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DESCRIPCION
Composicion inmunogénica

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a antigenos de Clostridium difficile. En particular, la invencion se refiere a antigenos
de proteinas recombinantes que comprenden fragmentos de toxina A y/o toxina B. La invencidon se refiere
adicionalmente a composiciones inmunogénicas o vacunas que comprenden estos antigenos y al uso de las
vacunas y composiciones inmunogénicas de la invencién en profilaxis o terapia. La invencién se refiere también a
procedimientos de inmunizacion utilizando las composiciones de la invencion, y al uso de las composiciones de la
invencion en la fabricacion de un medicamento.

Antecedentes de la invencion

C. difficile es la causa mas importante de infecciones intestinales nosocomiales y es la principal causa de colitis
pseudomembranosa en seres humanos (Bartlett y col Am. J. Clin. Nutr. 11 suppl: 2521-6 (1980)). La tasa de
mortalidad general asociada a los individuos infectados con C. difficile se calculé en un 5,99 % en los 3 meses
posteriores al diagndstico, con una mayor mortalidad asociada con la edad avanzada, siendo el 13,5 % en los
pacientes mayores de 80 afios (Karas y col Journal of Infection 561:1-9 (2010)). El tratamiento actual para la
infeccion por C. difficile es el suministro de antibidticos (metronidazol y vancomicina), sin embargo, ha habido
pruebas de cepas resistentes a estos antibidticos (Shah y col., Expert Rev. Anti Infect. Ther. 8(5), 555-564 (2010)).
Por consiguiente, existe una necesidad de composiciones inmunogénicas capaces de inducir anticuerpos, y/o una
respuesta inmunoprotectora contra C. difficile.

Sumario de la invenciéon

La enterotoxicidad de C. difficile se debe principalmente a la accion de dos toxinas, la toxina A y la toxina B. Ambas
son potentes citotoxinas (Lyerly y col Current Microbiology 21:29-32 (1990). Los dominios C terminal de la toxina Ay
de la toxina B comprenden unidades de repeticion, por ejemplo el dominio C terminal de la toxina A esta constituido
por unidades de repeticion contiguas (Dove y col Infect. Immun. 58:480-499 (1990)), por esta razén el dominio C
terminal puede denominarse “dominio de repeticion”. Ademas estas porciones de repeticion se pueden separar en
repeticiones cortas (RC) y repeticiones largas (RL) como se describe en Ho y col (PNAS 102:18373-18378 (2005)).

Se ha determinado la estructura de un fragmento de 127aa desde el dominio de repeticion C terminal de la toxina A
(Ho y col PNAS 102:18373-18378 (2005)). Este fragmento forma un pliegue semejante a un solenoide 3, compuesto
predominantemente por laminas 3 con una proporcion baja de hélices a.

Se ha demostrado que fragmentos de toxina A, en particular fragmentos del dominio C terminal, pueden conducir a
una respuesta inmunoprotectora en hamsteres (Lyerly y col Current Microbiology 21:29-32 (1990)) y documentos
W096/12802 y WO00/61762.

Se sabe que en el disefio de proteinas de fusion es dificil que estas proteinas se plieguen correctamente durante la
expresion. Los polipéptidos de la presente invencion son proteinas de fusién en las que se mantiene la estructura
similar a un solenoide B nativo, y que se observa que proporcionan una respuesta inmunitaria contra la toxina Ay la
toxina B en ratones.

En un primer aspecto de la invencién, se proporciona un polipéptido que comprende un primer fragmento y un
segundo fragmento, en el que

(i) el primer fragmento es un fragmento de dominio de repeticion de la toxina A;
(i) el segundo fragmento es un fragmento de dominio de repeticion de la toxina B;
(iii) el primer fragmento tiene un primer extremo proximal;

(iv) el segundo fragmento tiene un segundo extremo proximal; y

en el que el primer fragmento y el segundo fragmento estan separados por menos de, o exactamente, 5 aminoacidos
en la estructura primaria, en el que el polipéptido provoca anticuerpos que neutralizan tanto la toxina A como la
toxina B, en el que el primer extremo proximal esta dentro de una repeticion corta, el segundo extremo proximal esta
dentro de una repeticion corta y el primer extremo proximal y el segundo extremo proximal no interrumpen las
porciones de repeticion corta - repeticion larga - repeticion corta.

En un segundo aspecto de la invencion se proporciona un polinucleétido que codifica un polipéptido de la invencion.

En un tercer aspecto de la invencién se proporciona un vector que comprende un polinucleétido de la invencién
unido a un promotor inducible.

En un cuarto aspecto de la invencion se proporciona una célula huésped que comprende un vector de la invencién o
un polinucleétido de la invencion.
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En un quinto aspecto de la invencidn se proporciona una composicion inmunogénica que comprende un polipéptido
de la invencion y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

En un sexto aspecto de la invencién se proporciona una vacuna que comprende una composicion inmunogénica de
la invencion.

En un séptimo aspecto de la invencion se proporciona un uso de una composicion inmunogénica de la invencion o
una vacuna de la invencién para su uso en el tratamiento o prevencién de una enfermedad provocada por C. difficile.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1 - Listados de secuencias de polipéptidos de la invencion.

Figura 2 - Representacion grafica de los dominios C terminal de ToxA y ToxB, con las repeticiones cortas, RC,
representadas como casillas blancas y las repeticiones largas, RL, representadas como casillas negras.

Figura 3 - Representacion grafica de una union entre la tercera RC VIl de ToxA y la cuarta RC Il de Tox B
utilizada en la Fusion 1.

Figura 4 - Representacion grafica de una unién entre la segunda RC VIII de ToxA y la tercera RC Il de Tox B
utilizada en la Fusion 2.

Figura 5 - Representacion grafica de una unién entre la RL VIl de ToxA y la RL Il de ToxB utilizada en la Fusion 3
(que contiene solo parte de la RL VII de ToxA y parte de la RL Il de ToxB).

Figura 6 - Representacion grafica de una unién entre la segunda RC VIl de ToxA y la tercera RC | de ToxB
utilizada en la Fusion 4.

Figura 7 - Representacion grafica de una unién que comprende un enlazador de glicina entre el Ultimo resto de la
secuencia de la proteina ToxA y el comienzo de la cuarta RC Il de ToxB utilizado en la Fusion 5.

Figura 8 - Graficos que describen la distribucion de las fusiones 1-5 de ToxA-ToxB de C. difficile, como se
determina por ultracentrifugacion analitica de velocidad de sedimentacion. El panel a) describe la distribucion de
la Fusion 1, el panel b) describe la distribucion de la Fusion 2, el panel ¢) describe la distribucion de la Fusion 3,
el panel d) describe la distribucion de la Fusion 4 y el panel e) describe la distribucién de la Fusion 5.

