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DESCRIPCION
Polipéptidos y procedimiento para la deteccion especifica de anticuerpos en pacientes con una infeccion por Borrelia.

La presente invencion se refiere a polipéptidos derivados de OspC (“Outer surface Protein C’) de bacterias del genero
Borrelia, en especial a una proteina conforme a la reivindicacion 1, que comprende un primer polipéptido de OspC,
estando unido el primer polipéptido de OspC a través de un puente disulfuro con un segundo polipéptido de OspC. La
invencion se refiere también a un procedimiento para la deteccidon de anticuerpos contra OspC conforme a la
reivindicacion 10 y a un procedimiento para la deteccion de una infecciéon por Borrelia conforme a la reivindicacion 11, en
el que se utiliza una proteina conforme a la invencion, precisamente como un kit de diagndstico conforme a la
reivindicacion 13 y a una vacuna contra Borrelia conforme a la reivindicacion 15.

Estado de la técnica

Las bacterias del genero Borrelia estan descritas como agentes patdgenos de varias enfermedades humanas, en
especial como agente patégeno de la borreliosis de Lyme y de la fiebre recurrente. La deteccion de una infeccion se
realiza hoy en dia mayoritariamente por medio de la determinacion de anticuerpos especificos contra las bacterias en
liquidos corporales humanos o animales. A este respecto, la presencia de anticuerpos especificos contra antigenos que
solo se presentan en Borrelia indica una infeccién por Borrelia. Las fases tempranas de la infeccion, en especial
infecciones recientes de hasta cuatro semanas después del primer contacto, se caracterizan por la presencia de
anticuerpos de la clase IgM, en especial contra los antigenos OspC, p41 (flagelina) y P39 (BmpA), mientras que fases
tardias, en especial infecciones finalizadas, curadas o que se manifiestan cronicamente, conllevan la presencia de
anticuerpos de la clase IgG, en especial contra los antigenos VisE, P83/P100, P58, OspA, p41 (flagelina), P39, P18 y
otros (Wilske y Fingerle, 2005).

Un diagndstico temprano de la enfermedad es especialmente importante ya que una terapia con antibioticos es mas
exitosa y sencilla en los estadios tempranos que en los estadios tardios, asi p.ej. en la fase temprana es posible
todavia una terapia oral con antibiéticos.

Como marcador mas importante para una fase temprana de la enfermedad son validos anticuerpos comunes contra
OspC de la clase IgM. En el caso de la de OspC nativa se trata de una proteina de membrana de la familia de las
lipoproteinas 6 con un &cido graso acilado que esté anclada en la membrana celular exterior (Norris y col., 1992; Hagman
y col., 1998). El resto acilo, durante la expresion, paralelamente a la escision de la secuencia sefial por peptidasa de sefial
Il, se adhiere a la Unica cisteina conservada presente en la secuencia de aminoacidos de la OspC (Wu y Tokunaga,
1986). Sirve como anclaje a la membrana celular lipidica.

Como epitopo mas importante para reacciones con anticuerpos humanos de la clase IgM dentro de la OspC vale en
general un péptido C-terminal conservado de diez restos de aminoacidos cuyo grupo carboxilo terminal debe ser
libremente accesible (Mathiesen y col., 1998a; Mathiesen y col., 1998b) como también se menciona en la publicacion de
patente PCT WO 9742221. Ademas de esto estan descritos epitopos en la region central poco conservada de la OspC
(Earnhart y col., 2005).

Para la detecciéon de los anticuerpos se utilizan normalmente antigenos purificados de Borrelia en ensayos
inmunobioquimicos como ELISA, transferencia por lineas o de Western. En el procedimiento se unen habitualmente
antigenos individuales o varios a una fase sdlida con la que se pone en contacto un liquido corporal a analizar y los
anticuerpos unidos se detectan por medio de una molécula informadora. Tales kits se comercializan p.ej. por
EUROIMMUN AG como EUROLINE-WB y Anti-Borrelia-plus-VisE-ELISA. Procedimientos similares estan descritos en la
literatura (Hansen y col., 1988; Cutler y Wright, 1989; Fister y col., 1989).

Los procedimientos que solo se basan en preparados no recombinantes solo pueden reproducirse con gran
despliegue de medios y son por lo tanto muy costosos, ya que para el cultivo in vitro de Borrelia se utilizan
esencialmente medios de cultivo complejos que contienen componentes naturales no definidos quimicamente, como
fracciones séricas de mamiferos que contienen proteinas y mezclas complejas de proteinas, p.ej. extractos
musculares tratados proteoliticamente, extractos de levadura o gelatina. Un kit comercial basado en esto puede
obtenerse p.ej. en Sigma Aldrich (Complete BSK-H). Composiciones similares estan descritas en la literatura con las
denominaciones MKP y BSK Il (Ruzic-Sabljic y Strie, 2004).

Es un inconveniente que los componentes no definidos quimicamente de estos medios sufren fuertes oscilaciones en
sus composiciones de carga a carga, entrafian el riesgo de la impurificacion con virus o micoplasmas y son muy
costosos de producir. De forma correspondiente, las Borrelia cultivadas in vifro muestran habitualmente,
dependiendo de los medios de cultivo respectivamente utilizados o dependiendo de los distintos componentes de los
medios de cultivo respectivamente utilizados, fuertes oscilaciones de sus tasas de crecimiento y de su patréon de
expresion génica. En especial se han encontrado genes de estas que se expresan in vivo en funcion del
correspondiente organismo huésped (Pollack y col., 1993; Yang y col., 2001). Esto es valido en especial para la
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OspC. Ademas también tienen la temperatura de cultivo asi como la concentracion de oxigeno y didxido de carbono
una influencia decisiva sobre el tipo y la cantidad de las proteinas expresadas (Seshu y col., 2004; Hyde y col.,
2007). De este modo pueden compararse entre si con dificultad en especial los resultados de distintos laboratorios
que cultiven Borrelia.

Los procedimientos que se basan en antigenos purificados individuales de Borrelia cultivadas in vitro son ademas
propensas a reacciones inespecificas que se producen por la presencia de otras impurezas no suficientemente
reducidas. En especial en procedimientos que solo generan una sefial, como por ejemplo ELISA o transferencia por
lineas, se obtienen pues con regularidad falsos resultados positivos. Por el contrario, las transferencias de Western,
que evitan este problema mediante la resolucion local de las sefales, presentan el inconveniente de que generan un
coste adicional substancial debido a la necesaria electroforesis y la transferencia a una membrana.

En otros procedimientos se usan antigenos que se obtienen por técnicas recombinantes, p.ej. por expresion
heterdloga de antigenos o fragmentos de antigenos en E, coli, como se menciona p.ej. en la publicacion de patente
europea EP 0506868. Son variantes que pueden obtenerse comercialmente p.ej. EUROLINE-WB y Anti-Borrelia-plus-
VisE-ELISA (IgG) y la linea recombinante recomline Borrelia IgM (Mikrogen). En la literatura estan descritos
procedimientos similares (Hauser y col., 1998; Lawrenz y col., 1999; Wilske y Fingerle, 2005). En general los antigenos
recombinantes presentan la ventaja de que pueden purificarse, p.gj. por fusion con polipéptidos de purificacion, p.ej. con la
marca de polihistidina (= His-tag), de manera definida y con menor coste que los antigenos nativos.

Es posible la expresion heterdloga de OspC, incluso de la secuencia sefial propia de él, en E. coli y la subsiguiente
acilacion, pero conduce sin embargo a una menos eficiencia de expresion (Fuchs y col., 1992). Por ello se utilizan en
general construcciones de delecién de la OspC con eficiencia de expresion incrementada en las que falta al menos la
secuencia sefial. A este respecto, en el estado de la técnica se delecionan al menos los primeros 19 aminoacidos de la
OspC, incluso la cisteina presente en la secuencia de aminoacidos de la OspC (Fuchs y col., 1992; Wilske y col., 1993;
Wilske y col., 1995; Eicken y col., 2001; Kumaran y col., 2001) y en algunos casos se completa por fusiéon N-terminal con
pelipétidos heterologos, por ejemplo con His-tag.

Tales variantes acortadas N-terminalmente se han utilizado también para la elucidaciéon de la estructura espacial de la
OspC (Kumaran y col., 2001; Eicken y col., 2001). Para ello se delecionan los 31 primeros (Eicken y col., 2001) o 37
(Kumaran y col., 2001) restos de aminoacidos de la OspC en las variantes recombinantes de OspC para conseguir en
especial una cantidad y pureza adecuadas de la OspC. De las dos estructuras espaciales de ejemplo se desprende que la
OspC recombinante tiende a la dimerizacion. Esta dimerizacién se produce debido a las interacciones iénicas y enlaces de
puente de hidrégeno, pero no por un enlace covalente.

Hay también intentos de preparar variantes aciladas de la OspC por preconexion de una secuencia sefial heterdloga
recombinante, como se menciona p.ej. en la publicacion de patente europea EP 1741718. Debido a la adhesion del
acido graso tales variantes de OspC deben poseer una mayor inmunogenicidad in vivo que las variantes de OspC
delecionadas o modificadas N-terminalmente descritas hasta aqui.

Rauer y col., 1996, Journal of spirochetal and tick-borne diseases 3, 105-108, describe un estudio de OspC nativa y
recombinante de las cepas GrHo y Pko. En la extraccion celular en condiciones no reductoras puede configurarse un
puente disulfuro en una cisteina. En Rauer y col., 1998, Journal of clinical microbiology 36, 857-861, se da a conocer
un ELISA para la determinacién de IgM humana dirigida contra antigenos de Borrelia usando un fragmento interno
recombinante de flagelina en combinacion con OspC recombinante de la cepa GeHo.

