceite mineral o aceite no mineral,
un agente estabilizante tal como Polisorbato 80, un aminoacido o azucares tales como lactosa o sacarosa, y un
agente conservante tal como formalina, timerosal, 2-fenoxietanol, alcohol bencilico, cloruro de benzetonio o cloruro
de benzalconio. Cuando se afiaden azucares tales como lactosa o sacarosa como cargas, también se puede
formular en forma de una dosificacion liofilizada.

La presente invencién se explica con mas detalle por medio de los siguientes Ejemplos. En los siguientes Ejemplos,
se utilizaron los reactivos fabricados por Wako Pure Chemical Industries, Ltd., TAKARA SHUZO CO., LTD. o Difco a
menos que se mencione de otro modo.

Ejemplo 1

(1) Clonacién de genes que codifican proteinas SpaA y ASpaA

Se cultivaron Erysipelothrix rhusiopathiae, cepa Fujisawa y cepa Koganai de tipo 1, y cepa Tama 96 y cepa SE-9 de
tipo 2, en medio de Infusién Cerebro-Corazon (Difco) con un suplemento de Tween 80 al 0,1% a 37°C durante 16 a
48 horas. El cultivo (aproximadamente 1,5 a 3,0 mL) se centrifugd. Se extrajo el ADN del genoma total a partir del
producto precipitado obtenido (aproximadamente 0,03 g o mas) con un kit de extraccion de ADN (Isoplant, NIPPON
GENE CO., LTD.).

Con el ADN del genoma total como molde, se realizé la PCR utilizando cebadores sintéticos (un par de SEQ ID NO:
3y 4, un par de SEQ ID NO: 3 y 5), preparados basandose en la secuencia de nucleétidos del SEQ ID NO: 1, y
LAPCR Kit (TAKARA). La solucion de reaccidon se mantuvo a 94°C durante 3 minutos y después se repitié durante
30 ciclos un ciclo de 94°C durante 60 segundos, 56°C durante 30 segundos y 72°C durante 60 segundos. El cebador
de SEQ ID NO: 3 se disefio para amplificar la region aguas abajo desde el 79° nucledtido del gen de SpaA en el que
se habia afiadido un sitio Ncol en su extremo 5'. Los cebadores de los SEQ ID NO: 4 y 5 se disefiaron para
amplificar la region hasta el 1260° y el 18812 (codén de terminacion del gen de SpaA) nucledtidos del gen de SpaA,
respectivamente, en el que se habia afiadido el sitio BamHI en su extremo 5'. La PCR proporciona un gen de SpaA
que tiene la secuencia de nucledtidos desde el 79° al 1881° y el gen de ASpaA que tenia la secuencia de
nucleotidos desde el 79° al 1260°.

Los fragmentos de ADN amplificados mediante PCR fueron digeridos dualmente con Ncol y BamHI y los productos
digeridos resultantes fueron ligados con un plasmido pET11d (Novagen), que habia sido digerido dualmente con
anterioridad con Ncol y BamHI, utilizando ADN ligasa de T4. Esta solucion de reaccion se mezclé con E. coli JM109.
La mezcla se dejé reposar en hielo durantes varias decenas de segundos, se aplicé agar LB (Triptona al 1,0%,
Extracto de Levadura al 0,5%, NaCl al 1,0%, agar al 1,5%, pH 7,0) con un suplemento de 50 ug/ml de ampicilina y
se dejo reposar a 37°C durante la noche. Se inocul6 una sola colonia en 1 a 5 mL de medio LB con un suplemento
de 50 pg/ml de ampicilina y el medio se sacudi6 de 30 a 37°C, seguido de un tratamiento rutinario para extraer los
plasmidos que contienen el gen que codifica las proteinas SpaA y ASpaA de las células (Figs. 1-a y 1-b).
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(2) Expresion de las proteinas SpaA y ASpaA

Como se describe en el Ejemplo 1-(1), los plasmidos de cada una de las diferentes cepas fueron introducidos en E.
coli BL21(DE3) para dar colonias individuales del transformante. Las colonias individuales fueron inoculadas en 1 a 5
mL de medio LB con un suplemento de 50 ug/ml de ampicilina y cultivadas mientras se sacudia de 30 a 37°C hasta
que la D.O. a 600 nm del cultivo alcanzé de 0,6 a 1,0. Se afiadi6é 1/100 del volumen de IPTG (100 mM) al cultivo y el
cultivo con sacudimiento continué a 37°C durante 2 a 3 horas. El cultivo se mezclé con un volumen equivalente de
2xtampoén de muestra SDS vy, después de calentar a 100°C durante 2 minutos, la mezcla se aplicé a una
electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) y se tifid con Azul Brillante de Coomassie (Nacalai
Tesque). Para todas las cepas, se detectaron bandas de alrededor de 70 y 45 kD, a partir de las cuales se confirmé
la expresion de las proteinas SpaA y ASpaA mediante la imagen tefiida. La Fig. 2A muestra los resultados de la
SDS-PAGE para las proteinas SpaA y ASpaA derivadas de la cepa SE-9; la Fig. 2B muestra los resultados de la
SDS-PAGE para las proteinas SpaA y ASpaA derivadas de la cepa Fujisawa, la cepa Tama 96, la cepa Koganai y la
cepa SE-9.

(3) Forma de las proteinas SpaA y ASpaA

Se investigd si se habian formado cuerpos de inclusion de las proteinas SpaA y ASpaA como se describe mas
abajo. El cultivo del Ejemplo 1-(2) se centrifugd a 10.000 rpm durante 5 minutos y el producto precipitado resultante
se afadio a 1/5 - 1/10 del volumen, basandose en el cultivo, de un tampdn de lavado (Tris-HCI 20 mM pH 7,5, EDTA
10 mM, Triton X-100 al 1%) o agua destilada y las células se suspendieron hasta su uniformidad. A la suspension se
le afiadié 1/100 del volumen de una solucién de lisozima (10 mg/ml) durante la reaccion a 30°C durante 15 minutos.
La mezcla enfriada con hielo se someti6 a sonicacion con un sonicador manual (fabricante: Tomy; Modelo: UR-20P;
Rendimiento: 5; Tiempo: 15 segundos, 2 a 4 veces) y se centrifugé a 15.000 rpm durante 15 minutos. Una vez que
se hubo recogido el sobrenadante, el producto precipitado se afiadié a un volumen equivalente, basandose en la
mezcla sometida a sonicaciéon antes de la centrifugacion, de un tampoén de lavado y de nuevo las células se
suspendieron hasta su uniformidad. A cada uno del sobrenadante y el producto precipitado recogidos se les anadio
un volumen equivalente de 2x tampoén de muestra SDS. Después de calentar, se aplicé cada una de las mezclas a
una SDS-PAGE vy se tifié con Azul Brillante de Coomassie. Si se encontraba proteina ASpaA en la suspension de
producto precipitado, se evaluaba dicha proteina ASpaA para determinar la formacién de cuerpos de inclusion (Fig.
3). Como resultado, se detectd la formacion de cuerpos de inclusion en varios clones de la cepa SE-9 (Tabla 1). La
Tabla 1 muestra el numero de clones que formaban cuerpos de inclusion entre el numero de clones investigados.
NR significa "no realizado".