Figura 9 - Grafico que describe el espectro UV lejano de las Fusiones 2, 3, 4 y 5, medido usando dicroismo
circular. El espectro para la Fusién 2 esta representado por una linea con los puntos en forma de cuadrado
pequefio, el espectro para la Fusion 3 esta representado por una linea con los puntos en forma de diamante
pequefio, el espectro para la Fusion 4 esta representado por una linea con los puntos en forma de circulo y el
espectro para la Fusién 5 esta representado por una linea con los puntos en forma de cruz.

Figura 10 - Grafico que describe el espectro UV cercano de las Fusiones 2, 3, 4 y 5, medido usando dicroismo
circular. El espectro para la Fusion 2 esta representado por una linea con los puntos en forma de cruz, el
espectro para la Fusion 3 esta representado por una linea con los puntos en forma de circulo, el espectro para la
Fusién 4 esta representado por una linea con los puntos en forma de triangulo y el espectro para la Fusion 5 esta
representado por una linea con los puntos en forma de diamante pequefo.

Figura 11 - Grafico que muestra la inmunogenicidad anti-ToxA en ratones inmunizados con un fragmento del
extremo C de la toxina A (aa 2387-2706), un fragmento del extremo C de la toxina B (aa 1750-2360), o fusiones
1,2,3,405.

Figura 12 - Grafico que muestra la inhibicion de la hemaglutinacion en ratones inmunizados con un fragmento del
extremo C de la toxina A (aa 2387-2706), con un fragmento del extremo C de la toxina B (aa 1750-2360), o con
las fusiones 1, 2, 3,4 0 5.

Figura 13 - Grafico que muestra la inmunogenicidad anti-ToxB en ratones inmunizados con un fragmento del
extremo C de la toxina A (aa 2387-2706), con un fragmento del extremo C de la toxina B (aa 1750-2360), o con
las fusiones 1, 2, 3,4 0 5.

Figura 14 - Titulos de inhibicién de la citoxicidad de ratones inmunizados con un fragmento del extremo C de la
toxina A (aa 2387-2706), con un fragmento del extremo C de la toxina B (aa 1750-2360), o con las fusiones 1, 2,
3,405.

Figura15 - Graficos que describen la distribucién de las fusiones de C. difficile ToxA-ToxB F52New, F54Gly,
F54New y F5ToxB, segun lo determinado por ultracentrifugacion analitica de velocidad de sedimentacion. El
panel a) describe la distribucion de F52New, el panel b) describe la distribucion de F54Gly, el panel c) describe la
distribucion de F54New vy el panel d) describe la distribucion de F5ToxB.
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Figura16 - Grafico que describe el espectro UV lejano de las fusiones F52New, F54Gly, F54New y F5ToxB,
medido usando dicroismo circular. El espectro para F52New esta representado por una linea con los puntos en
forma de cruz doble, el espectro para F54Gly esta representado por una linea con los puntos en forma de
triangulo, el espectro para F54New esta representado por una linea con los puntos en forma de cuadrado y el
espectro para F5ToxB esta representado por una linea con los puntos en forma de cruz.

Figura 17 - Grafico que describe el espectro UV cercano de las fusiones F52New, F54Gly, F54New y F5ToxB,
medido utilizando dicroismo circular. El espectro para F52New esta representado por una linea con los puntos en
forma de cruz doble, el espectro para F54Gly esta representado por una linea con los puntos en forma de
triangulo, el de F54New esta representado por una linea con los puntos en forma de cuadrado y el espectro para
F5ToxB esta representado por una linea con los puntos en forma de cruz.

Figura 18 - Grafico que muestra los resultados de ELISA anti-ToxA para ratones inmunizados con las fusiones
F2, F52New, F54Gly, G54New o F5ToxB.

Figura 19 - Grafico que muestra los resultados de ELISA anti-ToxB para ratones inmunizados con las fusiones
F2, F52New, F54Gly, F54New o F5ToxB.

Figura 20 - Grafico que muestra la inhibicion de la hemaglutinacion de ratones inmunizados con las fusiones F2,
F52New, F54Gly, F54New o F5ToxB.

Figura21 - Grafico que muestra los titulos de citotoxicidad en células HT29 de ratones inmunizados con las
fusiones F2, F52New, F54Gly, F54New o F5ToxB.

Figura22 - Grafico que muestra los titulos de citotoxicidad en células IMR90 de ratones inmunizados con las
fusiones F2, F52New, F54Gly, F54New o F5ToxB.

Descripcion detallada

POLIPEPTIDOS
La invencion se refiere a un polipéptido que comprende un primer fragmento y un segundo fragmento, en el que

(i) el primer fragmento es un fragmento de dominio de repeticion de toxina A;
(ii) el segundo fragmento es un fragmento de dominio de repeticiéon de toxina B;
(iii) el primer fragmento tiene un primer extremo proximal;

(iv) el segundo fragmento tiene un segundo extremo proximal; y

en el que el primer fragmento y el segundo fragmento estan separados por menos de, o exactamente, 5 aminoacidos
en la estructura primaria, en el que el polipéptido provoca anticuerpos que neutralizan tanto la toxina A como la
toxina B, en el que el primer extremo proximal esta dentro de una repeticion corta, el segundo extremo proximal esta
dentro de una repeticion corta y el primer extremo proximal y el segundo extremo proximal no interrumpen las
porciones de repeticion corta - repeticion larga - repeticion corta.

El término polipéptido se refiere a una secuencia contigua de aminoacidos.

La expresion "dominio de repeticion de toxina A" se refiere al dominio C terminal de la proteina de la toxina A de C.
difficile, que comprende secuencias de repeticion. Este dominio se refiere a los aminoacidos 1832-2710 de la toxina
A de la cepa VPI10463 (ATCC43255) y sus equivalentes en una cepa diferente, la secuencia de los aminoacidos
1832-2710 de la cepa VPI10463 (ATCC43255) corresponde a los aminoacidos 1832-2710 de SEQ ID N° 1.

La expresién "dominio de repeticion de toxina B" se refiere al dominio C terminal de la proteina de la toxina B de C.
difficile. Este dominio se refiere a los aminoacidos 1834-2366 de la cepa VPI110463 (ATCC43255) y sus equivalentes
en una cepa diferente, la secuencia de los aminoacidos 1834-2366 de la cepa VPI10463 (ATCC43255) corresponde
a los aminoacidos 1834-2366 de SEQ ID N° 2.

Las toxinas A y B de C. difficile son proteinas conservadas, sin embargo la secuencia difiere de una pequefia
cantidad entre las cepas, ademas la secuencia de aminoacidos para las toxinas A y B en diferentes cepas puede
diferir en cuando al nimero de aminoacidos.