En el documento WO 97/49812 A1 se describe un procedimiento para la purificaciéon de proteina Osp recombinante
no lipidada.

Las variantes recombinantes de la OspC utilizadas hasta ahora para el diagndstico presentan en general el
inconveniente de que se diferencian de la OspC nativa purificada de Borrelia cultivada in vitro porque no estan
modificadas o lo estan de otra manera que post-traduccionalmente y la presencia de epitopos conformacionales o la
accesibilidad de epitopos en general no es comparable o no est4 garantizada. La expresién de estos inconvenientes
es la menor reactividad especifica descrita regularmente en la literatura de las variantes recombinantes de OspC
utilizadas hasta ahora respecto a preparados no recombinantes. Esto se condensa en elevadas tasas de falsos
resultados positivos en tales procedimientos de diagnéstico.

Es por consiguiente necesario el desarrollo de variantes recombinantes de OspC que puedan utilizarse con
realizacion mas sencilla y definida en relacién a los antigenos nativos en procedimientos de diagnéstico y que al
mismo tiempo no conduzcan a los inconvenientes descritos para las variantes recombinantes de OspC actuales para
facilitar el establecimiento de tales diagnosticos in vitro o la realizacion de tales procedimientos de diagnéstico o
estandarizar los resultados de distintos laboratorios.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2421 8857T3

Descripcién de la invencion

Sorprendentemente se ha comprobado ahora que los problemas descritos pueden resolverse mediante la invencion,
en especial mediante el objeto de las reivindicaciones.

Es objeto de la invencién una proteina conforme a la reivindicaciéon 1, que comprende un primer polipéptido de OspC,
estando unido el primer polipéptido de OspC covalentemente con un segundo polipéptido de OspC. El primer polipéptido
de OspC esta unido a través de un puente disulfuro con un segundo polipéptido de OspC, formandose el puente disulfuro
por union de una cisteina que no esta alejada mas de 100 posiciones de aminoacidos del extremo N-terminal del
polipéptido de OspC.

Un polipéptido de OspC en el sentido de la invencién, en especial el primer y/o segundo polipéptido de OspC, presenta
una identidad de aminoacidos de al menos el 70% con la SEC ID N°: 3, SEC ID N°: 6 o SEC ID N°: 9. Se identifica (en
esta zona homoéloga) especificidad de anticuerpo contra OspC de Borrelia. Preferentemente la identidad de aminoacidos
asciende a al menos el 80%, al menos al 90%, al menos al 95% o al menos al 99% con una o varias de las secuencias
segun SEC ID N°: 3, SEC ID N°: 6 o SEC ID N°: 9. Estas secuencias corresponden a las secuencias nativas de la OspC
de los tres tipos de cepa de las genoespecies de Borrelia Borrelia afzelii (VS461), Borrelia garinii (20047) y Borrelia
burgdorferi (B31). La identidad de aminoacidos entre estas cepas asciende al 70% o 76% (véase la Fig. 1). La identidad
de aminoacidos se determina preferentemente con el programa CLUSTAL 2.0.10 con ajustes estandar. En el marco de la
invencion puede utilizarse en especial una secuencia de OspC de otra cepa de Borrellia, p.ej. PKo, o una variante de la
misma, siendo decisiva la unién especifica mediante anticuerpos contra OspC de Borrelia.

Un reconocimiento especifico de anticuerpos contra OspC de Borrelia significa en el marco de la invencién que
anticuerpos contra Ospc de Borrelia en condiciones adecuadas para ello, que conoce el técnico en la materia y se
describen por ejemplo en los ejemplos, se unen al polipéptido o proteina, pero no a otra proteina no emparentada. Como
anticuerpos contra Ospc de Borrelia puede utilizarse por ejemplo suero de pacientes con fase temprana inequivoca de una
infeccion por Borrelia, pero también anticuerpos que se hayan preparado p.ej. por inmunizacion de ratones o conejos con
OspC nativo purificado (p.ej. EUROIMMUN), en especial anticuerpos policlonales.

Borrelia comprende todas las bacterias del género Borrelia, mencionandose a modo de ejemplo B. burgdorferii, B. garinii y
B. afzelii.

Un polipéptido de OspC en el sentido de la invencion, en especial el primer y/o segundo polipéptido de OspC, puede
comprender al menos un epitopo que se reconozca especificamente por anticuerpos contra OspC de Borrelia,
comprendiendo el epitopo al menos una secuencia parcial de 10 aminoacidos consecutivos de la SEC ID N°: 3, SEC ID
N°: 6 o SEC ID N°: 9, en especial los 10 aminoacidos terminales de esa secuencia. Preferentemente la secuencia parcial
comprende el epitopo descrito como inmunodominante en Mathiesen y col., 1998a; Mathiesen y col., 1998b. En especial
el o los polipéptidos C-terminales de OspC comprenden una de las secuencias de aminoacidos segun SEC ID N°: 2, SEC
ID N°: 5 0 SEC ID Ne: 8. Es preferido que el o los polipéptidos de OspC finalicen en el extremo C-terminal con la secuencia
de la OspC nativa, aqui pues no esta contenido ningun otro aminoacido que pudiera impedir el reconocimiento del epitopo
C-terminal.

Como alternativa o adicionalmente pueden estar presentes en el polipéptido de OspC uno o varios otros epitopos, p.€;j.
como esta descrito por Earnhart y col., 2005.

Preferentemente el epitopo o los epitopos estan incluidos en otras secuencias de OspC correspondientes a una secuencia
de tipo natural de OspC de Borrelia. Preferentemente la secuencia parcial de aminoacidos consecutivos de la SEC ID N°:
3, SEC ID N°: 6 o SEC ID N°: 9 tiene una longitud de al menos 15, al menos 20, al menos 25, al menos 30, al menos 50,
al menos 100, al menos 150 o al menos 190 aminoacidos. Preferentemente se trata de los aminoacidos C-terminales de la
SEC ID N°: 3, SEC ID N°: 6 o SEC ID N°: 9, de homdlogos de otras cepas de Borrelia u homologos con una identidad de
secuencia de al menos el 70%, al menos el 80%, al menos el 90%, al menos el 95% o al menos el 99% con la SEC ID N°:
3, SEC ID N° 6 0 SEC ID N°: 9.

Los polipéptidos de OspC conforme a la invencién no presentan ninguna secuencia sefial para una acilacion. En el estado
de la técnica (documento EP 1741718) los polipéptidos expresados, que deberian estar acilados como el polipéptido de
tipo natural en la cisteina situada lo mas N-terminalmente, se expresaron con una secuencia sefial heterdloga. Al contrario
de esto, el polipéptido conforme a la invencion no contiene ni una secuencia sefial homdloga ni una secuencia sefial
heterdloga. Las secuencias sefial que conducen a una acilacién comprenden habitualmente una secuencia sefial de
Braun que es reconocida por la sefialpeptidasa |l. Tales secuencias sefial pueden comprender p.gj. la secuencia L-I-A-C
(como OspA u OspB) o L-X-Y-C (en la que X e Y son pequefios aminoacidos neutros) (Fuchs y col., 1992).
Preferentemente el polipéptido conforme a la invencién tampoco se expresé con una secuencia de acilacion y se escindio
luego esta. El polipéptido de OspC conforme a la invencién por consiguiente tampoco esta acilado. La cisteina en la que
tendria lugar la acilacion en la OspC de tipo natural es en una forma de realizacion de la invencion la cisteina en la que
esté configurado el puente disulfuro con otro polipéptido de OspC.
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Como alternativa o adicionalmente puede estar configurado un puente disulfuro también en otra cisteina. Preferentemente
el puente disulfuro se forma por uniéon de una cisteina que no esta mas lejos del extremo N-terminal del polipéptido de
OspC de aproximadamente 100, preferentemente no mas de aproximadamente 50 o no mas de aproximadamente 30
posiciones de aminoacidos. En especial el puente disulfuro puede estar configurado en una cisteina que forme el extremo
N-terminal del polipéptido, o esté alejado 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 116, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 26, 27, 28, 29 o 30 aminoacidos del extremo N-terminal.

Para facilitar la purificacion de la proteina conforme a la invencion, el polipéptido de OspCllos polipéptidos de OspC en una
forma de realizacion contiene(n) en el extremo N-terminal, en especial en el N terminal de la cisteina en el que esta
configurado el puente disulfuro, una His-tag que puede presentar p.gj. la secuencia correspondiente a los primeros 12
aminoacidos de la SEC ID N°: 1. En lugar de 8 pueden utilizarse también 6 o 10 histidinas. También pueden incorporarse
aqui otras secuencias de aminoéacidos conocidas por el estado de la técnica que facilitan la purificacion o deteccién de la
proteina, por ejemplo una Flag-tag. Tales secuencias no deberian impedir el reconocimiento por anticuerpos contra OspC
de Borrelia. Bajo esta hipotesis la unién o la integraciéon de una molécula informadora es también posible en otra
localizacion en la molécula. La molécula informadora puede seleccionarse p.gj. de un grupo que comprende His-tag, Flag-
tag, una marca de fluorescencia, biotina y estreptavidina.

En una forma de realizacién el primer polipéptido de OspC N-terminal comprende una His-tag que limita con una cisteina
que esta unida con el segundo polipéptido de OspC de la proteina conforme a la invencioén a través de un puente disulfuro,
y a continuacion en la cadena polipeptidica del primer polipéptido de OspC el resto de la secuencia de un polipéptido de
OspC de una cepa de Borrelia, p.ej. B. burgdorferii, B. afzelii o B. gariniii, formando esta secuencia el extremo C-terminal
del polipéptido. En especial el polipéptido de OspC puede estar constituido por estas secuencias. El segundo (y dado el
caso otro) polipéptido de OspC comprende preferentemente los mismos componentes de secuencia His-tag-Cys-
Secuencia de OspC o esta constituido por estos.