Tabla 1

Clones que forman cuerpos de |Clones que forman cuerpos de
inclusion/Clones que expresan |inclusion/Clones que expresan

ASpaA SpaA
Cepa 0/3 NR
Fujisawan
(tipo 1)
Cepa SE-9 3/30 115
(tipo 2)
Cepa Tama |0/3 NR
96
(tipo 2)
Cepa 0/3 NR
Koganai
(tipo 1)

(4) Determinacion de la secuencia de nucleétidos en clones que forman cuerpos de inclusién

A continuacion, se extrajeron los plasmidos de los cuatro clones de la cepa SE-9 de la Tabla 1 que formaban
cuerpos de inclusion (Nim. 1, Ndm. 2, Num. 3 y NUm. 4) y se analizé la secuencia de nucleétidos del gen que
codificaba la proteina ASpaA encargandoselo a TAKARA BIO INC., centro de servicios personalizados. Al comparar
con la secuencia del SEQ ID NO: 7, se observaron sustituciones de aminoacidos debidas a las mutaciones de
nucleotidos representadas en la Tabla 2.
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Tabla 2
Posicion de Sustitucién de Nucledtido Clon
Nuclectido (sustitucidon de aminoacido correspondiente)
206° de A a G (el 69° acido glutamico a glicina) Nam. 2
461° de A a G (el 154° acido glutamico a glicina) Num.2
608° de T a C (la 2032 isoleucina a treonina) Num. 2
642° de T a G (la 2142 histidina a glutamina) Num. 1
758° de T a C (la 2532 metionina a treonina) Num.1
833° de A a G (el 278° 4cido aspartico a glicina) Num. 3
1591° de A a G (la 5312 arginina a glicina) Num. 4

Ejemplo 2

(1) Expresion de proteinas en forma de cuerpos de inclusion mediante sustitucion de aminoacidos de la
proteina ASpaA

Se construyeron plasmidos en los cuales los fragmentos de ADN con las sustituciones de nucleétidos representadas
en la Tabla 2 producidos escindiendo los plasmidos a partir de los clones que formaban cuerpos de inclusioén en el
Ejemplo 1-(4) con las enzimas de restriccion adecuadas fueron remplazados por la correspondiente region del gen
que codificaba la proteina ASpaA en los plasmidos extraidos de los clones (cepa SE-9) que expresaban la proteina
ASpaA soluble.

Especificamente,

1. (a) el plasmido del clon Num. 1, después de la digestion dual con las enzimas de restriccion EcoRl y Clal, fue
aplicado a una electroforesis en agarosa para aislar y separar un fragmento EcoRI-Clal que comprendia el gen que
codificaba la proteina ASpaA abarcando desde el 587° al 1152° nucleétidos (Fig. 4A-1). EI fragmento obtenido fue
insertado en el pldsmido a partir de los clones (cepa SE-9) que expresaban la proteina ASpaA soluble previamente
tratada con EcoRlI y Clal para preparar de ese modo un plasmido que comprendia el gen que codificaba la proteina
ASpaA en la cual los nucledtidos 642° y 758° estaban sustituidos.

De la misma manera, se construyeron

2. (b) un plasmido en el cual se habia insertado un fragmento EcoRI-Clal que comprendia el gen que codificaba la
proteina ASpaA abarcando desde los nucledtidos 5872 a 1152° (Fig. 4A-b) del clon Num. 3 (sustitucién en el 833°
nucledétido);

3. (c) un plasmido en el cual se habia insertado un fragmento Kpnl-Clal que comprendia el gen que codificaba la
proteina ASpaA abarcando desde los nucléétidos 266° a 11522 (Fig. 4A-c) del clon Num. 2 (sustituciones en los
nucledtidos 4612 y 608°); y

4. (d) un plasmido en el cual se habia insertado un fragmento EcoRI-Clal que comprendia el gen que codificaba la
proteina ASpaA abarcando desde los 587° 1152° (Fig. 4A-d) del clon Num. 2 (sustitucion en el nucle6tido 608°).

5. (e) Se construyd un plasmido que comprendia el gen que codificaba la proteina ASpaA en el cual el 206°
nucleodtido habia sido sustituido insertando un fragmento Kpnl-Clal que comprendia el gen que codificaba la proteina
ASpaA soluble abarcando desde los nucleétidos 266° a 11522 (Fig. 4A-e) en el plasmido del clon Num. 2 tratado con
Kpnl y Clal.

6. (f) Se construyé un plasmido que comprendia el gen que codificaba la proteina ASpaA en el cual el nucleétido
642° habia sido sustituido mediante mutagénesis dirigida al sitio (Takara, Mutan-Super Express Km).
Especificamente, el plasmido (Fig. 1-b) de los clones (cepa SE-9) que expresaban la proteina ASpaA fue digerido
dualmente con EcoRI y Hindlll y el fragmento EcoRI-Hindlll resultante (967 pb), que comprendia el en que
codificaba la proteina ASpaA que abarcaba desde los nucledtidos 5872 a 1260° y una porcién del plasmido pET11d,
fue clonado en un plasmido vector pKF18k (Takara). Utilizando este plasmido como molde, se realizé la PCR como
se describe en el Ejemplo 1-(1) con el oligonucledtido sintético para la mutagénesis del SEQ ID NO: 6, que
comprendia una secuencia desde los nucleétidos 632° a 657° del gen que codificaba la proteina ASpaA en la cual el
nucléotido T 642° habia sido sustituido por G, 5 pmoles de los cebadores de seleccién anclados al Kit Mutan-Super
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Express Km de Takara, 5 pl de 10x tampén LAPCR (+M92+), 8 ul de una mezcla de dNTP, 0,5 ul de una solucién de
polimerasa LA-Taq y agua destilada esterilizada hasta hacer un volumen total de 50 pl. La solucién de PCR
resultante, tras la precipitaciéon/lavado con etanol, fue clonada en la cepa MV1184 de E. coli (Takara). El plasmido
obtenido con la mutagénesis fue digerido dualmente con EcoRI y BamHI para separar y aislar un fragmento EcoRI-
BamHI que comprendia el gen que codificaba la proteina ASpaA que abarcaba desde los nucleétidos 587° a 1260°.
Este fragmento fue insertado en la correspondiente region del plasmido de los clones (cepa SE-9) que expresaban la
proteina ASpaA soluble, una sustancia de partida, para dar el plasmido deseado. Del mismo modo, se construy6 un
plasmido que comprendia el gen que codificaba la proteina ASpaA en el cual el 642° nucledtido T habia sido
sustituido por G para la cepa Fujisawa y la cepa Tama 96 por medio del mismo procedimiento.