Por lo tanto, en la invencion, la expresion dominio de repeticion de la toxina A y/o dominio de repeticion de la toxina
B, se refiere a una secuencia que es una variante con una identidad de secuencia de 90 %, 95 %, 98 %, 99 % o 100
% en los aminoacidos 1832-2710 de SEQ ID N° 1 o una variante con una identidad de secuencia de 90 %, 95 %, 98
%, 99 % o 100 % en los aminoéacidos 1834-2366 de SEQ ID N° 2. En una realizacion, una "variante" es un
polipéptido que varia de los polipéptidos referentes por sustituciones conservativas de aminoacidos, por lo que un
resto se sustituye por otro con las mismas propiedades fisicoquimicas. Tipicamente, tales sustituciones estan entre
Ala, Val, Leu e lle; entre Ser y Thr; entre los restos acidos Asp y Glu; entre Asn y GIn, y entre los restos basicos Lys
y Arg; o los restos aromaticos Phe y Tyr. En una realizacion, un "fragmento" es un polipéptido que comprende una
porcidn contigua de al menos 250 aminoacidos de un polipéptido.
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Ademas, la numeracion de los aminoacidos puede diferir entre los dominios C terminal de la toxina A (o toxina B) de
una cepa y de la toxina A (o toxina B) de otra cepa. Por esta razén, la expresion "equivalentes en una cepa
diferente" se refiere a aminoacidos que corresponden a los de una cepa de referencia (por ejemplo, C. difficile
VP110463), pero que se encuentran en una toxina de una cepa diferente y que pueden por lo tanto estar numerados
de manera diferente. Una region de aminoacidos ‘equivalentes’ se puede determinar alineando las secuencias de las
toxinas de las diferentes cepas. Los nimeros de aminoacidos proporcionados en su totalidad se refieren a los de la
cepa VP110463.

El término ‘fragmento’ de un polipéptido o proteina se refiere a una porcién contigua de al menos 100, 200, 230, 250,
300, 350, 380, 400, 450, 480, 500, 530, 550, 580 o 600 aminoacidos de ese polipéptido o proteina. La expresion
"primer fragmento” se refiere a una porcion contigua de al menos 100, 250, 300, 350, 380, 400, 450, 480, 500, 530,
550, 580 o 600 aminoacidos del dominio de repeticion de la toxina A. La expresion "segundo fragmento" se refiere a
una porcion contigua de al menos 100, 200, 230, 250, 280, 300, 350, 400, 450 o 500 aminoacidos del dominio de
repeticion de la toxina B.

La expresion "primer extremo proximal" se refiere al extremo del primer fragmento (fragmento ToxA) que esta unido
covalentemente al segundo fragmento (fragmento ToxB) o unido covalentemente a una secuencia enlazadora entre
el primer y segundo fragmento y esta mas proximo al segundo fragmento en la estructura primaria. La expresion
"segundo extremo proximal" se refiere al extremo del segundo fragmento que esta unido covalentemente al primer
fragmento (fragmento ToxA) o unido covalentemente a una secuencia enlazadora entre el primer y segundo
fragmento y esta mas proximo al primer fragmento en la estructura primaria.

El polipéptido puede ser parte de una proteina mas grande tal como un precursor o una proteina de fusion. A
menudo es ventajoso incluir una secuencia de aminoacidos adicional que contenga secuencias que ayuden en la
purificacién, tales como restos multiples de histidina, o una secuencia adicional para la estabilidad durante la
produccién recombinante. Ademas, también se contempla la adicion de secuencias polipeptidicas exégenas o colas
lipidicas o polinucleotidicas para aumentar el potencial inmunogénico de la molécula final.

Los fragmentos pueden estar situados de tal manera que el extremo N del primer fragmento sea adyacente al
extremo C del segundo fragmento, como alternativa, el extremo C del primer fragmento puede ser adyacente al
extremo N del segundo fragmento, o el extremo C del primer fragmento puede ser adyacente al extremo C del
segundo fragmento, o el extremo N del primer fragmento puede ser adyacente al extremo N del segundo fragmento.

La palabra "adyacente" significa separada por menos de, o exactamente, 5, 2, 1 o 0 aminoacidos en la estructura
primaria.

El polipéptido de la invencion provoca anticuerpos que neutralizan la toxina A o la toxina B o ambas. En una
realizacion, el polipéptido provoca anticuerpos que neutralizan la toxina A. En una realizaciéon adicional, el
polipéptido provoca anticuerpos que neutralizan la toxina B. En una realizacién adicional, el polipéptido provoca
anticuerpos que neutralizan la toxina A y la toxina B.

Se puede medir si un polipéptido provoca anticuerpos contra una toxina inmunizando ratones con una composicion
inmunogénica que comprenda el polipéptido, recogiendo sueros y analizando los titulos anti-toxina de los sueros
usando ELISA. Los sueros deben compararse con una muestra de referencia obtenida de ratones que no se han
inmunizado. Un ejemplo de esta técnica se puede encontrar en el ejemplo 6. El polipéptido de la invencion provoca
anticuerpos que neutralizan la toxina A si el suero contra el polipéptido da una lectura en ensayo ELISA de 10 %, 20
%, 30 %, 50 %, 70 %, 80 %, 90 % o 100 % mas alta que la de la muestra de referencia.

En una realizacién adicional, el polipéptido de la invencién provoca una respuesta inmunoprotectora en un huésped
mamifero contra cepas de C. difficile. En una realizacion, el huésped mamifero se selecciona del grupo que consiste
en ratén, conejo, cobaya, primate no humano, mono y ser humano. En una realizacion, el huésped mamifero es un
ratén. En una realizacion adicional, el huésped mamifero es un ser humano.

La determinacién de si un polipéptido provoca una respuesta inmunoprotectora en un huésped mamifero contra
cepas de C. difficile se puede determinar usando un ensayo de exposicion. En dicho ensayo, el huésped mamifero
se vacuna con el polipéptido y expone a C. difficile, el tiempo que el mamifero sobrevive después de la exposicion se
compara con el tiempo que sobrevive un mamifero de referencia que no ha sido inmunizado con el polipéptido. Un
polipéptido provoca una respuesta inmunoprotectora si un mamifero inmunizado con el polipéptido sobrevive al
menos un 10 %, 20 %, 30 %, 50 %, 80 %, 80 %, 90 % o 100 % mas que un mamifero de referencia que no ha sido
inmunizado después de la exposicién a C. difficile.