En una forma de realizacion preferida el primer y/o el segundo polipéptido de OspC presenta una secuencia segun SEC
IDN°:2,5u8.

En el marco de la presente invenciéon “un” no se utiliza en general como numeral, sino que con ello puede describirse un
numero indeterminado. En tanto no se describa otra cosa puede pues representar también dos o mas, en especial por un
polipéptido de OspC en el sentido de la invencién se entiende el primer y/o el segundo polipéptido de OspC de una
proteina conforme a la invencion. Esto no excluye la presencia de otros polipéptidos de OspC que presenten
preferentemente la misma estructura que los primeros polipéptidos de OspC.

Preferentemente las proteinas conforme a la invencion son dimeros de dos polipéptidos de OspC. También es
basicamente posible una multimerizacion con otros polipéptidos de OspC u otras moléculas (p.ej. a través de puentes
disulfuro adicionales) en tanto esto no impida o limite el reconocimiento por anticuerpos contra OspC de Borrelia. Se ha
mostrado en el marco de la invencién que mediante los puentes disulfuro puede formarse un homodimero de dos
polipéptidos de OspC iguales o un heterodimero de distintos polipéptidos de OspC. Por consiguiente es p.ej. posible con
una proteina conforme a la invencion detectar anticuerpos contra varias cepas de Borrelia o producir una vacuna contra
varias cepas de Borrelia.

En relacién a la presente invencion proteina se utiliza en general para multimeros de polipéptidos de OspC y polipéptido
para cadenas individuales de polipéptido de OspC, pero ambos términos pueden referirse también, lo que para el técnico
en la materia sera evidente por el contexto, a proteinas, polipéptidos o péptidos conforme al uso idiomatico cientifico
general, no diferenciandose entre distintos tamafios.

En el marco de la invencion se ha mostrado que la unién directa de puente disulfuro entre los polipéptidos de OspC
mejora claramente el reconocimiento por anticuerpos contra OspC de Borrelia. Esto conlleva que el reconocimiento de la
proteina por anticuerpos contra OspC de Borrelia se reduce con la puesta en contacto con al menos un reactivo que
destruya el puente disulfuro. En especial un reactivo semejante esta seleccionado de un grupo que comprende reactivo
que contenga tiol o una combinacién de un reactivo que contenga tiol y un haluro de alquilo. Tales reactivos incluyen p.eg;.
reductores, como ditiotreitol o mercaptoetanol, dado el caso en combinacion con un agente alquilante como
yodoacetamida. En especial puede utilizarse en primer lugar un reductor y luego un haluro de alquilo.

Una proteina conforme a la invencidon puede producirse p.ej. en células bacterianas (p.ej. E. coli, p.ej. E. coli
RosettaBlue(DE3)pLacl (Stratagene)), células de insecto (p.ej. células SF6), células de levaduras (p.ej. S. cerevisiae) o
células de vertebrados (p.€j. células de CHO). La invencién comprende un procedimiento para la produccién de la proteina
conforme a la invencion en el que esta se expresa recombinantemente y se purifica. Una purificacion es posible p.gj.
mediante una cromatografia de afinidad, pudiéndose utilizar por ejemplo anticuerpos contra OspC de Borrelia o, cuando
se usa p.ej. una His-tag, una cromatografia de afinidad con niquel. Preferentemente en la expresion y/o purificacion se
utilizan condiciones no reductoras. Preferentemente en la purificacion se utiliza un pH de 7 - 9, un pH de 7,5 - 8,5, en
especial pH 8. En una cromatografia de afinidad la mezcla a purificar puede p.ej. aplicarse y lavarse con tampén TNI10 y
eluirse con tampdn TNI150. En el estado de la técnica son conocidos otros procedimientos de produccion y purificacion
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que no impiden la formacién de los puentes disulfuro.

En un aspecto la presente invencion se dirige a un procedimiento para la deteccion de anticuerpos contra una proteina
conforme a la invencion en el que se pone en contacto una muestra biolégica con la proteina conforme a la invencion y se
detecta la union de anticuerpos que dado el caso puedan estar presentes en la muestra a la proteina.

En especial se da a conocer un procedimiento para el diagnéstico de una infeccién por Borrelia en el que se pone en
contacto una muestra de un paciente con una proteina conforme a la invencion y se detecta la unién de anticuerpos que
dado el caso puedan estar presentes en la muestra a la proteina, indicando una deteccién de la unién de anticuerpos una
infeccion por Borrelia.

Es también objeto de la invencion el uso de una proteina conforme a la invencion para la deteccién de anticuerpos contra
OspC de Borrelia y para el diagnéstico de una infeccion por Borrelia. Los anticuerpos detectados son preferentemente
anticuerpos del tipo IgM, por lo que se detecta una infeccion por Borrelia en una fase temprana.

La unién de los anticuerpos puede detectarse p.ej. con un ensayo de inmunofluorescencia, ELISA, ensayo de
luminiscencia, transferencia de Western, transferencia por lineas o transferencia por puntos. Como muestra biologica
puede utilizarse p.ej. un liquido corporal de un paciente, en especial sangre, suero, plasma, saliva, orina o liquido
cefalorraquideo. Preferentemente se trata cuando se habla de pacientes de un paciente humano o animal en el que debe
comprobarse por ejemplo una infeccién por Borrelia.

Es también objeto de la invencion un kit para el diagndstico de una infeccion por Borrelia que comprende una proteina
conforme a la invencion. Un kit semejante puede comprender ademas anticuerpos contra OspC de Borrelia y/o tampones
o reactivos adecuados para la deteccion, como p.ej. un anticuerpo que reconozca la IgM humana, opcionalmente marcado
con un reactivo adecuado para la deteccion (p.ej. un colorante de fluorescencia como FITC o PE, una enzima como
fosfatasa alcalina o peroxidasa de rabano picante o biotina). Se puede tratar p.ej. de un kit para ensayo de
inmunofluorescencia, ELISA, ensayo de luminiscencia, transferencia de Western, transferencia por lineas o transferencia
por puntos.

Es también objeto de la invencion el uso de una proteina conforme a la invencion para la producciéon de una vacuna contra
una infeccion por Borrelia, asi como una vacuna contra una infeccion por Borrelia que comprende una proteina conforme
a la invencion. Una vacuna semejante puede comprender coadyuvantes, tampones y/o adyuvantes. Se puede tratar de
una vacuna de combinacion que puede estar dirigida por ejemplo contra dos, tres 0 mas cepas de Borrelia. Esto puede
conseguirse utilizando proteinas de OspC heteromeras, pero también p.ej. por mezcla de distintos homodimeros. Una
vacuna semejante puede formularse p.ej. para administracion subcutanea, intramuscular, intravenosa u oral. Una
administracién multiple, p.ej. doble, triple o cuadruple (por ejemplo el dia 1, 14, 28, 42), puede ser razonable para mejorar
la formacioén de anticuerpos.

La presente invencién permite en primer lugar la determinacion de anticuerpos especificos de OspC usando variantes
recombinantes de OspC que proporcionan resultados del mismo valor diagnéstico que con el uso de variantes no
recombinantes de OspC. Al mismo tiempo la utilizacion de las nuevas variantes recombinantes de OspC con puente
disulfuro permite una considerable reduccién del coste en la preparacion de los antigenos respecto a las variantes de
OspC nativas validas hasta ahora como diagnésticas en ensayos competitivos.

Se ha mostrado que las variantes de OspC segun la SEC ID N°: 1, SEC ID N°: 2 (derivada de OspC madura segun la
SEC ID N°: 3 de B. afzelii VS461 = OspCysse1, Genbank n® de referencia D49379), SEC ID N°: 4, SEC ID N°: 5 (derivada
de OspC segun la SEC ID N°: 6 de B. garinii 20047 = OspCago47, Genbank n° de referencia L42900), SEC ID N°: 7y SEC
ID N°: 8 (derivada de OspC segun la SEC ID N°: 9 de B. burgdorferi B31 = OspCgs1, Genbank n° de referencia U01894)
pueden expresarse en grandes cantidades en E. coli y obtenerse con elevada pureza. A este respecto no se mostré
ninguna diferencia en el coste de los trabajos de ingenieria genética, tasas de expresion, coste de la obtencion o pureza
entre las distintas variantes que se diferencian respectivamente solo en una cisteina segun la SEC ID N°: 1y SEC ID N°: 2
(derivada de OspCysass1), SEC ID N°: 4 y SEC ID N°: 5 (derivada de OspCagos7) Y SEC ID N°: 7 y SEC ID N°: 8 (derivada de
OspCas).

Ademas de esto se ha mostrado a modo de ejemplo que la exactitud de diagnéstico de un procedimiento para la
determinaciéon de anticuerpos de la clase IgM usando la variante derivada de OspCysss1 Segun la SEC ID N° 2 es
sorprendentemente equivalente a la de un procedimiento establecido usando OspC no recombinante de la cepa VS461.
Ademas se ha mostrado que la exactitud de diagnéstico de estos dos procedimientos es mayor que la de procedimientos
que utilizan la variante derivada de OspCysse1 Segun la SEC ID N°: 1 o variantes recombinantes de OspC con deleciones
segun la literatura cientifica.

Ademas se ha mostrado a modo de ejemplo que la variante derivada de OspCysse1 Segun la SEC ID N°: 2 después de
purificacion bioquimica esta presente dimerizada a través de un puente disulfuro y presenta sorprendentemente una
mayor reactividad especifica que su mondémero, su mondémero acetilado en la cisteina y el mondmero analogo segun la
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SEC ID N°: 1.

