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DESCRIPCION
ClyA no hemolitica para la excrecion de proteinas
Apoyo estatal

El sistema de exportacion de proteinas definido en la presente se desarrollé gracias a la subvenciéon n.° MARCE
US4 A1057168 de the National Institutes of Health. La administracion de EEUU tiene ciertos derechos sobre esta
invencion.

Antecedentes de la invencion

Campo de la invencién

La siguiente descripcion 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 la técnica relacionada

Los sistemas de expresion de proteinas han utilizado durante mucho tiempo vectores de expresién o plasmidos de
expresion de alto numero de copias para intentar aumentar los rendimientos de proteinas recombinantes de interés.
Los plasmidos de expresion de alto numero de copias y las proteinas de interés que codifican pueden ejercer un
efecto negativo sobre la aptitud de un hospedante que contiene un plasmido de expresion. La carga notable a la que
se someten las células hospedantes procariotas que portan plasmidos de multiples copias es el resultado acumulado
de una cascada metabdlica activada por dos procesos: 1) la replicacion y el mantenimiento de los plasmidos de
expresion, y 2) la transcripcion y la traduccién de las diversas funciones codificadas por el plasmido que incluye el
gen de interés. Estos mecanismos pueden explicar la observacion de que las bacterias que portan plasmidos crecen
con mas lentitud que las bacterias que no tienen plasmidos. Esta carga también puede explicar la observacion de
que la velocidad de crecimiento disminuye a medida que aumenta el nimero de copias.

A medida que se expresa el gen de interés, disminuye la velocidad de crecimiento de la célula hospedante
recombinante. La disminuciéon en la velocidad de crecimiento puede activar la induccion de diversas proteasas
celulares que pueden degradar la proteina producida de modo recombinante presente en el citoplasma de la célula
hospedante. Por tanto, una menor velocidad de crecimiento es la consecuencia inevitable de la carga metabdlica
que, a su vez, es el resultado acumulado de una serie de perturbaciones fisiologicas. Debido a que esta reduccion
en la velocidad de crecimiento crea una presion selectiva sobre la pérdida de los plasmidos residentes en ausencia
de seleccion, puede producirse una pérdida significativa de los plasmidos de expresion desde la célula hospedante
que porta un vector de expresion después de la transformacion de la célula hospedante.

Las células hospedantes con menores velocidades de crecimiento pueden expulsar espontaneamente un plasmido
de expresion para eliminar de la célula hospedante una carga metabdlica innecesaria y permitir que las células
hospedantes sin plasmidos sobrepasen con rapidez a la poblacién de células hospedantes que portan plasmidos. Se
supone que este desplazamiento en la expresion de proteinas dentro de una poblacién de células hospedantes
reduciria la produccién de proteinas.

Por consiguiente, seria deseable preparar un sistema de expresion de proteinas que optimice la expresion de
proteinas del vector de expresion, mientras que al mismo tiempo minimice la carga metabdlica sobre la célula
hospedante generada por el vector de expresion.

El documento WO 2002/083890 describe un sistema de exportacion de proteinas para producir proteinas
recombinantes desde una célula hospedante. En una realizacion preferida, el sistema de exportacién de proteinas
utiliza la maquinaria de exportacion de proteinas endogena de la bacteria hospedante en la que se introduce el
vector del sistema de exportacion de proteinas. Este documento describe la secuencia de la proteina ClyA de
Salmonella enterica serovar Typhi (S. Typhi). Este documento describe una proteina de fusion que comprende al
menos una porcion de la proteina ClyA de S. Typhiy otra proteina de interés.

Galen et al. (2004), "Adaptation of the Endogenous Salmonella enterica Serovar Typhi clyA-Encoded Hemolysin for
Antigen Export Enhances the Immunogenicity of Anthrax Protective Antigen Domain 4 Expressed by the Attenuated
Live-Vector Vaccine Strain CVD 9098-htrA", Infection and Immunity, 72(12):7096-7106, describen proteinas de
fusion de ClyA de S. Typhi condensadas con el dominio 4 de proteccion del antigeno del antrax, y su uso para la
vacunacion.

Sumario de la invencién

El material descrito se refiere al uso de una proteina de exportacién para facilitar la exportacién de una proteina de
fusion hacia el exterior de una célula hospedante. Una realizacion descrita proporciona un método para expresar un
gen en una célula bacteriana, que comprende proporcionar un vector de expresion a una poblacion de células
hospedantes bacterianas no transformadas, en el que el vector de expresion comprende un médulo de expresion
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que comprende una secuencia codificadora de una proteina de exportacion condensada genéticamente con una
secuencia codificadora de una proteina de interés, expresar el médulo de expresion de modo que se produce una
proteina de fusion de la proteina de exportacion::proteina de interés y se exporta o se transporta hacia el medio de
cultivo.

Otra realizacion descrita se refiere a un método para inducir una respuesta inmunolégica en un animal, que
comprende proporcionar a un animal una poblaciéon de células hospedantes bacterianas transformadas con un
vector de expresion que comprende un moédulo de expresion que comprende una secuencia codificadora de una
proteina de exportacion condensada genéticamente con una secuencia codificadora de una proteina de interés,
expresar el médulo de expresion de modo que se produce una proteina de fusién de la proteina de
exportacion::proteina de interés y se exporta o se transporta hacia el animal, e inducir una respuesta inmunolégica
en el animal contra la proteina de fusion.

Otra realizacién descrita se refiere a un sistema para expresar una proteina de interés que comprende: un vector de
expresion que comprende un modulo de expresion, en el que el modulo de expresidon comprende una secuencia
codificadora de una proteina de exportacion condensada genéticamente con una secuencia codificadora de una
proteina de interés, una célula hospedante transformada con el vector de expresioén, y un entorno de cultivo para la
célula hospedante transformada, en el que el médulo de expresion expresa una proteina de fusion de la proteina de
exportacion::proteina de interés, que se exporta hacia el exterior de la célula hospedante transformada.

En un aspecto, la presente invencién proporciona un método para producir una proteina de fusién, que comprende
(a) transformar una poblacion de bacterias con un vector de expresion que codifica una proteina de fusion, en el que
la proteina de fusién comprende una proteina de interés unida al extremo carboxi terminal de una proteina de
exportacion, en el que dicha proteina de exportacién es una proteina citolisina A (ClyA) de Salmonella enterica
serovar Typhi (S. Typhi) que tiene una actividad hemolitica sustancialmente reducida en comparacion con la
proteina ClyA de SEQ ID NO:2, teniendo dicha proteina de exportacion la secuencia de aminoacidos indicada en
SEQ ID NO:2 y teniendo una mutacion seleccionada del grupo que consiste en una mutacion S195N, una mutacién
198N, una mutacion A199D, una mutacion E204K y una mutacion C285W, y (b) cultivar las bacterias transformadas
de (a) en un medio de cultivo bajo condiciones en las que dicha proteina de fusidon se expresa y se exporta hacia el
medio de cultivo. La bacteria puede ser Salmonella spp., Shigella spp., Vibrio spp., o E. coli. Los ejemplos no
limitantes de realizaciones incluyen, pero no se limitan a S. Typhi, tal como S. Typhi CVD 908 que tiene una
mutacion htrA, E. coli, tal como E. coli enterotoxigénica (ETEC) o E. coli enteroagregativa (EAEC), Vibrio cholerae, y
Shigella flexneri 2a. Ademas, la proteina de interés es un antigeno. El método puede incluir la etapa adicional de
recolectar la proteina de fusion del medio de cultivo.

En otras realizaciones igualmente preferidas de este método, la proteina citolisina A (ClyA) de S. Typhi tiene la
secuencia de aminoacidos indicada en SEQ ID NO:2 y una mutacion individual seleccionada del grupo que consiste
en una mutacion S195N, una mutacion 1198N, una mutacion A199D, una mutacion E204K y una mutacion C285W;
una mutacion doble 198N, C285W; y una mutacion triple 198N, A199D, E204K. La proteina citolisina A (ClyA) de S.
Typhi también puede tener la secuencia de aminoacidos indicada en SEQ ID NO:2 y una mutacion C285W, asi
como una mutacioén adicional seleccionada del grupo que consiste en una mutacién 1198N, una mutacién A199D, y
una mutacion E204K. Se describen métodos en los que la proteina citolisina A (ClyA) de S. Typhi tiene la secuencia
de aminoacidos indicada en SEQ ID NO:2 y la proteina de interés es la proteina de la toxina del antrax PA83.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona una poblaciéon de bacterias para su uso para inducir una
respuesta inmunoldgica contra una proteina de fusion en un sujeto, en la que dicha poblacion de bacterias produce y
exporta una proteina de fusion en una cantidad suficiente para inducir una respuesta inmunolégica en dicho sujeto
contra dicha proteina de fusién, en la que dichas bacterias comprenden un vector de expresion que codifica dicha
proteina de fusién, en la que la proteina de fusién comprende una proteina de interés unida al extremo carboxi
terminal de una proteina de exportacion, y en la que dicha proteina de exportacién es una proteina citolisina A (ClyA)
de Salmonella enterica serovar Typhi (S. Typhi) que tiene una actividad hemolitica sustancialmente reducida en
comparacion con la proteina ClyA de SEQ ID NO:2, teniendo dicha proteina de exportacion la secuencia de
aminoacidos indicada en SEQ ID NO:2 y teniendo una mutacion seleccionada del grupo que consiste en una
mutacion S195N, una mutaciéon [198N, una mutacion A199D, una mutacion E204K y una mutacién C285W.
Preferiblemente, el sujeto es un animal, mas preferiblemente un ser humano. La bacteria puede ser Salmonella spp.,
Shigella spp., Vibrio spp., o E. coli. Los ejemplos no limitantes de realizaciones incluyen, pero no se limitan a S.
Typhi, tal como S. Typhi CVD 908 que tiene una mutacion hitrA, E. coli, tal como E. coli enterotoxigénica (ETEC) o
E. coli enteroagregativa (EAEC), Vibrio cholerae, y Shigella flexneri 2a. Ademas, la proteina de interés es un
antigeno.

En otras realizaciones igualmente preferidas de este método, la proteina citolisina A (ClyA) de S. Typhi tiene la
secuencia de aminoacidos indicada en SEQ ID NO:2 y una mutacién individual seleccionada del grupo que consiste
en una mutacion S195N, una mutacion 1198N, una mutacion A199D, una mutacion E204K y una mutacion C285W;
una mutacion doble 198N, C285W; y una mutacion triple 198N, A199D, E204K. La proteina citolisina A (ClyA) de S.
Typhi también puede tener la secuencia de aminoacidos indicada en SEQ ID NO:2 y una mutacion C285W, asi
como una mutacién adicional seleccionada del grupo que consiste en una mutacién 1198N, una mutacién A199D, y
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una mutacion E204K. Se describen usos en los que la proteina citolisina A (ClyA) de S. Typhi tiene la secuencia de
aminodcidos indicada en SEQ ID NO:2 y la proteina de interés es la toxina del antrax PA83.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un vector de expresion que comprende un médulo de expresion,
en el que el médulo de expresidon comprende una secuencia codificadora de una proteina de exportacion unida a
una secuencia codificadora de una proteina de interés en una disposicion 5' a 3', en el que dicha proteina de
exportacion es una proteina citolisina A (ClyA) de Salmonella enterica serovar Typhi (S. Typhi) que tiene una
actividad hemolitica sustancialmente reducida en comparacion con la proteina ClyA de SEQ ID NO:2, teniendo dicha
proteina de exportacion la secuencia de aminoacidos indicada en SEQ ID NO:2 y teniendo una mutacion
seleccionada del grupo que consiste en una mutacion S195N, una mutaciéon 1198N, una mutaciéon A199D, una
mutacion E204K y una mutacion C285W.

En otras realizaciones igualmente preferidas del vector de expresion, la proteina citolisina A (ClyA) de S. Typhi tiene
la secuencia de aminoacidos indicada en SEQ ID NO:2 y una mutacién individual seleccionada del grupo que
consiste en una mutacion S195N, una mutacion 198N, una mutacién A199D, una mutacion E204K y una mutacion
C285W; una mutacién doble 1198N, C285W; y una mutacion triple 198N, A199D, E204K. La proteina citolisina A
(ClyA) de S. Typhi también puede tener la secuencia de aminoacidos indicada en SEQ ID NO:2 y una mutacion
C285W, asi como una mutacion adicional seleccionada del grupo que consiste en una mutacién 1198N, una
mutacion A199D, y una mutacion E204K. Se describen vectores en los que la proteina citolisina A (ClyA) de S. Typhi
tiene la secuencia de aminoacidos indicada en SEQ ID NO:2 y la proteina de interés es la toxina de antrax PA83.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 proporciona ejemplos de los vectores de expresion de esta invencion. La figtura 1A ilustra el vector de
expresion pSEC84. La figura 1B ilustra el vector de expresién pSEC84bla. La figura1C ilustra pSEC84sacB. La
figura 1D ilustra pSEC84gfpuv.

La figura 2 ilustra la exportacion de la proteina de fusion de ClyA-SacB que se produce en el metabolismo de la
sacarosa en el medio de crecimiento solido. Las cepas se cultivaron en medio que contenia sacarosa al 8% (2A 'y
2B), sacarosa al 16% (2C y 2D), o sacarosa al 8% + L-arabinosa al 8% (2E y 2F). Las figuras 2A, 2C, y 2E muestran
el crecimiento de CVD 908-htrA que expresa ClyA. Las figuras 2B, 2D, y 2F muestran el crecimiento de CVD 908-
htrA que expresa ClyA-SacB.

La figura 3 ilustra el crecimiento de CVD 908-htrA que expresa ClyA (pSEC84) o ClyA-SacB (pSEC84sacB),
cultivado en caldo 2XLB50 suplementado con DHB y sacarosa al 10% o glucosa al 10%.

La figura 4 ilustra un analisis de la inmunotransferencia Western de fracciones de células bacterianas de CVD 908-
htrA (carriles 1-3) o CVD 908-htrA(pSEC84gfpuv) (carriles 4-8). Las fracciones celulares se cargan como sigue:
sobrenadantes, carriles 1 y 4; citoplasmica, carriles 2 y 6; periplasmica, carril 5; insoluble, carril 7; célula entera,
carriles 3 y 8; y 50 ng de GFPuv, carril 9. Las membranas con muestras idénticas se sondaron con anticuerpos
especificos para GFPuv (panel A) o GroEL de E. coli (panel B).

La figura 5 muestra el plasmido de expresion pSEC92gfpuv. El pSEC92gfpuv tiene una inserciéon de una secuencia
de clyA de Salmonella Typhi con optimizacién de codones. En otra derivacion de este plasmido de expresion,
pSEC93gfp tiene la misma estructura genética que pSEC92gfpuv, excepto que tiene tres mutaciones puntuales,
1198—N, A199—-D, E204—K en la secuencia de clyA.

La figura 6 muestra inmunotransferencias de mutantes de clyA no hemoliticos. La ClyA de tipo salvaje ("wt-clyA",
hemolitica) y los mutantes no hemoliticos se expresan como proteinas de fusion de ClyA fusionada con la proteina
fluorescente indicadora GFPuv expresada de plasmidos derivados de pSEC92gfpuv en DH5a. A. Deteccion de las
proteinas de fusion de ClyA::GFPuv en los sobrenadantes del cultivo de wt clyA (hemolitica) o los mutantes de clyA
(no hemoliticos). B. Deteccion de GroEL en los sobrenadantes del cultivo.

La figura 7 muestra la actividad hemolitica cuantificada de los mutantes de un solo aminoacido de ClyA. ClyA y sus
mutantes no hemoliticos se expresan desde plasmidos derivados de pSEC92gfpuv en E. coli DH5¢.

La figura 8 muestra inmunotransferencias de mutantes de ClyA no hemoliticos. La wt ClyA (hemolitica) y los
mutantes no hemoliticos se expresan en Salmonella Typhi CVD 908-htrA como proteinas de fusién codificadas por
plasmidos derivados de pSEC92gfpuv. A. Deteccion de GFPuv en los sobrenadantes del cultivo de wt ClyA o los
mutantes de ClyA no hemoliticos. B. Deteccién de GroEL en los sobrenadantes del cultivo. 1, mutante de clyA no
hemolitico que porta la mutacién 1198—N. 2, wt ClyA. 3, mutante triple de ClyA no hemolitico que porta 1198—N,
A199-D, E204—K. 4, extracto de células enteras de Salmonella Typhi CVD 908-hirA sin plasmido.

La figura 9 muestra la actividad hemolitica del mutante triple de clyA no hemolitico (1198—N, A199—D y E204—K)
expresado en Salmonella Typhi CVD 908-htrA desde el plasmido pSEC93gfp.
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La figura 10 muestra los resultados de un experimento de inmunogenicidad en el que se inmunizaron ratones por via
intranasal con dos dosis (10° unidades formadoras de colonias (CFU) por dosis) de cepas de vectores vivos
atenuados CVD 908-htrA que portan plasmidos derivados de pSEC92gfpuv que expresan proteinas variantes de
fusion de ClyA no hemolitica::GFPuv. Todos los ratones recibieron un refuerzo intramuscular con GFPuv purificada
en el dia 42. Los resultados se indican como la media geométrica de las titulaciones (en unidades de ELISA (EU)) de
IgG sérica frente al dominio GFPuv de ClyA::GFPuv.

La figura 11 proporciona un alineamiento de una porcion de la secuencia de aminoacidos de ClyA de S. Typhi de
tipo salvaje ("wt ClyA"), la secuencia del variante 198N, y la secuencia del variante 198N, A199D, E204K.

La figura 12 muestra inmunotransferencias de mutantes de clyA no hemoliticos. Carril 1 - marcador de proteinas
caleiodoscopico; carril 2 - CVD908htrA; carril 3 - CVD908htrA(pSEC91-83); carril 4 - CVD908-htrAssb(pS-CPA83-
[198N) - mutante individual 1; carril 5 - CVD908-htrAssb(pS-CPA83-C285W) - mutante individual 2; carril 6 -
CVD908-htrAssb(pS-CPA83-DM) - mutante doble; carril 7 - proteina purificada PA83 (250 ng).

La figura 13 muestra la actividad hemolitica cuantificada de los mutantes de un solo aminoacido y de dos
aminoacidos de ClyA. CIyA y sus mutantes no hemoliticos se expresan desde diferentes plasmidos en CVD908htrA
y CVD908htrA-ssb.

La figura 14 muestra los resultados de un experimento de inmunogenicidad en el que se inmunizaron ratones por via
intranasal con dos dosis (10° unidades formadoras de colonias (CFU) por dosis) de cepas de vectores vivos
atenuados CVD 908-htrA que portan plasmidos derivados de pGEN222A3s que expresan proteinas variantes de
fusion de ClyA no hemolitica::PA83. Todos los ratones recibieron un refuerzo intramuscular con la proteina PA83
mas alhidrogel. Los resultados se indican como la media geométrica de las titulaciones (en unidades de ELISA (EU))
de IgG sérica frente al dominio PA83 de ClyA::PA83.

La figura 15 muestra los resultados de la comparacion del porcentaje de ratones con seroconversion y GMT después
de una vacunacioén con vectores vivos CVD908htrA que portan plasmidos con sistemas de exportacion de ClyA de
tipo salvaje y mutantes de ClyA no hemoliticos.

Descripcion detallada de la realizacion preferida

La siguiente descripcidon proporciona un sistema de exportacion de proteinas para producir, de forma eficaz,
proteinas recombinantes desde un organismo hospedante. En una realizacion preferida, el sistema de exportacion
de proteinas utiliza la maquinaria de exportacion de proteinas endégena del organismo hospedante en el que se
introduce el vector del sistema de exportacién de proteinas. El organismo hospedante puede ser un procariota, tal
como una bacteria, o un virus.

El sistema de exportacidon de proteinas tiene una serie de aplicaciones Uutiles. El sistema puede utilizarse para
producir, de forma eficaz, proteinas recombinantes de interés dentro de un organismo hospedante y exportar la
proteina de interés recombinante desde el organismo hospedante. Por ejemplo, el sistema descrito puede utilizarse
para producir, de forma eficaz, proteinas de interés recombinantes en un biorreactor.

El sistema de exportacion de proteinas también puede utilizarse para proporcionar a un animal un material
antigénico contra el cual puede organizarse una respuesta inmunolégica. Por ejemplo, en una realizacion, una
bacteria atenuada, tal como Salmonella, Escherichia, Shigella, Vibrio o Clostridium spp., se transforma con los
componentes del sistema de exportacién de proteinas. Las bacterias recombinantes después pueden utilizarse
como una composicién inmunogénica de vectores vivos capaz de facilitar la generacion de una respuesta
inmunolégica en un animal. El sistema de exportacion de proteinas puede utilizarse con una diversidad de antigenos
de interés. Las realizaciones especificas incluyen composiciones inmunogénicas dirigidas contra la fiebre tifoidea, el
antrax, la peste, la colitis pseudomembranosa y otras enfermedades. También se describen composiciones
inmunogénicas que expresan antigenos que son exportados desde un organismo hospedante recombinante con un
minimo de lisis.

A. Sistema de exportacion de proteinas de la familia HIYE

La siguiente descripcion se refiere al uso de los miembros de la familia HIyE en un sistema de exportacion de
proteinas para facilitar la expresion de proteinas. Los miembros de la familia HIyE pueden utilizarse para facilitar la
exportacion de proteinas producidas de modo recombinante desde sus hospedantes bacterianos. Se cree que los
sistemas de expresion que exportan proteinas producidas de modo recombinante facilitan una mayor produccién de
proteinas. El sistema de exportacién de proteinas descrito también puede utilizarse para preparar composiciones
inmunoldgicas con las que vacunar a animales.

Se ha observado que las velocidades de crecimiento de organismos recombinantes que contienen vectores de
expresion disminuyen a medida que aumenta el nivel de expresion de un gen de interés. La disminucion en el
crecimiento puede activar la induccion de diversas proteasas celulares que pueden degradar la proteina
recombinante expresada. Por tanto, una menor velocidad de crecimiento es la consecuencia inevitable de la carga
metabdlica que, a su vez, es el resultado acumulado de una serie de perturbaciones fisiologicas. Por ejemplo, se
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producen perturbaciones fisioldgicas debido a la expresion y la acumulacion de la proteina de interés dentro de la
bacteria hospedante. Esta acumulacion puede ser perjudicial para la viabilidad de la bacteria hospedante y, asi,
constituir una presion de seleccion negativa.

Debido a que las cargas metabdlicas, tales como las analizadas arriba, crean una presion selectiva sobre la pérdida
de los vectores de expresion residentes en ausencia de seleccion, puede producirse una pérdida significativa de los
vectores de expresion desde la bacteria hospedante después de que la bacteria hospedante haya sido transformada
con el vector de expresion que contiene el gen de interés. La pérdida espontanea del plasmido elimina cualquier
carga metabolica de la bacteria hospedante y permite que las bacterias sin plasmidos sobrepasen con rapidez a la
poblacion de bacterias que portan plasmidos. La mayor cantidad de células bacterianas que no contienen el vector
de expresion y, por tanto, que no expresan la proteina de interés reduce los niveles de produccion de proteinas en
su conjunto. Por tanto, las bacterias hospedantes que no estan genéticamente constrefidas para mantener vectores
de expresion que dirigen la sintesis de altos niveles de una proteina de interés concreta pueden producir una
cantidad significativamente menor de proteinas.

Una realizaciéon preferida para exportar la proteina de interés expresada de modo recombinante comprende
aprovechar un sistema de exportacion endégeno en la bacteria hospedante que contiene el vector de expresion. El
aprovechamiento de un sistema de exportacion endégeno resulta ventajoso en parte debido a que evita la necesidad
de grandes cantidades de ADN heterdlogo que codifica proteinas exoéticas para suministrar un sistema de
exportacion exégeno. No obstante, los sistemas de exportacion de proteinas que utilizan sistemas de exportacion
exogenos también se incluyen en la presente descripcion.

Un candidato a sistema de exportacion endégeno atractivo es la hemolisina criptica (ClyA), codificada por el gen de
citolisina A (clyA) dentro del cromosoma de Salmonella enterica serovar Typhi (en lo sucesivo "S. Typhi'), un
miembro de la familia de proteinas HIyE. La familia HIyE consiste en homdlogos cercanos de E. coli, Shigella flexneri
y S. Typhiy otras bacterias.

Para fines ilustrativos, se analiza la estructura de las proteinas de los miembros de la familia HIyE, haciendo
referencia a la proteina HIyE de E. coli. La proteina de E. coli es una hemolisina bien caracterizada desde el punto
de vista funcional, que forma poros y esta codificada cromosémicamente denominada HIyE (también conocida como
ClyA y hemolisina A silenciosa (SheA)). Consiste en 303 restos aminoacidos (34 kDa). Su transcripcion esta
positivamente controlada por SlyA, un regulador que se encuentra en varias bacterias entéricas. HIyE forma poros
transmembrana estables moderadamente selectivos para cationes con un diametro de 2,5-3,0 nm en las bicapas
lipidicas. La proteina se une al colesterol, y la formacion de poros en una membrana es estimulada si la membrana
contiene colesterol. La estructura cristalina de HIyE de E. coli se ha resuelto hasta una resolucion de 2,0 A, y se ha
logrado la visualizacion de la forma asociada a lipidos de la toxina a baja resolucion mediante microscopia
electrénica. La estructura muestra un complejo haz helicoidal con una longitud de aproximadamente 100 A.
Oligomeriza en presencia de lipidos para formar poros transmembrana.

HIyE es una molécula con forma de bastoncillo ondulado con una regién transmembrana de 27 restos hidrofoba.
Esta region comprende un terminal de la molécula plegada y se ha propuesto que forma un poro dentro de una
membrana diana. La formacion del poro conduce, en ultimo término, a la lisis de la célula diana. En elegantes
estudios de microscopia electronica, Wallace et al. han demostrado que HIyE se inserta en vesiculas lipidicas para
formar poros formados por 8 monémeros de HIyE.

Aunque se ha aclarado la formacion de poros facilitada por HIyE, el mecanismo mediante el cual HIyE y los
homadlogos de HIyE son exportados hacia el exterior de la bacteria sigue sin estar claro. Ademas, la manera en que
la hemolisina se inserta en las membranas diana para ensamblarse en poros tampoco se entiende por completo. Del
Castillo et al. describen la secrecion dependiente de la fase de crecimiento de actividad hemolitica, que alcanza su
maximo durante la fase semilogaritmica y desaparece al principio 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
haemolysin, Mol. Microbiol., 25:107-115). Ludwig et al. han indicado que la secrecién de esta hemolisina criptica
viene acompafada por la pérdida de proteinas periplasmicamente confinadas, pero no viene acompanada por la
pérdida de proteinas citoplasmicas, lo cual es una prueba en contra de la lisis celular completa para liberar HlyE
(Ludwig, A., S. Bauer, R. Benz, B. Bergmann, y W. Goebel, 1999, Analysis of the SlyA-controlled expression,
subcellular localization and pore-forming activity of a 34 kDa haemolysin (ClyA) from Escherichia coli K-12, Mol.
Microbiol., 31:557-567).

Ademas, cuando se compara con la secuencia codificada por hlyE, la secuenciacion N-terminal de HIyE segregada
revela que HIYE no se procesa N-terminalmente durante el transporte. Oscarsson et al. han indicado que HIyE se
une al colesterol y que la presencia de colesterol en las membranas diana estimula la formacion de poros vy 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 ha calculado que aproximadamente 10°
moléculas de HIyE son necesarias para la lisis de un eritrocito diana, lo cual sugiere una significativa acumulacion de
HIyE antes de la deteccion de la lisis celular. HIyE es muy estable dentro de un intervalo de valores de pH entre 3,0 y
9,0, y es resistente a la ruptura por proteasas, incluyendo la tripsina y la pepsina (Atkins, A., N.R.
Wybom, A.J. Wallace, T.J. Stillman, L.K. Black, A.B. Fielding, M. Hisakado, P.J. Artymiuk, y J. Green, 2000,
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Structure-function relationships of a novel bacterial toxin, hemolysin E. The role of ag, J. Biol
Chem., 275:41150-41155).

La familia de proteinas HIyE generalmente provoca hemolisis en las células diana. Los miembros de la familia de
HlyE hemoliticamente activos o inactivos pueden utilizarse con las indicaciones descritas. Por ejemplo, se sabe que
una mutacion del gen hlyE puede reducir o eliminar la actividad hemolitica. Por ejemplo, se ha indicado la pérdida de
la actividad hemolitica cuando hlyE esta mutado de tal forma que aparecen sustituciones de aminoacidos en las
posiciones 180, 185, 187 y 193. De modo especifico, G180V, V185S, A187S y 1193S dan como resultado la pérdida
de la actividad hemolitica de una proteina HIyE expresada a partir de un gen hlyE mutado.

La presente descripcion utiliza las caracteristicas de exportacion de la familia de proteinas HIyE para producir un
sistema de exportacion de proteinas. Por ejemplo, se describen proteinas de fusion que comprenden cualquier
miembro de la familia HIYE y una proteina de interés. De modo mas especifico, se describen proteinas de fusiéon que
comprenden ClyA de S. Typhiy una proteina de interés. Tal como se analiza a continuacion, las proteinas de fusiéon
que contienen ClyA se exportan desde la célula hospedante bacteriana y hacia el medio circundante. Esta
caracteristica del sistema de expresiéon comprende un componente de proteina de fusién de una proteina de
exportacion::proteina de interés que facilita la produccién de la proteina de interés y la exportacion de la proteina de
fusiéon de una proteina de exportacion::proteina de interés. En realizaciones preferidas, se emplean variantes de
miembros de la familia HIyE que carecen de actividad hemolitica o que tienen una actividad hemolitica reducida
como proteinas de exportacion.

B. Sistema de exportacién de la proteina citolisina A (CIyA)

Una realizacion preferida de la presente descripcion se refiere al uso de la proteina citolisina A (ClyA) de S. Typhi en
un sistema de exportacion de proteinas. ClyA de S. Typhi fue descrita por primera vez por Wallace et al., que
también indicaron 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 hemolysin E (HIYE, ClyA, 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 se ha denominado de forma diversa como ClyA, HIyE, o SheA. Para evitar
confusiones, la hemolisina de E. coli se denomina en la presente HIyE y es codificada por hlyE. También por
claridad, la hemolisina de S. Typhi se denomina en la presente ClyA y es codificada por clyA.

Se ha resuelto la estructura cristalina de ClyA en E. coli (Wallace et al., 2000). La estructura exclusiva puede
dividirse en lineas generales en varios dominios, un dominio de cabeza, un dominio de cuerpo y un dominio de cola.
El dominio de cuerpo consiste en un haz de hélices (A, B, C, D, F). El dominio de cola es una hélice G que se
extiende hasta la mitad de la longitud del cuerpo. El dominio de cabeza consiste en una horquilla B corta (lengua-p) y
dos pequenias hélices (D y E), que flanquean cada una a la lengua-f3. Wallace et al. sugieren que la lengua-f puede
ser fundamental para la formacién de poros y, por tanto, para la actividad hemolitica (Wallace ef al., 2000). A través
de mutagénesis especifica dirigida a sitio, Oscarsson et al. han descubierto muchas regiones de ClyA que son
importantes para la actividad hemolitica (Oscarsson et al., 1999). Pero su estrategia de mutagénesis puede haber
distorsionado la estructura de ClyA y haber afectado a la exportacion de ClyA sin abolir realmente la actividad
hemolitica per se.