La estructura nativa de los dominios C terminal de las toxinas A y B consta de una estructura alargada de tipo -
solenoide. Esta estructura consta principalmente de estructuras 3 laminares, con una minoria de estructuras a
helicoidales como se observa en Ho y col (PNAS 102:18373-18378 (2005)). Las estructuras secundarias presentes
se pueden determinar usando dicroismo circular. Por ejemplo, midiendo la forma y la magnitud de los espectros de
DC en la region UV lejana (190-250 nm) y comparando los resultados con los de estructuras conocidas. Esto puede
llevarse a cabo usando una trayectoria 6ptica de 0,01 cm de 178 a 250 nm, con una resolucion de 1 nm y un ancho
de banda en un espectropolarimetro Jasco J-720, por ejemplo como se observa mas adelante en el ejemplo 5.
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En una realizacion, el primer fragmento comprende una estructura secundaria alfa helicoidal inferior al 25 %, 23 %,
20 %, 18 %, 15 %, 10 % o 7 %. En una realizacion, el segundo fragmento comprende una estructura secundaria alfa
helicoidal inferior al 28 %, 25 %, 23 %, 20 %, 18 %, 15 %, 10 % o 7 %. En una realizacién adicional tanto el primer
fragmento como el segundo fragmento comprenden una estructura secundaria helicoidal alfa inferior al 28 %, 25 %,
23 %, 20 %, 18 %, 15 %, 10 % 0 7 %.

En una realizacion, el primer fragmento comprende una estructura beta laminar superior al 20 %, 25 %, 28 %, 30 %,
33 %, 35 %, 38 %, 40 % o0 42 %. En una realizacion, el segundo fragmento comprende una estructura beta laminar
superior al 20 %, 25 %, 28 %, 30 %, 33 %, 35 %, 38 %, 40 % o 42 %. En una realizacién adicional, tanto el primer
fragmento como el segundo fragmento comprenden una estructura beta laminar superior al 20 %, 25 %, 28 %, 30 %,
33 %, 35 %, 38 %, 40 % 0 42 %.

La Figura 2 representa la organizacion de los dominios C terminal de ToxA y ToxB. El dominio C terminal de la
toxina A esta constituido por 8 porciones de repeticion (denominadas porcién de repeticion |, porcion de repeticion II,
porcion de repeticion lll, porcion de repeticion 1V, porcidon de repeticion V, porcién de repeticion VI, porcion de
repeticion VIl y porcion de repeticion VIII) pudiendo dividirse ademas, cada una de estas porciones de repeticién, en
repeticiones cortas (RC) que se representan como casillas blancas en la figura 2 y en repeticiones largas (RL) que
se representan como casillas negras en la figura 2 (excepto para la porcion de repeticion VIl de ToxA que no tiene
una repeticion larga). Cada una de las repeticiones largas tiene cierta similitud estructural y de secuencia con las
otras repeticiones largas. De manera similar, las repeticiones cortas tienen cierta similitud estructural y de secuencia
entre si. El dominio C terminal de la toxina B esta constituido por 5 porciones de repeticion subdivididas en RC y RL.
Cada porcion de repeticion contiene una RL y entre 2 y 5 RC (excepto para la porcion de repeticion V de ToxB que
no tiene una repeticion larga). Para los fines de la divulgacion, la frase ‘una porcion de repeticion’ se refiere a una de
las ocho porciones de repeticion de ToxA (denominadas |, 11, Ill, 1V, V, VI, VIl y VIII) o a una de las cinco porciones
de repeticion de ToxB (denominadas |, II, lll, IV o VI). Como se usa en la presente memoria, la expresion ‘primera
porcion de repeticion’ se refiere a una porcion de repeticion (o porcion de repeticion parcial) del dominio de repeticion
de la toxina A. La expresion ‘segunda porcion de repeticion se refiere a una porcion de repeticion (o porcion de
repeticion parcial) del dominio de repeticion de la toxina B. Para los fines de la divulgacion, la expresion ‘repeticion
larga’ se refiere a uno de los dominios RL representados como casillas negras en la Figura 2. Para los fines de la
divulgacion, la expresion ‘repeticion corta’ se refiere a uno de los dominios RC representados como casillas blancas
en la Figura 2.

Asi, por ejemplo, la porcion de repeticion | de ToxA contiene tres RC y una RL, que pueden recibir el nombre de la
primera RCI de ToxA, la segunda RCI de ToxA, la tercera RCI de ToxA y la RLI de ToxA, respectivamente.

El primer extremo proximal se considera que esta dentro de una ‘porcion de repeticion’ si el primer fragmento
termina en un aminoacido que esta dentro de esa porcion de repeticion (es decir, el primer extremo proximal
contiene so6lo parte de la secuencia de la porcion de repeticién). De manera similar, se considera que el segundo
extremo proximal esta dentro de una ‘porcion de repeticion’ si el segundo fragmento termina en un aminoacido que
esta dentro de esa porcion de repeticion. Por ejemplo, el primer extremo proximal esta dentro de ‘una porcion de
repeticion | de ToxA’ si el primer fragmento termina con uno cualquiera de los aminoacidos 1832-1924 (incluidos) de
VPI110463 o su equivalente en otra cepa. El primer extremo proximal no esta dentro de una porciéon de repeticion
corta - repeticion larga - repeticion corta si el primer fragmento termina con un aminoacido que no esta dentro de esa
porcidn de repeticion corta - repeticion larga - repeticion corta.

Las posiciones de aminoacidos de cada dominio se han definido para la toxina A y la toxina B de la cepa VPI110463
(ATCC43255). Estas posiciones son las siguientes

Tabla1
Nombre Posicion inicial | Posicion final

ToxA_| RC1 1832 1852
RC2 1853 1873

RC3 1874 1893

RL 1894 1924

ToxA_ll RC1 1925 1944
RC2 1945 1965

RC3 1966 1986

RC4 1987 2007

RC5 2008 2027

RL 2028 2058
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(continuacion)

Nombre Posicion inicial | Posicion final

ToxA_lll RC1 2059 2078
RC2 2079 2099

RC3 2100 2120

RC4 2121 2141

RC5 2142 2161

RL 2162 2192

TOGA_II RC1 2193 2212
RC2 2213 2233

RC3 2234 2253

RC4 2254 2275

RL 2276 2306

ToxA_V RC1 2307 2326
RC2 2327 2347

RC3 2348 2368

RC4 2369 2389

RC5 2390 2409

RL 2410 2440

ToxA_VI RC1 2441 2460
RC2 2461 2481

RC3 2482 2502

RC4 2503 2522

RL 2523 2553

ToxA_VII RC1 2554 2573
RC2 2574 2594

RC3 2595 2613

RL 2614 2644

ToxA_VIII RC1 2645 2664
RC2 2665 2686

RC3 2687 2710

ToxB_| RC1 1834 1854
RC2 1855 1876

RC3 1877 1896

RL 1897 1926

ToxB_lI RC1 1927 1946
RC2 1947 1967

RC3 1968 1987

RC4 1988 2007

RC5 2008 2027

RL 2028 2057

ToxB_llI RC1 2058 2078
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(continuacion)

Nombre Posicion inicial | Posicion final

RC2 2079 2099

RC3 2100 2119

RC4 2120 2139

RC5 2140 2159

RL 2160 2189

ToxB_IV RC1 2190 2212
RC2 2213 2233

RC3 2234 2253

RC4 2254 2273

RC5 2274 2293

RL 2294 2323

ToxB_V RC1 2324 2343
RC2 2344 2366

Por esta razoén, la expresion ‘porcion de repeticion’ puede referirse a los aminoacidos 1832-1924, 1925-2058, 2059-
2192, 2193-2306, 2307-2440, 2441-2553, 2554-2644 o 2645-2710 de la toxina A (SEQ ID N° 1), o a los aminoacidos
1834-1926, 1927-2057, 2058-2189, 2190-2323 o 2324-2366 de la toxina B (SEQ ID N° 2) o a sus equivalentes en
una cepa diferente de C. difficile.