Ademas se ha mostrado a modo de ejemplo que mezclando las variantes segun la SEC ID N°: 2 (derivada de OspCysse1)
y la SEC ID N° 5 (derivada de OspCyy47) Seguido de su reduccién y subsiguiente oxidacion pueden prepararse
heterodimeros con puente disulfuro cuya empleabilidad es basicamente equivalente a la de los homodimeros con puente
disulfuro, pero que tienen la ventaja de poder detectar anticuerpos especificos de distintas especies, es decir anticuerpos
que se dirigen exclusivamente contra OspC de cepas de B. afzelii o exclusivamente contra OspC de cepas de B. garinii. El
técnico en la materia dispone de medios y procedimientos para separar heterodimeros de homodimeros, p.ej. por enfoque
eléctrico. Tal separacidon no es sin embargo necesaria, pues también pueden utilizarse mezclas de homodimeros y
heterodimeros.

Ademas se ha mostrado a modo de ejemplo que sorprendentemente ratones, tras su inmunizaciéon con la variante de
OspC segun la SEC ID N°: 2 (derivada de OspCys461) dimerizada a través de puentes disulfuro, presentan un titulo mayor
de anticuerpos de anticuerpos contra Borrelia que después de una inmunizacion con la misma cantidad del monémero de
la variante de OspC segun la SEC ID N°: 1. De esto puede concluirse una mayor efectividad de las vacunas basadas en
los polipéptidos conforme a la invencién. Los resultados son trasladables a las otras variantes, a otros animales y a seres
humanos.

Los siguientes ejemplos representan el objeto de la invencién a modo de ejemplo, sin embargo no deben limitar la
invencion.

Leyenda

La Figura 1 muestra un alineamiento de Ospc madura de B. afzeli VS461 = OspCysss1, de B. garinii 20047 =
OspCan47 ¥ de B. burgdorferi B31 = OspCgz¢ determinado con CLUSTAL 2.0.10 con ajustes estandar. La Tabla da el
grado de identidad de aminoacidos.

La Figura 2 muestra a modo de ejemplo una transferencia de Western con las variantes His-m-OspCysse1 € His-m-
Cys-OspCysas1 NO reducidas tras tincion con Ponceaus S (carril 1-3) asi como tras incubacién con un suero de un
paciente con una borreliosis en el estadio temprano (dilucién 1:200) y deteccién de anticuerpos de IgM unidos (carril 4
y 5). Carril 1: marcador de tamafio Mark 12 (Invitrogen), carril 2 y 4: 15 pug de His-m-OspCys461, carril 3y 5: 25 ug de
His-m-Cys-OspCysse1-

Ejemplos
Ejemplo 1: Clonacién de vectores para la expresion de OspC en E. coli

OspC esta codificado en Borrelia en el plasmido B (nomenclatura basada en el genoma completo de B. burgdorferi,
marco de lectura BB_B19). Como molde para la amplificaciéon por PCR de las zonas génicas segun las SEC ID N°: 10 a
15 que codifican seis variantes de OspC, se utiliza ADN completo de B. afzelii cepa VS461, B. garinii cepa 20047 y B.
burgdorferi cepa B31. Para la amplificacion de las distintas variantes se utilizan las combinaciones de cebadores segun las
SEC ID N°: 16 y SEC ID N°: 17 (His-m-OspCysse1), SEC ID N°: 18 y SEC ID N°: 17 (His-Cys-m-OspCysse1), SEC ID N°: 19
y SEC ID N°: 20 (His-m-OspCygo47), SEC ID N°: 21 y SEC ID N°: 20 (His-Cys-m-OspCygo47), SEC ID N°: 22 y SEC ID N°:
17 (His-m-OspCpgs¢) Yy SEC ID N° 23 y SEC ID N° 17 (His-Cys-m-OspCj;4). Mediante la PCR se integran en los
amplificados los sitios de restriccion necesarios respectivamente en el extremo 5’ 0 3’ de la cadena codificadora.

La PCR se lleva a cabo utilizando la “High Fidelity PCR Enzyme Mix* (Fermentas) conforme a las indicaciones del
fabricante a escala de 50 pl. Se llevan a cabo 30 ciclos de reaccién, resumidos en los pasos 1 a 3:

Paso 1 30 segundos 94°C
Paso2  45segundos 56°C
Paso3  30segundos 72°C.

Los fragmentos de la PCR se purifican a continuacion usando el sistema de purificacién extracto Nucleospin® ]
(MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG) conforme a las indicaciones del fabricante y se recogen en respectivamente 50 pl
de Tris-HCI 5 mM pH 8,5. A continuacion los fragmentos se escinden con endonucleasas de restriccion en los extremos.
Las endonucleasas de restriccion se adquieren de la firma Fermentas y se utilizan conforme a las indicaciones del
fabricante.

Los amplificados se tratan de la manera siguiente con endonucleasas de restriccion:

His-m-OspCys461 : Ncol y Xhol,
His-Cys-m-OspCysse1 : Esp3l y Xhol,
His-m-OspCyg47 : Ncol y Xhol,
His-Cys-m-OspCaygns7 : Esp3l y Xhol,
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His-m-OspCags : Ncol y Xhol,
His-Cys-m-OspCg34 : Pagl y Xhol.

Los fragmentos de PCR se purifican a continuacién usando el sistema de purificacion extracto Nucleospin® Il conforme a
las indicaciones del fabricante y se recogen en respectivamente 50 pl de Tris-HCI 5 mM pH 8,5.

Los fragmentos de PCR cortados enzimaticamente y purificados se integran a continuaciéon mediante ligacién en el
plasmido segun la SEC ID N°: 24 cortado con Ncol/Xhol. Para la ligacion se utiliza el kit Rapid DNA Ligation de la firma
Fermentas conforme a las indicaciones del fabricante. La mezcla de ligacién se transforma en E. coli RosettaBlue
(DE3)pLacl (Stratagene).

Se seleccionan clones positivos basandose en su resistencia a kanamicina/cloranfenicol [50/34 pg/ml]. De estos
clones se aislan los plasmidos obtenidos y se comprueban por andlisis de restriccion y secuenciacion del ADN. Los
plasmidos correctos se seleccionan para la realizacién de la expresion, se inoculan en 20 ml de medio LB que
contenga antibiético y se incuban a 37°C hasta alcanzar una DO600 (d = 1) de 0,6. Afiadiendo IPTG (concentracion
final: 1 mM) se induce la expresion de la proteina y a continuacion se incuba durante otras 3 horas a 37°C. Después
de ese tiempo las células se sedimentan por centrifugacién a 2.200 x g durante 10 minutos, se resuspenden en 20 ml
de pBS, se centrifugan de nuevo y finalmente se resuspenden en 1 ml de PBS.

La digestion celular se realiza adicionando un tercio de volumen de tampén NuPAGE-LDS 4x (Invitrogen) que
contiene Tris-Cl 141 mM pH 8,5, 2% (p/v) de dodecilsulfato sédico, 10% (p/v) de glicerol, EDTA 0,51 mM,
SERVABIue G250 0,22 mM, seguido de una incubacion de 10 minutos a 70°C. A continuacion se fragmenta el ADN
cromosomico por tratamiento con ultrasonidos (sonicador Branson, posicién 7, microsonda).

El lisado celular después de la separacién por SDS-PAGE se transfiere a una membrana de celulosa. A continuacion
se bloquean las posiciones insaturadas de la membrana mediante una incubacién con “tampén universal’
(EUROIMMUN) con 3% (p/v) de leche en polvo. A continuacion se incuba durante 1 hora con un anticuerpo
monoclonal de ratén (Merck Biosciences GmbH) dirigido contra la His-tag y diluido 1:2000 en “tampdn universal” con
3% (p/v) de leche en polvo. Entonces se lava tres veces respectivamente durante 5 minutos con “tampdn universal”.
En un segundo paso de incubacion los anticuerpos unidos en el caso positivo a las proteinas reaccionan con una
solucion de conjugado diluido 1:2000 en “tampdn universal”, que como conjugado contiene un anticuerpo de IgG-
anti-ratdon marcado con fosfatasa alcalina (Sigma). A continuacion se lava como después de la incubacion de anti-
His-tag. En un tercer paso de incubacion se detectan entonces los anticuerpos unidos con una “solucién de
substrato” de NBT/BCIP (cloruro de 4-nitrobluetetrazolio/fosfato de clorobromoindolilo, EUROIMMUN).

Resultados:

En una transferencia de Western, una vez realizada la SDS-PAGE reductora, puede detectarse la expresion de las
construcciones recombinantes por la presencia de proteinas reactivas a His-tag cuyos tamafios coincidan bien con
las masas predichas sobre la base de las secuencias de aminoacidos de 23-25 kDa. Las células que contienen el
vector plasmidico no modificado no presentan ninguna proteina correspondiente.

Ejemplo 2: Purificacién de variantes recombinantes de OspC por cromatografia de afinidad

La columna de afinidad es una columna de centrifugacion NiINTA (Qiagen) que se maneja conforme a las
recomendaciones del fabricante.

Las células recolectadas conforme al Ejemplo 1 se centrifugan de nuevo como se ha descrito, se resuspenden en 1
ml de “tampén TNI10” (Tris-HCI 5 mM pH 8,0; NaCl 300 mM; imidazol 10 mM) y se disgregan por tratamiento de
ultrasonidos de 1 minuto por tres veces (sonicador Branson, posicién 7, microsonda). 0,5 ml del sobrenadante se
aplican a una columna de centrifugacion NiNTA equilibrada con “tampdn TNI10”.