Un gen clyA de aproximadamente 1 kb ha sido clonado de S. Typhi CVD 908-htrA para su uso en un sistema de
exportacion de proteinas. La proteina ClyA se exporta de E. coliy S. Typhi y es capaz de exportar proteinas
pasajeras que han sido genéticamente condensadas con el extremo 3'-terminal del marco de lectura abierto de clyA.
La proteina pasajera indicada en la presente también se denomina proteina de interés. Se ha demostrado que el
plegamiento apropiado de estas proteinas de fusion se produce de tal forma que se mantiene la actividad biolégica
inherente de los dominios implicados.

La secuencia de nucleétidos y de aminoacidos para el gen clyA de S. Typhi y la proteina ClyA aisladas se
proporcionan en SEQ ID NO:21 y SEQ ID NO:22, respectivamente. La secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO:21
es la secuencia de nucleétidos de tipo salvaje recuperada de Salmonella serovar Typhi cepa Ty2. En SEQ ID NO:33
se proporciona una version sintética con optimizacion de codones del gen clyA de S. Typhi, segun se describe y se
utiliza en la presente. Otros miembros de la familia HIyE que pueden utilizarse como proteinas de exportacion en la
presente también estan disponibles y son conocidos por los expertos en la técnica. Los miembros de la familia
incluyen una segunda citolisina A de S. Typhi (el gen clyA se indica en SEQ ID NO:22 y esta disponible en
GENBANK n.° de registro AJ313034); citolisina A de Salmonella paratyphi (la secuencia del gen clyA para la
citolisina A se indica en SEQ ID NO:23 y esta disponible en GENBANK n.° de registro AJ313033); HIYE truncada de
Shigella flexneri (la secuencia del gen hlyE se indica en SEQ ID NO:24 y estd disponible en GENBANK
n.° de registro AF200955); HIyE de Escherichia coli (la secuencia del gen hlyE se indica en SEQ ID
NO:25 y esta disponible en GENBANK n.° de registro AJ001829).

C. Variantes no hemoliticos de los miembros de la familia HIYE

Tal como se indicé anteriormente, la familia de proteinas HIyE generalmente provoca la citolisis de las células diana,
que incluye la hemolisis de eritrocitos. Debido a que puede considerarse que las citolisinas/hemolisinas son factores
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de virulencia, la presente invencion utiliza variantes de los miembros de la familia HlyE que han sido mutados de
modo que carecen de actividad hemolitica o tienen actividad hemolitica reducida. La capacidad de estos variantes
para ser exportados desde una célula bacteriana que los produce, solos o en el contexto de una fusién con una
proteina de interés, se mantiene. Asi, los variantes no hemoliticos de los miembros de la familia HIyE tienen
actividad hemolitica reducida o no tienen actividad hemolitica, pero siguen siendo totalmente funcionales en los
sistemas de exportacién de proteinas de la presente invencion.

Los variantes no hemoliticos de los miembros de la familia HIyE pueden tener una serie de mutaciones genéticas en
la secuencia polinucleotidica que los codifica, de modo que la actividad hemolitica del variante se reduce o se abole
completamente. Para conservar otras actividades y funciones de los variantes, resulta preferible que se realice el
menor nimero de mutaciones en la secuencia codificadora de los variantes. En particular, pueden realizarse
mutaciones en la secuencia codificadora de un miembro de la familia HIyE de modo que solo se produzcan 1, 2, 3, 4,
5 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 o mas cambios de aminoacidos. Los cambios de aminoacidos incluyen
deleciones, adiciones y sustituciones. Las sustituciones de aminoacidos pueden ser sustituciones de aminoacidos
conservativas o no conservativas. Las mutaciones pueden realizarse en cualquier regién del polinucledtido que
codifica el variante, pero en realizaciones preferidas, la mutacion o mutaciones producen sustituciones de
aminoacidos en la lengua-beta o la hélice pequeia E.

Tal como se indicé anteriormente, la actividad hemolitica de los variantes no hemoliticos de los miembros de la
familia HIyE de la presente invencion puede estar reducida o completamente abolida. Cuando la actividad hemolitica
esta reducida, la reduccion es de aproximadamente 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85,
90, 95, 96, 97, 98 0 99% de reduccion en la actividad, comparado con el miembro de la familia de tipo salvaje a partir
del cual se deriva el variante. Tal como se emplea en la presente, un variante no hemolitico de un miembro de la
familia HIYE de la presente invencion que tienen una actividad hemolitica "sustancialmente reducida" es un variante
que muestra una reduccién de al menos aproximadamente 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 0 99% de la actividad
hemolitica de la proteina de tipo salvaje de la cual se deriva. La actividad hemolitica especifica puede medirse
cuantificando la liberacion de hemoglobina desde los eritrocitos, segun se describe en Sansonetti et al., 1986, Infect.
Immun., 51: 461-469.

Los expertos en la técnica entenderan que, aunque cada uno de los variantes de la presente invencién mantiene la
capacidad para ser exportado desde la célula en que se produce, solo o como una fusién con una proteina de
interés, puede ser aceptable una pequefia reduccién en la capacidad del variante para ser exportado. Por tanto, la
presente invencion también incluye los variantes que tienen una actividad hemolitica reducida o abolida, junto con
una reduccion en la capacidad para ser exportados de aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,450
50% en comparacion con el miembro de la familia de tipo salvaje del cual se deriva el variante.

El variante no hemolitico de un miembro de la familia HIyE para su uso en la presente invencion es un variante no
hemolitico de la proteina ClyA de S. Typhi. Estos variantes de ClyA de S. Typhiincluyen los que tienen 1, 2, 3, 4, 5,
6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15 0 mas cambios de aminoacidos. Ademas, estos variantes de ClyA de S. Typhi tienen
una reduccion en la actividad hemolitica de aproximadamente 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75,
80, 85, 90, 95, 96, 97, 98 o0 99% comparado con la proteina ClyA de S. Typhi de tipo salvaje. Ademas, estos
variantes de ClyA de S. Typhi pueden presentar una reduccidon en la capacidad para ser exportados de
aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 o0 50% en comparacion con la proteina ClyA de S. Typhi
de tipo salvaje.

Los expertos en la técnica entenderan que las mutaciones pueden introducirse en la secuencia que codifica ClyA de
S. Typhi utilizando una diversidad de técnicas, que incluyen kits disponibles en el mercado para la mutagénesis
especifica dirigida a sitio. Los variantes para su uso en la presente invencién pueden producirse introduciendo
mutaciones solo en la secuencia que codifica ClyA de S. Typhi, o en una secuencia que codifica una proteina de
fusién que comprende ClyA de S. Typhi genéticamente condensada con una secuencia que codifica una proteina de
interés o una proteina indicadora. En una realizacion, la secuencia que codifica ClyA de S. Typhi estd condensada
con una secuencia que codifica la proteina fluorescente verde (GFPuv) para producir una fusion genética
clyA::gfpuv. Se sabe que GFPuv no fluoresce si esta condensada con dominios cadena arriba que no se pliegan de
forma correcta. Por tanto, una fusion genética clyA::gfpuv puede utilizarse para seleccionar los mutantes no
hemoliticos, fluorescentes y con un plegamiento correcto, que es probable que sean exportados correctamente.

Ademas, de los variantes no hemoliticos de los miembros de la familia HIyE, se describen proteinas de fusion que
comprende un miembro de la familia HlyE de tipo salvaje unido a una proteina de interés. Debido a las
caracteristicas innatas de algunas proteinas de interés, simplemente la creacion de una proteina de fusién que
comprenda un miembro de la familia HIyE de tipo salvaje y una proteina de interés puede dar como resultado la
produccién de una proteina de fusidon que sea exportada desde la célula en la que se produce, pero que tiene
actividad hemolitica reducida o abolida. Un ejemplo de dicha proteina de fusion comprende la proteina CIyA de S.
Typhi unida a la proteina de la toxina del antrax PA83. La fusion de proteinas ClyA::PA83 conserva la capacidad de
ser exportada desde la célula en que se produce, pero tiene actividad hemolitica reducida.

Los variantes no hemoliticos de la proteina ClyA de S. Typhi incluyen los variantes mostrados en la tabla 1 que
tienen una mutacion individual en la posicion indicada. La "posicion" y la secuencia de tipo salvaje ("wt") indicadas
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en la tabla 1 se corresponden con la secuencia de aminoacidos del polipéptido de ClyA de S. Typhi que aparece en
SEQ ID NO:2. El "dominio" es el dominio particular del polipéptido de ClyA de S. Typhi. Las sustituciones de
aminoacidos de una sola letra en la tabla 1, y tal como se emplean en la presente, son: Alanina - A; Arginina - R;
Asparagina - N; Acido aspartico - D; Cisteina - C; Acido glutamico - E; Glutamina - Q; Glicina -G; Histidina - H;
Isoleucina - I; Leucina - L; Lisina - K; Metionina - M; Fenilalanina - F; Prolina - P; Serina - S; Treonina - T; Triptéfano -
W; Tirosina - Y; Valina - V.

Tabla 1
Clon Posicion wt Mutacién Dominio SEQ ID NO:
M133 109 A T aC
M165 109 A \ aC
M188 116 L Q aC
M187 148 L P aC
M179 163 S C vuelta entre aC y aD
M103 195 S N lengua-p
M30 198 I N aE 30
M128 199 A D oE
M135 204 E K oE
M182 204 E D oE
M109 205 G D oE
M64 207 L R aoF
M185 215 L P aoF
M163 225 L S aoF
M176 229 V L aoF
M150 281 M K aG
M171 284 T P aG
M148 285 C W aG

La mutacion C285W de ClyA de S. Typhi altera un puente de cisteina intramolecular natural que evita la
oligomerizacién de ClyA necesaria para la formacion de poros citolitica.

Vectores de expresion de proteinas de exportaciéon

El sistema de exportacion de proteinas descrito en la presente puede utilizarse para expresar y exportar una amplia
variedad de proteinas de fusion que comprenden una proteina de exportacién y una proteina de interés. En una
realizacion, la proteina de interés es codificada por un gen de interés. El gen de interés puede ser extrano a la
bacteria que contiene el sistema de exportaciéon de proteinas o puede ser un gen que es enddégeno de la bacteria.
Generalmente, una construcciéon de protein de fusién de una proteina de exportacién::proteina de interés esta
presente en el médulo de expresion que, a su vez, esta presente en un vector de expresion. Cada una de estas
unidades se analiza a continuacion.

Vectores de expresion

El sistema de exportacién de proteinas utiliza un vector de expresion para facilitar la produccién recombinante de la
proteina de interés. Generalmente, el vector de expresion comprendera un origen de la replicacion y otras
caracteristicas estructurales que controlan y regulan el mantenimiento del vector de expresion en la célula
hospedante. Por definicion, la expresion "vector de expresion” se refiere a un plasmido, un virus u otro vehiculo
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conocido en la técnica que ha sido manipulado mediante la insercién o la incorporacion del médulo de expresiéon que
comprende la proteina de fusion de la proteina de exportacion::proteina de interés. Un ejemplo de un sistema de
vector de expresion que describe vectores de expresidon que confieren estabilidad al plasmido en dos niveles
independientes se describe en Galen, et al., Immun., 67:6424-6433 (1999), y en la solicitud de patente de EEUU n.°
de serie 09/204.117, presentada el 2 de diciembre, 1998, ahora patente de EEUU n.° 6.413.768, y n.° de serie
09/453.313, presentada el 2 de diciembre, 1999, ahora patente de EEUU n.° 6.703.233.

Los ejemplos de vectores de expresion que pueden utilizarse incluyen los que aparecen en la figura 1, que incluyen
pSEC84, pSECB84bla, pSEC84sacB, pSEC84toxC, pSECgfpuv, pSEC92gfpuv, pSEC93gfpuv, pSEC92M30gfpuv,
pGEN222A3S, y pGEN222A3S-ClyA-PA83. Otros vectores incluyen los plasmidos de bajo numero de copias
derivados de pSC101, que incluyen pGEN206 y pSEC10, y sus fusiones, tales como pSEC91-83 y pSEC10-83S
(Galen et al., Immunol. Cell Biol., 5 de mayo, 2009, pp. 1-13; Galen et al., J. Infect. Dis., 119:326-335 (2009)). La
tecnologia de los modulos permite adaptar cualquier replicon para la expresion de variantes de ClyA porque el
modulo de fusion de clyA (que comprende el promotor ompC, clyA, y un compafiero de fusion cadena abajo) esta
completamente autoconstrefiido y requiere solo un replicon plasmidico para poder utilizarse con éxito en cualquier
entorno bacteriano permisivo. Asi, puede utilizarse cualquiera de los vectores descritos en la presente y cualquier
otro vector conocido en la técnica por ser util para los objetivos contemplados en la presente. Ademas, cada uno de
los vectores de expresion descritos en la presente puede utilizarse segun se proporciona. Sin embargo, los expertos
en la técnica comprenderan que estos vectores de expresion también pueden utilizarse como un vector de esqueleto
a partir del cual puede retirarse la secuencia que codifica la proteina de exportacion, la secuencia que codifica la
proteina de interés, o la secuencia que codifica la proteina de fusién de la proteina de exportacion::proteina de
interés (cuando estan presentes) y reemplazarse por una secuencia diferente que codifique estos elementos. Por
ejemplo, la secuencia que codifica GFPuv en pSEC93gfpuv puede retirarse y reemplazarse por una secuencia que
codifique un antigeno de interés.

Modulos de expresion de proteina de fusién-proteina de exportacion

El sistema de exportacion de proteinas descrito en la presente puede utilizarse para expresar y exportar una amplia
variedad de proteinas de fusién que comprenden una proteina de exportacion y una proteina de interés. La proteina
de interés es codificada por la secuencia codificadora de la proteina de interés, que también es el gen de interés. El
gen de interés puede ser extrafio a la bacteria que contiene el sistema de exportaciéon de proteinas o puede ser un
gen que es enddgeno de la bacteria. La proteina de interés puede variar desde un Unico aminoacido a proteinas que
tienen varias veces el tamafio de la molécula de la proteina de exportacion. Mas preferiblemente, la proteina de
interés puede variar desde diez aminoacidos a dos veces el tamafio de la proteina de exportacion. Resulta preferible
que el tamafo de la proteina de interés sea tal que no interfiera con la capacidad de la proteina de exportacién para
ser exportada enteramente hacia el exterior de la bacteria. Los ejemplos de proteinas de interés tienen de 0 kDa
hasta al menos 50 kDa de masa. También pueden utilizarse masas mayores, y asi proteinas mas largas, como
proteinas de interés. Por ejemplo, las proteinas de interés peuden 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 mayor.

Como alternativa, 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 aminoacidos o0 mas.

Generalmente, el gen de interés que se va a expresar esta presente en un modulo de expresion. Un modulo de
expresion generalmente contendra caracteristicas estructurales adecuadas, tales como un promotor, un terminador,
etc., para permitir la transcripcion del gen de interés.

Las secuencias polinucleotidicas que codifican una proteina de fusidon de una proteina de exportacién::proteina de
interés (también conocidas como "secuencias codificadoras de la proteina de fusion de una proteina de
exportacion::proteina de interés") pueden estar unidas operativamente a secuencias de control de la expresion para
formar un médulo de expresion. La expresion "unido operativamente” se refiere a una juxtaposicion en la que los
componentes descritos estan en una relacion que les permite funcionar segin su manera prevista. Una secuencia
de control de la expresion unida operativamente a una secuencia codificadora esta acoplada de modo que se logra
la expresion de la secuencia codificadora bajo condiciones compatibles con las secuencias de control de la
expresion. Tal como se emplea en la presente, la expresion "secuencias de control de la expresion" se refiere a
secuencias de acidos nucleicos que regulan la expresion de una secuencia de acido nucleico al cual estan unidas
operativamente. Las secuencias de control de la expresion estan unidas operativamente a una secuencia de acido
nucleico cuando las secuencias de control de la expresién controlan y regulan la transcripcion y, segun sea
apropiado, la traduccién de la secuencia del acido nucleico. Asi, las secuencias de control de la expresion pueden
incluir promotores apropiados, terminadores de la transcripcidn, secuencias de unién a ribosomas optimizadas, un
codon de inicio (es decir, ATG) delante de un gen codificador de proteina, el marco de lectura correcto de ese gen
para permitir la traduccion apropiada del ARNm, y codones de fin. La expresidon "secuencias de control" pretende
incluir, como minimo, los componentes cuya presencia pueden influir en la expresion, y también puede incluir otros
componentes cuya presencia es ventajosa, por ejemplo, secuencias conductoras. Las secuencias de control de la
expresion pueden incluir un promotor.
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Un "promotor" es la secuencia minima suficiente para dirigir la transcripcion. También incluye los elementos
promotores que son suficientes para hacer que la expresion del gen dependiente del promotor sea controlable por
agentes o sefales externos especificos del tipo celular, especificos del tejido, o sea inducible por agentes o sefiales
externos; estos elementos pueden estar localizados en las regiones 5' o 3' de la secuencia codificadora de la
proteina de fusion de la proteina de exportacién::proteina de interés. Tanto los promotores constitutivos como los
promotores inducibles son utiles con los métodos descritos. La expresion de las secuencias codificadoras de
proteinas de fusion de una proteina de exportacion::proteina de interés puede ser dirigida por una serie de
promotores. Aunque puede utilizarse el promotor endégeno de una proteina de exportacion para la regulacion
transcripcional del modulo de expresion, preferiblemente el promotor es una secuencia reguladora extrafia. Un
ejemplo de un promotor endégeno inducible es el promotor ompC que puede utilizarse para dirigir la transcripcion
del moédulo de expresion.

Los promotores utiles en la invencion incluyen promotores naturales constitutivos e inducibles, asi como promotores
modificados. Un promotor inducible preferido deberia 1) proporcionar una baja expresion en ausencia del inductor; 2)
proporcionar una alta expresion en presencia del inductor; 3) utilizar un esquema de induccién que no interfiera con
la fisiologia normal de la célula hospedante; y 4) tener poco o ningun efecto sobre la expresion de otros genes. Los
ejemplos de promotores inducibles incluyen los inducidos por medios quimicos. Los expertos en la técnica
conoceran otros promotores, tanto constitutivos como inducibles.

El promotor concreto seleccionado debe ser capaz de provocar una expresion suficiente como para dar como
resultado la expresion de una cantidad eficaz de la proteina de fusién de una proteina de exportacion::proteina de
interés. La cantidad eficaz de la proteina de fusién de una proteina de exportacién::proteina de interés puede variar
dependiendo del objetivo de la expresion. Los promotores utilizados en las construcciones de vectores de la
presente descripcion pueden modificarse, si se desea, para afectar a sus caracteristicas de control.

La proteina de fusién de una proteina de exportacién::proteina de interés que comprende la proteina de exportacion
y la proteina de interés también puede comprender marcadores de purificacion introducidos en el modulo de
expresion para ser expresados como parte de la proteina de fusién de una proteina de exportacion::proteina de
interés. El marcador se elige para facilitar la purificacion de la proteina de fusion de una proteina de
exportacion::proteina de interés y/o la proteina de interés producida por los métodos descritos. Por ejemplo, puede
introducirse una pluralidad de restos histidina en la porcién C-terminal o la porciéon N-terminal de la proteina de
interés para facilitar la purificacion de las proteinas. Resulta preferible que la introduccién del marcador minimice los
plegamientos incorrectos de la proteina de interés.

Ademas del marcador de polihistidina, existe una serie de otros marcadores de proteinas que pueden utilizarse para
facilitar la purificaciéon de las proteinas. Por ejemplo, con el sistema descrito pueden utilizarse marcadores
antigénicos, tales como el marcador de proteina de unién a la maltosa, un marcador de epitopo c-myc, un marcador
de proteina fluorescente verde, un marcador de luciferasa, un marcador de beta-galactosidasa, un marcador de
polihistidina o cualquier otro marcador de expresion de proteinas adecuado.

La proteina de fusién de una proteina de exportacion::proteina de interés que comprende la proteina de exportacion
y la proteina de interés también puede comprender otras caracteristicas para facilitar el uso de la proteina expresada
y exportada. Por ejemplo, pueden introducirse sitios de reconocimiento de proteasas entre diversos componentes de
la proteina de fusién de una proteina de exportacion::proteina de interés, que incluyen, si resulta aplicable, los
marcadores descritos anteriormente, para estimular la separacién de los componentes de la proteina de fusion de
una proteina de exportacion::proteina de interés. Por ejemplo, puede introducirse un sitio de reconocimiento de
proteasas entre las secuencias de la proteina de exportacion y la proteina de interés en el médulo de expresion.
Ademas, puede introducirse un sitio de reconocimiento de proteasas entre el marcador y las secuencias de la
proteina de interés en el médulo de expresion. Estos sitios de reconocimiento de proteasas facilitan la separaciéon de
la proteina de exportacion de la proteina de interés.

La proteina de fusion de una proteina de exportacion::proteina de interés generalmente esta dispuesta de modo que
la proteina de interés esta conectada al extremo carboxi-terminal de la proteina de exportaciéon. Sin embargo, los
expertos en la técnica comprenderan que, dependiendo de la identidad de la proteina de exportacion y la proteina de
interés, la proteina de fusién puede construirse de modo que la proteina de exportacion esté conectada al extremo
carboxi-terminal de la proteina de interés.

Opcionalmente, un marcador seleccionable puede estar asociado con el médulo de expresién. Tal como se emplea
en la presente, el término "marcador" se refiere a un gen que codifica un rasgo o un fenotipo que permite la
seleccion o la busqueda de una célula hospedante que contiene el marcador. El gen marcador puede ser un gen de
resistencia a antibidticos, con lo cual puede utilizarse el antibiético apropiado para seleccionar las células
hospedantes transformadas entre las otras células que no estan transformadas, o el gen marcador puede ser
cualquier otro gen de resistencia a farmacos. Los ejemplos de marcadores seleccionables adecuados incluyen la
adenosina desaminasa, dihidrofolato reeductasa, higromicina-B-fosfotransferasa, timidina quinasa, xantina-guanina
fosforribosiltransferasa, resistencia a glifosfato y glufosinato, y amino-glicésido 3'-O-fosfotransferasa Il (resistencia a
kanamicina, neomicina y G418). Los expertos en la técnica conoceran otros marcadores adecuados que pueden
emplearse con las indicacaciones descritas.
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Un ejemplo de un vector de expresion se muestra en la figura 1. En la figura 1A se muestra el vector de expresion
pSECB84. La secuencia de nucledtidos del vector pSEC84 aparece en SEQ ID NO:1. La secuencia de aminoacidos
de ClyA codificado por el gen clyA aparece en SEQ ID NO:2.

Cada vector que aparece en las figuras 1A-D comprende un promotor (Pompc, un promotor ompC modificado
controlado osméticamente de E. coli), una proteina de exportacion (clyA), un origen de la replicacion, un terminador
de la transcripcion (T1), una funcién de reparto pasivo (par), la resistencia a kanamicina (aph), un sistema de muerte
postsegregacional (hok-sok), y un sistema de reparto activo (parA). Debe advertirse que estos componentes del
vector son solo ejemplos de una Unica realizacion del sistema descrito.

La figura 1B ilustra el vector de expresion pSEC84bla. Este vector de expresion contiene las mismas caracteristicas
que el vector pSEC84 y comprende ademas una construccion de proteina de fusién de una proteina de
exportacion::proteina de interés. De modo especifico, el gen bla que codifica la B-lactamasa se cloné en el vector
pSEC84 en el sitio Nhe | en la posicion 1426 del vector de origen. Otras construcciones de fusiéon se muestran en la
figura 1C (pSEC84sacB) y la figura 1D (pSEC84gfpuv).

La figura 5 ilustra otro vector, pSEC92gfpuv, que contiene la secuencia codificadora de ClyA de S. Typhi, en la que
los codones han sido optimizados para la expresion en procariotas que incluyen, pero no se limitan a los géneros
Salmonella y Escherichia. Los expertos en la técnica apreciaran que la optimizacion de codones de genes extrafios
introducidos en un hospedante bacteriano permite una alto nivel de expresion de la proteina extrafia codificada de
interés. La presente invencion describe la fusion genética de clyA con optimizacién de codones a gfpuv que codifica
la proteina fluorescente verde GFPuv, codificada por el plasmido de expresion pSEC92gfpuv. La secuencia de
nucleédtidos de clyA con optimizacién de codones se indica en SEQ ID NO:33. El pSEC92gfpuv es particularmente
util para la generacion y el ensayo de diferentes mutaciones puntuales dentro del gen clyA. Se sabe que GFPuv no
fluoresce si esta condensada a dominios cadena arriba que no se pliegan correctamente. Por tanto, una fusion
geéntica clyA::gfpuv puede utilizarse para seleccionar mutaciones puntuales en la region codificadora de clyA que
producen mutantes plegados correctamente fluorescentes no hemoliticos, que es probable que sean exportados
correctamente. El pSEC93gfpuv se deriva de pSEC92gfpuv, y codifica ClyA de S. Typhi con optimizacion de
codones con la adiciéon de tres mutaciones puntuales insertadas en la regién codificadora de clyA: 198N, A199D y
E204K, condensadas en la region codificadora de la proteina fluorescente verde (gfpuv).

Genes de interés

El sistema de exportacion de proteinas descrito en la presente puede utilizarse con una diversidad de genes de
interés. En una realizacion, el gen de interés codifica una proteina deseada. Cualquier proteina susceptible a la
expresion bacteriana recombinante puede utilizarse con el sistema de exportacion descritos. El gen de interés puede
codificar cualquier polipéptido tal como, por ejemplo, un polipéptido de mamifero, tal como una enzima, un inhibidor
de enzimas, una hormona, una linfoquina, un activador del plasminégeno o cualquier otra proteina de interés. El gen
de interés puede codificar un gen eucariota, un gen procariota, un gen vegetal o un gen virico de interés.

Una ventaja del sistema descrito es que proporciona un método mediante el cual proteinas que son toxicas para la
bacteria hospedante ahora pueden expresarse. Por ejemplo, la expresion recombinante de ciertas proteinas es
complicada o imposible cuando la proteina expresada no se exporta desde la célula bacteriana hospedante. Con los
métodos descritos en la presente, los expertos en la técnica pueden expresar una proteina previamente
inexpresable o infraexpresada para producir la proteina deseada en cantidades que se puedan utilizar.

En ofra realizacion, el gen de interés es un gen que codifica un antigeno inmunogénico, y la proteina de interés es
un antigeno puede ser ser una proteina o uno de sus fragmentos antigénicos procedente de cualquier patégeno, tal
como patdgenos viricos, patdégenos bacterianos y patdgenos parasitarios. Como alternativa, el gen de interés puede
ser un gen sintético, construido utilizando métodos de ADN recombinante, que codifican antigenos o una de sus
parte procedentes de patdgenos viricos, bacterianos o parasitarios u otro antigeno de interés. Estos patéogenos
pueden ser infecciosos en hospedantes humanos, animales domésticos o animales salvajes.

Los ejemplos de patdgenos viricos concretos a partir de los cuales se derivan los antigenos viricos incluyen, pero no
se limitan a Ortomixovirus, tales como el virus de la gripe; Retrovirus, tales como el virus del sarcoma de Rous
(RSV) y el virus de la inmunodeficiencia de simios (SIV); Herpesvirus, tal como el virus de Epstein Barr (EBV),
citomegalovirus (CMV) o virus del herpes simplex virus; Lentivirus, tal como el virus de la inmunodeficiencia humana;
Rhabdovirus, tal como el virus de la rabia; Picomovirus, tal como el poliovirus; Poxvirus, tal como el virus de vaccinia;
Rotavirus; y Parvovirus.

Los ejemplos de antigenos inmunogénicos procedentes de patdgenos viricos incluyen los antigenos del virus de la
inmunodeficiencia humana Nef, p24, gp120, gp41, Tat, Rev, y Pol. Otros ejemplos de antigenos incluyen los
epitopos de células T y células B de gp120, el antigeno de la superficie de la hepatitis B, antigenos de rotavirus,
tales como VP4, VP6, y VP7, antigenos del virus de la gripe, tales como hemaglutinina o nucleoproteina, y timidina
quinasa del virus del herpes simplex. Las secuencias de los acidos nucleicos y de aminoacidos de cada uno de
estos antigenos viricos son muy conocidas en la técnica y pueden obtenerse con facilidad.
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Los patdgenos bacterianos a partir de los cuales pueden derivarse antigenos bacterianos incluyen, pero no se
limitan a Mycobacterium spp., Helicobacter pylori, Salmonella spp., Shigella spp., E. coli, Rickettsia spp., Listeria
spp., Legionella pneumoniae, Pseudomonas spp., Vibrio spp., Clostridium spp., Yersinia spp., y Borellia burgdorferi.

Los ejemplos de antigenos inmunogénicos de patdgenos bacterianos incluyen, pero no se limitan a antigeno de
Shigella sonnei de forma |, el O-antigeno de V. cholerae Inaba cepa 569B, los antigenos inmunogénicos de E. coli
enterotoxigénica, tal como el antigeno fimbrial CFA/I, y la subunidad B no téxica de la toxina termolabil, pertactina de
Bordetella pertussis, la adenilato ciclasa-hemolisina de B. pertussis, el antigeno protector (PA83) de la toxina del
antrax de Bacillus anthracis y el fragmento C de la toxina del tétanos de Clostridium tetani, el antigeno F1 y/o V de
Yersinia pestis, las enterotoxinas 1y 2 de Shigella (es decir, ShET1, ShET2) de Shigella spp., las proteinas EAEC
descritas en el documento U.S. 7.090.850, las fimbrias de Escherichia coli enterotoxigénica, y los antigenos de la
superficie de E. coli (CS) o los antigenos del factor de colonizacion (CFA), las fimbrias de Escherichia coli
enterotoxigénica (ETEC), que incluyen las fimbrias CS4 de Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) (de modo
especifico , cualquiera de csaA, csaB, csaC, csak y/o csaD, que se describen mas a fondo en el documento U.S.
6.902.736).

Los ejemplos de antigenos inmunogénicos de patégenos parasitarios a partir de los cuales pueden derivarse
antigenos parasitarios incluyen, pero no se limitan 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 antigenos inmunogénicos de patdgenos parasitarios incluyen, pero no se limitan a los antigenos del
circumesporozoito de Plasmodium spp., tal como el antigeno del -circumesporozoito de P.
bergerii o el antigeno del circumesporozoito de P. falciparum; el antigeno de la superficie del merozoito de
Plasmodium spp.; la lectina especifica de galactosa de Entamoeba histolytica, gp63 de Leishmania spp.,
paramiosina de Brugia malayi, la triosa-fosfato isomerasa de Schistosoma mansoni; la proteina similar a globina
segregada de Trichostrongylus colubriformis; la glutation-S-transferasa de Frasciola hepatica, Schistosoma bovis y
S. japonicum; y KLH de Schistosoma bovis'y S. japonicum.

En ofra realizacion, el gen de interés puede codificar un agente terapéutico tal como, pero sin limitarse a antigenos
especificos de tumores, de transplantes o autoinmunoldgicos o sus partes. Como alternativa, el gen de interés
puede codificar genes sintéticos, que codifican antigenos especificos de tumores, de ftransplantes o
autoinmunoldgicos o sus partes.