Los plasmidos obtenidos de este modo se utilizaron para la transformacion de E. coli BL21(DE3) y se analizé la
forma de las proteinas ASpaA expresadas. Como resultado, se encontré que cada proteina ASpaA de los
transformantes con cualquiera de los plasmidos formaba cuerpos de inclusion.

(2) Expresion de la proteina en forma de cuerpos de inclusiéon mediante sustitucion de aminoacidos de la
proteina SpaA completa

Se construyeron plasmidos en los cuales los fragmentos de ADN con las sustituciones de nucleétidos representadas
en la Tabla 2 producidos escindiendo los plasmidos de los clones que formaban cuerpos de inclusién en el Ejemplo
1-(4) con las enzimas de restriccion adecuadas fueron remplazados por la correspondiente regiéon en el gen que
codificaba la proteina SpaA en los plasmidos extraidos de los clones (cepa SE-9) que expresaban la proteina SpaA
soluble.

Especificamente,

1. (a) el plasmido del clon NUum.4, tras la digestion dual con las enzimas de restriccion Clal y BamHlI, fue aplicado a
una electroforesis en agarosa para aislar y separar un fragmento Clal-BamHI (Fig. 4B-a) que comprendia una
secuencia desde los nucledtidos 1152° a 18812 (coddn de terminacién del gen que codificaba la proteina SpaA) del
gen que codificaba la proteina SpaA. El fragmento obtenido se insertd en el plasmido de los clones (cepa SE-9) que
expresaban la proteina SpaA completa soluble tratados con Clal y BamHI para preparar de ese modo un plasmido
que comprendia el gen que codificaba la proteina SpaA en el cual el nucleétido 1591% habia sido sustituido.

2. (b) el plasmido obtenido en el Ejemplo 2-(1)-(a), tras la digestion dual con Pstl y Clal, fue aplicado a una
electroforesis en agarosa para aislar y separar un fragmento Pstl-Clal (Fig. 4A-f) que comprendia una secuencia
desde los nucledtidos 6112 a 11522 del gen que codificaba la proteina ASpaA. El fragmento obtenido fue insertado
en el plasmido de los clones (cepa SE-9) que expresaban la proteina SpaA completa soluble previamente tratados
con Pstl y Clal para preparar de ese modo un plasmido que comprendia el gen que codificaba la proteina SpaA en el
cual los nucledtidos 642° y 758° habian sido sustituidos.

Los pldsmidos obtenidos de este modo se utilizaron para la transformacion de E. coli BL21(DE3) y se analiz6 la
forma de las proteinas SpaA expresadas. Como resultado, se encontr6 que cada proteina SpaA de los
transnformantes con cualquiera de los plasmidos formaba cuerpos de inclusion (Fig. 5).

Ejemplo 3

(1) Purificacion de la proteina SpaA o ASpaA que forma cuerpos de inclusién

Se cultivaron cada una de las células de E. coli que expresaban la proteina ASpaA en forma de cuerpos de inclusion
obtenidas en el Ejemplo 2-(1) y las células de E. coli que expresaban la proteina SpaA completa en forma de
cuerpos de inclusion obtenidas en el Ejemplo 2-(2). Se centrifugaron 100 ml de los cultivos a 10.000 rpm durante 5
minutos y el producto precipitado resultante se anadié a 1/5 - 1/10 del volumen, basandose en el cultivo, de un
tampon de lavado (Tris-HCI 20 mM pH 7,5, EDTA 10 mM, Triton X-100 al 1%) y las células se suspendieron hasta su
uniformidad. A la suspension se anadié 1/100 del volumen de una soluciéon de lisozima (10 mg/ml) para que
reaccionara a 30°C durante 15 minutos. La mezcla enfriada con hielo se someti® a sonicacién con un
homogeneizador celular de tipo haz de sonido (fabricante: Branson Sonic Power Co.,; Modelo: 350; Rendimiento: 4;
Ciclo Pesado; 30%; Tiempo: 5 a 15 minutos) y se centrifugé a 15.000 rpm durante 15 minutos. Una vez recogido el
sobrenadante, al producto precipitado se le afiadié un volumen equivalente, basado en la mezcla sonicada antes de
la centrifugacion, de un tampoén de lavado (o agua destilada esterilizada) y las células se suspendieron de nuevo
hasta su uniformidad. La suspension se centrifugé a 15.000 rpm durante 15 minutos. Después de recoger el
sobrenadante, al producto precipitado se le afadié a un tampdn de lavado (o agua destilada esterilizada). Este
procedimiento de centrifugacion/lavado se repitié de tres a cinco veces. Para el procedimiento de lavado final, se
suspendié el producto precipitado después de la centrifugacion en agua destilada esterilizada. La suspension se
centrifugdé de nuevo a 15.000 rpm durante 15 minutos. Una vez recogido el sobrenadante, el producto precipitado se
suspendié en 10 ml de urea 8 M. Mientras se sacudia suavemente a la temperatura ambiente durante 2 horas y
después a 5°C durante 18 horas, la proteina de los cuerpos de inclusion se solubilizé para dar la proteina SpaA o
ASpaA purificada. Tras la SDS-PAGE el gel se tifid con Azul Brillante de Coomassie. La determinacién con un
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densitdmetro demostré que las proteinas SpaA y ASpaA obtenidas de este modo tenian una pureza de 90% o mas
(Fig. 6).