Por esta razoén, la expresion ‘repeticion corta’ puede referirse a los aminoacidos 1832-1852, 1853-1873, 1874-1893,
1925-1944, 1945-1965, 1966-1986, 1987-2007, 2008-2027, 2059-2078, 2079 2099, 2100 - 2120, 2121 - 2141, 2142 -
2161, 2193 - 2212, 2213 - 2233, 2234 - 2253, 2254 - 2275, 2307-2326, 2327-2347, 2348-2368, 2369-2389, 2390-
2409 , 2441-2460, 2461-2481, 2482-2502, 2503-2522, 2554-2573, 2574-2594, 2595-2613, 2645-2664, 2665-2686 o
2687-2710 de la toxina A (SEQ ID N° 1) o a los aminoacidos 1834-1854, 1855-1876, 1877-1896, 1927-1946, 1947-
1967, 1968-1987, 1988-2007, 2008-2027, 2058-2078, 2079-2099, 2100-2119, 2120-2139 , 2140 - 2159, 2190 - 2212,
2213 - 2233, 2234 - 2253, 2254 - 2227, 2274 - 2293, 2324 - 2334 0 2344 - 2336 de la toxina B (SEQ ID N° 2) o a sus
equivalentes en una cepa diferente de C. difficile.

De manera similar, la expresion ‘repeticion larga’ puede referirse a los aminoacidos 1894-1924, 2028-2058, 2162-
2192, 2276-2306, 2410-2440, 2523-2553 0 2614-2644 de la toxina A (SEQ ID N° 1) o a los aminoacidos 1897-1926,
2028-2057, 2160-2189 o0 2294-2323 de la toxina B (SEQ ID N° 2) o a sus equivalentes en una cepa diferente de C.
difficile.

De manera similar, la expresion ‘porcion de repeticion corta - repeticion larga - repeticion corta’ puede referirse a los
aminoacidos 1874-1944, 2008-2078, 2142-2212, 2254-2326, 2390-2460, 2503-2573 o 2595-2664 de la toxina A
(SEQ ID N° 1) o a los aminoacidos 1877-1946, 2008-2078, 2140-2212 0 2274-2334 de la toxina B (SEQ ID N° 2) o a
sus equivalentes en una cepa diferente de C. difficile. La expresion ‘no interrumpe una porcion de repeticion corta -
repeticion larga - repeticion corta’ significa que el extremo proximal estad en una regién que no interrumpe la
estructura de la porcién de repeticion corta - repeticion larga - repeticion corta, en general esto significa que el
extremo proximal no esta dentro de una repeticion larga y no esta dentro de las repeticiones cortas que constituyen
una porcion de repeticion corta - repeticion larga - repeticion corta, excepto que el extremo proximal puede estar en
la region de 1, 2, 3, 4, 5 o 6 aminoacidos de la repeticion corta que esta mas alejada de la repeticion larga en la
secuencia. En una realizacion, la expresion ‘no interrumpe una porcion de repeticion corta - repeticion larga -
repeticion corta’ significa que el extremo proximal no esta dentro de la porcion de repeticidn corta - repeticion larga -
repeticion corta.

En una realizacion, el primer extremo proximal no esta dentro de los aminoacidos 1878-1940, 2146-2208, 2012-
2074, 2258-2322, 2394-2456, 2507-2569, 2599-2660 o 2593-2660 de la toxina A (SEQ ID NO : 1) o sus equivalentes
en una cepa diferente de C. difficile. En una segunda realizacion, el segundo extremo proximal no esta dentro de los
aminoacidos 1881-1942, 2012-2074, 2144-2208 o 2278-2339 de la toxina B (SEQ ID N° 2) o sus equivalentes en
una cepa diferente de C. difficile. En una realizacién adicional, el primer extremo proximal no esta dentro de los
aminoacidos 1878-1940, 2146-2208, 2012-2074, 2258-2322, 2394-2456, 2507-2569, 2599-2660 o 2593-2660 de la
toxina A (SEQ ID N° 1) o sus equivalentes en una cepa diferente de C. difficile y el segundo extremo proximal no
esta dentro de los aminoacidos 1881-1942, 2012-2074, 2144-2208 o0 2278-2339 de la toxina B (SEQ ID N° 2) o sus
equivalentes en una cepa diferente de C. difficile.
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En una realizacion, el primer extremo proximal esta dentro de la porcion de repeticion V (aminoacidos 2307-2440 de
SEQ ID N° 1 o su equivalente en una cepa diferente), VI (aminoacidos 2441-2553 de SEQ ID N° 1 o su equivalente
en una cepa diferente), VIl (aminoacidos 2554-2644 de SEQ ID N° 1 o su equivalente en una cepa diferente) o VIII
(aminoacidos 2645-2710 de SEQ ID N° 1 o su equivalente en una cepa diferente) de la toxina A. En una realizacion
adicional, el primer extremo proximal esta dentro de la porcion de repeticion VIl (aminoacidos 2554-2644 de SEQ ID
N° 1 o su equivalente en una cepa diferente) de la toxina A. En una realizacion adicional el primer extremo proximal
esta dentro de la porcién de repeticion VIII (aminoacidos 2645-2710 de SEQ ID N° 1 o su equivalente en una cepa
diferente) de la toxina A.

En una realizacion, el segundo extremo proximal esta dentro de la porcion de repeticion | (aminoacidos 1834-1926
de SEQ ID N° 2 o su equivalente en una cepa diferente), Il (aminoacidos 1927-2057 de SEQ ID N° 2 o su
equivalente en una cepa diferente), o lll (aminoacidos 2058-2189 de SEQ ID N° 2 o su equivalente en una cepa
diferente) de la toxina B. En una realizacién adicional el segundo extremo proximal esta dentro de la porcion de
repeticion Il (aminoacidos 1927-2057 de SEQ ID N° 2 o su equivalente en una cepa diferente) de la toxina B. En una
realizacion adicional, el segundo extremo proximal esta dentro de la porcion de repeticion | (aminoacidos 1834-1926
de SEQ ID N° 2 o su equivalente en una cepa diferente) de la toxina B.