Los ejemplos de antigenos especificos de tumores incluyen el antigeno especifico de la prostata, TAG-72 y CEA,
MAGE-1 y tirosinasa. En fechas recientes se ha demostrado en ratones que la inmunizacion con células no malignas
que expresan un antigeno tumoral proporciona un efecto de tipo vacuna, y también ayuda al animal a montar una
respuesta inmunoldgica para eliminar las células del tumor maligno que muestran el mismo antigeno.

Los ejemplos de antigenos de transplante incluyen el receptor CD3 sobre células T. El tratamiento con un anticuerpo
contra un receptor CD3 ha demostrado que elimina con rapidez las células T en la circulacion y que revierte la
mayoria de los episodios de rechazo.

Los ejemplos de antigenos autoinmunoldgicos incluyen la cadena IAS. La vacunacion de ratones con un péptido de
18 aminoacidos de la cadena IAS ha demostrado proporcionar proteccion y tratamiento a ratones con
encefalomielitis autoinmunolodgica experimental.

Como alternativa, el gen de interés puede codificar moléculas inmunorreguladoras. Estas moléculas
inmunorreguladoras incluyen, pero no se limitan a factores del 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. En fechas recientes, el transporte dirigido
localizado de citoquinas a tejidos tumorales ha demostrado estimular una potente inmunidad sistémica y potenciar la
presentacion de antigenos tumorales sin producir una toxicidad de citoquinas sistémica.

Sistemas de expresién basados en plasmidos estabilizados

Los sistemas de expresion bacterianos, por disefio, generalmente utilizan vectores de expresiéon para controlar y
aprovechar la maquinaria de sintesis de proteinas de una célula hospedante bacteriana para producir una proteina
de interés. Los niveles de expresion de proteinas a menudo pueden aumentarse utilizando plasmidos de alto niumero
de copias o vectores de expresion de alto nimero de copias, con las células hospedantes. Sin embargo, tal como se
analiz6 anteriormente, la introduccién de un vector de expresion de alto niumero de copias en una célula hospedante
bacteriana imprime ciertos estreses metabdlicos sobre la célula hospedante que pueden provocar que la célula
hospedante expulse el vector de expresion y, asi, reducen los niveles de expresion de proteinas.

En la ingenieria de los vectores de expresion, a menudo no se tiene en cuenta el efecto que ejercen los vectores de
expresion de alto nimero de copias sobre la aptitud de la célula hospedante en la que se introduce el vector de
expresion. La carga impuesta sobre las células bacterianas hospedantes que portan plasmidos de multiples copias
es el resultado acumulado de una cascada metabodlica. La cascada es activada por la replicacién y el mantenimiento
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de vectores de expresion (véase Bailey, J.E., Host-vector interactions in Escherichia coli, p. 29-77, en A. Fiechter
(ed.), Advances in Biochemical Engineering, Biotechnology, Springer-Verlag, Berlin (1993); Glick, B.R., Biotechnol.
Adv., 13:247-261 (1995); y Smith y Bidochka, Can. J. Microbiol, 44:351-355 (1998)). La cascada también es activada
por la transcripcion y la traduccion de las diversas funciones codificadas por el vector de expresion que incluye la
proteina de interés. Este tipo de mecanismos, tales como los descritos anteriormente, explican la observacion de
que las bacterias que portan plasmidos crecen con mas lentitud que las bacterias sin plasmidos. Estos mecanismos
también pueden explicar la observacion de que la velocidad de crecimiento disminuye a medida que aumenta el
numero de copias.

Se ha observado que las velocidades de crecimiento de los organismos recombinantes que contienen vectores de
expresion disminuyen a medida que aumenta la expresion de un gen de interés. La disminucion en el crecimiento
puede activar la induccion de diversas proteasas celulares que pueden degradar la proteina recombinante
expresada de interés. Por tanto, una menor velocidad de crecimiento es la consecuencia inevitable de la carga
metabdlica que, a su vez, es el resultado acumulado de una serie de perturbaciones fisiologicas. Por ejemplo, se
producen pertubarciones fisioldgicas como resultado de la expresion y la acumulacion de la proteina de interés
dentro de la bacteria hospedante. Esta acumulacion puede ser perjudicial para la viabilidad del organismo
hospedante y, por tanto, es una presion de seleccion negativa.

Debido a que las cargas metabdlicas, tales como las analizadas arriba, crean una presion selectiva sobre la pérdida
de los vectores de expresion residentes en ausencia de seleccion, puede producirse una pérdida significativa de los
vectores de expresion desde la célula hospedante 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
metabolica de la célula hospedante y permite que las células hospedantes sin plasmidos sobrepasen con rapidez a
la poblacion de células hospedantes que portan plasmidos. La mayor cantidad de células hospedantes que no
contienen, y por tanto, que no expresan la proteina de interés reduce los niveles de produccién de proteinas en su
conjunto. Por tanto, las células hospedantes que no estan genéticamente constrefiidas para mantener vectores de
expresion que dirigen la sintesis de altos niveles de una proteina de interés concreta pueden producir una cantidad
significativamente menor de proteinas.

Existe una serie de medios mediante los cuales el estrés metabdlico puede reducirse. La expresion controlada de
una proteina de interés desde vectores de expresion de multiples copias representa una solucién para la sintesis de
altos niveles de la proteina de interés dentro de células hospedantes. Esta soluciéon es una realizacién con la que
practicar los métodos descritos. La utilizacion de promotores inducibles, por ejemplo, es un método mediante el cual
puede controlarse la expresién desde un vector de expresion. Estos promotores inducibles se analizan en la seccion
de mddulos de expresion de esta descripcion.

Otra realizacion de los métodos descritos en la presente se refiere a un sistema de expresion basado en plasmidos
modificado para permitir la expresion estable de altos niveles de una o mas proteinas en una poblacién creciente de
células. Preferiblemente, un vector de expresion estable es un vector que perpetia el vector de expresion a medida
que la célula hospedante se replica. Los vectores de expresion que confieren estabilidad al plasmido a dos niveles
independientes se han descrito recientemente en Galen, et al., Immun., 67:6424-6433 (1999), y en la solicitud de
patente de EEUU n.° de serie 09/204.117, presentada el 2 de diciembre, 1998, ahora patente de EEUU n.°
6.413.768, y n.° de serie 09/453.313, presentada el 2 de diciembre, 1999, ahora patente de EEUU n.° 6.703.233.

En esta realizacion, pueden incorporarse funciones de reparto en un vector de expresion para potenciar la herencia
del plasmido a medida que una célula hospedante o bacteria concretas crecen y posteriormente se dividen. En los
casos raros en que una célula hija no hereda al menos una copia del vector de expresion, se activa un sistema de
muerte postsegregacional latente y elimina esta bacteria o célula hospedante de la poblacion en crecimiento
mediante lisis celular.

D. Organismos hospedantes

Una serie de especies de bacterias son adecuadas para su uso con las indicaciones descritas en la presente.
Preferiblemente, una especie de bacteria adecuada sera capaz de exportar proteinas, de forma que el gen de
interés pueda ser transcrito de modo adecuado de manera que la proteina de interés sea traducida y exportada
hacia el exterior de la bacteria. En una realizacion de la invencion, la bacteria se administra a un animal y, por tanto,
la proteina de interés debe exportarse hacia el exterior de la bacteria hacia el animal. Pueden utilizarse bacterias
invasivas y no invasivas. Los ejemplos de algunas bacterias invasivas incluyen Clostridium spp.
(tal como C. difficile), Shigella spp., Listeria spp., Rickettsia spp., y Escherichia coli enteroinvasiva. Las realizaciones
especificas utilizan especies de Vibrio, Salmonella, Shigella y/lo Clostridium. Los ejemplos de realizaciones no
limitantes incluyen, pero no se limitan a S. Typhi, tal como S. Typhi CVD 908 que tiene una mutacion htrA, E. coli, tal
como E. coli enterotoxigénica (ETEC) o E. coli enteroagregativa (EAEC), Vibrio cholerae, Shigella flexneri 2a, y
Clostridium difficile.

La cepa de Salmonella concreta empleada con la siguiente descripcidon no es critica. Los ejemplos de cepas de
Salmonella que pueden emplearse en la presente invencion incluyen S. Typhi (ATCC n.° 7251) y S. typhimurium
(ATCC n.° 13311). En la presente invencion se emplean preferiblemente cepas de Salmonella atenuadas e incluyen
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S. Typhi aroAaroD (Hone et al., Vacc., 9:810-816 (1991)), S. Typhi CVD 908-htrA y el mutante de S. typhimurium
aroA (Mastroeni et al., Micro. Pathol., 13:477-491 (1992))). Como alternativa, pueden construirse nuevas cepas de
Salmonella atenuadas introduciendo una o mas mutaciones atenuantes segun se ha descrito anteriormente para
Salmonella spp.

El organismo hospedante también puede ser un virus, tal como: (i) un fago; (ii) un virus de ADN bicatenario, tal como
un adenovirus, un herpesvirus, o un poxvirus; (iii) un virus de ADN monocatenario, tal como un parvovirus; (iv) un
virus de ARN bicatenario, tal como un reovirus; (v) un virus de ARN monocatenario, tal como un picornavirus, un
togavirus, un ortomixovirus, o un rhabdovirus, (vi) un retrovirus; o (vii) un virus del mosaico del tabaco.

E. Biorreactores

El sistema de exportacion de proteinas descrito en la presente es adecuado para su uso con biorreactores y
dispositivos similares que facilitan el crecimiento de bacterias y la recoleccion o el uso de un producto deseado o
proteina de interés. Tradicionalmente, existen cinco etapas para la recuperacion de biomoléculas de los
biorreactores de la técnica anterior: pretratamiento, separacion sélidos/liquidos, concentracion, purificacion, y
formulacion. Puede haber una amplia gama de operaciones disponibles dentro de cada etapa. Estos intervalos de
operaciones para cada etapa son los siguientes: pretratamiento: rotura de las células, estabilizacion, esterilizacion,
pasteurizacion, y floculacion; separacion sélidos/liquidos: filtracion, sedimentacion, y centrifugacion; concentracion:
membranas, precipitacion, evaporacion, extraccion, y concentracion con congelacion; purificacion: precipitacion,
extraccion, diafiltracion, absorcion, y cromatografia; y formulacion: secado, elaboracién de aglomerados, extrusion,
granulacion, y formacién de comprimidos.

En biorreactores en los que las bacterias no exportan el producto deseado hacia el exterior de la bacteria, se debe
ampliar el numero de bacterias, inducir a las bacterias para que produzcan el producto deseado, y después lisar las
bacterias para liberar los contenidos. Generalmente, esta rotura se realiza en el mismo medio en el que se cultivan
las bacterias. Se puede utilizar un homogeneizador o un molino de esferas para romper mecanicamente las
bacterias. Para una rotura no mecanica se puede utilizar un choque térmico (que puede destruir las proteinas),
detergentes, disolventes, secuestrantes y enzimas (Krijgsman, "Releases of Intracellular Components", pp. 27-42, en
Product Recovery in Bioprocess Technology, editorial Butterworth-Heinemann Ltd., Oxford, Reino Unido, 1992).

Después de que las bacterias se hayan roto se separan las particulas sdlidas de los fluidos (separacion
solidos/liquidos). El producto deseado generalmente esta en el liquido, que después hay que concentrar. Después
se extrae el producto deseado del liquido concentrado.

Los factores que afectan a la separacién del producto deseado de los soélidos o liquidos no deseados son el tamafio,
la difusividad, la carga i6nica, la solubilidad y la densidad. Para una separacion dependiente del tamafio, se pueden
utilizar microfiltros, filtros de tejidos y fibras, ultrafiltracion, tamices/coladores, y cromatografia en gel. Para la
separacion dependiente de la difusividad se puede utilizar la 6smosis inversa y la dialisis. Se emplea la
cromatografia de intercambio i6nico para la separacion dependiente de la carga iénica. Para separar el producto
deseado basandose en su solubilidad se pueden utilizar extracciones con disolventes. Para la separacion
dependiente de la densidad se pueden utilizar ultracentrifugas, centrifugas, y sedimentacion por gravedad
(Krijgsman, "Downstream Processing in Biotechnology”, pp. 2-12, en Product Recovery in Bioprocess Technology,
editorial Butterworth-Heinemann Ltd., Oxford, Reino Unido, 1992).

Una ventaja de utilizar el sistema descrito es que una poblacion de células hospedantes bacterianas recombinantes
puede ser transformada con un vector de expresion que comprende el sistema de exportacion de proteinas descrito
y que la poblacién de células hospedantes bacterianas puede mantenerse en cultivo y utilizarse para producir
proteinas sin tener que recolectar y lisar las células hospedantes bacterianas. El cultivo de células hospedantes
bacterianas y la recoleccion del medio de cultivo que contiene la proteina de interés expresada de modo
recombinante puede realizarse en cualquier tipo de biorreactor.

Existen diversos tipos de biorreactores, pero la familia de dispositivos puede dividirse en dos categorias principales,
los biorreactores de "flotacion libre" y de "lecho”. En los biorreactores de "flotacion libre", las bacterias estan flotando
libremente en el medio. Los ejemplos de boiorreactores de "flotacion libre" son biorreactores de tanque con agitacion
convencionales, columnas de burbujas, circuitos aerotransportadores, biorreactores de torre de mulltiples fines,
biorreactores de circuitos impulsados por liquidos, y biorreactores de circuitos de torre bombeada. Un ejemplo de
biorreactor de tipo de "lecho" es el biorreactor de lecho cargado. En un biorreactor de tipo de "lecho", las bacterias
estan unidas a esferas, a una membrana o a otro soporte sélido. Puede producirse un tipo de biorreactor hibrido
utilizando un biorreactor de lecho fluido en el que las bacterias estan unidas a esferas u otro soporte 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;
todos en "Operational Modes of Bioreactors", editorial Butterworth-Heinemann Ltd, Oxford, Reino Unido, 1992).

La utilizacién del sistema de exportacion de proteinas descrito en la presente con un biorreactor de "lecho" evita la
etapa de pretratamiento y de separacion de solidos/liquidos porque la proteina de interés deseada se exporta hacia
el exterior de la bacteria hacia el medio. Solo es necesario retirar el medio del lecho antes de intentar aislar el
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producto deseado. Para los biorreactores de "flotacion libre", se puede centrifugar la mezcla de liquido/bacterias
para sedimentar las bacterias. Después se retira el liquido que contiene la proteina de interés deseada de las
bacterias sedimentadas. Después se aisla la proteina de interés deseada del medio. Otra ventaja del sistema
descrito es que el medio contendra menos proteinas no deseadas que las que estan presentes en el medio en el
que las bacterias se rompen; todos los componentes intracelulares de las bacterias rotas estan ausentes del medio
en la presente invencién. Asi, es mas facil la purificacion de la proteina de interés deseada. Ademas, la presencia de
marcadores y sitios de ruptura de proteasas dentro de la proteina de fusidn de la proteina de exportacion::proteina
de interés facilita ain mas el aislamiento y la purificacion de la proteina de interés.

Un ejemplo de un biorreactor es el aparato que aparece en la patente de EEUU n.° 5.635.368, "Biorreactor con
bacterias de acido lactico inmovilizadas y su uso", de Lommi et al., 3 de junio, 1997. El aparato de Lommi se refiere
a un biorreactor con bacterias inmovilizadas, que se caracteriza por que las bacterias estan fijadas sobre la
superficie de un vehiculo sustancialmente no comprimible. Otro ejemplo de un biorreactor se encuentra en la patente
de EEUU n.° 4.910.139, "Método para la produccién continua de acido citrico mediante un biorreactor de membrana
de fibras huecas dual", de Chang et al, 20 de marzo, 1990. Esta invencion se refiere al cultivo de bacterias
inmovilizadas para producir acido citrico de modo continuo.

Otro aparato biorreactor se describe en la patente de EEUU n.° 5.585.266, "Biorreactor de células inmovilizadas", de
Plitt et al., 17 de diciembre, 1996. El dispositivo de Plitt descrito se refiere a un biorreactor de células inmovilizadas
en el que las células son portadas dentro o sobre una matriz de inmovilizacién que incluye laminas de soporte de
células formadas por tejido textil comin. Las patentes de EEUU n.*® 4.665.027 y 5.512.480 describen otras
realizaciones de biorreactores.

F. Vacunas

El sistema de exportacién de proteinas descrito en la presente tiene utilidad para la producciéon de vacunas. Por
ejemplo, puede lograrse la produccién de vacunas de subunidades utilizando el sistema de exportacion de proteinas
puesto que el sistema facilita la recoleccion de proteinas recombinantes y reduce la presencia de proteinas
contaminantes del medio de crecimiento en el que se propagan las células hospedantes recombinantes. Las
vacunas de células hospedantes recombinantes también pueden utilizarse para generar composiciones
inmunogénicas en las que se proporciona la célula hospedante recombinante a un sujeto, y el sistema inmunolégico
del sujeto genera una respuesta inmunolégica contra las proteinas exportadas desde la célula hospedante
recombinante. Asi, se describen vacunas de subunidades que comprenden proteinas producidas utilizando los
sistemas de exportacion de proteinas de la presente invencion, asi como vacunas de vectores de bacterias vivas
que comprenden células hospedantes recombinantes transformadas con un sistema de exportacion de proteinas de
la presente invencion.

El sistema de exportacion de proteinas descrito en la presente puede utilizarse con cualquier antigeno para preparar
una vacuna a partir de él, en la que el antigeno es la proteina de interés segun se describié anteriormente. La
preparacion de la vacuna se describe en general en New Trends and Developments in Vaccines, editado por Voller
et al., University Park Press, Baltimore, Md., EEUU, 1978. La encapsulacion dentro de liposomas se describe, por
ejemplo, en Fullerton, patente de EEUU n.° 4.235.877. La conjugacion de proteinas a macromoléculas se describe,
por ejemplo, en Likhite, patente de EEUU n.° 4.372.945, y en Armor et al., patente de EEUU n.° 4.474.757.

La cantidad de antigeno en cada dosis de vacuna se selecciona como la cantidad que induce una respuesta
inmunoprotectora sin los efectos secundarios adversos significativos de las vacunas tipicas. Una respuesta
inmunoprotectora es la que confiere una mayor capacidad para prevenir, retrasar o reducir la gravedad de la
aparicién de una enfermedad, comparado con estas capacidades en ausencia de la vacunacién. Esta cantidad
variara dependiendo de los antigenos especificos que se estan empleando y de la tecnologia de administracion
empleada (solo como ejemplo, proteinas purificadas o bacterias vivas), asi como de factores tales como el peso, la
edad y la salud del receptor. En general, se espera que las dosis que comprenden proteinas purificadas en vacunas
de subunidades comprenderan 1-1000 pg de antigeno total, preferiblemente 2-200 ng. En general, se espera que las
dosis que comprenden bacterias vivas que transportan proteinas de interés (vacunas de vectores de bacterias vivas)
comprenderan 1-1000 ng del antigeno total de interés. Puede determinarse una cantidad éptima para una vacuna
concreta mediante estudios convencionales que implican la observacion de las titulaciones de anticuerpos y otras
respuestas en sujetos. Después de una vacunacion inicial, los sujetos (animales o seres humanos) pueden recibir
una o mas dosis de refuerzo, por ejemplo después de 1y 6 meses.

El sistema de exportaciéon de proteinas también puede utilizarse con una vacuna de vectores de bacterias vivas para
aumentar la eficacia de la preparacion. Por ejemplo, la patente de EEUU n.° 5.387.744, de Curtiss et al., titulada
"Microbios avirulentes y sus usos: Salmonella typhi", proporciona una vacuna de vectores de bacterias vivas contra
S. Typhi. De forma mas especifica, la patente de Curtiss proporciona composiciones inmunogénicas para la
inmunizacioén de un vertebrado o un invertebrado que comprende un derivado avirulento de S. Typhi. Los derivados
tienen una mutacion de los genes cya y/o crp y/o cdt.

Los derivados avirulentos descritos por Curtiss et al. pueden transformarse con el sistema de exportacion de
proteinas descrito en la presente para permitir que el organismo recombinante resultante actie como una
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composicion inmunogénica contra S. Typhi, asi como cualquier otro antigeno o antigenos que estén acoplados con
la proteina de exportacion del sistema descrito.

Se contempla que las vacunas de subunidades y las vacunas de vectores de bacterias vivas de la presente solicitud
se administren en formulaciones farmacéuticas para su uso en la vacunacién de individuos, preferiblemente seres
humanos. Estas formulaciones farmacéuticas pueden incluir vehiculos farmacéuticamente eficaces v,
opcionalmente, pueden incluir otros ingredientes terapéuticos, tales como diversos adyuvantes conocidos en la
técnica.

El vehiculo o los vehiculos deben ser farmacéuticamente aceptables en el sentido de que sean compatibles con los
componentes de la vacuna y no sean excesivamente perjudiciales para el receptor de la misma. Los vehiculos
adecuados pueden incluir agua o una disolucion salina, con o sin un agente estabilizante, disoluciones tamponadas,
medios de dispersion, revestimientos, preparaciones isoténicas.

Los modos de administracion pueden comprender el uso de cualquier medio y/o método adecuado para administrar
las vacunas de subunidades y las vacunas de vectores de bacterias vivas a un locus corpéreo del animal
hospedante, por lo cual las vacunas de subunidades y las vacunas de vectores de bacterias vivas son
inmunogénicas y generan unos niveles protectores de respuestas inmunoldgicas pertinentes y deseadas. Los modos
de administracion pueden incluir, sin limitacion, métodos de administracion parenteral, tales como inyeccion
subcutanea (SC), inyeccion intravenosa (IV), transdérmica, intramuscular (IM), intradérmica (ID), asi como no
parenteral, por ejemplo, administracion oral, nasal, intravaginal, pulmonar, oftalmica y/o rectal.

Las vacunas de vectores de bacterias vivas de la presente solicitud pueden administrarse de forma util al animal
hospedante con cualquier otro agente farmacolégica o fisiolégicamente activo adecuado, por ejemplo, sustancias
antigénicas y/u otras sustancias bioldgicamente activas. Los animales a los cuales se les pueden administrar las
proteinas de fusion y las vacunas de la presente invencion incluyen especies de mamiferos, tales como seres
humanos, primates no humanos (por ejemplo, monos, babuinos y chimpancés), caballos, animales bovinos (por
ejemplo, toros, vacas o bueyes), cerdos, cabras, ovejas, perros, gatos, conejos, jerbos, hamsters, ratas y ratones, y
otras especies no mamiferas, tales como aves (por ejemplo, pollos, pavos y patos) y peces.

Las formulaciones farmacéuticas descritas en la presente pueden presentarse, por ejemplo, como unidades
discretas, tales como capsulas, sellos, comprimidos o pastillas, que contienen cada una una cantidad
predeterminada de la estructura de administracion del vector; o como una suspension.

C. Utilidad adicional

Ademas de los antigenos y las proteinas terapéuticas que son Utiles para la industria farmacéutica, el gen de interés
puede codificar enzimas, polipéptidos, proteinas o aminoacidos que pueden ser utiles, y solo como ejemplo, para la
industria alimentaria, la industria de los suplementos nutricionales, la industria de piensos para animales, la industria
de la biomediacion, la industria de las aguas residuales, y la industria del tratamiento de aguas. Para estas
industrias, puede que no sea necesario aislar la proteina de interés codificada por el gen de interés del medio de un
biorreactor para que la proteina de interés haga su funcion. La proteina de interés puede ser un catalizador para una
reaccion deseada o puede actuar como un componente precursor para una reaccion deseada.

Los siguientes ejemplos se proporcionan solo con fines ilustrativos, y no pretenden limitar el alcance de la presente
invencion.

Ejemplos
Ejemplo 1: Clonacion y mutagénesis de clyA de S. Typhi

La identificacion de clyA se realizd mediante una analisis BLASTN de la secuencia del genoma de S. Typhi
recientemente completado disponible en the Sanger Center (Wellcome Trust Genome Campus, Hinxton, Cambridge,
CB10 1SA, Reino Unido) (véase el sitio web que tiene la direccion sanger.ac.uk/Projects/S_typhi/blast_server.shtml),
utilizando la secuencia de ADN de hlyE de E. coli (GenBank n.° de registro U57430).

El marco de lectura abierto de clyA se identific6 como una secuencia de 912 pb que se predice que codifica una
proteina de 304 restos con una masa molecular de 33,8 kDa que es 89,4% idéntica a HIyE de E. coli. Aunque clyA
es 85,3% idéntica al marco de lectura abierto de hlyE de E. coli de 915 pb, la regién de control de la transcripcion
cadena arriba esta relacionada ligeramente solo con 33,6% de bases idénticas dentro de una regién de 250 pb.

Basandose en este analisis se disefiaron cebadores para la amplificaciéon mediante PCR de un médulo genético sin
promotores que codifica ClyA en el que el sitio de unién a ribosomas optimizado se modificé de forma 5'-proximal al
codon de inicio ATG. Las secuencias de cebadores se listan en la tabla 2.

Tabla 2: Cebadores utilizados en la construccion y el analisis de la secuencia de los médulos de plasmidos
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n.° de | Secuencia® Modulo Molde
cebador creado
1 5'GGATCCAAAATAAGGAGGAAAAAAAAATGACTAGTATTT clyA-tetA CVD 908-htrA

TTGCAGAACAAACTGTAGAGGTAGTTAAAAGCGCGATCGA
AACCGC AGATGGGGCATTAGATC-3' (SEQ ID NO:3)

2 5'CCTAGGTTATCAGCTAGCGACGTCAGGAACCTCGAAAAG
CGTCTTCTTACCATGACGTTGTTGGTATTCATTACAGGTGTT
AATCAT TTTCTTTGCAGCTC-3' (SEQ ID NO:4)

3 5'CACGGTAAGAAGACGCTTTTCGAGGTTCCTGACGTCGCTA | " pBR322
GCTGATAACCTAGGTCATGTTAGACAGCTTATCATCGATA
AGCTTT AATGCGGTAGT-3' (SEQ ID NO:5)

4 5'AGATCTACTAGTGTCGACGCTAGCTATCAGGTCGAGGTG | " "
GCCCGGCTCCATGCACCGCGACGCAACGCG-3' (SEQ ID
NO:6)

5 5'ACTAGTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCT | bla-tetA pGEM-T

GAA GATCAGTTGGGTGCACGA-3' (SEQ ID NO:7)

6 5'CATTAAAGGTTATCGATGATAAGCTGTCAAACATGAGCT " "
AGCCTAGGTCATTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTAT
CTCAGC GATCTGTCTATTTCG-3' (SEQ ID NO:8)

7 5'CGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTA | " pBR322
AGCATTGGTAATGACCTAGGCTAGCTCATGTTTGACAGCT
TATCAT CGATAACCTTTAATG-3' (SEQ ID NO:9)

8 5'GCGCACTAGTAAAGAAACGAACCAAAAGCCATATAAGG | sacB-fetA pIB279
AAA CATACGGCATTTCCCATATTACACGCCATG-3' (SEQ ID
NO:10)

9 5TAAACTACCGCATTAAAGCTTATCGATGATAAGCTGTCAA | "

ACATGACCCGGGTCACTATTTGTTAACTGTTAATTGTCCTT
GTTCAA GGATGCTGTCTTTGAC-3' (SEQ ID NO:11)

10 5TCATGTTTGACAGCTTATCATCGATAAGCTTTAATGCGGT | pBR322
AGT TTA-3' (SEQ ID NO:12)

11 5GCGCAGATCTTAATCATCCACAGGAGGCGCTAGCATGAG | gfpuv-tetA pGEN84
TAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGGAGTTGTCCCAATTCTTG-
3' (SEQ ID NO:13)

12 5'GTGATAAACTACCGCATTAAAGCTTATCGATGATAAGCTG
TCAAACATGAGCGCTCTAGAACTAGTTCATTATTTGTAGA
GCTCATCCATGCCATGTGTAATCCCAGCAG-3'  (SEQ  ID
NO:14)

@ Los sitios de restriccion pertinentes se indican en negrita, subrayados; los sitios de union a ribosomas y los
codones de inicio se indican en cursiva.

Para facilitar la recuperacion, se emplearon técnicas de PCR solapante para crear un moédulo genético clyA-tetA de
2252 pares de bases sin promotores, sintetizado mediante PCR solapante tal como se ha descrito previamente,
utilizando los cebadores 1 y 2 con ADN de molde cromosémico procedente de CVD 908-htrA, y los cebadores 3 y 4
con un molde derivado de pBR322, y recuperado en pGEM-T (Promega, Madison, Wis.) transformado en E. coli
DH5a.

Se seleccionaron los clones recombinantes sobre un medio de agar sélido que contenia eritrocitos de oveja. De
modo especifico, la seleccion para la actividad hemolitica se realizé sobre un medio de agar 1XLB recién preparado
que contenia una seleccion apropiada de antibiéticos y sangre de oveja al 5%. Después las placas se incubaron a
37 °C durante 24 horas para detectar las zonas de hemolisis de eritrocitos ("red blood cells", RBC). Se identificaron
inmediatamente varias colonias que producian halos transparentes de hemolisis. Esta observacion sugiere que si
clyA require proteinas accesorias para la translocacion hacia el exterior de la bacteria, estas proteinas parecen ser
comunes a S. Typhiy E. coli. Se eligié un aislado positivo, denominado pGEM-TclyA, para su uso posterior.

Se estudiaron los papeles funcionales de diversas regiones de ClyA para proporcionar informacion para la
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modificacion adecuada de las proteinas de fusién recombinantes que codifican un antigeno unido a ClyA. De modo
especifico, se estudio el papel desempefiado por el extremo amino-terminal, el extremo carboxilo-terminal, o ambos,
en la exportacion de la hemolisina hacia el exterior de la bacteria.

Para lograr esto, clyA se sometié a mutagénesis aleatoria utilizando el transposén TnphoA. El "phoA" de "TnphoA"
codifica la fosfatasa alcalina (véase Manoil y Bechwith, PNAS, vol, 82, pp. 8129-8133, 1985). La transposicion de
TnphoA permite la formacién aleatoria de fusiones dentro de marco del N-terminal de PhoA sobre una proteina diana
concreta. La mutagénesis de TnphoA se realizé después de la electroporacion de pGEM-TclyA, que expresa la
hemolisina ClyA de S. Typhi funcional, en DH5a para producir DH5a (pGEM-TclyA). Entonces se realizd un
apareamiento por estria cruzada entre DH5a (pGEM-TclyA) y la cepa donante de TnphoA SM10(pRT733), y
seleccionando los transconjugantes sobre 2XLB50 suplementado con tetraciclina, carbenicilina y kanamicina a 10
pg/ml, 50 pg/ml y 10 pg/ml, respectivamente (2XLB50+T10C50K10). Después la bacterias se reunieron y se
cultivaron en caldos de cultivo para la purificacion de los plasmidos, y los plasmidos purificados se retransformaron
en la cepa de E. coli phoAA20 mutante CC118 para la seleccion de los transformantes Pho® sobre
2XLB50+T10C50K10 suplementado con 200 pg/ml del sustrato de la fosfatasa alcalina 5-bromo-4-cloro-3-
indolilfosfato (BCIP, Sigma, St. Louis, MO). Las fusiones de la proteina diana que son segregadas N-terminalmente
hacia el periplasma, son expuestas sobre la superficie, o son exportadas totalmente hacia el exterior de la bacteria
pueden ser seleccionadas con facilidad utilizando el sustrato cromogénico BCIP para detectar los halos de color azul
oscuro de la hidrdlisis; las proteinas que son segregadas C-terminalmente no pueden detectarse utilizando este
método.