(2) Inmunogenicidad de la proteina SpaA o ASpaA

La inmunogenicidad de la proteina SpaA o ASpaA se determin6 como se describe mas abajo. A 4 ml de una
solucion de la proteina SpaA o ASpaA purificada en el Ejemplo 3-(1) se afiadieron 11 ml de solucion salina y 5 ml de
coadyuvante de gel de hidroxido de aluminio (ALHYDROGEL "85", Superfos Biosector) y la mezcla se agitd a la
temperatura ambiente durante 2 horas para dar una solucién de vacuna. Esta solucion de vacuna se diluyd
seriadamente 5 veces en solucién salina con un suplemento de gel hidroxido de aluminio al 25% (vol/vol) para
preparar una dilucion seriada que se utilizé para la inmunizaciéon de 10 ratones (ddy, 5 semanas de edad, hembra)
por dilucién mediante la administracion subcutanea de 0,5 ml. Tres semanas después de la inmunizacion, los
ratones fueron sensibilizados mediante inyeccién transdérmica de aproximadamente 1.000 células bacterianas vivas
de la cepa Fujisawa, una cepa virulenta de Erysipelothrix rhusiopathiae. La supervivencia o muerte de los ratones se
observé durante 10 dias y se determiné una dosis protectora mediana (DP50) de la proteina purificada SpaA o
ASpaA. Como se muestra en la Tabla 3, la proteina SpaA o ASpaA purificada mostré una inmunogenicidad
extremadamente alta, esto es una dosis protectora mediana (DP50) de 0,0621 a 0,1885 ug. La dosis protectora
mediana (dosis eficaz del 50%) en ratones fue calculada por el método de Behrens-Karber como describe Karber G:
Beitrag zur kollektiven Behandlung pharmakologischer Reihenversuche. Arch. Exp. Path. Pharm., 162:480, 1931;
"Saikingaku Jisshu Teiyo" [Summary Practice in Bacteriology], 5% ed., Ed. por "alumni association of
Ikagakukenkyusho" [Medical Science Laboratory], Maruzen, p.564-565, y de acuerdo con la siguiente ecuacion:

Dosis protectora mediana en ratones (ug) = 10™, m = X4-[(ho+h4) (X1-Xo) X 1/2 + (h4+hy)

(Xo=X1) X 1/2 + (ha+hs) (Xs-X2) X 1/2 + (hs+hs) (Xe-Xs) X 1/2]

donde cada uno de Xo, X1,...X4, representa el logaritmo de las dosis respectivas, y cada uno de hg, h,...hs representa
la correspondiente tasa de eficacia (numero de supervivientes/numero de sensibilizados) mediante la medida real. El
logaritmo (X) de las respectivas dosis puede venir dado por la ecuacién: X= Log10 [concentracion de proteina de
una muestra (ug/ml) x dosis en ratones (ml) + veces de dilucién].

Tabla 3
Proteina | ASpaA Spa
purificada
Sitio  de |642° 206° 833° 1591° 642°
sust. en o o o
el gen de 758 461 758
SpaA 608°
Conc. 2,30 1,91 2,33 2,11 2,28
proteina
(mg/ml)
Veces de Num. de Num. de Num. de Num. de Num. de
dilucion supervivientes/ | supervivientes/ | supervivientes/ | supervivientes/ | supervivientes/
Nam. de Num. de Num. de NUm. de NUm. de
sensibilizados | sensibilizados |sensibilizados | sensibilizados | sensibilizados
625 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10
3125 9/10 8/10 10/10 10/10 10/10
15625 5/10 0/10 4/10 4/10 6/10
78125 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
Dosis 0,0864 0,1885 0,0875 0,0793 0,0621
protectora
mediana
en
ratones
(Hg)
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APLICABILIDAD INDUSTRIAL

De acuerdo con la presente invencion, se proporciona un procedimiento para preparar una proteina SpaA o ASpaA
soluble en E. coli en forma de cuerpos de inclusiéon insolubles. La aplicacién del procedimiento de la presente

5 invencion a un procedimiento para la preparacién de una proteina soluble permite el establecimiento de un
procedimiento para preparar la proteina SpaA o ASpaA a nivel practico, lo que asegura la provision estable de la
proteina SpaA o ASpaA en el mercado comercial. La proteina SpaA o ASpaA recombinante obtenida mediante el
procedimiento de la presente invencidon conserva una inmunogenicidad equivalente a la de la proteina soluble
original y se puede utilizar como sustancia para preparar una vacuna para la infeccién por Erysipelothrix

10 rhusiopathiae sola o mezclada con diferentes aditivos tales como un agente estabilizante, un agente protector, un
agente conservante, y similares. También se puede utilizar como antigeno para preparar un anticuerpo
monoclonal/policlonal o como sustancia de busqueda para investigar la unién entre anticuerpos anti-SpaA o antil]
ASpaA y Erysipelothrix rhusiopathiae. Como tal, la proteina SpaA o ASpaA obtenida mediante el procedimiento de la
presente invencion contribuiria enormemente al campo médico y de la investigacion.

15
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LISTA DE SECUENCIAS
<110> FUNDACION JURIDICA DEL INSTITUTO DE INVESTIGACION QUIMIO-SERO-TERAPEUTICA

<120> Un método para la produccién del antigeno protector de superficie de Erysipelothrix rhusiopathiae en
Escherichia coli