Las proteinas que no se unen o lo hacen débilmente se eliminan de la columna por lavado varias veces con 0,5 ml de
“tampon TNI10”. La elucién se realiza con 0,2 ml de “tampdn TNI150” (Tris-HCI 5 mM pH 8,0; NaCl 300 mM; imidazol
150 mM). La fraccion de elucién se analiza por transferencia de Western como en el Ejemplo 1.

Resultados:

Los eluidos contienen esencialmente proteinas que tras la tincion de la membrana de transferencia de Western con
solucion de tincién de Ponceau-S corresponden a respectivas bandas correspondientemente de un tamafio de
aproximadamente 23-25 kDa. Después de la transferencia de Western y la deteccion de la His-tag puede verse una
banda correspondiente del mismo tamafio. Este resultado indica que la proteina expresada tras la cromatografia esta
presente en componentes esencialmente libres de E. coli.

Ejemplo 3: Transferencias por lineas para la determinacion de anticuerpos anti-OspC utilizando las variantes
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recombinantes de OspC

Se recubren en forma de lineas membranas de nitrocelulosa con una OspC recombinante purificada conforme al
Ejemplo 2 diluida (concentracion: 20 - 100 pg/ml) en glicerina al 10% (p/v). A continuacién las membranas se secan
durante la noche, se bloquean durante 1 hora con “tampoén universal” (EUROIMMUN), se fijan a una fase solida, se
cortan con un escalpelo en angulo de 90° respecto a las lineas de OspC en tiras de aproximadamente 2 mm de
ancho y a continuacidon se almacenan a 4°C en bolsas de aluminio con bolsas de secado hasta su utilizacion. La
incubacion de las tiras se realiza como esta indicado en las instrucciones de trabajo de las tiras EUROLINE-WB
(EUROIMMUN), que se incuban como comparacién. Como comparacion adicional sirve la incubaciéon de tiras de
recomLine Borrelia (Mikrogen) conforme a las indicaciones del fabricante.

Para la determinacion de la sensibilidad y especificidad se analizaron 25 muestras de suero de pacientes con fase
temprana inequivoca de una infeccién por Borrelia, asi como 50 muestras de suero de embarazadas (que frecuentemente
presentan anticuerpos inespecificos) sin indicios de una infeccién por Borrelia y 25 pares de muestras de suero de
personas sanas, que se tomaron con un distanciamiento de 14 dias, en relacion a la presencia de anticuerpos de la clase
de inmunoglobulina M (IgM) especificos de OspC. Se comprobaron las reacciones positivas en las personas sanas por
analisis de la seroconversion a IgM (comparacion dia O/dia 14) con varios sistemas de ensayo para la deteccion de
anticuerpos de la clase IgM contra Borrelia, p.ej. EUROLINE-WB IgG y anti-Borrelia-ELISA IgG (EUROIMMUN). En caso
de ninguna reaccion positiva la muestra subsiguiente probd una conversion sérica.

Tabla 1:
EUROLINE-WB IgM | His-Cys-m-OspCyssg1 | His-m-OspCysss1 | linea recomb. de
SEC ID N°: 2 SEC ID Ne°: 1 Borrelia
n IgMBorreIia afzelii
IgM anti-OspC
Fase temprana [n] 20 17 17 17 19
Sensibilidad [%] 20 85 85 85 95
Embarazada sana [n] 50 2 2 6 8
Donante de sangre 25 4 4 7 9
sano [n]
Especificidad [%] 75 92 92 82,7 77,3
Exactitud de 100 90,5 90,5 83,2 81,1
diagnéstico [%]

Resultados:
Los resultados estan resumidos a modo de ejemplo para OspC de B. afzelii en la Tabla 1.

Un gran parte de los sueros de pacientes en una fase temprana de la infeccién por Borrelia presentan anticuerpos
IgM contra OspC. En el estudio la transferencia de Western con la OspC nativa procedente de B. afzelii y la
transferencia por lineas con His-Cys-m-OspCysse1 presentan sensibilidades y especificidades aproximadamente
equivalentes y al mismo tiempo las mayores exactitudes de diagndéstico. La transferencia por lineas con la variante
His-m-OspCysas61 Y la OspC recombinante de B. afzelii en la transferencia recomb. de IgM de Borrelia se distinguen por
el contrario sobre todo por reacciones inespecificas en las personas sanas.

Ejemplo 4: Analisis de las variantes recombinantes de OspC

Conforme al Ejemplo 2 se separan las distintas variantes de OspC purificadas por SDS-PAGE. A este respecto la
separacion se realiza tanto en condiciones no reductoras, en condiciones reductoras en presencia de ditiotreitol
(DTT) y en condiciones alquilantes en presencia de yodoacetamida después de reduccion con DTT. A continuacion
se lleva a cabo una transferencia de Western conforme al Ejemplo 1. Paralelamente al anticuerpo monoclonal contra
la His-tag mencionado en el Ejemplo 1 se incuban también sueros positivos a IgM anti-OspC conforme al Ejemplo 3
en una dilucién 1:200. En el caso de sueros humanos se utiliza en el segundo paso de incubacién un conjugado de
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IgG-anti-humana diluido 1:10 en “tampdn universal” y fosfatasa alcalina (EUROIMMUN).
Resultados:

La separacién en condiciones reductoras y alquilantes conduce tanto tras tincién con Ponceau-S como también tras
deteccion de la His-tag conforme al Ejemplo 1 respectivamente a bandas correspondientes a un tamafio de
aproximadamente 23-35 kDa. Esto se encuentra también para las variantes His-m-OspCysse1 (SEC ID N°: 1), His-m-
OspCopos7 (SEC ID N°: 4) e His-m-OspCgs1 (SEC ID N°: 7) en condiciones no reductoras. Por el contrario, en las variantes
His-Cys-m-OspCysas1 (SEC ID N°: 2), His-Cys-m-OspCop47 (SEC ID N°: 5) e His-Cys-m-OspCgsq (SEC ID N°: 8) estan
presentes respectivamente dos bandas a 23-25 y 45-50 kDa que estan tefidas respectivamente aproximadamente con la
misma intensidad. Estos resultados indican que las variantes His-Cys-m-OspCyssg1, His-Cys-m-OspCoygos7 € His-Cys-m-
OspCagaq estan presentes respectivamente como dimeros en los que respectivamente dos mondémeros estan unidos entre
si a través de puentes disulfuro (v. Figura 2).

Después de incubacion con sueros humanos la distribucién de las bandas en las respectivas variantes es idéntica, pero es
extrafio que las bandas a 45-50 kDa estén tefiidas respectivamente substancialmente mas intensamente que las bandas a
23-25 kDa. Las distintas intensidades de color tras tincién directa con Ponceau-S y tincion inmunoldgica tras incubacion
con sueros humanos indican que los dimeros presentan reactividades especificas respectivamente mayores que los
monoémeros (v. Figura 2).

Ejemplo 5: Preparacion de heterodimeros

Se mezclan entre si en proporciones iguales alicuotas de dos de las variantes de OspC dimérica purificadas conforme al
Ejemplo 2, p.ej. His-m-Cys-OspCysss1 € His-m-Cys-OspCaap47. Una alicuota de la mezcla se guarda para la analitica. El
resto se reduce adicionando DTT y se comprueba el resultado de la reduccién mediante SDS-PAGE no reductora y
transferencia de Western conforme al Ejemplo 4. A continuacién la mezcla se libera de DTT por dialisis exhaustiva contra
Tris-HCI 20 mM pH 8,5 y se le hace pasar durante 24 horas mediante una punta de pipeta aire a presién para crear un
medio oxidante. Finalmente la mezcla se analiza mediante enfoque isoeléctrico no reductor entre pH 6 y 9 con el sistema
ZoomRunner (Invitrogen) conforme a las indicaciones del fabricante, subsiguiente SDS-PAGE vy transferencia de Western.
Como comparacion se analizan los dos distintos dimeros de OspC y la mezcla antes de la adicién de DTT.

Resultados:

His-m-Cys-OspCysss1 presenta una mancha correspondiente aprox. a pH 7,5 y 24 kDa, His-m-OspCygo47 por el contrario
correspondiente aprox. a pH 6,5 y 24 kDa. La mezcla de His-m-OspCysss1 € His-m-OspCoo47 presenta antes de la
reduccion dos manchas correspondientes aprox. a pH 7,5/ 24 kDa y pH 6,5 / 24 kDa. La mezcla reducida y oxidada con
aire a continuacion presenta por el contrario tres manchas correspondientes aprox. a pH 7,5 / 24 kDa, pH 6,8 / 24 kDa y
pH 6,5/ 24 kDa. Los resultados indican que al menos parcialmente estan presentes heterodimeros.

Ejemplo 6: Inmunogenicidad de dimeros de OspC con puente disulfuro

Las proteinas His-m-OspCysse1 € His-Cys-m-OspCysss1 purificadas conforme al Ejemplo se inyectan subcutaneamente
sin adyuvante a respectivos 10 ratones hembra C3H/He de 4 a 6 semanas de edad una vez y luego a intervalos de 14, 28
y 42 dias en porciones de sendos 100 ng por dosis. Como controles se inyectan otros 10 ratones respectivamente con
solucién de sal comun al 0,9% (p/v). A todos los animales se les saca sangre el dia de la primera inyeccion y luego
después de 24, 38, 52 y 66 dias. Se determinan los anticuerpos especificos de OspC en una dilucion 1:1000 del suero
respectivo usando un ELISA de IgM anti-Borrelia (EUROIMMUN) en el que el conjugado para la deteccion de anticuerpos
humanos unidos se intercambia por un conjugado diluido 1:2000 en tampdn de dilucién de conjugado (EUROIMMUN)
para la deteccion de anticuerpos murinos de la clase IgG (Dianova) unidos. De los resultados se determina el valor medio
(VM) y la desviacién tipica (o) de respectivamente 10 animales tratados del mismo modo.