Utilizando la mutagénesis de TnphoA, se identificaron 4 de 621 colonias PhoA" que ya no muestran actividad
hemolitica. La secuenciacion de un aislado confirma la inserciéon dentro de marco de PhoA después del resto 179
(Ala) de ClyA. Esta insercion trunca ClyA en la region transmembrana hidréfoba propuesta y elimina el resto de los
125 restos caboxilo-terminales. Por tanto, se concluye que el extremo carboxilo-terminal de ClyA de S. Typhi no es
necesario para el transporte del citoplasma de E. coli (y probablemente también de S. Typhi), y que debe realizarse
la fusion genética de genes heterélogos que potencialmente codifican fusiones de proteinas exportadas en el
extremo 3'-terminal de clyA.

Ejemplo 2: Construccion de fusiones carboxilo-terminales de los antigenos de ensayo con ClyA

Para ensayar la capacidad para exportar proteinas pasajeras unidas al extremo carboxilo-terminal de ClyA, se eligié
el gen bla que codifica la proteina de B-lactamasa RTEM-1, que confiere resistencia a la ampicilina y a la
carbenicilina, para la experimentacion.

Esta fusion de proteinas se introdujo como una fusion genética de un modulo Spel insertado dentro de marco en el
sitio Nhel adyacente al tandem de codones de fin en el extremo 3'-terminal de clyA de pSEC84. Al principio, se
sintetizd un fragmento Spel-Nhel de 807 pb que codifica la B-lactamasa de 268 aminoacidos madura sin la
secuencia sefial de 23 restos, a partir de un derivado de pBR322 mediante PCR. El fragmento purificado después se
insertd dentro de marco en el sitio Nhel carboxi-terminal introducido de clyA para crear una fusion genética clyA-bla
de 1742 pb que codifica una proteina de fusién de 62,9 kDa predicha. La construccion de plasmido deseada se
recupero con facilidad en colonias aisladas a partir de cultivos cultivados en presencia de carbenicilina 5 ug/ml, pero
los plasmidos recuperados después de la seleccion con carbenicilina 50 pug/ml parecen ser inestables y estar
genéticamente reordenados.

Fusion bla-tetA

Debido al problema con la estabilidad del plasmido y la reordenacion genética de la construccion clyA-bla descrita
anteriormente, se sintetizé la fusion bla-tetA como un médulo Spel de 2111 pb mediante PCR solapante utilizando
los cebadores 5 y 6 con el molde pGEM-T, y los cebadores 7 y 4 con el molde derivado de pBR322; la insercion de
este modulo en pSEC84 roto con Nhel produce pSEC84bla (véase la figura 1B).

Después de la introduccién en CVD 908-htrA, las colonias se seleccionaron para la conservacion de actividad
hemolitica, y después se seleccionaron para la actividad p-lactamasa utilizando el sustrato cromogénico nitrocefina a
una concentracion de 100 pug/ml en 2XLA50+DHB+T10; las placas se incubaron a 30 °C durante al menos 16 horas
y se estudiaron para la presencia de halos rojos alrededor de las colonias que indican la ruptura de la nitrocefina. Se
observaron halos rojos alrededor de CVD 908-htrA(pSEC84bla), que indican la ruptura de la nitrocefina y confirman
la presencia de B-lactamas enzimaticamente activa. Se concluye que una duplicacion aproximada de la masa
molecular de ClyA desde 34 kDa a 63 kDa produce una proteina de fusién de 2 dominios en la que ambos dominios
parecen plegarse correctamente para mantener la actividad biolégica esperada de cada dominio.

Fusion sacB-tetA

Para investigar la versatilidad de ClyA como compafiero de fusion para exportar antigenos heterdlogos fuera de S.
Typhi, se estudi6 la eficacia de ClyA para exporta la levansacarasa, potencialmente letal, codificada por sacB de
Bacillus subtilis. La expresion del gen sacB es letal cuando se expresa dentro del citoplasma de bacterias entéticas,
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que incluyen S. Typhi, cultivadas en presencia de sacarosa. Se intentd la construccion de una fusion de proteinas
ClyA-SacB con una masa molecular predicha de 83,9 kDa, para su introduccion en CVD 908-htrA. Esta fusion se
introdujo como un médulo Spel sacB-tetA que codifica la levansacarasa de 50,0 kDa de 445 restos madura, sin la
secuencia sefal de 29 aminoacidos, y se insertdé dentro de marco en el sitio Nhel carboxilo-terminal modificado de
ClyA en pSEC84. Se seleccion6 el CVD 908-htrA que porta la construccion deseada utilizando tetraciclina y se
seleccion6 en presencia de sacarosa para la supervivencia. Si ClyA-SacB no ha podido ser exportada hacia el
exterior del citoplasma, no se recuperaran aislados, pero para las fusiones que se expresan sobre la superficie o que
son totalmente exportadas hacia el exterior de la bacteria hacia el medio circundante, puede esperarse que un resto
SacB enzimaticamente activo rompa la sacarosa para liberar glucosa, que inmediatamente sera transportada hacia
el interior de la bacteria y metabolizada.

Se sintetiz6 el médulo sacB-tetA utilizando los cebadores 8 y 9 con el molde pIB279 y los cebadores 10 y 4, igual
que anteriormente, para crear un modulo Spel de 2653 pb inserado en pSEC84 que genera la fusion clyA::sacB de
pSEC84sacB (SEQ ID NO:18) (véase la figura 1C). Después de la introduccién en CVD 908-hirA, las colonias de
nuevo se seleccionaron para la conservacion de la actividad hemolitica, y después se estudiaron para la actividad
levansacarasa mediante cultivo en medio con base de agar MacConkey (Difco) suplementado con DHB y sacarosa
(al 8% o al 16% en p/v) o sacarosa al 8%+arabinosa al 8% como unica fuente de carbohidratos. Las placas se
incubaron a 30 °C durante 16-24 horas para recuperar los cfu aislados y determinar la fermentacién del carbohidrato;
se requirid mas incubacion a temperatura ambiente durante varios dias para observar la formaciéon de cupulas de
tipo polisacaridico sobre las colonias.

Tal como se muestra en las figura 2B y 2D, el crecimiento de CVD 908-htrA(pSEC84sacB) fue excelente cuando se
cultiva en el medio indicador que contiene sacarosa al 8% o sacarosa al 16% como Unica fuente de carbohidratos
(cuando se cultiva en el medio con base de agar MacConkey). En efecto, se observd una cupula de tipo
polisacaridico sobre las colonias de CVD 908-htrA(pSEC84sacB) aisladas, que no se observa para CVD 908-htrA
(figuras 2A 'y 2C), y que se intensifica con concentraciones mayores de sacarosa. Estableciendo como hipoétesis que
este material de tipo polisacaridico es levano, formado por la polimerizacién catalizada por levansacarasa de la
fructosa liberada a partir de la hidrélisis de la sacarosa, se intentd bloquear esta polimerizacién introduciendo L-
arabinosa al 8%, que se sabe que inhibe la levansacarasa. Tal como se muestra en la figura 2F, ya no se observan
cupulas, siendo ahora similares las colonias de CVD 908-hfrA y CVD 908-htrA(pSEC84sacB).

Si las fusiones de proteinas ClyA-SacB en efecto son exportadas hacia el exterior de CVD 908-htrA(pSEC84sacB) ,
entonces la ruptura de la sacarosa por el dominio SacB para liberar glucosa libre deberia proporcionar una ventaja
metabdlica comparado con CVD 908-htrA cuando estas cepas se cultivan como cultivos en caldo en presencia de
sacarosa. Para ensayar esta hipotesis, se establecieron 100 ml de cultivos en caldo de CVD 908-htrA(pSEC84) o
CVD 908-htrA(pSEC84sacB) en matraces con pantalla de 1 litro que contenian 2XLB50+DHB+K10 mas sacarosa al
10%, y el crecimiento se compard con cultivos de CVD 908-htrA(pSEC84) cultivados en presencia de glucosa al
10% como control positivo. Tal como se muestra en la figura 3, se observé que CVD 908-htrA(pSEC84sacB) crece
con mas rapidez en presencia de sacarosa que CVD 908-htrA(pSEC84) cultivado con glucosa o con sacarosa, una
observacion confirmada con los recuentos viables. Cuando se toman conjuntamente con los resultados observados
anteriormente para ClyA-Bla, los datos sugieren claramente que ClyA es un compafiero de fusién versatil para la
exportacion hacia el exterior de la bacteria de proteinas de fusion correctamente plegadas en las que se conserva la
actividad bioldgica de los dominios fusionados.

Fusion clyA::gfouv

Para definir aun mas las propiedades de exportacion de ClyA y, de forma especifica, verificar la presencia de
productos de fusion de ClyA en el sobrenadante de CVD 908-hirA en crecimiento exponencial, se construyé una
fusion genética en la que clyA se fusiona con la proteina fluorescente verde indicadora (GFPuv), creando el moédulo
clyA::gfpuv de pSEC84gfpuv (véase la figura 1D), e isogénica con pSEC84bla y pSEC84sacB. De nuevo, CVD 908-
htrA(pSEC84gfpuv) sigue siendo hemolitica pero con una fluorescencia reducida cuando se compara con GFPuv
expresada citoplasmicamente. Empleando un anticuerpo policlonal GFP (BD Biosciencies Clontech, Palo Alto,
California), se estudié la exportacion de ClyA-GFPuv hacia el sobrenadante del cultivo utilizando un analisis de
inmunotransferencia Western, tal como se muestra en la figura 4. La figura 4 ilustra un conjunto de
inmunotransferencias Western que analizan fracciones de células bacterianas de CVD 908-htrA (carriles 1-3) o CVD
908-htrA(pSEC84gfpuv) (carriles 4-8). Las fracciones celulares se cargan como sigue: sobrenadantes, carriles 1y 4;
citoplasmica, carriles 2 y 6; periplasmica, carril 5; insoluble, carril 7; célula entera, carriles 3y 8; y 50 ng de GFPuv,
carril 9. Las membranas con muestras idénticas se sondaron con anticuerpos especificos para GFPuv (panel A) o
GroEL de E. coli (panel B). Como puede observarse en esta figura, se detecta una cantidad significativa de la
proteina de fusion de 61 kDa esperada en 0,5 ml del sobrenadante precipitado con TCA de CVD 908-
htrA(pSEC84gfpuv) (carril 4); también se detecta una especie de reaccién cruzada irrelevante de aproximadamente
45 kdA en el citoplasma de CVD 908-htrA (carril 2), y en las fracciones de células enteras, insoluble, y citoplasmica
de CVD 908-htrA(pSEC84gfpuv); de modo interesante, el carril 5 sugiere que muy poco ClyA-GFPuv se recupera del
espacio periplasmico.

Conclusién
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Los resultados de este trabajo apoyan claramente la conclusiéon de que la hemolisina criptica ClyA de S. Typhi
puede utilizarse para facilitar la exportacion de dominios de antigenos heterélogos hacia el exterior de la cepa de
vacuna atenuada CVD 908-htrA y hacia el medio circundante. Ademas, este trabajo demuestra que ClyA puede
utilizarse para facilitar la exportacién de una proteina de fusién hacia el exterior de la bacteria hacia el medio
circundante. Tal como se ilustré anteriormente, se demostré la capacidad para exportar proteinas de interés
plegadas correctamente fusionadas al extremo carboxilo-terminal de ClyA utilizando el gen bla que codifica la
proteina de B-lactamasa RTEM-1 que confiere resistencia a la ampicilina y la carbenicilina. El gen bla de pBR322
tiene una longitud de 861 pb y codifica una proteina de 31,5 kDa con una secuencia sefial de 23 aminoacidos que
dirige la secrecion N-terminal de la B-lactamasa hacia el espacio periplasmico. El anterior trabajo indica la
modificacion correcta de una fusion génica que codifica una fusién de proteina ClyA-B-lactamasa funcional que
conserva la actividad hemolitica y la capacidad para romper el sustrato de B-lactamasa cromogénico nitrocefina para
producir halos rojos sobre un fondo amarillo de nitrocefina no rota.

De manera interesante, los intentos para seleccionar estos vectores de expresion cuando se cultivan transformantes
en un medio rico suplementado con 50 pg/ml de carbenicilina o ampicilina no tuvieron éxito y solo se recuperaron
plasmidos muy reordenados, segun se resuelve mediante cartografiado de restriccion. Se ha demostrado
concluyentemente que la B-lactamasa citoplasmicamente expresada confiere resistencia a aproximadamente 5 ug/mi
de ampicilina, mientras que la B-lactamasa periplasmica expresada confiere resistencia a >4000 ug/ml de ampicilina.
Sin embargo, la presentacion sobre la superficie de fusiones de proteinas de B-lactamasa ha demostrado conferir
resistencia a aproximadamente 100 ug/ml de ampicilina. En efecto, Chervaux et al. han indicado que la secrecion
mediada por HIyA de fusiones de B-lactamasa hacia el exterior de E. coli de nuevo confiere una resistencia de nivel
bajo a aproximadamente 5 pg/ml de ampicilina. Han demostrado que aunque la actividad especifica del dominio de
B-lactamasa intacto de la fusion de la superficie sigue siendo similar a la de la B-lactamasa sin modificar, no se
observa resistencia a altos niveles de ampicilina, y concluyen que la resistencia bacteriana a antibidticos de B-
lactama requiere concentraciones significativas de p-lactamasa dentro del espacio periplasmico cercano a las dianas
asesinas. Basandose en estas observaciones, se concluye que las fusiones de proteinas ClyA-B-lactamasa
correctamente plegadas son sintetizadas dentro de CVD 908-htrA(pSEC84bla) y exportadas para conferir un
fenotipo hemolitico, asi como la hidrélisis mediada por B-lactamasa de la cefalosporina cromogénica nitrocefina, sin
conferir resistencia a ampicilina o carbenicilina.

Para definir con mas claridad la naturaleza de la exportacion mediada por ClyA de dominios de antigenos
heterdlogos hacia el exterior de CVD 908-htrA, y quizas descartar la implicacion de los intermedios periplasmicos, se
estudiaron fusiones de sacB que codifican la levansacarasa potencialmente letal de B. subtilis. La levansacarasa es
una exoenzima de un unico polipéptido de 50 kDa que cataliza la hidrdlisis de la sacarosa para producir fructosa y
glucosa libre y, a su vez, cataliza la polimerizacion de la fructosa en polimeros largo denominados levano. La
secrecion de levansacarasa desde B. subtilis cutlivado sobre un medio que contiene sacarosa da como resultado el
crecimiento de colonias aisladas cubiertas por una impresionante cupula de levano viscoso después de una
prolongada incubacién a temperatura ambiente.

Se ha establecido que la expresion citoplasmica y periplasmica de levansacarasa codificada por sacB es letal para
una diversidad de bacterias que crecen en presencia de sacarosa. En fechas recientes se ha demostrado, utilizando
mutaciones de péptidos sefial, que la levansacarasa se convierte en letal dentro del citoplasma de B. subtilis
cultivado en presencia de sacarosa, y que la inactivacion de la actividad fructosa polimerasa es fundamental para la
eliminacion de la letalidad inducida por sacarosa. Por tanto, se ha razonado que el fracaso de las fusiones ClyA-
SacB para ser exportadas hacia el exterior del citoplasma y del espacio periplasmico de CVD 908-htrA deberia
producir una significativa acumulacion intracelular de la proteina de fusidon que resulta en letalidad para CVD 908-
htrA(pSEC84sacB) cultivado en presencia de sacarosa.

Sin embargo, tal como se muestra en la figura 2B, se ha observado que CVD 908-htrA(pSEC84sacB) no solo crece
en presencia de sacarosa al 8%, sino que fermenta el azucar, un fenotipo no observado para CVD 908-
htrA(pSEC84) cultivado bajo condiciones idénticas. A medida que la concentracidon de sacarosa aumenta desde 8%
al 16% de sacarosa, la fermentacion de la sacarosa también aumenta con la acumulaciéon de impresionantes
cupulas de material similar al levano que desaparecen en presencia del inhibidor de levansacarasa arabinosa. Jung
et al. han indicado observaciones similares de actividad levansacarasa para un dominio de levansacarasa expresado
sobre la superficie fusionado con el extremo carboxilo-terminal de la proteina de nucleaciéon de hielo de
Pseudomonas syringae y expresado dentro de E. coli. A la vista de estos resultados, se concluye que CVD 908-
htrA(pSEC84sabB) modificado tiene la capacidad de utilizar la sacarosa como fuente de carbono en experimentos
de cultivos de caldo en los que se observa que CVD 908-htrA(pSEC84sacB) crece con mas rapidez que CVD 908-
htrA(pSEC84) cultivado en presencia de sacarosa o glucosa pura. De nuevo se concluye que, al igual que las
fusiones de proteinas ClyA-B-lactamasa descritas anteriormente, se sintetizan fusiones de proteinas ClyA-SacB
correctamente plegadas dentro de CVD 908-htrA y se exportan para conferir el fenotipo hemolitico esperado, asi
como la actividad levansacarasa que permite el catabolismo extracelular de una fuente de carbohidratos alternativa
no utilizada por la cepa hospedante sin plasmido.

Ejemplo 3: Expresion de proteinas en biorreactor de una fusién ClyA-SacB
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Se prepara un biorreactor segun las indicaciones de la patente de EEUU n.° 5.635.368. Brevemente, se fabrica una
celulosa derivatizada granular segun la patente de EEUU n.° 4.355.117 como sigue: se mezclan 25 partes de
celulosa fibrosa con 25 partes de dioxido de titanio, y la mezcla se mezcla con 50 partes de poliestireno de alto
impacto utilizando un extrusor de doble huso. El extrusionado se enfria en agua, y se tamiza hasta un tamafio de
particula de 0,35-0,85 mm. Las particulas de celulosa aglomeradas granular tamizadas se derivatizan para formar
DEAE-celulosa segun se describe en la anterior patente de EEUU.

Después, se reducen diez (10) gramos de la DEAE-celulosa granular a una suspension en agua destilada y se dejan
en remojo durante 5 horas agitando de vez en cuando. Después, el vehiculo hidratado se decanta con el agua
destilda y se traslada a una columna de vidrio con un diametro interno de 15 mm, en donde forma un lecho con una
altura de 145 mm.

Las bacterias transformadas con pSEC84sacB (vease el ejemplo 2) se cultivan durante 48 horas a 30 °C. Se
bombean cincuenta (50) mililitros de la suspension celular a través del lecho de vehiculo a una velocidad de flujo de
25 ml/hora. Después, se bombea mas cantidad de medio de cultivo a través del lecho de vehiculo. Se recoge el flujo
de salida de la columna y se aisla la proteina de fusion ClyA-SacB (codificada por SEQ ID NO:19) expresada de
modo recombinante y se purifica del flujo de salida. La ruptura de SacB proporcionara grandes cantidades
comerciales de levansacarasa para la generacion de levano.

Ejemplo 4: Purificacion de la proteina marcada con His bajo condiciones desnaturalizantes

Un cultivo bacteriano se transforma con un vector de expresion que contiene un moédulo de expresion que
comprende la secuencia codificadora para una proteina ClyA atenuada fusionada con un gen sacB, que esta
fusionado con una secuencia codificadora que codifica un sitio de reconocimiento de proteasas, que esta fusionado
con una secuencia que codifica un marcador de polihistidina. El cultivo bacteriano se introduce en un biorreactor
como el descrito en el ejemplo 3.

El cultivo se coloca bajo condiciones que estimulan la expresion de la proteina de fusién recombinante, que se
exporta hacia el medio de cultivo. El medio de cultivo se recoge y se aplica a una columna de Ni (HISTRAP,
Pharmacia) equilibrada con un tampdn que contiene urea a una concentracion lo suficientemente alta como para
desnaturalizar la proteina. Después la columna se lava y se eluye. El eluato se analiza mediante una electroforesis
en gel para determinar la presencia de la proteina purificada.

Las fracciones que contienen la proteina purificada se dializan contra un tampoén de digestion enzimatica. Las
muestras dializadas después se reunen y se someten a una proteolisis catalizada por la enzima apropiada. La
muestra proteolizada se purifica para eliminar el marcador de polihistidina delecionado, dejando la proteina
purificada aislada.

Ejemplo 5: Construccion de CVD 908-htrA atenuado que expresa Frag C y que genera una respuesta
inmunologica contra él

Se genera una proteina de fusion ClyA-Frag C en CVD 908-htrA segun las etapas analizadas en el ejemplo 1. La
estrategia de los inventores consiste en expresar un marco de lectura abierto de foxC con optimizacion de codones
que codifica el fragmento C de la toxina del tétanos insertado en ClyA expresada desde el vector de expresion
descrito en la presente. La exportacion del fragmento C se consigue mediante una fusién genética dentro de marco
de toxC con el extremo 3'-terminal de clyA y portado sobre el replicon oriE1 de pSEC84 como un médulo Pompc-clyA
EcoRI-Nhel de 1426 pb. El toxC que codifica el fragmento C se vuelve a modificar a partir de construcciones de la

técnica anterior utilizando el cebador directo 5'-
GCGCACTAGTAAAAACCTTGATTGTTGGGTCGACAACGAAGAAGACATCGATGTTATCCTGAAAAAGTCTACCAT
TCTGAACTTGGACATCAAC-3' (SEQ ID NO:15) y el cebador inverso 5

AACTACCGCATTAAAGCTTATCGATGATAAGCTGTCAAACATGAGCTAGCCTAGGTCATTAGTCGTTGGTCCAAC
CTTCATCGGTCGGAACGAAGTA-3' (SEQ ID NO:16) para generar el producto de la PCR deseado (1424 pb).
Después el médulo toxC se subclona en pSEC84 digerido con Nhel para construir pSEC84foxC. La secuencia de
ADN de la union de fusion clyA-toxC prevista se confirma utilizando el cebador de secuenciacion 5'-
CGATGCGGCAAAATTGAAATTAGCCACTGA-3' (SEQ ID NO:17) que se hibrida 172 bases cadena arriba del sitio
Nhel modificado en el extremo 3'-terminal de clyA. Las construcciones se seleccionan para la conservacion de la
actividad hemolitica y se confirma que exportan ClyA-Frag C hacia el sobrenadante mediante un andlisis de
inmunotransferencia Western.

Grupos de diez ratones Balb/c de 6 semanas se inmunizan por via intranasal con 1,0 x 10" cfu de la cepa CVD 908-
htrA que expresa la proteina de fusion ClyA-Frag C. Los ratones se sangran antes y 30 dias después de la
inmunizacioén, y su suero se conserva a -20 °C hasta su uso. Los anticuerpos presentes en el suero contra los
antigenos de ClyA y Frag C se determinan mediante ELISA. Los resultados indican que la inmunizacion con la cepa
CVD 908-htrA que expresa la proteina de fusién ClyA-Frag C induce niveles de anticuerpos contra el antigeno de
Frag C que son significativamente mayores que los obtenidos con la cepa 908-htrA que no expresa la proteina de
fusion ClyA-Frag C. Los resultados demuestran que la expresion del antigeno de Frag C como una proteina de
fusion con ClyA potencia la respuesta inmunoldgica contra este antigeno. Se confirma una inmunidad protectora
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contra la toxina del tétanos mediante la exposicidon de ratones inmunizados a unas dosis, que en un caso normal
seria letales, de la toxina del tétanos natural.

Ejemplo 6: Construccion y analisis de variantes no hemoliticos de ClyA de S. Typhi

Aunque, tal como se demuestra en la presente, ClyA puede ser adaptada para su uso en un sistema de exportacion
para antigenos extrafios, dado que ClyA es un factor de virulencia tedrico, representa un problema potencial en
aplicaciones de vacunas. Por tanto, se produjeron variantes de ClyA de S. Typhi mediante mutacion, en los que se
mantiene la actividad de exportacién de los variantes, pero se abole su actividad hemolitica.

Materiales y métodos

Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

Todas las contrucciones de plasmidos se recuperaron en E. coli cepa DH5a (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad,
Calif.). El vector vivo de Salmonella serovar Typhi CVD-908-htrA es un derivado auxotrofico de la cepa de tipo
salvaje Ty2 con deleciones en aroC, aroD y htrA (Tacket et al., 1997). Las ceptas de Salmonella enterica serovar
Typhi utilizadas en este trabajo se cultivaron en medio suplementado con acido 2,3-dihidroxibenzoico (DHB) (Sigma,
St. Louis, Mo.) (Galen et al., 1997; Hone et al., 1991). Las cepas que portan plasmidos de CVD-908-htrA se
cultivaron en estrias a partir de disoluciones madre congeladas (-70 °C) sobre 2x agar Luria-Bertani (medio solido)
que contenia 20 g de triptona Bacto, 10 g de extracto de levadura Bacto, y NaCl 50 mM (2x agar LB50) mas
kanamicina a 15 mg/ml. Las placas se incubaron a 30 °C durante 24 a 36 h para obtener colonias aisladas con un
diametro de 2 mm y para minimizar cualquier toxicidad de la expresion de antigenos heterdlogos en CVD-908-htrA.

Mutacién del gen clyA

Se realizé una motagénesis aleatoria utilizando el kit de mutagénesis aleatoria GeneMorph Il (Stratagene, La Jolla,
CA) siguiendo las intrucciones del fabricante. Para generar bajas frecuencias de mutacion, se emplearon 700 ng de
pSEC92gfpuv como molde, y la PCR de mutaciéon se realizé con 25 ciclos. Para generar altas frecuencias de
mutacion, se utilizaron 10 ng de pSEC92gfpuv como molde, y la PCR de mutacién se realizé durante 2 rondas, cada
una con 30 ciclos. Se emplearon los cebadores G751 (CTTCTCCTTTACTCATGCTAGCCACA; SEQ ID NO:26)) y
G755 (A AATGGTACCTCCAAAATAAGGAGGAAAAAAAAATG; SEQ ID NO:27)) para amplificar la longitud completa
de clyA. Después de la PCR, la reaccion se digiri6 con Dpnl para eliminar el plasmido molde. Después de la
purificacion, los productos de la PCR se digirieron con Pvul y Nhel y se volvieron a clonar en pSEC92gfpuv, que
también habia sido digerido con las mismas enzimas de restriccion, para regenerar un marco de lectura abierto de
ClyA intacto. Los clones se recuperaron en E. coli cepa DH5a sobre agar TSA que contenia sangre de oveja al 5% y
se incubaron a 37 °C durante 24 a 48 horas para detectar las zonas de hemolisis. La expresién de la proteina
fluorescente verde se visualizd mediante subiluminacion ultravioleta. Después de identificar las mutaciones
especificas que abolen la actividad hemolitica, las mutaciones seleccionadas se ensamblaron en un Unico marco de
lectura abierto de ClyA mediante mutagénesis especifica dirigida a sitio utilizando el kit de mutagénesis especifica
dirigida a sitio QuikChange II-E (Stratagene, la Jolla, CA) y las instrucciones del fabricante. Se emplearon los
cebadores G835 (AGCTATAGCAATGACGCGGGCGTTATTAAAGGCAAACTGA; SEQ ID NO:28)) y G836
(TCAGTTTGCCTTTAATAACGCCCGCGTCATTGCTATAGCT; SEQ ID NO:29)) para construir el mutante triple de
clyA codificado por pSEC93gfpuv.

Ensayo hemolitico

La medicidn de la liberacion de hemoglobina de los eritrocitos se realizd6 como se ha descrito (Sansonetti et al.,
1986, Infect. Immun., 51: 461-469), con varias modificaciones. Las bacterias se cultivaron hasta la fase logaritmica
tardia (DO600 a 0,9-1,0) y se recolectaron. Se mezclaron 1 x 10° células en 50 ul de PBS con un volumen igual de
eritrocitos de oveja lavados (Lampire Biological, Pipersville, PA) a la concentracion de 4 x 10%ml. La mezcla se
centrifugd a 2.200 x g durante 15 min a 30 °C y después se incubé a 37 °C durante dos horas. La reaccion se
resuspendi6 afiadiendo 150 ul de PBS frio y después se centrifugd a 2.200 x g durante 15 min a 4 °C. Al final de la
reaccion, se trasladaron 100 pl del sobrenadante a una placa de microtitulacion de fondo plano. Se midi6 la actividad
hemolitica mediante la lectura de la densidad 6ptica a 545 nm en un lector de microplacas Versamax (Molecular
Devices, Toronto, Canada).

Analisis de inmunotransferencia

Se realizd un analisis de inmunotransferencia Western como se ha descrito (Galen et al.,, 2004, Infect. Immun.,
72(12):7096-7106), teniendo cuidado de analizar las muestras de los cultivos cultivados a 30 °C hasta unas
densidades opticas a 600 nm (DOsoo) Nno mayores que 1,0. Las proteinas en el sobrenadante del cultivo se
precipitaron con TCA enfriado en hielo al 10% y se lavaron dos veces con acetona enfriada en hielo. El sedimento se
seco, se resuspendié en Tris-Cl 100 mM, pH 8,0, y se mezcl6 con 2x tampén de muestra (Biorad).

La deteccion de GFPuv se realizé6 utilizando un anticuerpo primario anti-GFP de raton policlonal (BD
Biosciences/Clontech, Palo Alto, Calif.) y un anticuerpo secundario anti-raton de cabra purificado por afinidad
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marcado con peroxidasa (Kirkegaard & Perry Laboratories, Inc., Gaithersburg, Md.). Las inmunotransferencias se
revelaron utilizando un sistema de deteccion ECL+Plus (Amersham Biosciencies, Piscataway, NJ) y las
transferencias se expusieron a una pelicula Kodak-X-OMAT XAR-2. Para calcular la cantidad de lisis celular que
puede contribuir a la liberacién de las fusiones ClyA-GFPuv hacia los sobrenadantes, se detecto la contaminacion de
los sobrenadantes con la proteina citoplasmica GroEL utilizando un anticuerpo de conejo anti-GroEL de E. coli
(Sigma) y un anticuerpo secundario anti-conejo de cabra conjugado con fosfatasa alcalina (BioRad). Las
inmunotransferencias de GroEL se revelaron utilizando el sustrato conjugado Immun-star AP (BioRad).

Resultados

Variantes de clyA

El gen clyA de S. Typhi se muté en el plasmido pSEC92gfpuv (figura 5). El pSEC92gfpuv (SEQ ID NO:32) codifica
una ClyA con optimizacion de codones fusionada a GFPuv. La secuencia de clyA con optimizacién de codones se
muestra en SEQ ID NO:33. Los genes clyA que portan mutaciones puntuales aleatorias y, por tanto, que codifican
los variantes de la presente invencion, se denominan en la presente clyM (véase, por ejemplo, la tabla 3). La
secuencia diana sometida a mutagénesis abarca los restos 18 a 303. Se construyd una serie de plasmidos pClyM
que son muy similares a pSEC92gfpuv excepto que portan clyM en lugar de clyA. En cada pClyM, un gen gfpuv se
fusiona cadena abajo de clyM. Esta fusién no solo permite rastrear la expresion de ClyM, sino que también sirve
como indicador para el plegamiento correcto de ClyM (Waldo, G.S. et al., 1999, Nat. Biotechnol., 17(7):691-695).

Actividad hemolitica de los variantes de CIyA

Se secuencid clyM a partir de 43 clones que seguian manteniendo su actividad hemolitica. La ClyM en estos clones
porta de 1 a 4 mutaciones (tabla 3; las posiciones de las mutaciones en ClyA se corresponden con la secuencia del
polipéptido de ClyA de SEQ ID NO:2). Los resultados de la secuencia indican que puede introducirse una mutacion
en muchas posiciones de cualquier subdominio de ClyA sin afectar a su actividad hemolitica. Por tanto, los
aminoacidos en estas posiciones no son criticos para la actividad hemolitica de CIlyA en el contexto del dominio de
fusién cadena abajo.