<130> 664968
<140> JP 2004-53882 <141> 2004-02-27
<160> 7

<170> PatentIn versioén 3.1

<210> 1
<211> 1881
<212> ADN
<213> Erysipelothrix rhusiopathiae
<400> 1
atgaaaaaga aaaaacacct atttccgaaa gtaagtctta tgtcgtgctt acttttaaca 60
gcaatgccac tacaaacagc ttttgctgat tcgacagata tttctgtgat tccactaatc 120
ggtgaacaag ttggattgct cccagtttta cctgggacag gggtacatgc tcaggaatac 180
aacaaaatga ctgatgctta tattgaaaaa ttggtatctc taattaatca aaaagtgaag 240
ccgtttctta taaatgagcc aaaggggtac caaagtttcg aagcagtgaa tgaagagatt 300
aactcgattg taagtgaact taaaaatgaa ggaatgagtc ttcaaaacat tcaccatatg 360
tttaaacaaa gcatccaaaa cctagcaact agaatcggct acagaagttt tatgcaggat 420
gctatgtatc ttgaaaattt tgaaagatta acgattcctg aacttgatga agcatacgtt 480
gatttactcg tgaattacga ggtgaaacac cgtattttag taaaatatga aggtaaagtt 540
aaaggtagag ctcccttaga agcatttata gttcctctaa gagatagaat tcgtagtatg 600
aatgaaattg ctgcagaagt aaattattta cctgaagcgc atgaggattt cttagtttca 660
gattcaagcg agtataatga caaactaaat aatatcaact ttgctttggg tctaggggtc 720
agcgagttta ttgactataa ccggctcgaa aatatgatgg aaaaagaact  tcatccactg 780
tatcttgaac tttatgctat gcggagaaat cgccaaattc aagttgtaag agatgtatat 840
Cccaaacttgg aacgtgcgaa cgcggttgtt gaatccttaa agacaattaa agatataaaa 900
caaagaggga agaaactaca ggaacttctt gaaatttata tccaaagaag tggagatgtt 960
cgaaaaccag atgtactcca acgatttatt ggaaaatatc aatcagtagt tgatgaagaa 1020
aaaaataaac ttcaagatta tttagaatca gatatttttg attcatatag tgtggatggc 1080
gagaaaataa gaaataaaga aattacactc atcaatagag atgcatactt atctatgatt 1140
tacagagctc aatcgatttc ggaaattaag acgattcgtg cagatttaga atcacttgtc 1200
aaatcattcc aaaatgaaga aagtgactct aaagtagagc ctgaaagtcc cgttaaagta 1260
gaaaaaccag ttgatgaaga aaaacctaaa gatcaaaaga agctagttga tcaatcaaaa 1320
cccgaatcga attcaaaaga agggtggatt aagaaagata ataagtggtt ctatattgag 1380
aaatcaggtg gaatggcaac aggttggaag aaggtagcag acaaatggta ctacctcgat 1440
aatacgggtg ctatagttac gggttggaag aaggtagcaa acaaatggta ctatcttgaa 1500
aaatcaggtg cgatggcaac aggatggaag aaagtatcaa acaagtggta ctaccttgaa 1560
aactcaggtg caatggcaac aggatggaag aaagtatcaa acaagtggta ctaccttgaa 1620
aattcaggcg caatggctac aggatggaaa aaggtagcaa acaaatggta ctaccttgaa 1680
aactcaggtg cgatggcaac aggatggaag aaagtatcga acaagtggta ctaccttgaa 1740
aactcaggcg caatggctac aggatggaaa aaggtagcaa acaaatggta ctaccttgat 1800
aaatcaggaa tgatggttac aggttcaaaa tctattgatg gtaaaaagta tgcatttaag 1860
aacgatggaa gtttaaaata g 1881
<210> 2
<211> 626
<212> PRT
<213> Erysipelothrix rhusiopathiae
<400>2
Met Lys Lys Lys Lys His Leu Phe Pro Lys val Ser Leu Met Ser Cys
1 S 10 15
Leu Leu

Leu Thr Ala Met Pro Leu GIn Thr Ala phe Ala Aa\(s)p ser Thr
20
Asp Ile Ser val Ile Pro Leu i;l)e Gly Glu GIn val g;y Leu Leu Pro

5
val Leu Pro Gly Thr Gly val His Ala GIn Glu Tyr Asn Lys Met Thr
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ASp
65
Pro
ASn
Ser
Ala
Glu
145
ASp
Glu
Leu
Tyr
Tyr
235
ser
Leu
Ile
val
Lys
© 305
Arg
val
Phe
Thr
Ser
385
Lys
Pro
Lys
Trp
Met
465
ASn
Tyr
ser
Trp
Met
545
Asn
Tyr

Ala

ser

Leu

50
Ala

Phe
Glu
Leu
Thr
130
Asn
Leu
Gly
Arg
Leu
210
ASn
Glu
His
GIn
val
290
Léu
Lys
Asp
ASp
Leu
370
Ile
Ser
val
Lys
Ile
450
Ala
Thr
Tyr
ASn
Lys
530
Ala
Ser
Tyr
Asn
Lys

610
Lys

625

<210>
<211>

<212> ADN

3
37

Tyr
Leu
Glu
Gln
115
Arg
Phe
Leu
Lys
Asp

195.

Pro
ASp
Phe
Pro
val
275
Glu
Gln
Pro
Glu
ser
355
Ile
ser
Phe
Lys
Leu
435
Lys
Thr
Gly
Leu
Lys
515
Lys
Thr
Gly
Leu

Lys

595
ser

<213> Atrtificial

<220>

Ile
Ile
Ile

100

Asn
Ile
Glu
val
val
180
Arg
Glu
Lys
Ile
Leu
260
val
Ser
Glu
ASp
Glu
340
Tyr
Asn
Glu
Gln
val
420
val
Lys
Gly
Ala
Glu
500
Trp
val
Gly
Ala
Glu

580
Trp

Ile

Glu
Asn
Asn
Ile
Gly
Arg
Asn
165
Lys
Ile
Ala
Leu
ASp
245
Tyr
Arg
Leu
Leu
val
325
Lys
ser
Arg
Ile
Asn
405
Glu
Asp
Asp
Trp
ile
485
Lys
Tyr
sSer
Trp
Met
S6S
Asn

Tyr

Asp

Lys
Glu
ser

His

.Tyr

Leu
150
Tyr
Gly
Arg
His
AsSn
230
Tyr
Leu

Asp

Lys

Leu
310
Leu
Asn
val
Asp
Lys
390
Glu
Lys
GIn

ASn

Lys

470
val

ser
Tyr
Asn
5%
Ala
ser

Tyr

Gly

55
Leu

Pro
Ile
His
Arg
135
Thr
Glu
Arg
Ser
Glu
215
Asn

ASN

.Glu

val
Thr
295
Glu
Gln
Lys
Asp

Ala
375

Thr

Glu
Pro
ser
a5
Lys
Thr
Gly
Leu
593
Lys
Thr
Gly

Leu

Lys

val
Lys
val
Met
120
Ser
Ile
val
Ala
Met
200
Asp
Ile
Arg
Leu
TYyr
280
Ile
Ile
Arg
Leu

Gly

360 -

Tyr

Ile

Ser
val
Lys
440
Trp
val
Gly
Ala
Glu
520
Trp
val
Gly
Ala

Asp
600
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ser
Gly
Ser
105
Phe
Phe
Pro
Lys
Pro
185
Asn
Phe
Asn
Leu
TYyr
265
Pro
Lys
Tyr
Phe
Glin
345
Glu
Leu
Arg
AsSp
Asp
425
Pro
Phe
Ala
Trp
Met
505
ASN
Tyr
Ala
Trp
Met