En una realizacion, el primer extremo proximal esta dentro de la porcion de repeticion VIII (aminoacidos 2645-2710
de SEQ ID N° 1 o su equivalente en una cepa diferente) de la toxina A y el segundo extremo proximal esta dentro de
la porcion de repeticion | (aminoacidos 1834 - 1926 de SEQ ID N° 2 o su equivalente en una cepa diferente) de la
toxina B. En una realizacion adicional el primer extremo proximal esta dentro de la porcion de repeticion VI
(aminoacidos 2645-2710 de SEQ ID N° 1), o su equivalente en una cepa diferente) de la toxina A y el segundo
extremo proximal esta dentro de la porcién de repeticion Il (aminoacidos 1927-2057 de SEQ ID N° 2 o su equivalente
en una cepa diferente) de la toxina B. En una realizacion adicional el primer extremo proximal esta dentro de la
porcién de repeticion VII (aminoacidos 2554-2644 de SEQ ID N° 1 o su equivalente en una cepa diferente) de la
toxina Ay el segundo extremo proximal esta dentro de la porcion de repeticion | (aminoacidos 1834-1926 de SEQ ID
N° 2 o su equivalente en una cepa diferente) de la toxina B. En una realizacion adicional, el primer extremo proximal
esta dentro de la porcion de repeticion VIl (aminoacidos 2554-2644 de SEQ ID N° 1 o su equivalente en una cepa
diferente) de la toxina A y el segundo extremo proximal esta dentro de la porcion de repeticion Il (aminoacidos 1927-
2057 de SEQ ID N° 2 o su equivalente en una cepa diferente) de la toxina B. En una realizacion adicional el primer
extremo proximal esta dentro de la porcidon de repeticién VI de los aminoacidos 2441-2553 de SEQ ID N° 1 o su
equivalente en una cepa diferente y el segundo extremo proximal estd dentro de la porcién de repeticion |
(aminoacidos 1834-1926 de SEQ ID N° 2 o su equivalente en una cepa diferente) de la toxina B. En una ulterior
realizacion, el primer extremo proximal esta dentro de la porcion VI de los aminoacidos 2441-2553 de SEQ ID N° 1 o
su equivalente en una cepa diferente y el segundo extremo proximal esta dentro de la porcion de repeticion Il
(aminoacidos 1927-2057 de SEQ ID N° 2 o su equivalente en una cepa diferente) de la toxina B. En una realizacién
adicional, el primer extremo proximal esta dentro de la porciéon de repeticion V (aminoacidos 2307-2440 de SEQ ID
N° 1 o su equivalente en una cepa diferente) y el segundo extremo proximal esta en una porcion de repeticion |
(aminoacidos 1834-1926 de SEQ ID N° 2 o su equivalente en una cepa diferente) de la toxina B. En una ulterior
realizacion el primer extremo proximal esta dentro de la porcion de repeticion V (aminoacidos 2307-2440 de SEQ ID
N° 1 o su equivalente en una cepa diferente) y el segundo extremo proximal esta dentro de la porcion de repeticion I
(aminoacidos 1927-2057 de SEQ ID N° 2 o su equivalente en una cepa diferente) de la toxina B.

En una realizacion, el primer extremo proximal esta dentro de los aminoacidos 2690-2710, 2695-2710, o 2700-2710
de SEQ ID N° 1 o su equivalente en una cepa diferente. En una realizacion adicional, el primer extremo proximal
esta dentro de los aminoacidos 2670-2700, 2675-2695, o 2680-2690 de SEQ ID N° 1 o su equivalente en una cepa
diferente. En una realizacion, el segundo extremo proximal esta dentro de los aminoacidos 1860-1878 de la toxina B
0 sus equivalentes en una cepa diferente. En una realizacién, el segundo extremo proximal estd dentro de los
aminoacidos 1950-1980, 1955-1975 o 1960-1970 de SEQ ID N° 2 o su equivalente en una cepa diferente. En una
realizacion adicional, el segundo extremo proximal esta dentro de los aminoacidos 1978-2008, 1983-2003 o 1988-
1998 de SEQ ID N° 2 o su equivalente en una cepa diferente. En una realizacién adicional, el segundo extremo
proximal esta dentro de los aminoacidos 1860-1878, 1854-1876, 1857-1887, 1862-1882 o0 1867-1877 de SEQ ID N°
2 o su equivalente en una cepa diferente.

En una realizacion, el primer fragmento consiste en un dominio de repeticion completo de la toxina A (aminoacidos
1832 - 2710). En una realizacién, el segundo fragmento consiste en un dominio de repeticion completo de la toxina B
(aminoacidos 1833-2366).