Tabla 3

Posicion de la | n.° del clon de | Dominio Posicion de la | n.° del clon de | Dominio
mutacion en ClyA | ClyM mutacion en ClyA | ClyM

19 HM42 aA/A' 167 HM49 aD

20 HM30 aA/A' 168 HM23 aD

25 HM42 aA/A' 168 HM54 aD

29 HM32 aA/A' 169 HM20 aD

33 HM15 aA/A' 170 HM44 aD

51 HM42 171 HM27 aD

55 HM17 171 HM35 aD

55 HM23 172 HM44 aD

58 HM25 oB 180 HM20

66 HM14 oB 182 HM35

71 HM10 aB 193 HM54 lengua B
72 HM45 oB 203 HM28 aE

73 HM40 oB 203 HM39 aE

73 HM26 oB 208 HM26 aoF

73 HM18 oB 219 HM23 aoF

78 HM26 oB 222 HM8 aoF
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Posicion de la | n.° del clon de | Dominio Posicion de la | n.° del clon de | Dominio
mutacion en ClyA | ClyM mutacion en ClyA | ClyM

84 HM45 oB 224 HM32 aoF
84 HM37 oB 226 HM45 aoF
90 HM11 oB 230 HM8 aoF
104 HM53 234 HM11 aoF
106 HM42 aC 234 HM43 aoF
107 HM53 aC 234 HM44 aoF
110 HM14 aC 242 HM46 aoF
110 HM26 aC 244 HM29 aoF
111 HM44 aC 246 HM28 aoF
114 HM46 aC 250 HM32 aoF
114 HM51 aC 263 HM10

122 HM20 aC 272 HM44 aG
123 HM51 aC 279 HM46 aG
128 HM13 aC 270 HM2 aG
131 HM45 aC 285 HM37 aG
143 HM52 aC 256 HM39 aG
150 HM57 aC 294 HM7

157 HM2 aC

160 HM39

Para determinar cuales son los aminoacidos criticos para la actividad hemolisina de ClyA de S. Typhi se secuenci6
clyM a partir de 111 clones que no tenian actividad hemolitica visible (o muy reducida), pero que seguian siendo
fluorescentes sobre agar de sangre de oveja. Se descubrié que 18 de estos clones tenian solo una mutaciéon de un
aminoacido (tabla 4). La mayoria de estos aminoacidos estan localizados en las alfa-hélicas C, E, F o G. No se
localizaron mutaciones en este grupo en las hélices A, B o D. Se ha indicado previamente que la alteracion del
puente de cisteina intramolecular natural entre los restos 87 y 285 de ClyA abole la actividad hemolitica evitando la
oligomerizacion requerida para la formacion de poros y la actividad citolitica (Atkins A. et al., 2000, J. Biol. Chem.,
275: 41150-41155). La "Posicion" indicada y el aminoacido de tipo salvaje ("wt") en la tabla 4 se corresponden con la
secuencia de aminoacidos del polipéptido de ClyA de S. Typhi mostrado en SEQ ID NO:2. El "dominio" es el dominio
concreto del polipéptido de ClyA de S. Typhi.

Tabla 4
Clon Posicion wt Mutacién Dominio SEQID NO:
M133 109 A T aC
M165 109 A \ aC
M188 116 L Q aC
M187 148 L P aC
M179 163 S C vuelta entre aC y aD
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Clon Posicion wt Mutacién Dominio SEQID NO:
M103 195 S N lengua-f

M30 198 I N aE 30
M128 199 A D aE

M135 204 E K oE

M182 204 E D aE

M109 205 G D aE

M64 207 L R aoF

M185 215 L P aoF

M163 225 L S aoF

M176 229 V L aoF

M150 281 M K aG

M171 284 T P aG

M148 285 C W aG

Exportacién de variantes de CIyA

Para investigar la actividad de exportacion de los 18 clones fluorescentes no hemoliticos (o con una actividad
hemolitica reducida) listados en la tabla 4, se seleccionaron los sobrenadantes del cultivo de estos 18 clones para la
presencia de GFPuv mediante inmunotransferencia. Los resultados demuestran que 6 mutaciones individuales, es
decir, S195—N, 1198—N, A199-D, E204—K, E204—D, y G205-D, conservan propiedades de exportacion
similares a las fusiones de proteinas de tipo salvaje (hemoliticas) ClyA::GFPuv, mientras que siguen siendo no
hemoliticas y fluorescentes (figura 6). Los 6 aminoacidos se agrupan a un distancia muy estrecha, todos localizados
en la hélice pequefia E junto a la lengua-3.

Después se midié especificamente la actividad hemolitica de estos 6 variantes de ClyA (figura 7). Las mutaciones
S195N, 1198N, A199D o E204K redujeron drasticamente la actividad hemolitica hasta 2-8% del tipo salvaje. Una
mutacion G205D redujo la actividad hemolitica hasta menos del 50% del tipo salvaje. De modo interesante, una
sustitucién E204D tiene mucho menos efecto (reduccion del 30%) sobre la actividad hemolitica frente a la sustitucion
E204K (reduccion hasta menos del 2% del tipo salvaje), lo cual demuestra claramente el efecto de los diferentes
aminoacidos introducidos en una posiciéon dada dentro de ClyA. Estos resultados demuestran que las funciones de
la citolisis y la exportacion de proteinas pueden estar desacopladas en ClyA. El desacoplamiento de estas dos
funciones puede lograrse mediante la mutacion de un restos aminoacido individual dentro de una regién muy
pequefa de ClyA, es decir, los aminoacidos en la hélice pequeiia E adyacente a la lengua-f.

Construccion de un mutante triple

Utilizando los anteriores resultados, el gen clyA con optimizacion de codones en pSEC92gfpuv después se
remodificd para contener una mutacion triple: 1198N, A199D, E204K (SEQ ID NO:31), creando pSEC93gfpuv.
Puesto que cada una de estas mutaciones individuales reduce sustancialmente la actividad hemolitica sin tener un
efecto aparente sobre la exportacion, se espera que la combinacién de estas tres mutaciones pueda abolir
completamente la actividad hemolitica. La exportacion de la fusion ClyA::GFPuv mutante triple se ensay6 mediante
inmunotransferencia (figura 8A). Los resultados demuestran que la exportacion del mutante triple desde la cepa de
vacuna de vector vivo CVD 908-htrA es casi indistinguible de las fusiones ClyA wt::GFPuv, y los ensayos de la
actividad hemolitica confirmaron que este mutante triple no tiene actividad citolitica con los eritrocitos (figura 9). De
nuevo, la ausencia de GroEL en los sobrenadantes sugiere con fuerza que las fusiones de variantes de ClyA estan
siendos exportadas con eficacia hacia el sobrenadante en ausencia de autolisis detectable (figura 8B).

Inmunogenicidad de las proteinas de fusion exportadas

En una realizacion preferida, estos mutantes no hemoliticos se fusionan con antigenos distintos de GFPuv, para
desarrollar vacunas de vectores vivos contra patégenos humanos que incluyen, pero no se limitan al antigeno
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protector PA83 de longitud completa de la toxina del antrax. Por tanto, resulta critico evaluar si las fusiones de ClyA
no hemoliticas siguen siendo inmunogénicas, con respuestas inmunoldgicas pertinentes (respuestas celulares y/o
humorales protectoras) capaces de dirigirse al dominio extrafio cadena abajo.

Por tanto, se ensay6 la inmunogenicidad de las fusiones de proteinas ClyA::GFPuv de variantes no hemoliticos en
ratones. Los ratones se inmunizaron por via intranasal con dos dosis (10° unidades formadoras de colonias (CFU)
por dosis) de cepas de vectores vivos atenuadas CVD 908-htrA que portan plasmidos derivados de pSEC92gfpuv
que expresan proteinas de fusion ClyA::GFPuv de variantes no hemoliticos. Todos los ratones recibieron un refuerzo
intramuscular con GFPuv purificada en el dia 42. Los resultados se indican en la figura 10 como la media geométrica
de las titulaciones (en unidades ELISA (EU)) de IgG sérica contra el dominio GFPuv de ClyA::GFPuv. Resulta
inmediatamente obvio que la inmunogenicidad del mutante triple de ClyA codificado por pSEC93gfpuv (que contiene
las 3 sustituciones de aminoacidos 198N, A199D, E204K) no es tan inmunogénica como el variante no hemolitico
expresado por pSEC92M30gfpuv (que expresa un mutante no hemolitico que contiene la Unica sustitucion [198N).
Tal como se esperaba, la ClyA::GFPuv inalterada expresada a partir de cepas que portan el pSEC92gfpuv original
proporcionar la mayor inmunidad humoral especifica de GFPuv, pero la inmunogenicidad del mutante no hemolitico
M30 (1198N) es comparable. Los resultados de este experimento critico claramente demuestran que aunque es
posible eliminar genéticamente la actividad hemolitica de ClyA conservando al mismo tiempo sus capacidades de
exportacion, unos cambios sutiles introducidos en la estructura de las proteinas de fusion ClyA::GFPuv como
sustituciones de restos acumuladas, pueden afectar drasticamente a la inmunogenicidad de estas proteinas de
fusion.

Ejemplo 7: Construccion y analisis de otros variantes no hemoliticos de ClyA de S. Typhi

Cada una de las mutaciones creadas en el mutante triple (pPSEC93gfpuv) analizadas en el ejemplo 6 se derivo de
loci adyacentes en el dominio o.E que pueden provocar cambios en la conformacion de la proteina GFPuv (u otro
dominio de fusion cadena abajo) expresada por el plasmido. Por tanto, se disefio otra estrategia para alterar la
actividad hemolitica de la proteina ClyA.

Construccién de plasmidos derivados de pSEC91-83

En lugar de optimizar la estrategia de ClyA no hemolitica utilizando pSEC92gfpuv, se introdujeron mutaciones
puntuales en un plasmido de expresion previamente descrito, pSEC91-83, que codifica ClyA fusionada con el
antigeno protector (PA83) de la toxina del antrax, para abolir la actividad hemolitica de ClyA (Galen et al., 2009, J.
Infect. Dis., 199:326-335). Debido a que la mutacién individual (1198N) induce un nivel de IgG anti-GFP que es
comparable al control positivo, esta mutacion comprende la mutaciéon primaria con la que se ensay6 otra mutacion
distinta. Se construyeron tres derivados de pSEC91-83 como sigue:

1) Mutante individual 1 = 1198N introducido en clyA de pSEC91-83 para crear pSEC91-831198N.

2) Mutante individual 2 = C285W introducido en clyA de pSEC91-83 para crear pSEC91-83C285W; ha sido
previamente establecido que esta localizacion abole la actividad hemolitica de la proteina ClyA (Kim et al. (2008);
tabla 4 en la presente, clon M148).

3) Mutante doble (DM) = 1198N y C285W introducidos en clyA de pSEC91-83 para crear pSEC91-83DM.

Se disefiaron dos pares de cebadores para introducir las mutaciones en clyA codificada por pSEC91-83 utilizando
procedimientos de mutagénesis especifica dirigida a sitio convencionales:

1) 198N

G873: 5' - TATTTCCTATTCTAATGCTGCGGGCGTGATTGAAGG - 3' (SEQ ID NO:33)
G874: 5' - CCTTCAATCACGCCCGCAGCATTAGAATAGGAAATA - 3' (SEQ ID NO:34)
2) C285W

G875: 5' - TGATTAACACCTGGAATGAATACCAACAACGTCATGG - 3' (SEQ ID NO:35)
G876: 5' - CCATGACGTTGTTGGTATTCATTCCAGGTGTTAATCA - 3' (SEQ ID NO:36)

Cada una de las tres construcciones (pSEC91-831198N, pSEC91-83C285W, y pSEC91-83DM) se construyd con
éxito y se transformo en el vector vivo CVD 908-htrA. Sin embargo, los resultados iniciales sugieren que las cepas
no son estables utilizando el esqueleto de pSEC91-83. Por tanto, se selecciond otro esqueleto que incorpora el
sistema estabilizante SSB para la posterior modificacion (pGEN222SXbal).

Construccion de clones CVD 908-htrA-ssb(pS-CPA83)

El pGEN222SXbal es un derivado del plasmido previamente descrito pGEN222 (Galen et al., 1999, Infect. Immun.,
67:6424-6433) en el que se ha introducido el sistema de estabilizacion SSB. Para modificar este plasmido de
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numero intermedio de copias, el médulo ssb utilizado en la construccién del plasmido de mantenimiento temporal
pBRmMSSB primero se escindié de pCV546 como un médulo Xba I-Nhe | de 798 pb y se insert6 en un derivado de
pGEN222, destruyendo el sitio Spe | exclusivo y creando pGEN222S. Puesto que ssb actuara de forma eficaz como
una funcién de muerte postsegregacional in vivo, la inclusion de hok-sok ya no es necesaria, de forma que el sitio
Xho | 5'-proximal a hok-sok se cambié mediante mutagénesis especifica dirigida a sitio por un sitio Xba |, creando
pGEN222SXbal para la futura delecion de hok-sok y bla.

También se disefio un médulo especial y se creé para permitir la seleccién sencilla de plasmidos antes de la
introduccion en cepas CVD 908-htrAssb. Este modulo esta formado por un gen de tetraciclina flanqueado por sitios
de recombinacion FRT, denominados en la presente FRT-tetA-FRT y flanqueados por los sitios de restriccion Xba |y
Not I. Este modulo FRT-tetA-FRT Xba I-Not | se generd utilizando los siguientes cebadores con pSEC91 como ADN
molde:

FRT-tetA-directo:

TCTAGAgaagttcctatictatatatagtataggaacttcGCTAGCTCATGTTTGACAGCTTATCATCGATA
AGCTTTAATGCGGTAGTTTATCAC (SEQ ID NO:37)

FRT-tetA-inverso:

TCTAGAgaagttcctatactatatatagaataggaacttcGCTAGCCTATCAGGTCGAGGTGGCCCGGCTC
CATGCACCGCGACGCAACGCGGGGAG (SEQ ID NO:38)

Este modulo FRT-tetA-FRT se recuperd en pCR-BLUNT II-TOPO para la excision facil como un fragmento Xba I-Not
| de 1397 pb.

Se realizaron las siguientes etapas en la construccion de vectores de expresion que emplean el esqueleto de
pGR222SXbal. En construcciones distintas, los alelos clyA mutados se subclonaron a partir de pSEC91-831198N,
pSEC91-83C285W, y pSEC91-83DM mediante digestion con BamHI y Avrll, y el acoplamiento en pGEN222SXbal
roto con las mismas enzimas de restriccion, creando pGEN222SXbal-1198N, pGEN222SXbal-C285W y
pGEN222SXball-DM.

Después, los modulos bla-hok-sok de los plasmidos pGEN222SXbal-1198N, pGEN222SXbal-C285W vy
pGEN222SXball-DM resultantes se reemplazaron por el médulo FRT-tetA-FRT digiriendo pCR-BLUNT II-TOPO que
contiene FRT-tetA-FRT con Xbal y Notl, e insertando este fragmento de 1397 pb en los plasmidos pGEN222SXbal-
198N, pGEN222SXbal-C285W y pGEN222SXball-DM digeridos de forma idéntica, creandos las construcciones
resistentes a tetraciclina, denominadas como sigue:

1) pTS-CPA83-1198N - mutante individual 1

2) pTS-CPA83-C285W - mutante individual 2

3) pTS-CPA83-DM - mutante doble.

Estas construcciones se recuperaron en DH5aAssb.

Después, el plasmido pCP20 se introdujo en estas tres cepas para inducir la excision del médulo del gen de
tetraciclina utilizando una metodologia idéntica a la utilizada para delecionar ssb de los cromosomas de DH5aAssb y
CVD 908-htrAssb.

Por ultimo, las construcciones resultantes que tienen un sistema estabilizante SSB y que carecen de marcadores de
resistencia a antibioticos se transformaron en CVD 908-htrAssb y se denominaron como sigue:

1) CVD908-htrAssb (pS-CPA83-1198N) - mutante individual 1
2) CVD908-htrAssb (pS-CPA83-C285W) - mutante individual 2
3) CVD908-htrAssb (pS-CPA83-DM) - mutante doble

Se realizaron unos analisis de inmunotransferencia Western para la deteccién de la expresion de la proteina de
fusion segun se ha descrito (Galen et al., 2009, J. Infect. Dis., 199:326-335). Los lisados de células enteras que
expresan las fusiones ClyM-PA83 se separaron sobre geles de SDS-poliacrilamida. La deteccion de las proteinas de
fusién de PA83 con un peso molecular relativo de aproximadamente 117 kDa se realiz6 utilizando IgG policlonal anti-
PA de cabra (List Biological Laboratories, Campbell, CA) e IgG anti-cabra de conejo marcada con peroxidasa de
rabano (HRP) (Kirkegaard & Perry Labs, Inc., Gaithersburg, MD). Las inmunotransferencias se revelaron utilizando
el sistema de deteccion ECL+Plus (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ) y las transferencias se expusieron a
una pelicula Kodak X-OMAT XAR-2. Los resultados de las inmunotransferencias se muestran en la figura 12.
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Se realizé la medicién de la liberacion de hemoglobina desde los eritrocitos segun se ha descrito (Sansonetti et al.,
1986, Infect. Immun., 51: 461-469), con varias modificaciones. Las bacterias se cultivaron hasta la fase logaritmica
tardia (DO600 a 0,9-1,0) y se recolectaron. Se mezclaron 1 x 10° células en 50 ul de PBS con un volumen igual de
eritrocitos de oveja lavados (Lampire Biological, Pipersville, PA) a una concentracion de 4 x 10%/ml. La mezcla se
centrifugd a 2.200 x g durante 15 min a 30 °C y después se incubé a 37 °C durante dos horas. La reaccion se
resuspendio afiadiendo 150 ul de PBS frio y después se centrifugd a 2.200 x g durante 15 min a 4 °C. Al final de la
reaccion se trasladaron 100 ul del sobrenadante a una placa de microtitulacion de fondo plano. Se midi6 la actividad
hemolitica leyendo la densidad éptica a 545 nm en un lector de microplacas Versamax (Molecular Devicers, Toronto,
Canada). Los resultados del ensayo se muestran en la figura 13. El pSE10, pSEC91 y pSEC91-83 expresan cada
uno ClyA no modificada. La cepa Ty21a es la cepa de vacuna tifoidea que esta autorizada en la actualidad; no
sorprende que muestre una ligera actividad hemolitica, segun ha sido advertido previamente por Oscarsson et al.
(Oscarsson et al., 2002, Infect. Immun., 70:5759-5769). Estos resultados claramente demuestran que la actividad
hemolitica de cada una de las tres construcciones pS-CPA83 (198N, C285W y DM) ha sido abolida.

Para comparar la inmunogenicidad entre las construcciones que expresan PA83 fusionada a ClyA de tipo salvaje (es
decir, la cepa CVD 908-htrA(pSEC91-83)) frente a PA83 procedente de las cepas que expresan los variantes ClyA
estabilizados con SSB (es decir, CVD908-htrAssb (pS-CPA83-1198N), CVD908-htrAssb (pS-CPA83-C285W), y
CVD908-htrAssb (pS-CPA83-DM)), se inmunizaron ratones hembra BALB/c (H2d) por via intranasal a lo largo de 7
semanas segun se describe en la tabla 5.

Tabla 5
Grupo Ratones totales 1®" cebador 2° cebador 3% refuerzo
(10-22-08) (11-5-08) (12-3-08)
1 x10° CFU/10 pl 1 x10° CFU/10 pl
1 10 CVD908-htrA CVD908-htrA proteina PA mas
Jaulas (A,B) (intrasanal) (intrasanal) alhidrogel
(intramuscular)
2 10 CVD908- CVD908- proteina PA mas
Jaulas (C,D) htrA(pSEC91-83) htrA(pSEC91-83) alhidrogel
(intrasanal) (intrasanal) (intramuscular)
3 10 CVD908-htrA CVD908-htrA proteina PA mas
Jaulas (E,F) (mutante individual 1 | (mutante individual 1 alhidrogel
pS-CPA83-1198N) pS-CPA83-1198N) (intramuscular)
(intrasanal) (intrasanal)
4 10 CVD908-htrA CVD908-htrA proteina PA mas
Jaulas (G,H) (mutante individual 2 | (mutante individual 2 alhidrogel
pS-CPA83-C285W) | pS-CPA83-C285W) (intramuscular)
(intrasanal) (intrasanal)
5 10 CVD908-htrA CVD908-htrA proteina PA mas
Jaulas (l,J) (mutante doble pS- (mutante doble pS- alhidrogel
CPA83-DM) CPA83-DM) (intramuscular)
(intrasanal) (intrasanal)
6 5 PBS (intrasanal) PBS (intrasanal) PBS (intramuscular)
Jaulas (K)

* Proteina PA83 mas alhidrogel: 10 ug de PA83 absorbida con 0,5 mg de alhidrogel por dosis (50 pl).

Sangrado:

- preinmunizacion: dia -1 (10-21-08)

- postinmunizacion: dia 13 (11-4-08), 28 (11-19-08), 40 (12-1-08), 49 (12-10-08), 56 (12-17-08) y 70 (12-31-08)
Las condiciones bajo las cuales se produjeron los diferentes indculos se muestran a continuacion:

1) CVD 908htrA

(i) Se cultiva en estrias a partir de una disoluciéon madre sobre 2x LA + DHB y se incuba a 30 °C durante 48 horas.

(ii) Se inoculan 2-3 colonias aisladas a partir de la placa en 5 ml de 2x LB + DHB y se incuba a 30 °C durante la
noche.
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(iii) Se subcultivan 2,5 ml del cultivo de la noche (1:100) en 250 ml de 2x LB + DHB y se espera hasta que la DOggo
nm alcance aproximadamente 1,4 a 37 °C (aproximadamente 4 h).

(vi) Se centrifuga (6.000 rpm, 20 min), se rechaza todo el sobrenadante y se resuspende en 300 pl de PBS.
(v) Se diluye 1:1.000 para la lectura de la DO para asegurarse de que DOggo nm S€a aproximadamente 0,4-0,5.
(vi) Se extraen 10 pl para la inmunizacion (1-2 x 10° CFU/10 pl).

2) CVD 908htrA(pSEC91-83)

(i) Se cultiva en estrias a partir de una disolucién madre sobre 2x LA + DHB + Kan (25 pg/ml) y se incuba a 30 °C
durante 48 horas.

(ii) Se inoculan 2-3 colonias de la placa en 25 ml de 2x LB + DHB + Kan (25 pg/ml) y se incuba a 30 °C durante la
noche.

(iii) Se subcultivan 20 ml del cultivo de la noche (1:12,5) en 250 ml de 2x LB + DHB + Kan (25 pg/ml) y se espera
hasta que la DOgoo nm alcance aproximadamente 1,4 a 37 °C (aproximadamente 5 h 30 min).

(vi) Se centrifuga (6.000 rpm, 20 min), se rechaza todo el sobrenadante y se resuspende en 300 pl de PBS.
(v) Se diluye 1:1.000 para la lectura de la DO para asegurarse de que DOggo nm S€a aproximadamente 0,4-0,5.
(vi) Se extraen 10 pl para la inmunizacion (1-2 x 10° CFU/10 pl).

3) CVD 908htrA-ssb(pS-CPA83-1198N) = mutante individual 1 de ClyA (1198N en un esqueleto de pSSB)

(i) Se cultiva en estrias a partir de una disoluciéon madre sobre 2x LA + DHB y se incuba a 30 °C durante 48 horas.
(i) Se inoculan 2-3 colonias de la placa en 25 ml de 2x LB + DHB y se incuba a 30 °C durante la noche.

(iii) Se subcultivan 20 ml del cultivo de la noche (1:12,5) en 250 ml de 2x LB + DHB y se espera hasta que la DOggo
nm alcance aproximadamente 1,4 a 37 °C (aproximadamente 5 h).

(vi) Se centrifuga (6.000 rpm, 20 min), se rechaza todo el sobrenadante y se resuspende en 150 pl de PBS.
(v) Se diluye 1:1.000 para la lectura de la DO para asegurarse de que DOggo nm S€a aproximadamente 0,4-0,5.
(vi) Se extraen 10 pl para la inmunizacion (1-2 x 10° CFU/10 pl).

4) CVD 908hitrA-ssb(pS-CPA83-C285W) = mutante individual 2 de CIyA (C285W en un esqueleto de pSSB)

(i) Se cultiva en estrias a partir de una disoluciéon madre sobre 2x LA + DHB y se incuba a 30 °C durante 48 horas.
(i) Se inoculan 2-3 colonias de la placa en 30 ml de 2x LB + DHB y se incuba a 30 °C durante la noche.

(iii) Se subcultivan 20 ml del cultivo de la noche (1:12,5) en 250 ml de 2x LB + DHB y se espera hasta que la DOgoo
»m alcance aproximadamente 1,4 a 37 °C (aproximadamente 5 h).

(vi) Se centrifuga (6.000 rpm, 20 min), se rechaza todo el sobrenadante y se resuspende en 150 pl de PBS.
(v) Se diluye 1:1.000 para la lectura de la DO para asegurarse de que DOggo nm S€a aproximadamente 0,4-0,5.
(vi) Se extraen 10 pl para la inmunizacion (1-2 x 10° CFU/10 pl).

5) CVD 908htrA-ssb(pS-CPA83-DM) = mutante doble de CIyA (1198N y C285W en un esqueleto de pSSB)

(i) Se cultiva en estrias a partir de una disolucion madre sobre 2x LA + DHB y se incuba a 30 °C durante 48 horas.
(i) Se inoculan 2-3 colonias de la placa en 30 ml de 2x LB + DHB y se incuba a 30 °C durante la noche.

(iii) Se subcultivan 20 ml del cultivo de la noche (1:12,5) en 250 ml de 2x LB + DHB y se espera hasta que la DOgoo
nm alcance aproximadamente 1,4 a 37 °C (aproximadamente 5 h).

(vi) Se centrifuga (6.000 rpm, 20 min), se rechaza todo el sobrenadante y se resuspende en 150 pl de PBS.
(v) Se diluye 1:1.000 para la lectura de la DO para asegurarse de que DOggo nm S€a aproximadamente 0,4-0,5.
(vi) Se extraen 10 pl para la inmunizacién (1-2 x 10° CFU/10 pl).
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Se mide la Ig anti-PA83 sérica total mediante ELISA tal como se describid previamente (Galen et al., 2009, J. Infect.
Dis., 199:326-335). Las placas se revistieron con PA83 (List Biological) a 2 ug/ml en PBS y se bloqued con leche en
polvo al 10% en PBS. Se ensayaron muestras por duplicado en diluciones en serie. Se empled IgG anti-mono
marcada con HRP (KPL) como el conjugado, seguido del sustrato TMB (KPL). Se calcularon las titulaciones de 1gG
anti-PA mediante la interpolacion de los valores de la absorbancia corregidos para la regresion de las muestras
individuales en una curva patrén. Los resultados se muestran en la figura 14. Ademas, la figura 15 proporciona una
tabla que muestra una comparacién del porcentaje de ratones con seroconversion y GMT después de una
vacunacion con vectores vivos de S. Typhi atenuados que portan plasmidos que suministran PA83 fusionado con
ClyA de tipo salvaje y los variantes de ClyA no hemoliticos. Estos datos indican que aunque los variantes de CIlyA de
mutantes individuales y de mutante doble inducen una inmunidad humoral menos especifica de PA83 7 dias
después del refuerzo, los niveles se convierten en indistinguibles de la inmunogenicidad de ClyA de tipo salvaje-
PA83 4 semanas después del refuerzo (dia 70) y son significativamente diferentes de los de los ratones cebados
con el vector vivo vacio y reforzados con PA83 (grupo 1). Los resultados demuestran claramente que los variantes
de ClyM no hemoliticos todavia pueden conservar la inmunogenicidad de las proteinas extrafias fusionadas con el
extremo carboxi-terminal de ClyM.
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agcogattgt
aacchtgogtyg
cagatcttga
tgcagggctt
acaacatcag
tcagtagtca
acttaccgga
tctogoacag
acacacacca
cgeggtaaga

aaattaactt

cactacagge
gtocacgggcot
gotgtteage
caggtcatte
cgtocttactg
aatocgaaatc
tococogotocag
ggocgatacocg
atcacgggta
gatgaatcca
ggtcacgacg
Lggcgogage
ccgagtacgt
atcaagcgta
aaggtgagat
cgottocagtg
tagocogoget
aagaaccggg
ctgttgtgeoc
caatecatet
tocccoctgoge
cocaacctta
caaggagaaa
gaccagcatc
ttegtaagecs
cgattticgt
gacaagggaa
ggctatccty

actacgggagc

2700
2760
2820
28480
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
iaa0
3720
3780
3840
3500
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320

4380



tatcttocttt
ctﬁaagcgcc
gaaaataatc
gotgoctooo
acccataccc
aatggggtaa
aaaaaaacac
abtcaaactac
ttcaaacgecyg
ggcgaacaght
tggcaataca
coggtaageg
aaccaaccca
ttaaatggcg
goaggttatyg
gggggcacca
tacggagact
cttgogagaa
aataactatc
atgaatgaag
gqgttatacte
aaacacacac
gttaacggta
aactaaatceo
cgoaagggga
gacaagatce
cagatatogt

caatagtcac

ctgccacaca
gggcacatca
cgctcattca
ggagtttgtc
aacccaataa
acttgacaaa
cataaggagt
agtggcagga
agtgggcagt
attcatttga
Jgogacgttaa
aagtggatat
atacggaaaa
gggatacatt
aagttctaca
cattagatat
catctettgg
caaaaggaag
tgaagcaacg
cacttegtaa
atgtrtatggt
agattogtga
tgtatcteat
agatgtaaat
acgaagococgc
coggaceoet
gaatatattg

tcaatcctet
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acacggcaac
tagoccatat
gaccghbtcac
tegagcactt
aacaccaaza
caaacccact
ttrataaatyg
aagcgacgga
ctocttttggt
tecaatcage
tgteogttgea
tgtttgcaca
tattgagocgt
cacaataaaa
agaactggat
ttctcaggta
tgtctctcotg
tagctatctt
aattaatgat
acttgagcaa
tataggcoggt
tgaacgbitt
aggtaattaa
caaacagata
cttaaceggg
ttecocttttat
agatcgotat

tcacaacaag

aaaccacctt
acctgcacgc
gggaaatcecg
ttgttacccg
caagacaaat
taaaacccaa
ttggtattca
acaattaaac
gataaaaagqg
coggatgetyg
gtgcatcacyg
cttecctotga
aagaaagcasz
gatgtaaaag
gagttagatt
atggggaaat
gttacatctyg
gotgacgata
gagaacaaaa
cgtgtattaa
ggocgcagaat
ttcaaaacca
tgatggacaa
aaattgtttyg
cogoactgac
gtgagctgot
ttccaaaaga

agcaaaaaag

37

cacgtcatga
tgaccacact
tgtgattgtt
ccaaacaaaa
aatecattgat
aacataccca
ttgatgacgg
agcacattag
tctttaacta
tagtcacaac
cocttactgac
cagagtatta
acttococggaa
tcatgoctga
ctttattaat
tatcggggat
cagtaaaaga
taatcattca
tatcaatagt
atacgctcaa
taatatgcoga
ataactctca
gogocagaaco
tgatacactg
ggcaggtcoty
gacgaaagaa
gatggoocgat

tgatgaagag

ggcagaaagc
cactttoccct
gococgoatcac
cccaaaaaca
tgatggttga
aacacacacc
ttcaacaaac
coogaacage
cacactgaac
caatatogoa
cagtggtotyg
cgacagaaat
azaaaattaca
atctatacecg
tatagatctc
cagtaaaata
tgoccoctitcet
cagaaaagat
caccgaagca
tgaattitet
tgcagtaaaa
atatgattta
attgocttcea
gacagtatce
gocttataca
accacatttt
trtaattctt

daCCciasaaaa

4440
4500
4560
4620
4680
4740
4300
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5340
&000