Para la comprobacion de la especificidad de la respuesta inmunitaria se incuban las 30 muestras de suero del dia de la
ultima extraccion de sangre en tiras de EUROLINE-WB (EUROIMMUN) a una dilucién 1:500 y se detectan los anticuerpos
murinos unidos conforme al ensayo 1.

10
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Tabla 2:

Dia

Antigeno n 0 24 38 52 66

VM c VM c VM c VM c VM c

Solucion de sal comun| 10 | 0,015 | 0,002 | 0,019 | 0,004 | 0,019 | 0,006 | 0,014 | 0,002 | 0,024 | 0,005
al 0,95 (p/v)

His-m-OspCysast 10 | 0,014 | 0,003 | 0,017 | 0,003 | 0,069 | 0,114 | 0,722 | 0,986 | 2,195 | 1,518

His-m-Cys-OspCysas1 10 | 0,013 | 0,002 | 0,036 | 0,024 | 1,043 | 0,995 | 1,892 | 1,288 | 3,868 | 0,202

Resultados:
Los resultados se indican en extincion a 450 nm y estan resumidos en la Tabla 2.

Se muestra que se producen valores de medicidon esencialmente mas rapidamente y mayores si los animales se
inmunizaron con la variante His-m-Cys-OspCysass1. Ademas se muestra que al final del periodo de inmunizacién todos los
sueros de animales que se inmunizaron con la variante His-m-Cys-OspCys461 producen valores de medicion elevados
cerca del valor medio. Por el contrario valores de medicién muy bajos o bajos en algunos animales que se inmunizaron
con la variante His-m-OspCysss1 indican que la inmunizacion en esos animales no ha conducido a un titulo de anticuerpos
substancial.

La incubacion en tiras de EUROLINE-WB (EUROIMMUN) muestra que todos los sueros que producen en ELISA una
extincién elevada (E4so nm > 0,3) producen una banda en el lugar de migracion de la OspC. A este respecto la intensidad
de las bandas se correlaciona aproximadamente con la extincion.

Ambos resultados tomados conjuntamente sugieren que los ratones que se inmunizaron con la variante His-m-Cys-
OspCysae1 producen anticuerpos mas rapidamente que tras la inmunizacién con la variante His-m-OspCysse1 ¥ que se
alcanzan concentraciones de anticuerpos mayores al final de la inmunizacion.
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Lys
RAan

Ser

Wal

Azn
Lys
Glua
a5

Lys
Gly
Lys
Ala
Thr
125
Ile
Lys

Leu

Fro

Asn
Ser
30

Ser

Ser

Gly
Lys
110
Glu
Glu
Gly
WVal

Lys
1940

Ser
Lys
30

Ala
Lys
Ser
Lew
Lys
110
Asp
Lew
Leuw

Ala

Lys
1530

Rsn
15

Val
Asn
Ile
Asn
Ala
95

Asn
Thr
Gly
Thr
Glu

175
Glu

Rla
15

Ile
Leu

Il

Asp
95

Lys
Leu
Lys
Fhe
Asn

175
Lys

Sar
Lys
Ala
Azp
Gly
0

Ty
Glu
Phe
Val
Lys
160
Val

Leu

Asp
Thr
Leu
His
Leu
Gly
Cys
Gly
Thr
Glu
160

Ser

Pra
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<210> 10
<211> 609
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 10

atgageocate
gatakttgoat
aaaaaaatta
tcatctatag
aacgaagegq
aaacaaazat
aagaaatgtt
cataatgcta
aagggtgeta
aaagaagcat
aaaapacct

<210> 11
<211> 609
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 11

atgagocate
gatattgecat
asaaaaatta
tcatctatag
aacgaagcgyg
daacaaaaat
aagaaatqtt
cataatgcta
aagggtgcta
asagaageat
aaaaaacct

<210> 12
<211> 609
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 12

atgagocate
gcatctacta
attacagatt
atagatgaac
gegggtcaca
aaattagatyg
tattectgaag
ggtgcticte
aagggtgetyg
caagaagcac
adadaaacct

<210> 13
<211> 609
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 13

atcatecatca
ctactaatoco
cagattocaa
atgaacttgo
ataaaaacqgq
tagatggatt
cogaageatt
ctgatgctga
aagaacttga
taagtaatcte

atcatcatca
ctactaatco
cagabttccaa
atgaacttge
ataaaaacgg
tagatggate
cegaageatt
ctgatgotga
aagaacttga
taagtaatte

atcatcatca
atcctgatga
ctaatgcatt
ttgctaaage
acagegeoatt
gattaaaagg
catttactaa
ttgatgatga
aagagctbga
taactaattc

ES 2421 8857T3

tcatcatcat
tgatgagtet
Lgcagttgta
Laaaactact
atcattatta
gaaaggtcta
Cactazaaag
ttcaaaagaa
agagttgrTt
agttaaagag

tcatcatecat
tgatgagtet
tgcagttgta
taaaactatt
atcattatta
gaaaggtcta
tactaaaaaq
ttcaaaagaa
agagttgttt
agttaaagag

tcatcatcat
atctgttaag
tgtactgget
tattggtcaa
gttagecagga
tttagaagga
aaaacktaaaa
ggcaaaaaaa
aaagttattt
agtktaaagag

toccatgggta
gogaaaggac
ctagctgtga
ggtamaaaaa
geaggagockt
gaaggattaa
cbtacaagata
gcaatttiga
aaatcagtag
ctktacaagece

tccatgtgta
gcgaaaggac
ctagctgtga
ggtaaaaaaa
gcaggageck
gaaggattaa
ctacaagata
gcaatkbttga
aaatcagtag
cttacaagcc

tccatgggta
gggcctaate
gtgaaagaag
agaatacaac
goccatgaaa
ttaaaagcag
gataatecatyg
gotattttaa
aaatcagtag
cttacaaatco

19

ataattcagg
ctaatottac
aagaagttga
tagaggcaaa
atgcaatateo
ataaagaaat
gtaacgcaga
aaacaaatgg
aaagcottgte
cbgtbtgbgge

ataattcagg
ctaatcttac
aagaagtrga
tagaggcaaa
atgcaatate
ataaagaaat
gtaacgoaga
aaacaaatgyg
aaagcttghe
ctgttgtgge

ataattcagg
ttacagaaat
btgaggektt
aaaatggttc
tatcaatect
agattgcaga
cacagctigg
aaacaaatgt
aaagcttgkc
ctgttgtgge

gaaaggtggyg
agaaataagc
ggctEtgert
tggttogggt
aacccraata
tgoggaggec
tcttggaaaa
gactaaaact
aaaagcaqgeot
agaaagtcca

gaaaggtggyg
agaaataagec

ggcttrgett
tggtttgggt
aaccctaata
tgoggaggos
tcttggaaaa
gactaaaact
aaaagcagek
agaaagtcca

tggggatact
aagcaaaaas
gatctcatct
agttgotgat
aataacacaa
agctaagaaa
tatacagaat
ggacaaaacc
aaaagcagcg
agaaactcca

]
120
180
240
300
360
420
480
540
600
/04

60
120
1B0OD
240
300
360
120
480
540
600
609

&0
120
180
240
300
360
420
480
240
600
608
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atgagccate
geatctacka
attacagatt
atagatgaac
gegggbcaca
aaattagatg
tattctgaag
gatgectete
daagggtgcty
caagaagcac
aaaaaacct

atcatcatca
atcctgatga
ctaatgcatt
ttgetaaage
acagegeakt
gattaaaagg
catttactaa
ttgatgatga
aagagcttbga
taactaattc
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tcatcatcat
atctgttaag
tgtactgget
tattggtcaa
gttagecagga
tttagaagga
aaaactaaaa
ggcaaaaaaa
aaagrratct
agkttaaagag

tccacgtgta
gggcotaate
gtgaaagaag
agaatacaac
gooccatgaaa
ttaaaagecag
gataatcatg
goctattttaa
aaatcagtag
cttacaaatc

<210> 14
<211> 612
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 14

atgagccatc
aatacatbctyg
aaaaaaatta
tocatctatag
ttggatacog
ctaataaaac
gctaagaaat
aaagaaqggrg
actaaaggtg
gctaaagaga
ccadaaaaac

atcatcatca
caaattctge
cggattctaa
atgaaattgc
daaataatca
aaaaattaga
gttctgaaac
Ltactgatgc
ctgaagaact
bgottgctaa
ct

tcatcatcat
tgatgagtct
CgoggttLra
tgctaaaget
caatggatca
tggattgaaa
atttactaat
tgatgcaaaa
tggaaaatta
ttcagttaaa

toccatgggta
gttaaagggc
cttgctgtga
attggtaaaa
ttgttagegg
aatgaaggat
agattaaaag
gaagccattt
tttgaatcag
gagcttacaa

<210> 15
<211> 612
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 15

atgagccate
aatacatctg
daaaaaatta
tcatctatag
ttggataccg
ctaataaaac
gctaagaaat
aaagaaggtyg
actaaaggtg
gctaaagaga
CcCcaaaaaaac

atcatcatcca
caaatbcbge
cggattctaa
atgaaattbge
aaaataatca
daaaattaga
gttcoctgaaac
ttactgatge
ctgaagaact
tgottgoctaa
ct

rtocatcatcat
tgatgagtckt
tgegotttta
tgctaaaget
caaktggatca
tggattgaaa
atttactaat
tgatgcasaaa
tggazaatta
ttcagttaaa

tccatgtgta
gttaaagggc
cttgotgtga
attggtaaaa
ttgttagcgg
aatgaaggat
aaattaaaag
gaagcocakbtt
tttgaatcag
gagcttacaa