En una realizacion, el primer extremo proximal esta dentro de la repeticién corta 3 de la porcion de repeticion VIII de
la toxina A (aminoacidos 2687-2710 de SEQ ID N° 1 o sus equivalentes en una cepa diferente) y el segundo extremo
proximal esta dentro de la repeticion corta 4 de la porcion de repeticion 1l de la toxina B (aminoacidos 1988-2007 de
SEQ ID N° 2 o sus equivalentes en una cepa diferente). En una realizacion, el primer extremo proximal esta dentro
de la repeticion corta 3 de la porcion de repeticion VIl de la toxina A (aminoacidos 2687-2710 de SEQ ID N° 1 o sus
equivalentes en una cepa diferente) y el segundo extremo proximal esta dentro de la repeticion corta 3 de la porcion
de repeticion Il de la toxina B (aminoacidos 1968-1987 de SEQ ID N° 2 o sus equivalentes en una cepa diferente).
En una realizacion, el primer extremo proximal esta dentro de la repeticién corta 3 de la porcién de repeticion VIl de
la toxina A (aminoacidos 2687-2710 de SEQ ID N° 1 o sus equivalentes en una cepa diferente) y el segundo extremo
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proximal esta dentro de la repeticion corta 2 de la porcion de repeticion |l de la toxina B (aminoacidos 1947-1967 de
SEQ ID N° 2 o sus equivalentes en una cepa diferente). En una realizacion, el primer extremo proximal esta dentro
de la repeticion corta 3 de la porcion de repeticion VIl de la toxina A (aminoacidos 2687-2710 de SEQ ID N° 1 o sus
equivalentes en una cepa diferente) y el segundo extremo proximal esta dentro de la repeticion corta 3 de la porcion
de repeticion | de la toxina B (aminoacidos 1877-1896 de SEQ ID N° 2 o sus equivalentes en una cepa diferente). En
una realizacion, el primer extremo proximal esta dentro de la repeticion corta 3 de la porcién de repeticion VIl de la
toxina A (aminoacidos 2687-2710 de SEQ ID N° 1 o sus equivalentes en una cepa diferente) y el segundo extremo
proximal esta dentro de la repeticion corta 2 de la porcidn de repeticion | de la toxina B (aminoacidos 1855-1876 de
SEQ ID N° 2 o sus equivalentes en una cepa diferente). En una realizacion, el primer extremo proximal esta dentro
de la repeticion corta 3 de la porcion de repeticion VIl de la toxina A (aminoacidos 2687-2710 de SEQ ID N° 1 o sus
equivalentes en una cepa diferente) y el segundo extremo proximal esta dentro de la repeticion corta 1 de la porcion
de repeticion | de la toxina B (aminoacidos 1834-1854 de SEQ ID N° 2 o sus equivalentes en una cepa diferente). En
una realizacion, el primer extremo proximal esta dentro de la repeticidn corta 2 de la porcién de repeticion VIl de la
toxina A (aminoacidos 2665-2686 de SEQ ID N° 1 o sus equivalentes en una cepa diferente) y el segundo extremo
proximal esta dentro de la repeticion corta 4 de la porcion de repeticion Il de la toxina B (aminoacidos 1988-2007 de
SEQ ID N° 2 o sus equivalentes en una cepa diferente). En una realizacion, el primer extremo proximal esta dentro
de la repeticion corta 2 de la porcion de repeticion VIl de la toxina A (aminoacidos 2665-2686 de SEQ ID N° 1 o sus
equivalentes en una cepa diferente) y el segundo extremo proximal esta dentro de la repeticion corta 3 de la porcion
de repeticion Il de la toxina B (aminoacidos 1968-1987 de SEQ ID N° 2 o sus equivalentes en una cepa diferente).
En una realizacion, el primer extremo proximal esta dentro de la repeticién corta 2 de la porcién de repeticion VIII de
la toxina A (aminoacidos 2665-2686 de SEQ ID N° 1 o sus equivalentes en una cepa diferente) y el segundo extremo
proximal esta dentro de la repeticion corta 2 de la porcion de repeticion |l de la toxina B (aminoacidos 1947-1967 de
SEQ ID N° 2 o sus equivalentes en una cepa diferente). En una realizacion, el primer extremo proximal esta dentro
de la repeticion corta 2 de la porcion de repeticion VIl de la toxina A (aminoacidos 2665-2686 de SEQ ID N° 1 o sus
equivalentes en una cepa diferente) y el segundo extremo proximal esta dentro de la repeticion corta 3 de la porcion
de repeticion | de la toxina B (aminoacidos 1877-1896 de SEQ ID N° 2 o sus equivalentes en una cepa diferente). En
una realizacion, el primer extremo proximal esta dentro de la repeticidn corta 2 de la porcién de repeticion VIl de la
toxina A (aminoacidos 2665-2686 de SEQ ID N° 1 o sus equivalentes en una cepa diferente) y el segundo extremo
proximal esta dentro de la repeticion corta 2 de la porcidn de repeticion | de la toxina B (aminoacidos 1855-1876 de
SEQ ID N° 2 o sus equivalentes en una cepa diferente). En una realizacion, el primer extremo proximal esta dentro
de la repeticion corta 2 de la porcion de repeticion VIl de la toxina A (aminoacidos 2665-2686 de SEQ ID N° 1 o sus
equivalentes en una cepa diferente) y el segundo extremo proximal esta dentro de la repeticion corta 1 de la porcion
de repeticion | de la toxina B (aminoacidos 1834-1854 de SEQ ID N° 2 o sus equivalentes en una cepa diferente). En
una realizacion, el primer extremo proximal esta dentro de la repeticién corta 2 de la porciéon de repeticion VIl de la
toxina A (aminoacidos 2594-2710 de SEQ ID N° 1 o sus equivalentes en una cepa diferente) y el segundo extremo
proximal esta dentro de la repeticion corta 4 de la porcion de repeticion Il de la toxina B (aminoacidos 1988-2007 de
SEQ ID N° 2 o sus equivalentes en una cepa diferente). En una realizacion, el primer extremo proximal esta dentro
de la repeticion corta 2 de la porcion de repeticion VIl de la toxina A (aminoacidos 2594-2710 de SEQ ID N° 1 o sus
equivalentes en una cepa diferente) y el segundo extremo proximal esta dentro de la repeticion corta 3 de la porcion
de repeticion Il de la toxina B (aminoacidos 1668-1987 de SEQ ID N° 2 o sus equivalentes en una cepa diferente).
En una realizacién, el primer extremo proximal esta dentro de la repeticién corta 2 de la porcion de repeticién VIl de
la toxina A (aminoacidos 2594-2710 de SEQ ID N° 1 o sus equivalentes en una cepa diferente) y el segundo extremo
proximal esta dentro de la repeticion corta 2 de la porcion de repeticion |l de la toxina B (aminoacidos 1947-1967 de
SEQ ID N° 2 o sus equivalentes en una cepa diferente). En una realizacion, el primer extremo proximal esta dentro
de la repeticion corta 2 de la porcion de repeticion VIl de la toxina A (aminoacidos 2574-2594 de SEQ ID N° 1 o sus
equivalentes en una cepa diferente) y el segundo extremo proximal esta dentro de la repeticion corta 2 de la porcion
de repeticion | de la toxina B (aminoacidos 1855-1876 de SEQ ID N° 2 o sus equivalentes en una cepa diferente). En
una realizacion, el primer extremo proximal esta dentro de la repeticién corta 2 de la porciéon de repeticion VIl de la
toxina A (aminoacidos 2574-2594 de SEQ ID N° 1 o sus equivalentes en una cepa diferente) y el segundo extremo
proximal esta dentro de la repeticion corta 1 de la porcidn de repeticion | de la toxina B (aminoacidos 1834-1854 de
SEQ ID N° 2 o sus equivalentes en una cepa diferente). En una realizacion, el primer extremo proximal esta dentro
de la repeticion corta 3 de la porcién de repeticion VI de la toxina A (aminoacidos 2482-2502 de SEQ ID N° 1 o sus
equivalentes en una cepa diferente) y el segundo extremo proximal esta dentro de la repeticion corta 4 de la porcion
de repeticion Il de la toxina B (aminoacidos 1988-2007 de SEQ ID N° 2 o sus equivalentes en una cepa diferente).
En una realizacion, el primer extremo proximal esta dentro de la repeticion corta 3 de la porcion de repeticion VI de la
toxina A (aminoacidos 2482-2502 de SEQ ID N° 1 o sus equivalentes en una cepa diferente) y el segundo extremo
proximal esta dentro de la repeticion corta 3 de la porcion de repeticion |l de la toxina B (aminoacidos 1968-1987 de
SEQ ID N° 2 o sus equivalentes en una cepa diferente). En una realizacion, el primer extremo proximal esta dentro
de la repeticion corta 3 de la porcidn de repeticion VI de la toxina A (aminoacidos 2482-2502 de SEQ ID N° 1 o sus
equivalentes en una cepa diferente) y el segundo extremo proximal esta dentro de la repeticion corta 2 de la porcion
de repeticion Il de la toxina B (aminoacidos 1947-1967 de SEQ ID N° 2 o sus equivalentes en una cepa diferente).
En una realizacion, el primer extremo proximal esta dentro de la repeticion corta 3 de la porcion de repeticion VI de la
toxina A (aminoacidos 2482-2502 de SEQ ID N° 1 o sus equivalentes en una cepa diferente) y el segundo extremo
proximal esta dentro de la repeticion corta 2 de la porcidn de repeticion | de la toxina B (aminoacidos 1855-1876 de
SEQ ID N° 2 o sus equivalentes en una cepa diferente). En una realizacion, el primer extremo proximal esta dentro
de la repeticion corta 3 de la porcidn de repeticion VI de la toxina A (aminoacidos 2482-2502 de SEQ ID N° 1 o sus
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equivalentes en una cepa diferente) y el segundo extremo proximal esta dentro de la repeticion corta 1 de la porcion
de repeticion | de la toxina B (aminoacidos 1834-1854 de SEQ ID N° 2 o sus equivalentes en una cepa diferente). En
una realizacion, el primer extremo proximal esta dentro de la repeticion corta 2 de la porcién de repeticion VI de la
toxina A (aminoacidos 2461-2481 de SEQ ID N° 1 o sus equivalentes en una cepa diferente) y el segundo extremo
proximal esta dentro de la repeticion corta 4 de la porcion de repeticion Il de la toxina B (aminoacidos 1988-2007 de
SEQ ID N° 2 o sus equivalentes en una cepa diferente). En una realizacion, el primer extremo proximal esta dentro
de la repeticion corta 2 de la porcidn de repeticion VI de la toxina A (aminoacidos 2461-2481 de SEQ ID N° 1 o sus
equivalentes en una cepa diferente) y el segundo extremo proximal esta dentro de la repeticion corta 3 de la porcion
de repeticion Il de la toxina B (aminoacidos 1968-1987 de SEQ ID N° 2 o sus equivalentes en una cepa diferente).
En una realizacion, el primer extremo proximal esta dentro de la repeticion corta 2 de la porcion de repeticion VI de la
toxina A (aminoacidos 2461-2481 de SEQ ID N° 1 o sus equivalentes en una cepa diferente) y el segundo extremo
proximal esta dentro de la repeticion corta 2 de la porcion de repeticion Il de la toxina B (aminoacidos 1947-1967 de
SEQ ID N° 2 o sus equivalentes en una cepa diferente). En una realizacion, el primer extremo proximal esta dentro
de la repeticion corta 2 de la porcion de repeticion VI de la toxina A (aminoacidos 2461-2481 de SEQ ID N° 1 o sus
equivalentes en una cepa diferente) y el segundo extremo proximal esta dentro de la repeticion corta 2 de la porcion
de repeticion | de la toxina B (aminoacidos 1855-1876 de SEQ ID N° 2 o sus equivalentes en una cepa diferente). En
una realizacion, el primer extremo proximal esta dentro de la repeticion corta 2 de la porcién de repeticion VI de la
toxina A (aminoacidos 2461-2481 de SEQ ID N° 1 o sus equivalentes en una cepa diferente) y el segundo extremo
proximal esta dentro de la repeticion corta 1 de la porcidn de repeticion | de la toxina B (aminoacidos 1834-1854 de
SEQ ID N° 2 o sus equivalentes en una cepa diferente).