6060



atgogatgaa gotaataaat
ctggataaag ggaactcaat
gaaataatcg tttgcactgt

gotoctgteocat tttetgaaac

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

<400>

2

305
PRT
Salmonella Typhi

2

Met Thr Ser Ile

1

Ile

Gln

Arg

Ile

]

Gln

Tyr

Lys

Glu

Ser

1435

Glu

Glu

Val

Fhe

50

Lys

Thre

Il

Asp

Ala

130

Gly

Lys

Thr

Il=

s

Lys

YVal

Val

Leu

Ile

115

Gln

Lys

Ser

Ala

240

Fro

Gln

Leu

Tyr

Leu

140

Leu

Lys

Leu

Ser

Phe

Dsp

Trp

Elu

Leuw

Glu

85

Phe

Ile

Ser

Leu

Tyr

Ala

Gly

Lys

Tyr

Mat

TO

Trp

hsp

Arg

Leu

Ala

150

Fhe

Glu

Ala

Thr

Ser

55

AspE

Cys

Glu

Ils

Leu

135

Leu

Gln
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taattcaatt
caagttattt
ctetgttatt

tcttcatget

Gln

Leu

FPhe

40

Gln

Ser

Gly

Ty

Leu

120

Thre

Asp

Ser

attattgagt tcocctttatc cactatcagg

tcttaccagt cattacataa Logttattat

caggcaattt caataaaggec acttgctecac

g

Thr

Asp

25

Lap

Glu

Gln

Val

Aan

105

hAsp

Ser

Ser

Gln

Val

17

Leu

Glu

Ala

Asp

Val

a0

Glu

Asp

Ser

Gln

Val

38

Glu

Tyr

Thr

Ser

Lys

73

Thr

Lys

Gly

Gln

Leu

155

Asp

Val

Azn

Ile

Val

&0

Tyr

Gln

Lvs

Val

Sar

140

Thr

Arg

Val

Lys=

Lys

45

Lay

Fhe

Leu

Ala

Lys

125

Fhe

Asn

Ile

Ly=s

Tyr

Glu

Val

Glu

Leu

ser

110

Lys

hsn

Asp

Arg

Ser

15

Leu

Len

Gly

Ala

Ser

95

Ala

Leu

Aszn

FPhe

Lys

Ala

Aap

Ser

Lsp

Thr

a0

Ala

Gln

Aan

Ala

Ser

160

Glu

6120

6180

6240

6271



10

15

20

Ala

Ile

Frao

Lau

225

Leu

Thr

Lau

Gln

Ser
305

<210> 3

Tyr

Ile

Glu

210

Ser

Lys

Glu

Lau

Gln
290

<211> 102
<212> ADN

<213>

<220>
<223>

<400> 3

Rla

Sar

195

Leu

Ala

Leu

Thr

Lys

2705

Arg

Gly

130

Tyr

Asn

Thr

Ala

Thr

260

Gly

His

Secuencia Atrtificial

165

Ala

Ser

Asn

Val

Thr

245

Arg

Ala

Gly

Cebador de clonacién

Ala

Ile

Arg

Lvs

230

Glu

Phe

Ala

Lys
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Ala

Ala

Leu

215

Gln

Ile

Ty

Lysa

Lys
2893

Gly

Ala

200

Lys

Ala

Ala

Val

Lys

280

Thr

Ile

185

Gly

Thr

Asn

Ala

Asp

265

Leu

170

Val

Val

Val

Lys

Ile

250

Tyr

Ile

Phe

hla

Ile

Gln

Asp

235

Gly

Asp

Asn

Glu

Gly

Glu

B=n

220

Ile

Glu

Lap

The

Val
300

Fro

Gly
205

Phe

Asp

Ile

Leu

Cys

2B5

Fro

Phe

130

Lys

FPhe

Ala

Lys

Met

270

hsn

Asp

175

Gly

Ley

Thr

Bla

Thr

235

Leu

=lu

Wal

ggatccasad taaggaggas aaaaaaatga ctagratttt tgcagaacaa actgtagagg

tagttaaaag cgogatogaa accgcagatg gggoattaga to

<210> 4
<211> 101
<212> ADN
<213>

Secuencia Atrtificial

39

Leu

Ile

Ser

Lys

240

Glu

Ser

Tyr

Ala

102
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<220>
<223> Cebador de clonacion

<400> 4
cctaggttat cagetagega cghtcaggaac ctogaaaage gtettettac catgacgttg

ttggtattca ttacaggtgt taatcatttt ctttgcaget o

<210> 5
<211> 97
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador de clonacion

<400> 5
cacggtaaga agacgctttt cgagghttoct gacgtogota getgataacc taggtcatgt

tagacagctt atcatcgata agoctttaatg cggtagt

<210> 6

<211> 69

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Cebador de clonacion
<400> 6

agatctacta gtgtcogacge tagetatcag gtcgaggtgy ccocgagctoca tgcacogoga
cgcaacgog

<210> 7

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador de clonacion

<400> 7
actagtcoacc cagaaacgot ggtgaaagta aasagatgctg aagatcagtt gggtgcacga

<210> 8

<211> 101

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Cebador de clonacion
<210> 9

<211> 101

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador de clonacién

<400> 8

40

a0

101

&0

a7

&0

09

&0



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2473 605 T3

cattaaaggt tatcgatgat aagectgtcaa acatgagcta goctaggtca ttaccaatge

ttaatcagtg aggcacctat ctocagocgatec tgtctattte g

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

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador de clonacion

<400> 9
cgaaatagac agatbtogotga gataggigoc tcactgatta agoattggta atgacctagg

ctagctcatg tttgacagct tatcatcgat aacctttaat g

<210> 10
211> 71
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador de clonacion

<400> 10
gegeactagt aaagaaacga accaaaagoc atataaggaa acatacggea tttcccatat

tacacgccat g

<210> 11
<211> 103
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador de clonacion

<400> 11
taaactaccg cattaaagct tatcgatgat aagcoctgtcaa acatgaccecg ggtcactatt

tgttaactgt taattgtoct tgttoaagga tgeotgbettt gac

<210> 12
<211> 46
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador de clonacion

<400> 12

tcatgtttga cagcttatca tcocgataaget ttaatgoggt agttta

<210> 13
<211> 80
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador de clonacién

41

&0

101

&0

101

a0

71

&0

103

46



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

<400>

gogecagatet taatcatcca caggaggoge tagoatgagt aaaggagaag aactttteac

13

tggagttgtc ccaattcttg

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

<220>
<223>

<400>

gtgataaact accgecattaa ageottatega tgataagcotg tcaaacatga gogcototaga

actagttcat tatttgtaga goctcatoccat gocatgtgta atcococcagoag

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

<220>
<223>

<400>

gogecactagt azaaaccttyg attgtbgggt cgacaacgaa gaagacatcg atgttatcoct

gaaaaagtct accattctga actiggacat caac

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

<220>
<223>

<400>

aactaccgroa ttaaagotta tcogatgataa gotgtcaaac atgagectage ctaggtcatt

14

110

ADN

Secuencia Atrtificial

Cebador de clonacién

14

15

94

ADN

Secuencia Atrtificial

Cebador de clonacién

15

16

97

ADN

Secuencia Atrtificial

Cebador de clonacién

16

ES 2473 605 T3

agtcgttggt ccaaccttca tocggtcggaa cgaagta

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

<220>
<223>

<400>

cgatgoggea aaattgaaat tagocactga

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

<220>
<223>

17

30

ADN

Secuencia Atrtificial

Cebador de clonacién

17

18

8908

ADN

Secuencia Atrtificial

vector pSEC84sacB

42

a0

g0

&0

110

a0

94

a0

a7

30



<400> 18
gaattctgtyg

gogaggcatc
taaagttaat
tcagtgcotgt
gatgttaggt
tLttgaaaca
tggattattc
gtatgcagtyg
aggaggatgg
ctgtagagagt
aatacctcga
gttttaaaca
ttatggacag
tegbgacgca
catcagccca
aagcgcaaaa

tggcattaga

gtagcacaga
cggbtgaaat
gatgatagcg
caaatactta
gottattteg
tctatagocga
tgcatttttg
grataaaaaa
gatccaaaat
agttaaaagc
coaggtcate
ggagtacteyg
ccaggacaag
attactctca
gaaagacatt
atctctcoctg

tagccagtta
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ataatgaaaa
aggggtaaac
ggagttattc
agaataagtt
ccattocogea
taaatgaaac
gggagaataq
gcaaataaag
aaggaggaaa
gogatogaaa
ccoctggaaga
caggaagcit
tatttigaag
gogtatattt
ctcattagga
acaagtticac

actaatgatt

gtgtgtaaayg
agacattcag
tagttgcocgag
attgatttta
ataatcttaa
atcttaaaag
acttgcegac
gcatataaca
aaaaaatgac
cogoagatgg
cctttgatga
ctgttttagt
cgacacaaac
tactatttga
tattagatga
aaagtitbcaa

tttcggaaaa

43

aagggtaaaa
aaatgaatga
bgaaggttit
accttgaatt
aaagttceocct
ttttagtatc
tgattaatga
gatcgatctt
Lagtattttt
ggcattagat
aaccataaaa
Lggigatatt
tgtttatgaa
tgaatataat
tggtgtcaag
caacgcttco

aagtagttat

aaaaccgaat
cggtaataaa
grtttgacat
attattgctt
tgcatttaca
atattogtgt
gogttaatea
aaacatccac
goagaacaaa
ctbttataaca
gagttaagcc
agagtttbgc
tggtgtiggtg
gagaaaaaag
azactgaatg
ggaaaactge

ttocagtcac

&0

120

130

240

oo

30

420

480

340

200

660

720

T80

840

900

60

1020



aggtggatag
cgtitggatt
cagaattgaa
tgaaacaagc
caattgggga
taatgotttc
aacaacghbca
accaaaagoo
aaatecctga
ttaaaaatat
chgacggcac
ctaaaaatge
ttgacagctg
attctatoct
gaaaaatocog
caactgecaca
attataaatc
atgaaggcaa
ataaaggcca
gogaagaate
aaagtcaaaa
tocggtatgat
catetaacac
ggtacctgtt
atatttacat
aaactggoct
acttcocgotgt

gaggattcta

aattegtaag
aattatttcc
taacaggcta
gaataaagat
gataaaaacg
tttattaaaa
tggtaagaaqg
atataaggaa
acagcaaaaa
ctocttetgea
tgtcgcaaac
ggatgacaca
gaaaaacgct
aaaagaccaa
tctattctac
agttaacgta
aatctttgac
ctacagctca
caaatactta
tctatttaac
acttctgecaa
tgagctaaac
agtaacagat
cactgactcc
gottggttat
tgtgttaaaa
acctcaagcg

cgcagacaaa
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gaagcttatyg
tattctattyg
aaaacagtge
atcgatgogg
gaaaccgaaa
ggagctgcaa
acgottttcog
acatacggca
aatgaaaaat
aaaggcctgg
tatcacggct
tcgatttaca
ggoogogtct
acacaagaat
actgattict
tcagcatcag
ggtgacggaa
ggcgacaacc
gtatttgaag
aaagcatact
agogataaaa
gatgattaca
gaaattgaac
cgcggatcaa
gtttoctaatt
atggatctig
azaggaaaca

caatcaacgt

coggtgotge
ctgocgggogt
aaaatbtbtett
caaaattgaa
caaccagatt
agaaaatgat
aggttcctga
Ltbcocatat
atcaagttoc
acgtttggga
accacatcgt
tgttctateca
ttaaagacag
ggtcaggtbe
cocggtaaaca
acagoteottt
aaacqgtateca
atacgctgag
caaacacktgg
atggcaaaag
aacgcoacgge
cactgaaaaa
gegegaacat
aaatgacgat
ctttaactgg
atcctaacga
atgtcgtgat

ttgogocaag

44

agcoggcata
gattgaaggg
tactageotta
attagccact
ctacgttgat
taacacctgt
cgtegetagt
tacacgocat
tgaattocgat
cagctggcca
ctttgcatta
aaaagtogge
cgacaaatic
agocacattt
ttacggcaaa
gaacatcaac
aaatgtacag
agatcotoac
aactgaagat
cacatcattc
tgagttagca
agtgatgaaa
ctttaaaatg
tgacggcatt
cocatacaag
tgtaacgtte
tacaagctat

cttoccoctgotg

gtegoocggto
aaattgattc
tocagotacag
gaaatagcag
tatgatgatt
aatgaatacc
aaagaaacga
gatatgctgo
togtocacaa
ttacaaaacg
gcocggagatc
gaaacttcta
gatgcaaatyg
acatectgacg
caaacactga
ggtgtagagg
cagttecateg
tacgtagaag
ggctaccaag
ttoccgtcaag
aacggogots
cogoctgattyg
aacggcaaat
acgtctaacyg
cogotgaaca
acttactcac
atgacaaaca

aacatcaaag

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
24a0
2520
2580
2640

2700



gcaagaaaac
aatagtgacc
tcacagttaa
gtcatccteg
cocgggoctet
ctagegeotat
cgotttggec
atcatggecga
accggcgcoca
cgggoetogec
gtggccgggg
ctcaacggeoo
cgtcgaccga
atgactatecg
coggoagogo
ggoctgtoge
coogocacaoa
ctgggctacg
cttctogett
gatgacgacco
atcactggac
ttggeatgga
gcatggagcoo
ccagcaaaaq
ccocecchbgac
actataaaga
cctgoogetbt
tagctcacgo

gacgaacoa

atctgttgte
cgggtcatgt
attgctaacg
gcaccgtcac
tgogggatat
atgcocgttgat
googoocagh
ccacaccogh
caggtgocggt
acttcgggeot
gactgttggg
tcaacctact
tgoccoccttgag
tocgocgoact
totgggteat
ttgcoggtatt
aacgtttogg
tottgoctgge
coggoggoat
atcagggaca
cgctgatcegt
ttgtaggoge
gygeocacete
gccaggaace
gagcatcaca
taccaggcgt
accggatace
tgtaggtatc

cocogttcage
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aaagacagca
Ltgacagctt
cagtcaggea
coctggatgot
cgtoccattoo
gcaatttecta
cctgctoget
cctgbtggatc
tgotggogoo
catgageogek
cgocatoclboo
actgggotgo
agccttcaac
tatgactgte
Lttocggogag
cggaatebtg
cgagaagcag
gttocgogacg
cgggatgcce
gcttcaagga
cacggcgatt
cgcectatac
gacctgatag
gtaaaaaggc
aaaatcgacg
ttocoocootgg
tgtecgectt
tcagticggt

cogacogotg

tccttgaaca
atcatcgata
cocgtgtatga
gtaggeatag
gacagcatcyg
tgocgeacceg
tcgoctacttg
ctctacgoog
tatatcgccg
tgtttocggceg
ttgcatgoac
ttoctaatge
ccaghbcagot
tbctttatea
gaccgctttc
cacgococctog
gccattatcg
cgaggotgga
gogttgoagy
tcgoctogogg
tatgcocgeoot
cttgtctgoce
ckagecgtoga
cgogttgotyg
ctcaagtcag
aagctcooctco
tetecctteg
gtaggtogtt

cgocttatee

45

aggacaatta
agctttaatg
aatctaacaa
gcttggttat
ccagtcacta
tteteggage
gagocactat
gacgcatogt
acatcaccga
tgggtatggt
cattccttge
aggagtcgea
cottcoggtyg
tgcaactogt
gctggagogo
ctocaagectt
cocggoatgge
tggcocttooo
cecatgotgte
ctcttaccag
cggogagoac
tocccegogtt
cactagctga
gogtitttoo
aggtggcgaa
gtgogototo
ggaagcocgtag
cgctccaago

ggtaactate

acagttaaca
cggtagtita
tgegeteate
googgtactg
tggcgtgetyg
actgtocgac
cgactacgog
ggocggeate
tggggaagat
ggoaggocos
ggcggoggtg
taagggagag
guogogggyo
aggacaggtyg
gacgatgatc
cgtcactggt
ggccgacygcyg
cattatgatt
caggcaggta
cotaacttocg
atggaacggg
gocgtogoggh
taacctaggg
ataggctoog
accogacagg
ctgttocogac
cgotttotea
tgggctgtgt

gtettgagte

2760
2820
2880
2940
3000
3080
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
Ie00
Jaol
3720
3780
3840
3900
3560
4020
4080
4140
4200
4280
4320
4380

4440



caaccocggta
agcgaggtat
tagaaggaca
tggtagctct
geagocagatt
gtotgacgect
catcogtoag
cocgocacoo
tactcaggag
gagooctttog
ctaccatcgg
gogotactge
tgtatcagge
gcbgaatatt
tLtcagttoge
tttratggat
cagggoghit
tecotgoccte
ctggctaatg
accggateta
tgatggcagg
aactcgtoaa
agcacgagga
aacgctatgt
aagocggocat
tcoctegeegt
tgatgctett

cgoctogatge

agacacgact
gtaggoggty
gtatttggta
tgatcoggoca
acgogcagaa
cagtagatct
gatggecttc
tococgggoogt
agcgttcace
ttttatttga
cgctacggeg
cgocaggoaa
tgaaaatctt
ccttttgtet
tgogotoacy
tcatgcaagg
tatggogggt
tgattttcca
cacccagtaa
aaacactage
ttgggcgtcg
gaaggcgata
agcggtcage
ccbtgatageg
tttoccaccat
cgggcatgog
cgboccagatc

gatgtttege

ES 2473 605 T3

tatcgecact
ctacagagtt
tetgogotet
aacaaaccac
aaaaaggatec
aaaacactag
tgottaacte
tgcttocgcaa
gacaaacaac
tgoctggcag
cttcactict
attcbgtttt
ctctecatcocg
cogaccatca
gotoctggcag
aaactaccca
ctgctatgtg
gtoctgaccac
ggcagocggta
ccaaccttte
cbtggtoggt
gaaggogatg
ccattegoeg
gbtccgocaca
gatattocgge
cgeccttgage
atcctgateg

ttggtggtcg

ggcagcagos
cttgaagtgg
gctgaagoca
cgctggtage
tcaagaagat
gococaagagt
gatgectgge
cgttcaaatec
agataaaacg
ttococctacto
gagttcocggea
atcagacego
ccaaaacagc
ggcacctgag
tgaatgggayg
taatacaaga
gtgctatcetg
tteggattat
tcatcaacag
atagaaggcg
catttcgaac
cgotgogaat
ccaagctett
cccagoocggo
aagcaggcat
ctggcgaaca
acaagacegg

aatgggcagg

46

actggtaaca
tggcctaact
gttacctteg
ggtggttttt
coctttgatet
ttgtagaaac
agtttatggc
cgctoocoggc
aaaggcccaqg
tocgocatggayg
tggggtcagyg
ttotgegttic
caagctggat
togotgtett
taaatggcac
aaagcccgto
actttttgct
cocogbtgacag
gcocttaceccgt
goggtggaat
cccagagtcc
cgggagoggc
cagcaatatc
cacagtocgat
cgocatgggt

gttoggotgg
cttoccateog

tagcoggatc

ggattagcag
acggctacac
Jaaaaagagt
ttgtitgcaa
tttetacggg
gcaaaaaggc
gggeogtecty
ggatttgtcc
tetticgact
agaccoccaca
tgggaccacc
tgatttaatc
ctggcaaatc
tttecgtgaca
tacaggcgeo
acgggottet
gitcagcagt
gtecattcaga
cttactgtca
cgaaatcteg
cgctcagaag
gataccgtaa
acgggtagce
gaatccagaa
cacgacgaga
cgocgagoccco
agtacgtact

aagcgtatgc

4500
1560
1620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
2100
5160
3220
5280
5340
2400
5460
2320
2580
5640
3700
5760
5820
5880
5940
&000
&0&0

6120



agcocgecgea
aggagatoct
acgtocgagea
togtoctgoa
cectgegetg
tcatagoocga
tcaatcatgeo
cagatocttg
gagggogoos
gotacocggog
cotgaaaagg
aaagccgoca
agataagtga
cgtggtagtt
tggactagac
ctitctttctyg
adgogocggg
aataatccge
gcctococogga
catacccaac
ggggtaaact
aapacaccat
aaactacagt
aaacgogagt
gaacagtatt
caatacagcg
gtaagocgaag
caacccaata

aatggcgggg

ttgcatecage
gococooggoac
cagctgegca
gttcattcag
acagcoggaa
atagcctctoc
gaaacgatco
goggoaagaa
cagchtggoaa
aaccagcagc
cgggoctgeg
cotoootgtyg
atatcaacag
tocatggoctt
atagggatge
ccacacaaca
cacatecatag
tcattecagac
gtttgtetog
ccaataaaac
Lgacaaacaa
aaggagktttbt
ggcaggaaaqg
gggcagtcte
catttgatcc
acgttaatgt
tggatactgt
cggaaaatat

atacattcac

ES 2473 605 T3

catgatggat
ttogooccaat
aggaacgcoc
ggcacocggac
cacggeggca
cacccaagcg
tcatocctgte
agocatocag
ttococggtteg
ccotttataa
coogoctoca
tocogbotetg
tgtgagacac
cttctocttg
ctocgtggtgg
cggcaacaaa
cocatatace
cgbtocacggg
agcacttttg
accaaaacaa
acccacttaa
ataaatgttg
cgacggaaca
ttttggtgat
aatcagcccg
cgtbtgoagty
Ltgcacactt
tgagogtaag

aataaaagat

acttbctogg
agcagccaght
gtogtggeca
aggtocgghict
tcagagcage
gcocggagaac
tottgatcag
tttacttbge
ctgctagaca
aggogocttoa
ggbtgotact
taacgaatct
acgatcaaca
cgcaaagoge
ttaatgaaaa
ccaccttcac
tgcacgctga
aaatcogtgt
ttacccgoca
gacaaataat
aacccaaaac
gtattcattg
attaaacagc
aaaaaggtct
gatgctgtag
catcacgcct
coctoctgacag
aaagcaaact

gtaaaaglca

47

caggagceaag
ccottocogo
goocacgatag
tgacaaaaaqg
cgattgtctyg
ctgcgtgoaa
atoctbgateco
agggettcoe
acatcagcaa
gtagltcagac
taccggattc
cgcacagoga
cacaccagac
ggtaagaggc
ttaacttact
gtcatgagge
ccacactcac
gattgttgcoe
aacaaaaccc
cattgattga
atacccaaac
atgacggtte
acattageccc
ttaactacac
tcacaaccaa
tactgaccag
agtattacga
tocoggaaaaa

tgoctgaatc

gtgagatgac
tLcagtgaca
cogogetgee
aacocgggcgc
ttgtgeccag
tocatotigt
cotgogocat
aaccttacca
ggagaaaggy
cagcatcagt
gtaageccatg
ttttegtgte
aagggaactt
tatecctgatg
acggggetat
agaaageccte
tttcococctgaa
gocatcacgct
aaaaacaacc
tggttgaaat
acacaccaaa
gacaaacatltc
gaacagcttc
actgaacgge
tatcgcatygg
tggtctgooa
cagaaataac
aattacatta

tataccggca

6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
600
6660
6720
6780
6840
6300
6360
T020
T080
7140
T200
7260
7320
7380
7440
7500
1560
7020
TE80
7740
7800

Taed
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15

ggttatgaag
gacaccacat
ggagactcat
gogagaacaa
aactatctga
aatgaagcac
tatactcatyg
cacacacada
aacggtatgt
taaatccaga
aaggggaacg
aagatcoccococg
atatcgtgaa
tagtcactca
cgatgaaget
gataaaggga
ataatcgrtt

ctgtcatttt

ttctacaaga
tagatatttec
ctocttggtgt
aaggaagtag
agcoaacgaat
ttocgtaaact
ttatggttat
ttegigatga
atctcatagg
tgtaaatcaa
aagoccgockt
gacccotbbic
tatattgaga
atcctobtoa
aataaattaa
actcaatcaa
geactgbete

ctgaaactct

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

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>

<400>

atg act agt att ttt goca gaa caa act gta gag gta gLt aaa
Met Thr Ser Ile Phe Ala Glu Gln Thr val Glu Val Val Lys

1

atc gaa acc gca gat ggg geca tta gat ctt tat aac aaa tac

19

2253

ADN

Secuencia Atrtificial

ES 2473 605 T3

actggatgag
tcaggtaatag
ctoctotggtt
ctatcttgot
taatgatgag
tgagcaacgt
aggcggtgge
acgtbtittc
taattaatga
acagataaaa
aaccgggoocg
cttttatgtyg
tegotatttc
caacaagago
ttcaattatt
gttattttet
tgttattcag

tcatgcotg

gen de fusién ClyA::SacB

CDS
(1)..(2253)

19

5

ttagattctt tattaattat
gggaaattat cggggatcag
acatctgcag taaaagatgco
gacgatataa tcattcacag
aacaaaatat caatagtcac
gtattaaata cgctcaatga
gocagaattaa tatgegatge
aaaaccaata actctcaata
tggacaagocg cagaaccatt
ttgtttgtga tacactggac
cactgacggc aggtctggoc
agctgctgac gaaagaaacc
caaaagagat ggoocgatttt
aaaaaagtga tgaagagacc
attgagttcec ctttatccac
taccagtcat tacataatcg

geoaatttcaa taaaggcact

10

48

agatctcggg
taaaatatac
cchttobott
azaagataat
cgaagcaatyg
atttbetbtggt
agtaaaaaaa
tgatttagtt
gochbbcaaac
agtatcccge
ttatacagac
acattttcag
aatbcttcaa
aaaaaaaatg
tatcaggctg
ttattatgaa

tgotcacget

agc gog
Ser Ala
15

cte gac

TS20
7980
B8040
8100
gled
8220
3280
8340
2400
g4a0
8520
8380
gedl
8700
8760
g820
gaaon