<210> 16
<211> 31
<212> ADN
<213> Sintético
<400> 16
{agaccaigg gtaalaatic agggaaaggi g 31

<210> 17

<211>42

<212> ADN

<213> Sintético

<400> 17

gcagagtges togagttaag gitittttgg actticiger ac 42

20

ataattcagg
ttacagaaat
ttgaggeokttt
aaaatggttt
Catcaatcet
agattgcaga
cacagcttgg
aaacaaatgt
aaagertgte
ctgttgtgge

ataattcagg
cbtaatcttac
aagaggttga
aaatacacca
gagcttatge
taaaggaaaa
aaaaacacac
taasaacaaa
tagaggtctt
gecoctgttgt

ataattcagg
cktaatcttac
aagaggttga
azatacacca
gagcttatge
taaaggazaa
aaaaacacac
taaaaacaaa
tagaggtctt
goocckgiigt

tggggatact
aagcaaaaaa
gatctoatet
agttgetgat
aataacacaa
agctaagaaa
tatacagaat
ggacaaaacc
aaaagoagog
agaaacteoeca

gaaagatggg
agaaataagt
agcgtegetyg
aaataakggk
aatatcaacc
aattgatgog
agatcttggt
tggtactaaa
gtcaaaagca
ggcagaaagt

gaaagatggg
agaaataagt
agogttgetyg
aaataatggt
aatatcaace
aattgacgog
agatctiggt
Cggtaccaaa
gtcaaaagca
ggcagaaagt

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
&00
609

Gl
120
1e0
240
300
3ad
420
480
540
600
6l2

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
612
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<210> 18
<211>43
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 18
atatcgicic coalglgeaa taaticagog aaaggioggg ata

<210> 19
<211> 44
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 19
atatcgicic coatgggtaa taattcaggt googatactg cate

<210> 20
<211> 36
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 20
atactcgagt taaggiiitt tiggagtitc tgocac 36

<210> 21
<211> 44
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 21
atatcgicic coaigtgtaa taattcagot ggggatactg calc

<210> 22
<211> 33
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 22
tagaccatgg gtaafaatic agggaaagat gog 33

<210> 23
<211> 44
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 23

atatcgicic coatgtgoaa taaticagog aaagatggga atac
<210>24
<211> 5287

<212> ADN
<213> Sintético

<400> 24

43

21
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ggggaattgt
gagatatace
graagrtcgag
agctgagttg
acgggtcttg
gegecctgta
acacttgcca
ttocgoogget
getttacgge
tocgococcoctgat
ctocttgtteo
gggatttbge
gocgaatttta
cgoggaacee
taattcttag
atcaataceca
gttecatagg
acaacctatt
gacgactgaa
aAggeocageca
tgattgcgec
aatcgaatge
aggatattet
CLgocatcatca
ccagtttagt
cCagasacaac
coCcgacatta
tegoggoata
gtttatgtaa
tecactgage
tgogegtaat
cggatcaaga
caaatackgt

gagcggataa
atgagccate
cAccaccacc
goctgotgoca
aggggbthti
goggogeoatt
gogooctago
tteccogtbea
acctocgaccc
agacggtttt
aaactggaac
cgattbcgge
acaaaatatt
CTATLTOLED
aaaaactcat
tatttttgaa
atggcaagak
aatttececk
cecggbgaga
ttacgctogt
tgagcgagac
aaccggogoa
tctaataceck
ggagtacgga
ctgaccatce
bctggegeat
ccgcgagecs
gagcaagacg
gcagacagkt
gteoagacooo
ctgetgetkeg
gctaccaact
ccttctagtg
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caattococth
atcatcateca
accaccactg
cogotgagea
tgckgaaagy
aagcogoggog
gocogoteck
agctctaaak
caaaaaactt
togooctttg
aacactcaac
ctattggtta
aacgtttaca
attLtcctaa
cgagcatcaa
aaagocogtth
cctggtatcg
cgtcaaaaat
atggcaaaag
catcaaaatc
gaaatacgeog
ggaacactgc
ggaatgeotgt
taaaatgctt
catctgtaac
cgggcttooo
atttataccc
tttocoogiig
ttattgttca
gtagaaaaga
caaacaaaaa
CELLEittcoga
tagocogtagt

ctagaaataa
tcatcatcat
agatoeggot
ataactagca
aggaactata
ggtgtggtgg
ttogotibct
cgggggctoe
gattagggtyg
Aacgrttggagt
cctatctogyg
aaaaatgagc
atttocaggtg
atacattcaa
atgaaactgc
ctgtaatgaa
gtctgogatt
aaggttatcca
tttatgoatt
actegecaktca
atcgeotgeta
cagocgoatca
tttococogagg
gatggtcgga
atcattggca
atacaatcga
atataaatca
aatatggcte
tgaccaaaat
teaaaggate
aaccaccgct
aggtaactgg
taggocacea

22

Ctttgtttaa
tccatggoga
gctaacaaag
taaccoctig
tococggateigyg
ttacgocgcag
tocotbootl
ctttagggtt
atggttcacg
ccacgttott
totattcttt
tgatttaaca
goactttteg
atatgtatecc
aatttatcca
gogagaaaack
cocgactogto
agtgagaaat
tctttoccaga
accaaacocgt
aaaggacaat
acaatatttt
atcgcagbgg
agaggcataa
acgctacett
tagattgtcg
gcatccaktgt
ataacacccoc
cocttaacgt
ttcttgagat
accagcggtg
cttcagcaga
cttcaagaac

ctttaagaag
tatccocetega
cccgaaagga
gggcebctaa
cgaatgggac
cgtgaccgct
tetcgocacyg
cegatttagh
tagtgggcca
teaatagtgga
tgatttataa
daaatttaac
gggazatgtyg
gctcatgaat
tatcaggatt
caRCCgaAggCa
caacaktcaat
caccaktgagt
cttgttcaac
tattcatteg
tacaaacagg
cacctgaatc
tgagtaaceca
attoccgtcag
tgccabgteot
cacctgattyg
tggaaktttaa
ttgtattact
gagttttegt
cctbtbtEte
gtttgkbttge
gegeagatac
tectgtageac

60
120
180
240
30a
360
420
480
544
600
G660
720
780
840
904
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
15040
1580
1620
1680
1740
1800
lee0
1920
13980
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cgcectacata
cgbgtcttac
gaacgggggg
acctacagcg
atceggtaag
cctggtatet
gabtgcktegte
tectggeett
tggataaccyg
agcgoagoga
cgcatctgtg
tgcegeoatag
cCooccgacaco
gecktacagac
tcaccgaaac
cagatgtetg
tggettetga
tcocghbgtaag
cteacgatac
caactggegg
ttocgttaata
cggaacataa
cocgaagacca
gttegotege
cgggtoctea
atggoctget
gegbgoaaga
cggtoctoge
aagaagacaq
actgggttga
cttacattaa
ctgecattaat
ggttitoott
agagagttgeo
ggtggttaac
gatatccgoa
ctgatcgttg
ttgttgaaaa
actgeogageg
tgggoocogct
tocgogtaceg
Adgadacaac
cagoggatag
tttacagget
atocggogecga
ggtggcaacg
aatgtaatte
gotggootgy
ategtataac
tcatgocata
ccttatgega
cogecgoaag
ctgocaccat
coecatoggt
cggocacgat
cactata

cctegetectg
cgggtitggac
ttocgtgcaca
tgagcotatga
cqggcagggte
ttatagtect
aggggggcgyg
ttgotggect
tattaccgoc
gtcagtgage
cggtatttca
ttaagoccagt
cgocaacaco
aagctgtgac
gcgogaggca
ccbgttcate
taaagocggge
geagatttbet
gggttactga
tatggatgcg
cagatgtagg
tggtgcaggyg
Ltcatgtogt
gtatcggtga
acgacaggag
tckcgecgaa
ttoccgaatac
cgaaaatgac
CCcAtRAgLgC
aggeteteaa
ttgocgttgog
gaatcggoca
ttcaccagtg
agcaagoggt
ggcgggatat
coaacgegoa
graaccagoa
coggacatgg
agatatttac
aacagocgocga
tcctcatggo
geoggaacat
ttaatgatca
teogacgoogo
gatttaatcg
ccaatcagcd
agoctoogeooa
ttcaccacgeo
gttactggtt
cogocgaaagg
ctoctgeaktt
gaatggtgca
acccacgoog
gatgtoggeg
gogtooggog
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ctaatectgt
tcaagacgat
cageoccaget
gaaagogoca
ggaacaggag
gtegagttte
agcctatgga
tttgotcaca
tttgagtgag
gaggaagcgg
caccgecatat
atacacteoog
cgotgacgog
cgtctecggg
getgoggtaa
cgecgtecage
catgttaagg
gttecatgggg
tgatgaacat
gogygaccay
tgttoccacag
cgotgactoeo
tgctocaggte
ttcattotgo
cacgatcatg
acgtttggtg
cgCaagocgac
ccagagoget
ggcgacgata
gggcatcggt
ctcactgeoeo
acgegoeggdyd
agacgggcaa
ccacgctggt
aacatgaget
gococggacte
tcgoagtggyg
cactoccagte
gocagocage
tttgotggtyg
agaaada caat
tagtgcagge
goccactgac
ttecgttctac
cocgecgacaat
acgactgttt
regoogette
gggaaacggt
tcacattcac
tttbgegoca
aggaagcageo
tgoaaggaga
.H..EI.EL'-EI..H.gEgE
atataggoges
tagaggatcg

taccagtggc
agttaccgga
tggagogaac
cgcttocega
agcgcacgag
gocacctotg
aaaacgcocag
tgttetttoo
ctgataccge
aagageogeck
atggtgoact
ctategctac
cocotgacgag
agectgeatgt
agctcatcag
tegebgagtet
goggtttttt
gtaatgatac
gcocggttac
agaaaaatca
ggtagccage
cgogtttoca
gcagacgttt
taaccagtaa
cgcaccogtg
gogggaceag
aggocogatca
goeggoacet
gtcatgoeee,
cgagatacag
gettbcocagt
agaggeggbt
cagctgatig
ttgococcage
gtetteggka
ggtaatggeyg
aacgatgococ
gectoocoegt
cagacgcaga
acccaatgog
actgttgatg
agcttecaca
gogttgogeg
catocgacace
ttgocgacggc
gecegocagt
cacttttteoe
ctgataagag
caccctgaat
ttocgatggtyg
ccagtagtag
tggegeecaa
tcatgagooc
cagcaaccge
agatctegat