585
Lys

Lys Tyr

Leu
Tyr
Glu
Lys
Met
Glu
His
170
Leu
Glu
Leu
Phe
Glu
250
Ala
Asn
Asp
Ile
s
Asp
Lys
ser
Ala
Ser
Glu
Glu
Tyr
ASp
Lys
Ala
ser
Tyr
Asn
Lys

570
Ala

Ile
Gln
Leu
Gln
Glin
Leu
155
Arg
Glu
Ile
val
Ala
235
Asn
Met
Leu
Ile
Gln
315
Gly
Tyr
Ile
Met
Asp
395
Lys
Glu
Ser
Ile
Lys
a%s
Lys
Thr
Gly
Leu
LYys
555
Lys
Thr

60
Asn
ser
Lys
ser
ASp
140
Asp
Ile
Ala
Ala
Ser
220
Leu
Met
Arg
Glu
Lys
300
Arg
Lys
Leu
Arg
Ile
380
Leu
val
Lys
Asn
Glu
460
Trp
val
Gly
Ala
Glu
540
Trp
val

Gly

Ser Gly Met

Ala

Phe

Lys
0

16

Gln
Phe
ASn
Ile
125
Ala
Glu
Leu
Phe
Ala
205
ASp
Gly
Met
Arg
Arg
285
GlIn
ser
Tyr
Glu
Asn
365
Tyr
Glu
Glu
Pro
ser
445
Lys
Tyr
Ala
Trp
Met
525
Asn
Tyr
ser
Trp

Met

605
Asn

Lys
Glu
Glu
110
Gln
Met
Ala
val
Ile
190
Glu
ser
Leu
Glu
Asn
270
Ala
Arg
Gly
Gln
Ser
350
Lys
Arg
ser
Pro
LysS
430
Lys
ser
Tyr
Asn
Lys
510
Ala
ser
Tyr
Asn
Lys

590
val

val
Ala
Gly
Asn
Tyr
Tyr
Lys
vai
val

ser

Gly
LYyS.

255
Arg

Asn
Gly
Asp
ser
335
Asp
Glu
Ala
Leu
Glu
415
Asp
Glu
Gly
Leu
Lys
495
Lys
Thr
Gly
Leu
LyS
575
LysS

Thr

Asp Gly

Lys
val
Met
Leu
Leu
val
160
Tyr
Pro
Asn
Glu
val
240
Glu
Gln
Ala
Lys
val
320
val
Ile
Ile
Gln
val
400 -
ser
Gln
Gly

Gly

‘Asp

480
Trp

val
Gly
Ala
Glu
560
Trp
val
Gly

Ser
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<223> Cebador efector disefiado para la preparacion de la proteina SpaA y ASpaA mediante amplificacion por PCR
<400> 3

catgccatgg ctttcgctga ttcgacagat atttctg 37

<210> 4

<211> 33

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Cebador antisentido disefiado para la preparacion de la proteina ASpaA mediante amplificacion por PCR
<400> 4

cgcggatcct tatactttaa cgggactttc agg 33

<210>5

<211> 38

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Cebador antisentido disefiado para la preparacion de la proteina SpaA mediante amplificacion por PCR
<400> 5

cgcggatccg tctattttaa acttccatcg ttcttaaa 38

<210>6

<211> 24

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> oligonucleétido disefiado para la preparacion de la proteina SpaA con una mutaciéon puntual mediante
mutagénesis dirigida al sitio

<400> 6

ctgaagcgca ggaggatttc ttag 24
<210>7

<211> 1748

<212> ADN z
<213> Erysipelothrix rhusiopathiae

<400>7

tgattccact aatcggtgaa caagttggat tgctcccagt tttacctggg acagggatac 60
atgctcagga atacaacaaa atgactgatg cttatattga aaatttggta tctctaatta 120
atcaaaaagt gaagccgttt cttataaatg aaccaaaggg gtaccaaagt ttcgaagcag 180

17



tgaatgaaga
acattcacca
gttttatgca
' atgaagcata
atgaagataa
gaattcgtag
atttctrtagt
tgggtctagg
aaattcatcc
' taagagatgt
ttaaagatat
gaagtggaga
tagttgatga
atagtgtgga
acttatctat
tagaatcact
gtcccgttaa
ttgatcaatc
ggttctatat
ggtactacct
ggtactacct
ggtactacct
ggtactacct
ggtactacct
ggtactacct
ggtactacct
agtatgca

gattaactcg
tatgtttaaa
ggatgctatg
cgttgattta
agttaaaggt
tatgaatgaa
ttcagattca
ggtcagcgag
attgtatctt
atatccaaac
aaaacaaaga
tgttcgaaaa
agaaaaaaat
tggcgagaaa
gatttacaga
tgtcaaatca
agtagaaaaa
aaaacccgaa
tgagaaatca
cgataatacg
tgaaaactca
tgaaaactca
tgaaaattca
tgaaaactca
tgaaaactca
tgataaatca

attgtaagtg
caaagcatcc
tatcttgaaa
ctcgtgaatt
agagctccat
attgctgcag
agcgagtata
tttattgact
gaactttatg
ttggaacgtg
gagaagaaac
ccagatgtac
aaacttcaag
ataagaaata
gctcaatcga

ttccaaaatg:

ccagttgata
tcgaattcaa
ggtggaatgg
ggtgctatgg
ggtgcgatgg
ggtgcgatgg
ggcgcaatgg
ggtgcgatgg
ggcgcaatgg
ggaatgatgg
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aacttaaaca
aaaacctagc
attttgaaag
acgaggtgaa
tagaagcatt
aagtaaatta
atgacaaact
ataaccggct
ctatgcggag
cgaacgcgat
tacaggaact
tccaacgatt
attatttaga
aagaaattac
tttcggaaat
aagaaagtga
aagaaaaacc
aagaagggtg
caacaggatg
ttacgggttg
caacaggatg
caacaggatg
ctacaggatg
caacaggatg
caacgggttg
ttacaggttc

tgaaggaatg
aactagaatc
attaacgatt
acaccgtatt
tatagttcct
tttacctgaa
aaataatatc
cgaaaatatg
aaatcgccaa
tgttgaatcc
tcttgaaatt
tattggaaaa
atcagatatt
actcatcaat
taagacgatt
ttctaaagta
taaagatcaa
gattaagaaa
gaagaaggta