8908

48

95



Ile

cag
Gln

cgt
Arg

att
Ile
&5

caa
Gln

tat
Tyrx

aaa
Lys

gaa
Glu

teoo
Ser

145

gaa
Glu

gct
Ala

att
Ila

oA
Pro

tta
Leu
225

ttg
Leu

Glu Thr Ala

gte
Val

ttt
Fhe
50

aaa
Lys

act
Thr

att
Ile

gac
Asp

gcg
Ala
130

gga
Gly

aaa
Lys

tat
TyrE

att
Ile

gaa
Glu
210

teca
Ser

aaa
Lys

ate
Ile
35

aaa
Lys

gtt
Val

gLt
Val

tta
Leu

att
Ile
115

caa
Gln

aaa
Lys

agt
Ser

goo
Ala

koo
Ser
195

ttog

Leu

gct
ala

tta
Leu

20

[alala:
Pro

cag
Gln

ttg
Leu

tat
Tyvr

cta
Leu
100

che
Leaud

aaa
Lys

ctg
Leu

agt
Ser

ggt
Gly
180

tat

Tvr

aat
Asn

aca
Thr

gcc
Ala

Asp

tag
Trp

gag
Glu

ctt
Leu

gaa
Glu

Lttt
Phe

att
Ile

tot
Ser

ctyg
Leu

tat
Tyr
165

gct
Ala

tet
Ser

aac
Asn

gtg
Val

act
Thr

Gly

aag
Lys

tac
Tyr

atg
Mat
70

tgg
Trp

gat
A3p

agg
Arg

cte
Leu

gea
Ala
150

tte
Phe

goa
Ala

att
Ile

agdg
Arg

aza
Lys
230

gaa
Glu

Rla

ace
Thr

teg
Ser
25

gac
Asp

tgt
Cys

gaa
Glu

ata
Ile

cig
Leu
135

tta
Leu

cag
Gln

goo
Ala

gt
Ala

cta
Leu
215

caa

Gln

ata
Il=

ES 2473 605 T3

Leu

ttt
Fhe
40

cag
Gln

agc
Ser

ggt
Gly

tat
Tyr

tta
Leu
120

aca
Thr

gat
Asp

tca
Ser

ggc
Gly

gcg
Ala
200

aaa

Lys

gog
Ala

gca
Ala

Asp
25

gat
Asp

gaa
Giu

cag
Gln

gte
Val

aat
Asn
105

gat
Asp

agt
Ser

agc
Ser

cag
Gln

ata
Ile
185

ggc
Gly

aca
Thr

aat
Asn

goa
Ala

Leu

gqaa
Glu

got
Ala

gac
Asp

gryg
Val
a0

gag
Elu

gat
Asp

tca
Ser

cag
Gln

grg
Val
170

gte
Val

gtg
Val

gtg
Val

aaa
Lys

ate
Ile

49

Tyrxr

ace
Thr

tot
Ser

aag
Lys
75

acg
Thr

aaa
Lys

ggt
Gly

caa
Gln

tta
Leu
155

gat
hsp

goo
Ala

att
Ile

caad
Gln

gat
Asp
235

agyg
Gly

Asn

ata
Ile

gtt
Val
&0

tat
TYE

Ccaa
Gln

ada
Lys

gtec
Val

agt
Ser
144

act
The

aga
Rrg

agt
Gly

gaa
Glu

aat
Asn
220

atec

Ile

gag
Glu

Lys

aaa
Lys
43

tta
Leu

(A
Phe

tta
Leu

gca
ARla

aaqg
Lys
125

ttec
Fhe

aat
Aszn

att
Ile

falels |
Pro

g99
Gly
205

tte

Fhe

gat
Asp

ata
Ile

Tyr

Jgag
Glu

gtk
Val

gaa
Glu

cte
Leu

tca
Ser
114

aaa
Lys

aac
Asan

gat
Asp

cgt
Arg

Bttt
Phe
190

aaa

Lys

ttt
Fhe

gog
Ala

aaa
Lys

Leu

ctta
Leu

ggt
Gly

gcg
Bla

tca
Ser
95

goc
Ala

ctg
Leu

aac
Asn

=
Phe

aag
Lys
175

Fga
Gly

Ttyg
Leu

act
Thr

gca
Ala

acg
Thr

Asp

age
Ser

gat
ASp

aca
Thr
a0

gog
Ala

cag
Gln

aat
Asn

gct
Ala

tog
Ser
160

gaa
Glu

tta
Leu

att
Ile

agc
Ser

adaad
Lys
240

gaa
Glu

144

192

240

288

33s

384

432

480

528

a7e

624

672

720

TaE



acc
Thr

tta
Leu

caa
Gln

agt
Ser
305

cat
His

gaa
Glu

tct
Ser

gct
Ala

tta
Leu
385

cat
Tyr

cgo
Arg

aaa
Lys

aga
Gly

aaa
Lys
465

gaa
Glu

tta
Len

caa
Gln
250

aaa
Lys

att
Ile

add
Lys

tct
Ser

gac
Asp
ato

gcoc
Ala

caa
Gln

gto
Val

gac
Asp

aaa
Lys
450

caa
Gln

aca
Thr

aaa
Lys
275

cgt
Arg

gaa
Glu

aca
Thr

tat
Tyr

gca
Bla
355

ggc
Gly

gga
Gly

aaa
Lys

4
FPhe

caa
Gln
435

atc
Ile

aca
Thr

acc
Thr
260

gga
Gly

cat
His

acg
Thr

cgo
Arg

caa
Gln
340

aad
Lys

act
Thr

gat
ASp

gt
Val

faaa
Lys
420

aca
Thr

cgt
Arg

ctg
Leu

245

aga
Arg

gct
Ala

ggt
Gly

aac
Aan

cat
His
325

gtt
Val

ggc
Gly

gtec
Val

cct
Fro

gac
Gly
405

gac

asp

caa
Gln

tta
Leu

aca
Thr

tte
Phe

gca
Ala

aag
Lys

caa
Gln
310

gat
h=p

cct
Pro

ctg
Lay

goa
Ala

aaa
Lys
390

gaa
Glu

aqe
Ser

gaa
Glu

ttc
Fhe

act
Thr
470

tac
Tyr

aag
Lys

aag
Lys
295

aag
Lys

atg
Met

gaa
1u

gac
Lzp

aac
A=n
375

aat
Asn

act
Thr

gac
Asp

tgg
Trp

tac
Tyr
455

gqca
Ala

ES 2473 605 T3

gtt
Val

aaa
Lys
280

acyg
Thr

cca
Fro

ctg
Leaw

the
Fhe

gtt
Val
3el

tat
Tyr

gog
Ala

tct
Ser

aaa
Lys

teca
Ser
440

act
Thr

caa
Gln

gat
Asp
265

atg
Met

ctt
Leu

cat
Tyr

caa
Gln

gat
Rsp
345

tgy
Trp

cAac
His=

gat
Asp

att
Ile

tte
Fhe
425

ggt
Gly

gat
Asp

gtt
Val

250

tat
Tyr

att
Ile

Lte
Fhe

aag
Lys

ate
Ile
330

teg
Ser

gac
Aap

ggc
Gly

gac
Asp

gac
Bsp
410

gat
Asp

Lca
Ser

ctc
Phe

aac
Asn

gat
Asp

aag
Asn

gag
Glu

gaa
Glu
315

cct
BEro

tcc
Ser

age
Ser

tac
Tyr

aca
Thr
395

age
Ser

gca
Ala

gcc
Ala

tcco
Ser

gta
Val
475

50

gat
Asp

ace
Thr

gtt
Val
300

aca
Thr

gaa
Glu

aca
Thr

Tgg
Trp

cac
His
3s0

teg
Ser

tag
Trp

aat
Asn

AcCa
Thr

ggt
Gly
450

tca
Ser

tta
Leu

tgt
Cys
285

cot
Fro

tac
Tyr

cag
Gln

att
Ile

cca
Frao
365

ate
Ile

att
Il=

aaa
Lys

gat
Asp

Lttt
Fhe
445

aaa

Lys

gca
Ala

atg
Met
270

aat
Asn

gac
Asp

ggc
Gly

caa
Gln

aaa
Lys
350

tta
Leu

gte
Val

tac
Tyr

aac
Azn

tot
Ser
430

aca
Thr

cat
His

tca
Ser

255

ctt
Leu

gaa
Glu

gte
Wwal

att
Ile

aaa
Lys
335

aat
Ahsn

caa
Gln

Lttt
Phe

atg
Meat

gct
Rla
415

atc
Ile

tct
Ser

tac
Tyr

gac
B=p

tct
Ser

tac
Tyr

gct
Ala

Loo
Ser
320

aat
Asn

ate
Ila

aac
ABn

gca
Ala

tte
Fhe

400

ggc
Gly

cta
Leu

gac
Asp

ggc
Gly

agc
Ser
480

8le

864

312

980

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440



tet
Ser

gac
Asp

taec
Tyr

gat
Asp

gat
Asp
545

aaa
Lys

gat
hsp

gag
Glu

gca
Ala

atg
HMet
625

acg
Thr

cct
Ser

gtg
Val

cac
His

ttg
Leu

gga
Gly

age
Ser

aaa
Lys
530

ggc
Gly

age
Ser

aaa
Lys

cta
Leu

tct
Ber
610

aac
Asn

att
Ile

aat
Asn

tta
Leu

ttc
Fhe
&90

aac
B3N

aaa
LYS

tca
Ser
515

ggc
Gly

tac
Tyr

aca
Thr

aaa
Lys

aac
A3n
595

aac
Asn

ggc
Gly

gac
Asp

tct
Ser

aaa
Lys
&75

gct
Ala

atc
Ile

acg
Thr
500

ggc
Gly

cac
His

caa
Gln

tca
Ser

cgc
Arg
580

gat
Asp

aca
Thr

aaa
Lys

ggc
Gly

tta
Len
a6l

atg
MeL

gta
Val

aac
Azn
185

tat
Tyr

gac
Asp

aaa
Lys

ggc
Gly

ttc
Fhe
565

acyg
Thr

gat
Asp

gta
Val

tgg
Trp

att
Il=
645

act
Thr

gat
Asp

cct
Fro

ggt
Gly

caa
Gln

aac
bhsn

tac
Tyr

gaa
Glu
550

ttc
Fhe

gct
Ala

tac
Tyr

aca
Thr

tac
Tyr
630

acg

Thr

qgc
Gly

ctt
Leu

caa
Gln

gta
Val

aat
Asn

cat
His

tta

Leu
535

gaa
Glu

cgt
Arg

gag
Glu

aca
Thr

gat
Aap
613

cbg
Lau

tct
Ser

cca
Fro

gat
Asp

gcg
Ala
6495

ES 2473 605 T3

gag
Glu

gta
Val

acqg
Thr
520

gta
Val

tct
Ser

caa
Gln

tta
Leu

ctg
Leu
600

gaa
Glu

Lte
Fhea

aac
Asn

tac
Tyr

cct
Fro
6B

aaa
Lys

gat
Asp

cag
Gln
505

ctg
Leu

Lttt
Phe

tta
Leu

gaa
Glu

gca
Ala
5as

aad
Lys

att
Ile

act
Thr

gat
Asp

aag
Lys
665

aac

Asn

gga
Gly

tat
Tyr
490

cag
Gln

aga
Arg

gaa
Glu

Lttt
Phe

agt
Ser
570

aac
Aan

aaa
Lys

gaa
Glu

gac
Asp

att
Ila
250

cog
Pro

gat
hsp

aac
Asn

aaa
Lys

Lte
FPhe

gat
Asp

gca
Ala

aac
Asn
555

caa
Gln

gge
Gly

gtg
Val

cgc
Arg

el
Ser
833

tac

Tyr

ctyg
Leu

gta
Val

aat
Asn

51

tca
Ser

atc
Ile

cct
Fro

aac
Asn
540

aaa
Lys

aaa
Lys

gct
Ala

atg
Met

gcg
Ala
B20

ogo
ATg

atg
Met

aac
Asn

ace
Thr

gtc
Val
700

atec
Il=

gat
hsp

cac
His
525

act
Thr

goa
Ala

chbt
Leu

cte
Leu

aaa
Lys
605

aac
Asn

gga
Gly

ctt
Leu

aaa
Lys

Lttt
Fhe
B85

gtg
val

Lttt
Fhe

gaa
Glu
510

tac
Tyr

gga
Gly

tac
Tyr

ctg
Leu

ggt
Gly
590

ccg
Fro

gte
Val

tca
Ser

ggt
Gly

ace
Thr
570

act

Thr

att
Ile

gac
Asp
495

ggc
Gly

gta
Val

act
Thr

tat
Tyr

caa
Gln
575

atg
HMat

ctg
Leuw

ttt
Phea

aaa
Lys

cat
Tyr
635

Fgo
Gly

tac
Tyr

aca
Thr

ggt
Gly

aac
Asn

gaa
Glu

gaa
Glu

qgc
Gly
560

ageo
Ser

att
Ile

att
Ila

aaa
Lys

atg
Mat
640

gtt
Val

ctt
Leu

tca
Ser

agc
Ser

1488

1536

1584

1la3z

1680

1728

177a

lgz24

1872

1920

1568

2016

2064

£112



10

tat
Tyr
T05
cca
FPro

gac
Asp

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

<220>
<223>

<400>

Met

Ile

Gln

Arg

Ile

Glin

Tyr

Lys

Glu

atg
Met

age
Ser

age
Ser

20
749
PRT

aca
Thr

Lte
FPhe

ave
Ile

aac
Asn

cky
Leu

ctt
Leu
740

aga
Arg

ctg
Leu
125

gaa
Glu

Secuencia Artificial

Constructo sintético

20
Thr

Glu

Val

Fhe

50

Lys

Thr

Ile

Aszp

Ala
130

Ser

Thr

Ile

35

Lys

Val

Val

Leu

Ile

115

Gln

Ile

Ala

20

Pro

Gln

Leu

Tyr

Leu

100

Leu

Lys

FPhe

Bsp

Trp

Glu

Leu

Glu

85

Phe

Ile

Ser

gga
Gly
710

aac
Asn

caa
Gln

Ela

Gly

Lys

Tyr

Met

TO

Trp

Asp

Arg

Leu

tte
Fhe

ate
Ile

g9a
Gly

Glu

Bla

Thr

Ser

35

Asp

Cys

Glu

Ile

Leu
135

ES 2473 605 T3

tac
Tyr

aaa
Lys

caa
Gln

Gln

Leu

Phe

40

Gln

Ser

Gly

Tyr

Leu

120

Thr

gca
Ala

ggc
Gly

tta
Leu
T45

The

Asp

Asp

Glu

Gln

Yal

Azn

105

Asp

Ser

gac
Rsp

aag
Lys
730

aca
Thr

Val

10

Leu

Glu

Ala

Asp

Val

90

Glu

Asp

Ser

aaa
Lys
715

aaa
Lys

gtt
Val

Glu

Tyr

Thr

Ser

Lys

73

Thr

Lys

Gly

Gln

52

caa
Gln

aca
Thr

aac
Asn

Val

Asn

Ile

Val

&0

Tyr

Gln

Lys

Val

Ser
140

tca
Ser

Lct
Ser

aaa
Lys

Val

Lys

Lys

45

Leu

Fhe

Leu

Ala

Lys

125

Phe

acg
Thr

gtt
Val

tag

Lys

Tyr

30

Glu

Val

Gzlu

Leu

Ser

110

Lys

Asn

o o
FPhe

gtc
Val
735

tga

Ser

15

Leu

Leu

Gly

Ala

Ser

95

Ala

Leu

Asn

gcg
Ala
T20

aaa
Lys

Ala

Asp

Ser

Asp

Thr

Ala

Gln

Asn

Ala

2160

2208

2253



Ser
145

Glu

Ala

Ile

Fro

Leu
225

Leau

Thr

Leu

Gln

Ser
05

His

Glu

Ser

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

<400>

Gly

Lys

Tyr

1le

Glu

210

Sar

Lys

Glu

Leu

Gln

290

Lys

Ile

Lys

Ser

21
921

Lys

Sar

Rmla

ser

195

Leu

Ala

Lau

Thr

Lysa

273

Arg

Glu

Thr

Tyr

Ala
355

ADN
Salmonella Typhi

21

Leu

Ser

Gly

180

Tyr

Asn

Thr

Ala

Thr

280

Gly

His

Thr

Arg

Gln

340

Lys

Lau

Tyr

165

Ala

Ser

Asn

Val

Thr

245

Arg

Ala

Gly

Asn

His

325

Val

Gly

Lla

150

FPhe

Ala

Ile

Arg

Lys

230

Glu

Fhe

Ala

Lys

Gln

310

ASp

Pro

Leu

Leu

Gln

Ala

Ala

Lau

215

Gln

Ila

Tyr

Lys

Lys

295

Lys

Met

Glu

Asp

ES 2473 605 T3

Bsp

Ser

Gly

Ala

200

Lys

Ala

Ala

Val

Lys

280

Thr

Prao

Leu

Phe

Val
ie0

Ser

Gln

Ile

185

Gly

Thr

Asn

hla

Asp

265

Met

Leu

Tyr

Gln

Asp

345

Trp

Gln

Val

170

Val

Val

Val

Lys

Ile

230

Tyr

Ile

FPhe

Lys

Ile

330

Ser

Asp

Leu

155

Asp

Ala

Ila

Gln

Asp

235

Gly

Lsp

Asn

Glu

Glu

315

Pro

S5er

Ser

53

Thr

Arg

Gly

Glu

Azn

220

Ile=

Glu

Asp

Thr

Val

300

Thr

Glu

The

Trp

Asn

Ile

Pro

Gly

205

Phe

Asp

Ile

Leu

Cys

285

Pro

Tyr

Gln

Ile

Pra
3a5

Asp

Arg

Fhe

190

Lys

Phe

Ela

Lys

Met

270

Asn

Asp

Gly

Gln

Lys

iso0

Leu

Phe

Lys

175

Gly

Leu

Thr

hla

Thr

255

Leu

Glu

Val

Ile

Lys

3235

Asn

Gln

Ser

1a0

Glu

Leu

Ile

Ser

Lys

240

Glu

Ser

Tyr

Ala

Ser

3z2a

Asn

Ile

Asn



atgactagta
gatggggcat
gatgaaacca
ttagttggtg
caaactgttt

tttgatgaat

gatgatggtg
tbcaacaacdg
gasaaaagta
gctgcagecd
ggcgtgattg
Lttctttacta
Ltgaaattag
agattctacg
atgattaaca

cctgacgtog

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

22
1102
ADN

<400> 22

tttttgocaga
tagatcttta
taaaagagtt
atattaaagt
atgaatggtyg

ataatgagaa

tcaagaaact
cttecggaaa
gttatttcca
gecatagtcge
aagggaaatt
gcttatcageo
ccactgaaab
ttgattatga
cctgtaatga

ctagctgata

Salmonella Typhi

ES 2473 605 T3

acaaactgta
taacaaatac
aagoccgbttt
tttgettatby
tggtgtogtg

aaaagcatca

gaatgaagog
actgctggca
gtcacaggtyg
cggtoocgtit
gattccagaa
Lacagtgaaa
agcagcaatt
tgatttaatg
ataccaacaa

a

Jgaggtagtta
ctcgaccagg
aaacaggagt
gacagcooagg
acgcaattac

goccagaaad

caaaaatbctc
ttagatagce
gatagaattec
ggattaatta
ttgaataaca
caagcgaata
ggggagataa
ctttotttat

cgtecatggta

54

aaagogogat cgaaaccgea

tcatcooccty gaagaccttt

actocgcagga agcttotgtt

acaagtattt tgaagogaca

tctcagogta tattttacta

acattctecat taggatatta

tcectgacaag
agttaactaa
gtaaggaagc
tttocctattc
ggctaaaaac
aagatatcga
aaacggaaac
taaazaggagc

agaagacgct

ttcacaaagt
tgatittteg
ttatgeooggt
tattgeotgog
agtgcaaaat
tgcggcaaaa
cgaaacaaco
Lgcaaagaaa

tttogaggtt

a0

120

180

240

300

380

420

480

540

a00

660

720

780

840

200

921



ggaggtaata
agaggcaaat
cgatogaaac
cctggaagac
aggaagctbc
attttgaagc
cgtatatttt
tcattaggat
caagttcaca
ctaatgattt
aagcttatge
attctattge
aaacagtgca
tocgatgoggco
asaccgaaac
gagctgcaaa
cgottttoga
cgatagegta

gagtegttac

ggtaagaata
gattatgacc
cgocagatggg
ctttgatgaa
tgttttagtt
gacacaaact
actatttgat
attagatgat
aagtttcaac
ttocggaaaaa
cggtgotgea
tgogggogtyg
aaatttcttt
aaaattgaaa
aaccagattc
gaaaatgatt
ggttectgac

aagaaaatga

cgggctgacg

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

<400>

23

1102

ADN

Salmonella Paratyphi

23

ES 2473 605 T3

ctttataaaa
ggaatatttg
gocattagate
accataaaadq
ggtgatatta
gtttatgaat
gaatataatg
ggtgtcaaga
aacgcttocg
agtagttatt
goeggcatag
attgaaggga
actagcttat
ttagoccactg
tacgttgatt
aacacctgta
gtectgataca
gagacggaga

a9

caggtactta
cagaacaaac
bEttataacaa
agttaagocog
aagttttgot
ggtgtggtgt
agaaaaaagc
aactgaatga
Jgaaaactgct
tccagtcaca
togooggtoo
aattgattcc
cagctacagt
aaatagcagc
atgatgattt
atgaatacca
Ltttcattecg

aaaagcgata

55

attgcaattt
tgtagaggta

atacctogac
ttttaaacag
tatggacagc
cgtgacgcaa
atcagoocag
agogoaaaaa
ggcattagat
ggtggataga
gtttggatta
agaatigaat
gaaacaagog
aattggggag
aatgctttct
acaaagacac

atctgtgtac

Ltcaacagcc

atatatttaa
gt taaaagcg
caggtcatod
gagtactoge
caggacaagt
ttactctcag
azagacattc
teboteoctga
agccagttaa
attcgtaagg
attatttcct
aacaggctaa
aataaagata
ataaaaacgg
ttattaaaag
ggtaagaaga
tcttaacgce

cgataaacaa

&0
120
130
240
300
360
420
480
540
&00
&o0
T20
780
840
200
960
1020
1080

1102



10

ggaggcaata
agaggcaaalt
cgatcgaaac
cctggaagac
aggaagette
attttgaagc
cgtatatitt
tcatcaggat
gaagttcaca
ctaatgattt
aagcttatgc
attetatbge
aagcagtgeca
togatgogge
aaaccgaaac
gagctgcaaa
cgotLetoga
cgatageogtyg

gagtogttac

<210> 24
<211> 904
<212> ADN

ggtaggaata
gattatgact
cgcagatggg
ctttgatgaa
tgttttagtt
gacacaaact
actatttgat
attagatgat
aagttbcaac
ctcggaaaaa
cggtgotgca
tgcgggcgtg
azatttctte
aaaatigaaa
aaccagatte
gaaaatgatt
ggtteoctygac
aagaaaatga

cgggetyggcy

<213> Shigella Flexneri

<400> 24

ES 2473 605 T3

agttataaaa
ggaatatttg
goattagatt
accataaaag
ggtgatatta
gtttatgaat
gaatataatg
ggcgtcaata
aacgottcag
agtagttatt
geaggeoatag
attgaaggga
actagcttat
ttagecocactyg
tacgttgatt
aacacctgta
atctgataca
gagacggaga

ag

caatagctta
cagaacaaac
tttataacaa
agttaagceg
aagtittgct
ggrtgtggtgt
agaaaaaagc
aactgaatga
gaaaactgct
toccagtoaca
tegocggtes
aattgattoo
cagtcacagt
aaatagcage
atgatgattt
atgaatacca
trtttcatteg

aaaagcgata

56

attgcaattt
tgtagaggta
atacctcgac
ttttaaacag
tatggacage
cgtgacgcaa
atcagogoag
agcgoaaaaa
ggocattagat
ggrggataga
gtttggatta
agaattgaat
gaaacaagcg
aattggggag
aatgctttet
acaaaggcac
ctetghttac

ttcaacageoco

atatatttaa
gttaaaagcyg
caggttatce
gagtactogo
caggataagt
ttactctocag
aaagacatte
toctotoctgg
agoccagbtaa
attcgtaagg
attatttoct
gacaggctaa
aataaagata
ataaaaacgg
ttactaaaaqg
ggtaagaaga
ttttaacgcec

cgataaacaa

&l

120

180

240

200

3al

420

480

540

edd

660

720

780

240

200

980

1020

1080

1102



atgactgaaa
gatggagcat
gatgaaacea
ttagtoggoyg
cazacagtgt
trtgatgagt
cacgaagctg
tteegggaaa
ctatttoccag
tatogtogoo
agggaaactg
cctgtctaac
cacogaaata
tgattatgat
ctgtaatgag
ataa
<210>
<211>

<212>
<213>

25
1080
ADN

<400> 25

agaaataaag
attaatagtt
atgactgaaa
gatggagcat
gatgaaacca
ttagteggeg

caaacagtgt

togttgoaga
tagatctita
taaaagagtt
atattaaaac
atgaatggtg
acaatgagaa
aatgaagcgco
ctgctggogt
tcacaggtag
ggteocatitg
attccagaat
acggttaaac
googecateg
gatttaatgc

Ltatcagaaaa

Escherichia Coli

acattgacygc
gtaaaacagg
tocgtigocaga
tagatecttita
taaaagagtt
atattaaaae

atgaatggtyg

ES 2473 605 T3

Laaaacggta
Laataaatat
aagtcgettt
cttacttatyg
tggtgttgcg
gaaagcatoc
aaaattcocct
tagatagcoca
ataaaatcag
gtttaateat
Lgaagaacaa
aagogaataa
gggagataaa
tttoetttget

gacacggtaa

atcoccgooog
agtttcatta
taaaacggta
Laataaatat
aagtogotit
cttacttatg

tggtgttgcy

gaagtagtta
ctogatcagg
aaacaggagt
gatagccagyg
acgcaattgc
goococctecatt
gotggtaago
gttaaccaat
gaaggaagcg
ttectattct
gttaazatct
agatatcgat
aacggaaact
aaaagcagog

aaagacactc

gctaactatyg
caatttatat
gaagtagtta
ctogatcagg
aaacaggagt
gatagocagg

acgcaattgo

57

aaaacgcaat
tecateccocctg
attcacaggec
ataagtattt
tcgocagogta
aaggtactgyg
tcacaaagtt
gatttttecag
tatgocoggty
attgectgegg
gtgcagaghbt
gcogocaaat
gaaaccacca
gccaaaaaaa

tttgaggtac

aattagatga
atttaaagag
a@zaacgcaat
tcatcecooty
attcacaggc
ataagtattt

tegocagegta

cgaaaccgca
gcagaccttt
agcctcogtt
tgaagcaacc
tattttgcta
atgacggcoat
tcaacaacgc
aaaazagoag
cogcagoogg
gogtagtiga
toctttaccac
tgaaattaac
gattctatgt
tgattaacac

ctgaagtctg

agtaaaattt
gogaatgatt
cgaaacogca
gcagaccttt
agocctoogtit
tgaagcaacc

tattttgcta

&0
120
180
240
300
360
420
480
240
600
a6l
TZ0
T80
840
900

204

&0
120
lﬁq
240
300
3e0

420



10

15

20

25

30

35

40

tttgatgagt
gatgacggea
ttcaacaacqg
gaaaaaagca
gococgoagocog
ggcgtagtig
ttctttacca
ttgaaattaa
agacteotacg
atgattaaca

coctgaagtct

<210> 26
<211> 26
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 26

acaatgagaa
tcacgaagct
cttccgggaa
gctatttcca
gtgtcgtcge
aaggaaaact
cococtgtctaa
coaccgaaat
ttgattatga
cctgtaatga

gataagcgat

Secuencia Atrtificial

ES 2473 605 T3

gaaagcatcc
gaatgaagog
actgctggeg
gtcacaggta
cggbccattt
gattccagaa
cacggtiaaa
agcogeocate
tgatttaatg
gtatcagaaa

tattctoctboo

cebador PCR sintetizado quimicamente

cttoctocttt actcatgota gocaca

<210> 27
<211> 36
<212> ADN
<213>

<220>

<223>

<400> 27

Secuencia Atrtificial

cebador PCR sintetizado quimicamente

goccagaaag
caaaaatcoce
ttagatagoc
gataaaatca
ggattaatca
ttgaagaaca
caagcgaata
ggtgagataa
ctttctttge
agacacggta

atgtactcaa

aaatggtace Locaaaataa ggaggaaaaa aaaatg

<210> 28
<211> 40
<212> ADN
<213>

<220>

<223>

<400> 28

Secuencia Atrtificial

cebador PCR sintetizado quimicamente

agctatagca atgacgocggg cgttattaaa ggcocaaactga

<210> 29
<211> 40
<212> ADN
<213>

<220>

<223>

Secuencia Atrtificial

cebador PCR sintetizado quimicamente

58

acattctcat
tgctggtaag
agttaaccaa
ggaagyaagoc
Lttocctattc
agttaaaatec
aagatatcga
aaacggaaac
tazaagaagc
aaaagacact

ggtataaggt

taaggtactyg
cteacaaagt
tgatttttca
atatgecggt
tattgctgcg
tgtgcagaat
Lgccgocaaa
tgaaacaacc
ggccaaaaaa
ckttgaggta

ttatcacatt

4E0

540

600

660

720

T80

840

200

260

1020

1080

26

36

40



10

15

20

25

<400> 29

ES 2473 605 T3

tcagtttgeoce tttaataacg cococgogbcat tgotataget

<210> 30

<211> 881
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 30
atgactagta
gatggcgogt
gatgaaacca
ctggtgggcg
cagacogtgt
tttgatgaat
gatgacggcog
Littaacaatg
gaaaaaagca
gocbgoagecg
ggogttattg
ttctttacaa
ctgaaactag
cgtttttatg

atgattaaca

<210> 31
<211> 919
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 31

Secuencia Atrtificial

tttttgogga
tagatcttia
ttaaagaact
atattaaagt
atgaatggtg
ataacgaaaa
tgaaaaaact
cgktoccggaaa
goctattttca
gcattghgge
aaggcaaact
gottaagogo
cgaccgaaat
tggattatga

cctgoaacga

Secuencia Atrtificial

acagaccgtyg
taacaaatat
gagcogtbtit
gctgctgatg
cggogtggtt
gaaagogagco
gaacgaagog
actgcoctggoyg
gagccaggtyg
tggtcogttt
gattcoggaa
gacoghbgaaa
tgoggctatt
tgacctgatg

atatcagcag

mutante clyA 1198N sintetizado quimicamente

gaagtggtta
ctggatcagg
aaacaggaat
gatagcoccagg
acccagobgo
goctcagaaayg
cagaaaagccoc
ctggatagee
gatagaattc
ggocctgatta
ctgaataacc
caggogaaca
ggogaaatta
ctgagcetgo

cgtcatggca

59

aaagcgogat
tgattcogtg
atagoccagga
ataaatattt
tgagogogta
atattctgat
Lgoctgaccag
agcbgaccaa
gtaaagaageo
tcagotatag
gtctgaaaac
aagatatocga
AJACCTAAAT
tgaaaggoge

a

mutante clyA 1198N, A199D, E204K sintetizado quimicamente

cgaaaccgog
gaaaaccttt
agogagogte
tgaagocgacc
tatectgoetyg
tocgtattctyg
cagccagage
cgattttage
ctatgooggc
caatgoocgcyg
cgttcagaat
tgoggcaaaa
Cgaaaccacc

ggcaaagaaa

40

&0
1240
180
240
300
360
420
480
540
600
60
720
Tgu
840

BE1



10

atgactagta

gatggcgogt
gatgaaacca
ctggtgggcy
cagaccgtgt
Lttgatgaat
gatgacggcg
tttaacaatg
gaaaaaagca
gctgoageoeg
ggocgttatia
ttctttacaa
ctgaa%ctgq
cgtttttatyg
atgattaaca
coggatgtgg
<210> 32
<211> 6273
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 32
gaattaattc

gaatgogagg
taaataaagt

acattcagtg

tttttgogga
tagatcttta
ttaaagaact
atattaaagt
atgaatggtg
ataacgaaaa
tgaaaaaact
cgbocoggaaa
gotattttca
gocattgbgge
aaggcaaact
gottaagogo
cgaccgaaat
tggattatga
cotgoaacga

ctagcatga

Secuencia Atrtificial

tgtggtagea
catcogghityg
taatgatgat

ctgtcaaata

ES 2473 605 T3

acagaccgtg
taacasaatat
gagoogtitt
gotgotgatg
cggogtggtt
gaaagocgage
gaacgaagog
actgctggeog
gagccaggtyg
tggbcegttt
gattccggaa
gaccgtgaaa
tgoggctatt
tgacctgatyg

atatcagcoag

cagaataatyg
aaataggggt
agcgggagtt

cttaagaata

gaagtggtta
ctggatcagg
aaacaggaat
gatagccagg
acccagctgo
gctcagaaag
cagaaaagoe
ctggatagcc
gatagaattc
ggcctgatta
ctgaataacc
caggogaaca
ggogaaatta
ctgagcoctge

cgtcatggca

aaagegeogat
Lgattcogtg
atagoccagga
ataaatattt
tgagcgogta
atattctgat
tgctgaccag
agctgaccaa
gtaaagaagc
tcagotatag
gtotgaaaac
aagatatcga
gaacocgaaac
tgaaaggogo

agaaaaccct

cgaaaccgog
gaaaacchtt
agcgagocgtg
tgaagegace
tatcctgctag
togtattotg
cagccagagc
cgabttttbage
ctatgooggo
caatgacgog
cgtbcagaalt
tgocggcaaaa
cgaaaccaco
ggcaaagaaa

gtttgaagtg

aaaagtgtgt aaagaagggt aaaaaaaacc

aaacagacat tcagaaatga atgacggtaa

attctagttyg cgagtgaagg ttttbghbtttag

agttattgat tttaaccttg zattattatt

60

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
&00
eal
720
780
840
9040

319

plasmido sintetizado quimicamente que codifica ClyA con codén optimizado, condensado con GFPuv

&0

120

180

240



gocttgatgtt
tacattttga
gtgttggatt
atcagtatge
ccacaggagdg
cagaccgtgg
gacaaatatc
agcegtttta
ctgctgatgg
ggcgtggtta
aaagcgagog
aacgaagoge
ctgctggege
agccaggtog
ggtcoghityg
attooggaac
accgtgaaac
goggotatig
gacctgatgc
tatcagcage
cctagegteg
ttaacaggga
caagcatcac
ataccaggcg
taccggtgte
cogggtagge
gebgogoett
cactggcagc

taaggctaaa

aggtgcttat
aacatctata
attctgecatt
agbggcataa
atgggatcca
aagtggttaa
tggatcaggt
aacaggaata
atagccagga
cccagotget
ctcagaaaga
agaaaagoct
tggatagcca
atagaattcg
goctgattat
tgaataaccy
aggogaacaa
gogaaattaa
tgagooctbgct
gtcatggcaa
acactagcce
agtgagaggyg
gaaaktctgac
tttcoccococctg
attcogotgt
agttogctoco
atcocggtaac
agoccackiggt

ctgaaaggac
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ttocgocatic
gcocgataaaktg
tttggggaga
aazagcaaat
aaataaggag
aagocgogato
gattccocgtag
tagocaggaa
taaatattit
gagogogtat
tattctgatt
gotgaccage
gotgaccaac
taaagaagee
cagctatage
toctgaaaace
agatatcgat
aaccgaaace
Jgaaaggogeg
gaaaaccctg
goctaatgag
ccgocggcaaa
gcoctcaaatea
goggotooct
tatggoocgeg
aagctggact
tatcgtettyg
aattgattta

aagttttggt

cgcaataatc
aaacatctta
atggacttge
aaaggcatat
gaaaaaaaaa
gaaacocgogg
azaaccttig
gogagegtge
gaagcgaccc
atcoctgotgt
cgtattctgg
agocagaget
gattttageg
tatgocoggeg
attgoogogyg
gttcagaatt
goggoaaaac
gaaaccaccc
gcaaagaaaa
Lttgaagtge
cgggeottttt
googhtttto
gatggtggcga
cgtgecgetcet
tttgtetcatc
gtatgcacga
agtcocaacce
gaggagttag

gactgeogcte

61

ttaaaaagtt
aaagkttttag
cgactgatta
aacagatcga
tgactagtat
atggogogtt
atgaaaccat
tggtgggcga
agaccgbgta
ttgatgaata
atgacggcgt
ttaacaatge
aaaagagcag
ctgoagoogg
gogbtattga
tctttacaag
tgaaactggco
gtttttatgt
tgattaacac
cggatgtgge
tttcteggec
cataggctoc
aaccogacaqg
cctgbtoctag
tecasgoctyg
accococoght
Jgaaagacat
tcttgaagtc

ctocaagoca

cocotitgoatt
tatcatattc
atgagggtta
tcttaaacat
ttttgocggaa
agatctttat
taaagaactg
tattaaagtg
tgaatggtgc
taacgaaaag
gaaaaaactyg
gteocggaaaa
ctattttcag
cattgtggct
aggcaaactg
cttaagogog
gaccgaaatt
ggattatgat
ctgcaacgaa
tagctgataa
taggagatac
gococococtga
gactataaag
cctttoggtt
acacteagtt
cagtcocgaco
gCaaaagcac
atgogooggt

attacctogg

300
360
420
480
540
600
660
720
780
B40
500
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620