23

tgctgecagt
taaggcgcaqg
gacctacacs
aggJagaaag
ggagcttoca
acttgagege
caacgoggec
tgogtktatoe
togoogoage
gatgoggtat
ctcagtacaa
gtgacktgggt
cttgtctget
gtcagaggtt
cgtggtegeg
tetccagaag
cctgtttggt
cgatgaaacy
tggaacgttg
ctcagggteca
agcatccege
gactttacga
tgoagoagea
ggcaaccocg
gggeocgocat
tgacgaaggc
togtocgoget
gbocctacgag
gegoccaccg
gtgoctaatg
cgggaaacct
tgogtattgg
cocttecaccg
aggcgaaaak
tegbegtace
cgcattgoge
Ccattcagca
tecgetatog
cgogocgaga
accagatgct
ggrgteotgge
gcaatggeat
agaagattgt
accacgotgyg
gogbgoaggg
tgttgtgoca
cgogtttteg
acaccggcat
tgactetektn
tccgggatct
gttgaggecg
cagkbococog
gaagbggega
acctgtggocg
cecgogaaat

ggcgataagt
cggboggget
gaactgagat
gocggacaggt
g9g9gaaacyg
cgattbetgt
tttttacggt
cctgattetg
cgaacgacog
Ettcteoctta
tetgekbetga
cabtggotgog
ccoggoakeoo
tkcaccgtca
aagcgattca
cgttaatgte
cactgatgoo
agagaggatyg
tgagggtaaa
atgoccagege
gatgcagate
dacacggaaa
gtogetteac
ccagoctago
googgeogata
ttgagcgagg
ccagogaaag
ttgecatgata
gaaggagctg
agtgagctaa
gtegtgoeag
gegocagggh
cetggoockg
cotgttbgat
cocactaccga
ccagogocak
tttgoatggt
gotgaatthg
cagaacttaa
ccacgoocag
cagagacatc
cctggtcate
goacegoogo
cacceagtibg
ccagactgga
cgoggtbggg
cagaaacgtg
actctgogac
segggogeta
cgacgekbete
Ltgagoaccg
gecacgggge
goeegatott
coggtgatgc
taatacgact

2040
21040
2160
2220
2280
2340
2400
2480
2520
2580
2640
2700
2780
2820
2BB0O
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3300
3950
1020
4080
4140
4200
4280
4320
4380
4440
4500
45a60
4820
4680
4740
4800
4860
4820
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5287
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REIVINDICACIONES

1. Proteina que comprende un primer polipéptido de OspC, caracterizada porque el primer polipéptido de OspC esta unido
a través de un puente disulfuro con un segundo polipéptido de OspC, formandose el puente disulfuro por unién de una
cisteina que no esta alejada mas de 100 posiciones de aminoacidos del extremo N-terminal del polipéptido de OspC,
presentando el primer y el segundo polipéptido de OspC una identidad de aminoacidos de al menos el 70% con la SEC ID
N°: 3, SEC ID N°: 6 0 SEC ID N°: 9.

2. Proteina conforme a la reivindicacién 1, caracterizada porque el primer y/o el segundo polipéptido de OspC presenta
una identidad de aminoacidos de al menos el 90% con la SEC ID N°: 3, SEC ID N°: 6 o SEC ID N° 9y es reconocido
especificamente por anticuerpos contra OspC de Borrelia.

3. Proteina conforme a la reivindicacion 1 6 2, caracterizada porque el primer y/o el segundo polipéptido de OspC
comprende al menos un epitopo que es reconocido especificamente por anticuerpos contra OspC de Borrelia,
comprendiendo el epitopo al menos una secuencia parcial de 10 aminoacidos consecutivos de la SEC ID N°: 3, SEC ID
N°: 6 0 SEC ID N°: 9.

4. Proteina conforme a una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizada porque el primer y/o el segundo polipéptido de
OspC C-terminal presenta una de las secuencias de aminoacidos segun SEC ID N°: 3, SEC ID N°: 6 o SEC ID N°: 9.

5. Proteina conforme a una de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizada porque el primer y/o el segundo polipéptido de
OspC no presenta ninguna secuencia de reconocimiento para una acilacion.

6. Proteina conforme a una de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizada porque el puente disulfuro se forma por unién de
una cisteina que no esta alejada mas de 30 posiciones de aminoacidos del extremo N-terminal del primer y/o del segundo
polipéptido de OspC.

7. Proteina conforme a una de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizada porque el primer y/o el segundo polipéptido de
OspC C-terminal presenta una secuencia segun SEC ID N°: 2, SEC ID N°: 5 0 SEC ID N°: 6.

8. Proteina conforme a una de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizada porque mediante el puente disulfuro se forma un
homodimero de dos polipéptidos de OspC iguales o un heterodimero de distintos polipéptidos de OspC.

9. Proteina conforme a una de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizada porque el reconocimiento del polipéptido por
anticuerpos contra OspC de Borrelia se reduce al ponerlo en contacto con al menos un reactivo que contenga tiol, dado el
caso en combinacion con un haluro de alquilo.

10. Procedimiento para la deteccién de anticuerpos contra una proteina conforme a una de las reivindicaciones 1a 9, en el
que se pone en contacto una muestra biolégica con la proteina conforme a una de las reivindicaciones 1 a 9 y se detecta
la unién de anticuerpos a la proteina.

11. Procedimiento para el diagnéstico de una infeccion por Borrelia, caracterizado porque se pone en contacto una
muestra biolégica de un paciente con una proteina conforme a una de las reivindicaciones 1 a 9 y se detecta la unién de
anticuerpos a la proteina, indicando una deteccion de la unidn de anticuerpos una infeccion por Borrelia.

12. Procedimiento conforme a una de las reivindicaciones 10 u 11, caracterizado porque la union de los anticuerpos se
detecta con un ensayo de inmunofluorescencia, ELISA, ensayo de luminiscencia, transferencia de Western, transferencia
por lineas o transferencia por puntos.

13. Kit para el diagnostico de una infeccion por Borrelia que comprende una proteina conforme a una de las
reivindicaciones 1 a 9.

14. Uso de una proteina conforme a una de las reivindicaciones 1 a 9 para la producciéon de una vacuna contra una
infeccion por Borrelia.

15. Vacuna contra una infeccion por Borrelia que comprenda una proteina conforme a una de las reivindicaciones 1 a 9.
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Fig. 1

ES 2421 8857T3

CLUSTAL 2.0.10 alineamiento de secuencia multiple

V5461 CHNSGEGGDIASTHNPDESAKGPNLTELI SEKITDSHAVVLAVEEVEALLSSIDELA-KTIG
B31 CHHNSGEDGHNT SANSADESVEGFNLTEISKEKITDSMAVLLAVKEVEALLSSIDEIAAKATLG
20047 CHNSG--GDTASTHPDESVEGPNLTEISKEKITDSMAFVLAVEEVEALISSIDELA-KALG
kW E . - I#*‘_t**i*tiiifi**i!il‘_ :'i'i'i'ii'i'l'*l:il'i*-l':* i-:lci
Vsd461 KEIEAN-GLGHEADKNGSLLAGRAYAISTLIKQKLDGLEGLEGLNEEIREAKKCSEAFTEKE
B3l KEIHONRGLDTENNENGS LLAGRYAISTLIKOKLDGLE-NEGLEEKIDAAKKCSETFTHE
20047 QRICON-GLVADARGHNSALLAGRHEISILITQRELDGLEGLEGLEAEIAEAKKYSERAFTEE
:!'.. [ . _Lir:iii—l'-.:. LR f-ﬁ.*j’-*i-l'- l-l-l.‘. :-I. e -ﬂ-i:*t:*
VEdel LODSHNADLGEHN--ATDADSKER I LETNGTKTEGAKELEELFESVESLSEARKERLSNEY
B3l LEEKHTDLGEEG-=-VTDADAKERILETNGTETEGREELGKLFESVEVLSKARKEMLANSY
20047 LEDNHAQLGIONGASLDDEARKAILETNVDRTHGAEELERLFKSVESLSKAAQEALTHSV
"‘::.;;;H’* . L ;:I-:il--l.-l-li i-p-lii:l'i' ;ii’:i’il iili’.;l ‘:-ﬁii
VS461 KELTSPVVAESPEKP 191
B3l KEELTSPVVRESPEKF 192
20047 KELTHPVVAETPEEF 191
.illlll_ .'..f:l-‘-f*
SecA Nombre Long (aa) SecB Nombre Long (aa) Puntuacién
1 VS461 195 2 B31 195 76
1 VS461 195 3 20047 195 76
2 B31 195 3 20047 195 70
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Fig. 2
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