gaagaaggta

gaagaaagta
gaagagagta
gaaaaaggta
gaagaaagta
gaagaaaata
aaaatctatt

18

agtcttcaaa
ggctacagaa
cctgaacttg
ttagtaaaat
ctaagaaata
gcgcatgagg
aactttgctt
atggaaaaag
attcaagttg
ttaaagacaa
tatatccaaa
tatcaatcag
tttgattcat
agagatgcat
cgtgcagatt
gagcctgaaa
aagaagccag
gataataagt
ggagacaaat
gcaaacaaat
tcaaacaagt

tcaaacaagt

gcaaacaaat
tcgaacaagt
gcaaataaat
gatggtaaaa
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para preparar una variante dela proteina SpaA del antigeno protector de superficie de
Erysipelothrix rhusiopathiae o de una forma reducida de la misma, la proteina ASpaA, donde al menos
aproximadamente 1/3 del extremo C de la proteina SpaA es suprimido, teniendo dicha variante inmunogenicidad y
siendo expresada en E. coli en forma de cuerpos de inclusion, que comprende mutar un gen que codifica dicha
proteina SpaA o ASpaA de manera que se pueda introducir una sustitucion de aminoacido en la secuencia de
aminoacidos de dicha proteina SpaA o ASpaA, permitiendo que el gen mutado resultante sea expresado en E. coli, y
seleccionando dicha variante que formaba cuerpos de inclusidén entre las variantes expresadas, donde dicha
sustitucion de aminoacido es una o una combinacién de mas de una seleccionada del grupo que consiste en (1) a
(7) descritos mas abajo:

(1) el 69° aminoacido del extremo N terminal que abarca la secuencia sefial es sustituido por glicina;

(2) el 154° aminoacido del extremo N terminal que abarca la secuencia sefial es sustituido por glicina;

(3) el 2032 aminoécido del extremo N terminal que abarca la secuencia sefial es sustituido por treonina;

(4) el 214° aminoécido del extremo N terminal que abarca la secuencia sefial es sustituido por glutamina;

(5) el 253° aminoacido del extremo N terminal que abarca la secuencia sefial es sustituido por treonina;

(6) el 278° aminoécido del extremo N terminal que abarca la secuencia sefial es sustituido por glicina; y

(7) el 5312 aminoécido del extremo N terminal que abarca la secuencia sefial es sustituido por glicina; o
donde dicha sustitucion de aminoacido es una seleccionada del grupo que consiste en (a) a (h) descritos mas abajo:

(a) el 69° aminoacido del extremo N terminal que abarca la secuencia sefial es sustituido por glicina;

b) el 2032 aminoacido del extremo N terminal que abarca la secuencia sefial es sustituido por treonina;

q p
(c) el 214° aminoacido del extremo N terminal que abarca la secuencia sefial es sustituido por glutamina;
(d) el 278° aminoécido del extremo N terminal que abarca la secuencia sefial es sustituido por glicina;

(e) el 5312 aminoéacido del extremo N terminal que abarca la secuencia sefial es sustituido por glicina;

(f) el 154° y el 203° aminoacidos del extremo N terminal que abarca la secuencia sefial son sustituidos por glicina
y treonina, respectivamente;

(9) el 214° y el 253° aminoacidos del extremo N terminal que abarca la secuencia sefial son sustituidos por
glutamina y treonina, respectivamente; y

(h) el 69°, el 154° y el 203° aminoacidos del extremo N terminal que abarca la secuencia sefial son sustituidos por
glicina, glicina y treonina, respectivamente.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, que comprende las siguientes etapas (A) a (D):

(A) introducir una mutacién en un gen que codifica la proteina SpaA o ASpaA del antigeno protector de superficie de
Erysipelothrix rhusiopathiae soluble de manera que se pueda introducir una sustitucion de aminoacido;

(B) transformar las células de E. coli con un vector de expresion que contiene el gen mutado resultante;

(C) seleccionar las células de E. colique formaron cuerpos de inclusidon insolubles entre las células de
E. coli transformadas anteriores; y

(D) cultivar las células de E. coli seleccionadas para la recuperacion de los cuerpos de inclusion en el interior de las
células.

3. El procedimiento de la reivindicacion 2, que después de la etapa (D) comprende adicionalmente las etapas (E) a

(F):

(E) administrar los cuerpos de inclusion o los cuerpos de inclusion tratados con un agente solubilizante a un animal
sensible a infeccién por Erysipelothrix rhusiopathiae y después atacar dicho animal con una cepa virulenta de
Erysipelothrix rhusiopathiae; y
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(F) observar la supervivencia o muerte del animal sensible a Erysipelothrix rhusiopathiae para evaluar de ese modo
la presencia de actividad protectora (inmunogenicidad) frente a la infecciéon por Erysipelothrix rhusiopathiae.

4. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 donde dicho Erysipelothrix rhusiopathiae se
selecciona del grupo que consiste en la cepa Fujisawa, la cepa Koganai, la cepa Tama 96, la cepa SE-9 y la cepa
Shizuoka 63.

5. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde la proteina SpaA o ASpaA antes de la
introduccion de dicha sustitucion de aminoacido tiene la secuencia de aminoacidos representada en el SEQ ID NO:
2 o la secuencia representada en el SEQ ID NO: 2 con una delecion en su extremo C, respectivamente.

6. Una variante de la proteina SpaA o de una forma reducida de la misma, ApaA del antigeno protector de superficie
de Erysipelothrix rhusiopathiae donde al menos aproximadamente 1/3 del extremo C de la proteina SpaA es
suprimido, donde la sustitucién de aminoacido es una o una combinacion de mas de una seleccionada del grupo que
consiste en (1) a (7) descritas mas abajo:

(1) el 692 aminoacido del extremo N terminal que abarca la secuencia sefial es sustituido por glicina;

(2) el 1542 aminoécido del extremo N terminal que abarca la secuencia sefial es sustituido por glicina;
(3) el 203° amino&cido del extremo N terminal que abarca la secuencia sefial es sustituido por treonina;
(4) el 214° aminoécido del extremo N terminal que abarca la secuencia sefial es sustituido por glutamina;
(5) el 253° aminoécido del extremo N terminal que abarca la secuencia sefial es sustituido por treonina;
(6) el 2782 aminoacido del extremo N terminal que abarca la secuencia sefial es sustituido por glicina; y

(7) el 531° aminoacido del extremo N terminal que abarca la secuencia sefial es sustituido por glicina, que es
inmunogénica y se expresa en E. coli en forma de cuerpos de inclusion.