1680

1800
1860
1320

1980



ttocaaagagt
ttttcagagec
cagataaaat
ggccatcoogt
ctgccogoca
tectactcag
actgagoctt
acactaccat
accgcgctac
atetgtatea
atcgctgaat
acattcagtt
gococttttatg
tctocagggeg
agtbocotygoco
agactggcta
tcaaccggat
tcgtgatgge
aagaactcogt
taaagcacga
gocaacgota
Jaaaagoggeo
agatcecteoge
cooctgatget
gotocgeotoga
tgcagocogoo
gacaggagat

acaacgtcga

tggtagctca
aagagattac
atttctagga
caggatggeocc
ccctecgyggc
gagagogtbc
togttttatt
cggogotacyg
tgocgoocagyg
ggctgaaaat
attccttttg
cgotgogoto
gattcatgcea
ttttatggcg
ctotgatttt
atgcacccag
ctaaaacact
aggtTgggcg
caagaaggog
ggaagcggtc
tgtectgata
cattttccac
cgtegggeat
cttogtocag
tgogatgttt
geattgecate
cctgococogg

goacagotgo
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gagaaccttic
gogocagacca
tctaaaacac
ttctgottaa
cgttgcttcg
accgacaaac
tgatgoctgg
gogtttcact
caaattotgt
cttoctotoat
tctococgacca
acggeototgg
aggaaactac
ggtctgotat
ccagtctgac
taaggcagog
agooccaacch
togottggto
atagaaggcg
agcccatteg
goggtocgeos
catgatattc
gegogecttyg
atcatcctga
cgottggtag
agcocatgatyg
cacttcgoce

geaaggaacy

gaaaaaccgc
aaacgatctc
taggcccaag
tttgatgoct
caacgttcaa
aacagataaa
cagttcccta
tetgagtteg
tttatcagac
cogocaaaac
tcaggcacct
cagtgaatgg
coataataca
gtggtgctat
cacttocggat
gtatcatcaa
ttcatagaag
ggtcatttcg
atgegetgeg
ccgocaaget
acacceagea
ggcaagcagg
agoctggcoga
Logacaagac
tcgaatggge
gatactttct
aatagcagcc

coccgbegtag

62

cctgcaaggc
aagaagatca
agtttgtaga
ggcagtttat
atccgctococe
acgaaaggcec
ctctcgeoatg
goatggggtc
cgcttoctgeg
agccaagotg
gagbocgotgt
gggtaaatgg
agaaaagcce
ctgacttttt
tatccogbga
caggcottaco
gocggoggtgg
aaccccagadg
aatcgggage
cbLbcagcaat
ggocacagte
catcgoocatg
acagttogge
cggcttceat
aggtagcogg
cggcaggage
agtccoctice

coagocacdga

ggttttttog
tocttattaat
aacgcazaaa
ggogggoegic
ggcggatttyg
cagtctttog
gggagacccc
aggtgggaco
ttctgattita
gatctggcaa
ctbttttogtyg
cactacaggc
gtcacggget
gotgttcageo
caggtcattc
cgtcttactg
aategaaate
tLococogotcag
ggocgatacog
atcacgggta
gatgaateca
ggtcacgacg
tggcgegage
cocgagtacgt
atcaagogta
aaggtgagat
cgctbcagtg

tagccgeget

2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
26440
2700
2760
2820
2880
2940
3004
A0&0
3120
3180
3240
3300
3380
3420
3480
3540
3600

3660



gectegtoct
cgoccotgog
cagtcatagc
tgttcaatca
catcagatco
ccagagggeg
aaggggctac
tcagteoctga
ccatgaaagc
gtgtcagata
aacttogtgg
tgatgtggac
gectatettet
gcctcaageg
ctgaaaataa
acgctgoctc
caacccatac
gaaatggggt
ccadaaaaac
acatcaaact
gettcaaacyg
acggcgaaca
catggcaata
tgcocggtaag
ataaccaacc
cattaaatgg
cggcaggtia

tcgggggeac

tatacggaga

geoagiteatt
ctgacagccg
cgaatagcct
tgcgaasacga
ttggcggcaa
cococcagoogh
cggocgaacca
aaaggogggc
cgocacctcco
agtgaatate
tagtttcatg
tagacatagg
ttctgocaca
cocgggcacat
bocogoetoatt
cocggagttig
ccaacccaat
aaacttgaca
accataagga
acagtggcag
cgaghbgggca
gtattbcattt
cagocgacgtt
cgaagtggat
caatacggaa
cggggataca
tgaagttcta
cacattagat

ctcatctcott
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cagggoacog
gaacacggocg
ctoccacccaa
toctcatocct
gaaagccatc
ggcaattoeg
geagoocctt
ctgocgeocoge
ctgtgtcococgt
aacagtgtga
gocttcttct
gatgcctogt
caacacggca
catagcccat
cagaccgtte
tctogagcoac
aaaacaccaa
aacaaaccca
gbhtttataaa
gaaagcgacyg
ghotocttttg
gatccaatca
aatgtcgttg
attgtttgca
aatattgage
ttcacaataa
caagaactgg
atttctcagg

ggtgtctctc

gacaggucgg
gcatcagage
gcggccggayg
gtctcttgat
cagtitactt
gttcgetgot
tataaaggcg
ctccaggtig
ctotgtaacg
gacacacgat
ccttgogoaa
ggtggttaat
acaaaccacc
atacctgcac
acgggaaate
ttttgttacc
aacaajacaa
cttaaaaccc
tgbtggtatt
gaacaattaa
gtgataaaaa
goococggatge
cagtgcatca
cacttoctct
gtaagaaagc
aagatgtaaa
atgagttaga
taatggggaa

tggttacatc

63

tcttgacaaa
agococgattgt
aacctgcgtag
cagatcttga
tgcagggett
agacaacatc
cttcagtagt
ctacttaccg
aatctogoac
caacacacac
agogoggtaa
gaaaattaas
ttcacgtoat
gctgaccaca
cgtgtgattg
cgccaaacaa
ataateattg
aaaacatacc
cattgatgac
acagcacatt
ggteotttaac
tgtagtcaca
cgocttactg
gacagagtat
aaacttccgg
agktcatgoct
ttctttatta
attategggg

tgcagtaaaa

aagaaccggg
ctgttgtgocc
ca@atccatct
tccectgege
cocaacctta
agcaaggaga
cagaccagca
gattcgtaag
agogattite
cagacaaggyg
gaggctatco
ttactacggg
gaggcagaaa
ctcactttocc
ttgeoccocgoatc
aacccaaaaa
attgatggte
caaacacaca
ggttcaacaa
agoccogaaca
tacacactga
accaatatcg
accagtggtc
tacgacagaa
asaaaaatta
gaatctatac
attatagatc
atcagtaaaa

gatgococtit

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

3400
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ctcttgogag aacaaasagga agtagectate ttgotgacga tataatcatt cacagaaaag 5460
ataataacta tctgaagcaa cgaattaatg atgagaacaa aatatcaata gtcaccgaag 5520
caatgaatga agcacttcgt aaacttgage aacgtgtatt aaatacgctc aatgaatttt 2280
ctggttatac tcatgttatg gttataggog gtggcgocaga attaatatgo gatgcagtaa 5640
aaaaacacac acagattcgt gatgaacgtt ttttcaaaac caataactct caatatgatt ST00
tagttaacgg tatgtatctc ataggtaatt aatgatggac aagogocagaa ccatbgoott 5760
caaactaaat ccagatgtaa atcaaacaga taaaattgtt tgtgatacac tggacagtat 5820
ccogcaagygy gaacgaagoc gocttaaccg ggoccgcactg acggoagghbc tggocttata 3880
cagacaagat coccocggacocc ctttoctttt atgtgagotg ctgacgaaag aaaccacatt 5940
ttoagatatc gtgaatatat tgagatcgot atttcoccaaaa gagatggocog attttaattc 000
ttcaatagte actcaatect cttcacaaca agagcaaaaa agtgatgaag agaccaaaaa &0&0
azatgogatg aagotazataa atfaattcaa ttattattga gttcocbtta Cocactatca &6l20
ggotggataa agggaacteca atcaagttat ttteottacca gtcattacat aatcocgttatt 6180
atgaaataat cgtttgcact gtctctgtta ttcaggoaat ttcaataaag goeacttgoto 6240
acgototgte attttoctgaa actctteatg ctyg 6273
<210> 33
<211> 909
<212> ADN
<213>  Secuencia Atrtificial
<220>
<223> secuencia de polinucleétidos de S. Typhi clyA con codén optimizado sintetizada quimicamente
<400> 33
atgactagta tttttgogga acagaccogtg gaagtggtta aaagogogal cgaaacogeg a0
gatggogeogt tagatcttita taacaaatat ctggatcagg tgattcococgtg gaaaaccttt 120
gatgaaacca ttaaagaact gagocogtttt aaacaggaat atagocagga agogagegtg 180
ctggtgggog atattaaagt getgotgatg gatagocagg ataaatattt Tgaagocgace 240
cagaccgtgt atgaatggtg cggogtggtt acccagotgoe tgagogogta tatcocctgotg 300
tttgatgaat ataacgaaaa gaaagcgage gctcagaaag atattctgat togtattctg 380
gatgacggeyg tgaaaaaact gaacgaageg cagaaaagec tgetgaccag cagccagage 420
tttaacaaty cgtcocggaaa actgctggeg ctggatagocc agoctgaccaa cgattttage 480

64



10

15

20

25

30

35

40

45

gaaaaaagca
getgocagood
ggocgttattg
ttctttacaa
ctgaaactgg
cgbttttatg

atgattaaca

cocggatgtg

gotattttca
geattgtggo
aaggcaaact
gecttaagogo
cgacogaaat
tggattatga

coctgocaacga
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gagccaggtg
tggtocogtit
gattcocggaa
gaccghtgaaa
tgoggotatt
tgacctgatyg

atatcagecag

gatagaattc
ggectgatta
ctgaataacc
caggcgaaca
ggcgaaatta
ctgagcctge

cgtcatggca

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

<220>
<223>

<400>

34

36

ADN

Secuencia Atrtificial

cebador PCR sintetizado quimicamente

34

tatttocctat bteotaatgeoetg cgggogtgat tgaagg

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

<220>
<223>

<400>

35

36

ADN

Secuencia Atrtificial

cebador PCR sintetizado quimicamente

35

cocttcaatca cgocogoeagoe attagaatag gaaata

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

<220>
<223>

<400>

36

37

ADN

Secuencia Artificial

cebador PCR sintetizado quimicamente

36

tgattaacac ctggaatgaa taccaacaac gtcatgg

<210> 37

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador PCR sintetizado quimicamente
<400> 37

ccatgacgtt gttggtalttc attccaggtyg ttaatca

65

gtaaagaagc
tcagotatag
gtctgaaaac
aagatatcga
aaaccgaaac
tgaaaggcgc

agaaaaccct

ctatgccgge
cattgccgeg
cgttcagaat
tgeggcaaaa
Ccgaaaccacco
ggcaaagaaa

gbttgaagtyg

540

&00

2ol

720

T8O

840

900

909

1

6

37

a7
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
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38

96

ADN

Secuencia Atrtificial

cebador PCR sintetizado quimicamente

38

tctagagaag thtectattet atatatagta taggaactte gotageotecat gtttgacage

ttatcatcga taagctttaa tgoggtagtt tatcac

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

<220>
<223>

<400>

39

97

ADN

Secuencia Atrtificial

cebador PCR sintetizado quimicamente

39

tctagagaag thtoctatact atatatagaa taggaacttc goctageoctat caggtogagg

tggocoggot ccatgocacog cgacgcaacg cgaggag

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

<220>
<223>

<400>

40

1368

ADN

Secuencia Atrtificial

casete FRT-tetA-FRT Xba I-Not | sintetizado quimicamente

40

ictagagaag ttoctattch atatatagta

ttatcatcga
caccgtgtat
ctgtaggcat
cogacagceat

tatgocgcaceo

taagcttitaa
gaaatctaac
aggcttggtt
cgoccagtoac

cgttctogga

tgoggtagtt
aatgcgctca
abgcocggtac
tatggoghbge

goactgtcoog

taggaactte
tatcacagtt
tegbeateet
tgococgggoct
tgoctagogok

accgectttgg

66

goctagetecat
aaattgctaa
cggcacogte
cttgcocgggat
atatgocgttg

cogoogocca

gtttgacagc
cgcagtocagyg
accctggatyg
atcgtocatt
atgcaatttec

ghtoctgetog

&0

96

&0

97

&0

120

180

240

300

360
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67

cttogotact tggageocact atcgactacg cgatcatggoc gaccacaccos gtoctgtgga 420
toectoctacge cggacgcate gtggcooggea tcaccggogc cacagghbgoyg gttgctggeg 480
cctatatcgc cgacatcacc gatggggaag atcgggotocg ccacttcggg ctcatgagog 240
cttgtttegy cgtgggtatg gtggcaggcocc cogbggoogg gggactgttg ggogoccatct &00
ccttgoatge accattoctt gogoocggogg tgctcaacgg cotcaaccta ctactgggot el
gottocctaat goaggagtog cataagggag agogtogaco gatgooccothbg agagoottca T20
acccagtcag ctecttoogg tgggogoggg goatgactat cgtogoogca cttatgactg T80
tcttctttat catgcaactc gtaggacagg tgooggoago gobctgggbc attttocggeg B40
aggaccgott togotggage geogacgatga toggoctgtoc golitgoggta ttcocggaatct G000
tgcacgoocct cgctcaagec ttegtcactyg gtoccoccgocac caaacgtbttc ggcogagaage Se0
aggccattat cgococggcatg goggocgacg cgctgggocta cgbcttgotg gogttogoga 1020
cgogaggoty gatggoocttc cccattatga ttctictege ttecggogge abcogggatge 1080
cocgogttigea ggocatgotg teocaggcagg tagatgacga ccatcaggga cagcocttcaag 1140
gatcgcocteoge ggotcocttace agoctaactt cgatcactgg accgotgate gbcacggega 1200
tttatgcoccge ctocggogage acatggaacg ggttggeocatg gattgtagge gocgococtat 1260
accttgtctg coctoccoccgeg ttgogtogog gtgoatggag ccogggocacc tocgacctgat 1320
aggctageoga agttocctatt ctatatatag tataggaact toctoctaga 1368

<210> 41

<211> 6979

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Plasmido de expresion pGEN222SXbal

<400> 41
gaattctgty gtagcacaga ataatgaaaa gtgtgtaaag aagggtaaaa aaaaccgaat a0
gegaggcatc cggbtgaaat aggggtaaac agacattcag azatgaatga cggtaataaa 120
taaagttaat gatgatageocg ggagttattc tagttgeogag tgaaggtbtt gttttgacat 1B0
tcagtgotgt caaatactta agaataagtt attgatttta accttgaatt attattgcoctt 240
gatgttaggt gottattteg ccattcogea ataatecttaa aaagttcoct tgcatttaca 300
ttttgaasaca tctatagcga taaatgaaac atcttaaaag ttttagtatc atattcgtgt 360



tggattatte
gtatgcagtg
aggaggatat
Lgaattagat
tgcaacatac
atggoccaaca
tcatatgaaa
cactatatct
tgataccctt
tcteggacac
acaaaagaat
tecaactagea
agacaaccat
ccacatggte
ctacaaataa
cttaacaggg
acaagcatca
gataccagge
ttacocggtgt
tccgggtagg
cgctgagect
ccactggcag
ttaaggctaa
gttcaaagag
gttttocagag
tcagataaaa
aggccatceg
cchbgooogoo

gtocctactca

tgecattttitg
gocataaaaaa
ctgatgagta
ggtgatgtta
ggaaaactta
cttgtocacta
cggcatgact
ttcaaagatg
gttaatcgta
aaactogagt
ggaatcaaag
gaccattate
tacctgtcga
cttctbgagt
tgagctagc;
aagtgagagqg
cgaaatctga
gtttcocococt
cattcogoty
cagttocgectc
tatccggtaa
cagccactygg
actgaaagga
tbggtagctc
caagagatta
tatttctagg
tcaggataggc
acccktococggg

ggagagogtt
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gggagaatgg
goaaataaag
aaggagaaga
atgggcacaa
cccttaaatt
cttbctectta
ttttcaagag
acgggaacta
tcgagttaaa
acaactataa
ctaacttcaa
aacaaaatac
cacaatctgo
ttgtaactge
cgocctaatga
googoggcaa
cgctcaaate
ggoggctoco
ttatggeocoge
caagctggac
ctategteote
taattgattt
caagttttgg
agagaacctLt
cgocgoagacc
atctaaaaca
cbttctgotta
cogbtgotie

cacocgacaaa

acttgeoecgac
goatataaca
acttttcact
attttctgtc
tatttgcact
tggtgttecaa
tgoccatgooo
caagacgoght
aggtattgat
ctecacacaat
aattogocac
toccaattgge
cotttogaaa
tgotgggatt
gogggotitt
agoogttttt
agtggtggceg
tcgtgogote
gtttgtctca
tgtatgcacg
gagtocaaco
agaggagtta
tgactgeoget
cgaaaaaccyg
aaaacgatct
ctaggcccaa
atttgatgec
goaacgtbca

caacagataa

68

tgattaatga
gatcgatctt
ggagttgtoce
agtggagagg
actggaaaac
tgettttooce
gaaggttatyg
gotgaagtca
tttaaagaag
gtatacatca
aacattgaag
gatggoootg
gatococaacg

acacatggeca

ttttctegge

ccataggctc
aaaccogaca
tectgttoct
ttccacgeoct
aaccocooogt
cggaaagaca
gtcttgaagt
cctecaages
cocctgcaagg
caagaagate
gagtttgtag
tggcagttta
aatcegeotec

aacgaaaggc

gggttaatea
aaacatccac
caattcttgt
gtgaaggtga
tacctgttcc
gttatcogga
Lacaggaacg
agtttgaagg
atggaaacat
cggoagacaa
atggatcogt
tocttttace
aasaagcgtga
tggatgagct
chaggagata
cgoccocctg
ggactataaa
gootttoggt
gacactcagt
Lcagtoogac
tgcaaaagca
catgcgocgg
agttaccteg
cggttttote
atcttattaa
aaacgcaaaa
tggcgggogt
Ccggoggattt

ccagtcttte

420
480
540
600
bel
720
T80
B40
500
Se0
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1880
1920
1980
2040

2100



gactgagcct
cacactacca
caccgogceta
aatctgtatc
aatcgctgaa
gacattcagt
cgoctttiat
tretcaggge
cagttcctge
cagactgget
gtcaaccgga
gtcatcatca
gcgagactige
accgocokgo
accacccagc
ctgaccggat
acctttacge
ccattcagte
cagocgtaatg
cagattacca
aaaaaategt
tatgttgiga
gataatgeat
agatatccat
gtcatgagat
aaatcaatct
gaggcaccta

gtgtagataa

ttcgttttat
toggogotac
ctgoccgocag
aggctgaaaa
tattoccbtbt
togetgeget
ggattcatgc
gttttatggo
cototgattt
aatgcacceca
tctaazacac
aagtoccatcg
gogoogooge
ggctgaccac
atctgcatgg
tgatcggtec
agatattcge
tgttctttca
ttggcaactyg
acgagaataa
totgaataag
cocteoggttoo
tcraatactyg
cacactggcyg
Catcaaaaaqg
aaagtatata
tctocagogat

ctacgatacg
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Ltgatgcoctyg
ggcgttteac
gcaaattctyg
tocttctoctca
gtoctcocgacoc
cacggetetyg
aaggaaacta
gggtctgcta
toccagbctga
gtaaggcagc
tagototago
goggoctegit
tgaactgakt
caccgatatt
tgocogocaac
atttacgggt
tegocacttce
toctocgooggt
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REIVINDICACIONES
1.- Un método para producir una proteina de fusién, que comprende:

(a) transformar una poblacion de bacterias con un vector de expresion que codifica una proteina de fusion,
en el que dicha proteina de fusion comprende una proteina de interés unida al extremo carboxi-terminal de
una proteina de exportacion, en el que dicha proteina de exportacion es una proteina citolisina A (ClyA) de
Salmonella enterica serovar Typhi (S. Typhi) que tiene una actividad hemolitica sustancialmente reducida
en comparacion con la proteina ClyA de SEQ ID NO:2, teniendo dicha proteina de exportacion la secuencia
de aminoacidos indicada en SEQ ID NO:2 y teniendo una mutacion seleccionada del grupo que consiste en
una mutacion S195N, una mutacion 198N, una mutacion A199D, una mutacion E204K y una mutacion
C285W, y

(b) cultivar las bacterias transformadas de (a) en un medio de cultivo bajo condiciones en las que dicha
proteina de fusidn se expresa y se exporta hacia el medio de cultivo.

2.- Una poblacion de bacterias para su uso para inducir una respuesta inmunolégica contra una proteina de fusiéon
en un sujeto, en la que dicha poblacion de bacterias produce y exporta una proteina de fusiéon en una cantidad
suficiente para inducir una respuesta inmunolégica en dicho sujeto contra dicha proteina de fusion, en la que dichas
bacterias comprenden un vector de expresién que codifica dicha proteina de fusiéon, en la que dicha proteina de
fusion comprende una proteina de interés unida al extremo carboxi-terminal de una proteina de exportacion, y en la
que dicha proteina de exportacion es una proteina citolisina A (ClyA) de Salmonella enterica serovar Typhi (S. Typhi)
que tiene una actividad hemolitica sustancialmente reducida en comparacion con la proteina ClyA de SEQ ID NO:2,
teniendo dicha proteina de exportacion la secuencia de aminoacidos indicada en SEQ ID NO:2 y teniendo una
mutacion seleccionada del grupo que consiste en una mutacion S195N, una mutacion 1198N, una mutacion A199D,
una mutacion E204K y una mutacion C285W.

3.- Un vector de expresién que comprende un médulo de expresion, en el que el mdédulo de expresién comprende
una secuencia codificadora de una proteina de exportacién unida a una secuencia codificadora de una proteina de
interés en una disposicion 5' a 3', en el que dicha proteina de exportacién es una proteina citolisina A (ClyA) de
Salmonella enterica serovar Typhi (S. Typhi) que tiene una actividad hemolitica sustancialmente reducida en
comparacion con la proteina ClyA de SEQ ID NO:2, teniendo dicha proteina de exportacion la secuencia de
aminoacidos indicada en SEQ ID NO:2 y teniendo una mutacion seleccionada del grupo que consiste en una
mutacion S195N, una mutacién 198N, una mutacion A199D, una mutacion E204K y una mutacion C285W.

4.- El método de la reivindicacion 1 o la poblacion de bacterias para su uso para inducir una respuesta inmunolégica
de la reivindicacion 2, en el que dicha bacteria se selecciona del grupo que consiste en Salmonella spp., Vibrio spp.
Escherichia spp. y Shigella spp.

5.- El método o la poblacion de bacterias para su uso para inducir una respuesta inmunoldgica de la reivindicacion 4,
en el que dicha bacteria se selecciona del grupo que consiste en S. Typhi, E. coli, E. coli enterotoxigénica (ETEC), E.
coli enteroagregativa (EAEC) y Shigella flexneri 2a.

6.- El método, la poblacion de bacterias para su uso para inducir una respuesta inmunoldgica o el vector de
expresion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la proteina de interés es un antigeno.

7.- El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1, 4, 5y 6, que comprende ademas recoger dicha proteina
de fusién desde el medio de cultivo.

8.- El método, la poblacion de bacterias para su uso para inducir una respuesta inmunolégica o el vector de
expresion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que la proteina citolisina A (ClyA) de S. Typhi tiene
la secuencia de aminoacidos indicada en SEQ ID NO:2 y tiene una mutacion C285W, y otra mutacion seleccionada
del grupo que consiste en una mutacion 198N, una mutacion A199D, y una mutacion E204K.

9.- El método, la poblacion de bacterias para su uso para inducir una respuesta inmunolégica o el vector de
expresion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que la proteina citolisina A (ClyA) de S. Typhi tiene
la secuencia de aminoacidos indicada en SEQ ID NO:2 y tiene una mutacién 198N, una mutacion A199D, y una
mutacion E204K.

10.- El método, la poblacién de bacterias para su uso para inducir una respuesta inmunolégica o el vector de
expresion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que la proteina citolisina A (ClyA) de S. Typhi tiene
la secuencia de aminodcidos indicada en SEQ ID NO:2 y tiene una mutacion 1198N y una mutacion C285W.

11.- El método, la poblacién de bacterias para su uso para inducir una respuesta inmunolégica o el vector de
expresion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que la proteina citolisina A (ClyA) de S. Typhi tiene
la secuencia de aminoacidos indicada en SEQ ID NO:2, y en el que la proteina de interés es la proteina de la toxina
del antrax PA83.
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12.- La poblacién de bacterias para su uso para para inducir una respuesta inmunolégica de una cualquiera de las
reivindicaciones 2,4 a6y 8 a 11, en la que dicho sujeto es un animal.

13.- La poblacién de bacterias para su uso para para inducir una respuesta inmunoldgica de la reivindicacion 12, en
el que dicho sujeto es un ser humano.
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Figura 2
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Figura 4
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Figura 5
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Figura7
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Figura 8
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Figura 9
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Figura 10
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Figura 11
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gaaaaaagca gctattttca gagccaggtg gatagaattc gtaaagaagc ctatgccgge
E K S S Y F O S Qo Vv D R I R K E A Y A G
gaaaaaagca gctattttca gagccaggtg gatagaattc gtaaagaagc ctatgccgge
E K S S Y F QQ S o0V DERTIUPR KEWA Y A G
GAAAAAAGCA GCTATTTTCA GAGCCAGGTG GATAGAATTC GTAAAGAAGC CTATGCCGGC
E K S S Y F @ S Q Vv D R I K K E A Y A G

550 560 570 580 590 g==~—-—= ! 600
L}

gctgcagccg gcattgtgge tggtccgttt ggectgatta tcagctatag d.attgccpcg
A A A G I VA G PF G L I I S Y S I A A
gctgcagcecg gcattgtgge tggtccgttt ggectgatta tcagctatag daatgcc:gcg
AAAGIVAGPE‘GLIIS‘!S?\\Ah
GCTGCAGCCG GCATTGTGGC TGGTCCGTTT GGCCTGATTA TCAGCTATAG OAATGACFCG
AAAG I VA GPF G LTITI S Y S N DA

610 620 630 640 650 660

ggcgttatqg aa'ggcaaact gattccggaa ctgaataacc gtctgaaaac cgttcagaat
G vV I ¢ 6 KL I PE L NNZ R L KT V QN
ggcgttatﬂg aa{ggcaaact gattccggaa ctgaataacc gtctgaaaac cgttcagaat
GVI:E:GKLIPELNNRLKTVQN
GGCGTTATTA AARGGCAAACT GATTCCGGAA CTGAATAACC GTCTGAAAAC CGTTCAGAAT
G vV I ¥ % KL I PE L NINZ R LKT V 0N
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ttctttacaa gcttaagcge gaccgtgaaa caggcgaaca aagatatcga tgcggcaaaa
F F T S L S A T V K A N K D I D A A K
ttctttacaa gcttaagcgc gaccgtyaaa caggcgaaca aagatatcga tgcggcaaaa
F F T S L S A T V K Q A N K D I D A A K
TTCTTTACAA GCTTAAGCGC GACCGTGAAA CAGGCGAACA AAGATATCGA TGCGGCAAAA
F F T S L S A T V K Q A N K D I D A A K
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ctgaaactgg cgaccgaaat tgcggctatt ggcgaaatta aaaccgaaac Cgaaaccacce
L K L A T E I A A I G E I K T E T E T T
ctgaaactgg cgaccgaaat tgcggctatt ggcgaaatta aaaccgaaac cgaaaccacce
L K L A T E I A A I G E I K T E T E T T
CTGAAACTGG CGACCGAAAT TGCGGCTATT GGCGAAATTA AAACCGAAAC CGAAACCACC
L K L A T E I A A I G E I K T E T E T T

790 500 310 820 830 340
cgtttttatg tggattatga tgacctgatg ctgagcctge tgaaaggcgc ggcaaagaaa
R F Y V D Y D D L M L S L L K G A A K K
cgtttttatg tggattatga tgacctgatg ctgagcctgc tgaaaggcgc ggcaaagaaa
R F Y V D Y D D L M L S L L K G A A K K
CGTTTTTATG TGGATTATGA TGACCTGATG CTGAGCCTGC TGAAAGGCGC GGCAAAGAAA
R F Y V D Y D D L M L S L L K G A A K K
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Figura 12
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Figura 13
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Figura 14
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IgG total contra la proteina PA
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Figura 15
Régimen de inmunizacién® Porcentaje de ratones® con seroconversion y (GMT)®
Grupo
Cebador 1 Cebador 2 Refuerzo Dia 42 Dia 49 Dia 56 Dia 70
1 CVD 908-htrA CVD 908-htrA PA 0 20 100 100
(16) (104) (9.807) (223.230)
2 CVD 908-htrA(pSEC91-83) CVD 908-htrA(pSEC91-83) PA 80 100 100 100
(479) (84.498) (297.860) (967.681)
3 CVD 908-htrA(pS-CPA83-1198N)) | CVD 908-htrA(pS-CPA83-1198N) PA 10 100 100 100
(31) (15.223) (120.477) (670.169)
4 CVD 908-htrA(pS-CPA83-C285W) | CVD 908-htrA(pS-CPA83-C285W) PA 0 100 100 100
(15) (14.079) (137.606) (607.847)
5 CVD 908-htrA(pS-CPA83-DM) CVD 908-htrA(pS-CPA83-DM) PA 0 100 100 100
(21) (4.258) (85.290) (699.931)
6 PBS PBS PBS 0 0 0 0
(21) (21) (21) (28)

“Los animales recibieron las inmunizaciones primarias en los dias 0 y 14 y las inmunizaciones de refuerzo en el dia 42.

b Representa el porcentaje de ratones que desarrollan titulaciones de IgG anti-PA séricas reciprocas después de la vacunacion. Los sueros se ensayaron a partir de dos
diluciones en serie en dos veces comenzando en 1:50.

° Representa la media geométrica de las titulaciones anti-PA séricas (GMT), en unidades ELISA (EU).
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