7. Una variante de la proteina SpaA o de una forma reducida de la misma, ASpaA del antigeno protector de
superficie Erysipelothrix rhusiopathiae donde al menos aproximadamente 1/3 del extremo C de la proteina SpaA es
suprimido, donde se introduce una sustitucion de aminoacido que es una seleccionada del grupo que consiste en (a)
a (h) descritos mas abajo:

(a) el 69° aminoacido del extremo N terminal que abarca la secuencia sefial es sustituido por glicina;

(b) el 203° aminoacido del extremo N terminal que abarca la secuencia sefial es sustituido por treonina;

(c) el 214° aminoacido del extremo N terminal que abarca la secuencia sefial es sustituido por glutamina;

(d) el 2782 aminoécido del extremo N terminal que abarca la secuencia sefial es sustituido por glicina;

(e) el 5312 aminoécido del extremo N terminal que abarca la secuencia sefial es sustituido por glicina;

(f) el 154°y el 203° aminoéacidos del extremo N terminal que abarca la secuencia sefial son sustituidos por glicina y
treonina, respectivamente;

(g) el 214° y 253° aminoécidos del extremo N terminal que abarca la secuencia sefial son sustituidos por glutamina y
treonina, respectivamente; y

(h) el 69°, 154° y 203° aminoacidos del extremo N terminal que abarca la secuencia sefial son sustituidos por glicina,
glicina y treonina, respectivamente, que es inmunogénica y se expresa en E. coli en forma de cuerpos de inclusién.

8. La variante de la reivindicacion 6 o 7 que se prepara mutando un gen que codifica la proteina SpaA o ASpaA para
introducir una sustitucion de aminoacido en la secuencia de aminoacidos de dicha proteina SpaA o ASpaA,
expresando el gen mutado de este modo en E. coli, y seleccionando entre las variantes expresadas aquellas que
formaban cuerpos de de inclusion.

9. La variante de una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8 que se prepara mediante las siguientes etapas (A) a
(D):

(A) introducir una mutacién en un gen que codifica la proteina SpaA o ASpaA del antigeno protector de superficie de
Erysipelothrix rhusiopathiae soluble de manera que se pueda introducir la sustitucién de aminoacido;
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(B) transformar las células de E. coli con un vector de expresion que contiene el gen mutado resultante;

(C) seleccionar las células de E. colique formaban cuerpos de inclusion insolubles entre las células de E.
coli transformadas anteriores; y

(D) cultivar las células de E. coli seleccionadas para la recuperacion de los cuerpos de inclusion en el interior de las
células.

10. La variante de la reivindicacion 9, que se prepara mediante las siguientes etapas (E) a (F) posteriores a la etapa
(D):

(E) administrar los cuerpos de inclusion o los cuerpos de inclusion tratados con un agente solubilizante a un animal
sensible a infeccién por Erysipelothrix rhusiopathiae y después atacar dicho animal con una cepa virulenta de
Erysipelothrix rhusiopathiae; y

(F) observar la supervivencia o muerte del animal sensible a Erysipelothrix rhusiopathiae para evaluar de ese modo
la presencia de una actividad protectora (inmunogenicidad) frente a la infeccion por Erysipelothrix rhusiopathiae.

11. La variante de una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 10, que tiene la secuencia de aminoacidos
representada en el SEQ ID NO: 2 o la secuencia representada en el SEQ ID NO: 2 con la delecién de su extremo C
donde se introduce la sustitucion de aminoacido.

12. La variante de una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 11, donde dicha proteina SpaA o ASpaA deriva de una
seleccionada del grupo que consiste en la cepa Fujisawa, la cepa Koganai, la cepa Tama 96, la cepa SE-9 y la cepa
Shizuoka 63.

13. Una composicion que comprende como ingrediente activo la variante de una cualquiera de las reivindicaciones 6
a12.

14. Un gen que codifica la variante de una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 12.
15. El gen de la reivindicacion 14, que tiene una secuencia de nucleétidos o una secuencia de nucleétidos por
delecion de una porcion del extremo 3', que incluye una o una combinacion de mas de una sustitucion de
nucledtidos en el SEQ ID NO: 1 seleccionada del grupo que consiste en (1) a (7) descritas mas abajo:
(1) el 206° nucledtido de la secuencia de nucledtidos representada en el SEQ ID NO: 1 es G;
(2) el 461° nucledtido de la secuencia de nucledtidos representada en el SEQ ID NO: 1 es G;
(3) el 608° nucledtido de la secuencia de nucledtidos representada en el SEQ ID NO: 1 es C;
(4) el 642° nucledtido de la secuencia de nucledtidos representada en el SEQ ID NO: 1 es G;
(5) el 758° nucledtido de la secuencia de nucledtidos representada en el SEQ ID NO: 1 es C;
(6) el 833° nucledtido de la secuencia de nucledtidos representada en el SEQ ID NO: 1 es G;y
(7) el 15912 nucledtido de la secuencia de nucledtidos representada en el SEQ ID NO: 1 es G.
16. El gen de la reivindicacion 14, que tiene una secuencia de nucleétidos o una secuencia de nucleétidos por
delecion de una porciéon del extremo 3', que incluye cualquier sustitucién de nucleétidos en el SEQ ID NO: 1
seleccionada del grupo que consiste en (a) a (h) descritas mas abajo:
(a) el 206° nucledtido de la secuencia de nucledtidos representada en el SEQ ID NO: 1 es G;
b) el 6082 nucledtido de la secuencia de nucledtidos representada en el SEQ ID NO: 1 es C;
p
(c) el 6422 nucledtido de la secuencia de nucledtidos representada en el SEQ ID NO: 1 es G;
(d) el 833° nucledtido de la secuencia de nucledtidos representada en el SEQ ID NO: 1 es G;y

(e) el 15912 nucledtido de la secuencia de nucledtidos representada en el SEQ ID NO: 1 es G;

(f) el 461° y el 608° nucledtidos de la secuencia de nucledtidos representada en el SEQ ID NO: 1 son G y C,
respectivamente;
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(g) el 642° y el 758° nucledtidos de la secuencia de nucledtidos representada en el SEQ ID NO: 1 son G y C,
respectivamente; y

(h) el 206°, el 461° y el 608° nucledtidos de la secuencia de nucledtidos representada en el SEQ ID NO: 1 son G, G
y C, respectivamente.

17. El uso de la variante de una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 12, para la preparacion de una vacuna para la
infeccion por Erysipelothrix rhusiopathiae.
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Fig. 3
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