En una realizacion, el primer extremo proximal esta dentro de los aminoacidos 2690-2710 o 2695-2710 o 2700-2710

de SEQ ID N° 1 o su equivalente en una cepa diferente y el segundo extremo proximal esta dentro de los
aminoacidos 1950-1980, 1955-1975 o 1960-1970 de SEQ ID N° 2 o su equivalente en una cepa diferente. En una
realizacion, el primer extremo proximal esta dentro de los aminoacidos 2690-2710 o 2695-2710 o 2700-2710 de SEQ
ID N° 1 o su equivalente en una cepa diferente y el segundo extremo proximal esta dentro de los aminoacidos 1978-
2008, 1983-2003 o 1988-1998 de SEQ ID N° 2 o su equivalente en una cepa diferente. En una realizacion, el primer
extremo proximal esta dentro de los aminoacidos 2690-2710 o 2695-2710 o 2700-2710 de SEQ ID N° 1 o su
equivalente en una cepa diferente y el segundo extremo proximal esta dentro de los aminoacidos 1857-1887, 1862-
1882, o 1867-1877 de SEQ ID N° 2 o su equivalente en una cepa diferente. En una realizacion, el primer extremo
proximal esta dentro de los aminoacidos 2670-2700 o 2675-2695 o 2680-2690 de SEQ ID N° 1 o su equivalente en
una cepa diferente y el segundo extremo proximal esta dentro de los aminoacidos 1950-1980, 1955-1975 o 1960-
1970 de SEQ ID N° 2 o su equivalente en una cepa diferente. En una realizacion, el primer extremo proximal esta
dentro de los aminoacidos 2670-2700 o 2675-2695 o 2680-2690 de SEQ ID N° 1 o su equivalente en una cepa
diferente y el segundo extremo proximal esta dentro de los aminoacidos 1978-2008, 1983-2003 o 1988-1998 de SEQ
ID N° 2 o su equivalente en una cepa diferente. En una realizacioén, el primer extremo proximal esta dentro de los
aminoacidos 2670-2700 o 2675-2695 o 2680-2690 de SEQ ID N° 1 o su equivalente en una cepa diferente y el
segundo extremo proximal esta dentro de los aminoacidos 1857-1887, 1862-1882, 1860-1878 o 1867-1877 de SEQ
ID N° 2 o su equivalente en una cepa diferente.

En una realizacién, el primer fragmento comprende al menos 100, 200, 300, 400 o 450 aminoacidos. En una
realizacion, el segundo fragmento comprende al menos 100, 200, 300 o 400 aminoacidos.

En una realizacion, el polipéptido comprende ademas un enlazador. Este enlazador puede estar entre el primer
extremo proximal y el segundo extremo proximal, como alternativa el enlazador puede unir los extremos distales del
primer fragmento y/o del segundo fragmento con una secuencia de aminoacidos adicional.

Se puede emplear una secuencia enlazadora peptidica para separar el primer fragmento y el segundo fragmento.
Dicha secuencia enlazadora peptidica se incorpora en la proteina de fusion usando técnicas convencionales muy
conocidas en la técnica. Las secuencias enlazadoras peptidicas adecuadas pueden seleccionarse basandose en los
siguientes factores: (1) su capacidad para adoptar una conformacion flexible extendida; (2) su incapacidad para
adoptar una estructura secundaria que pudiera interactuar con epitopos funcionales sobre el primer fragmento y/o
los segundos fragmentos; y (3) la falta de restos hidréfobos o cargados que pudieran reaccionar con los epitopos
funcionales ToxA y/o ToxB. Las secuencias enlazadoras peptidicas pueden contener restos de Gly, Asn y Ser. Otros
aminoacidos casi neutros, tales como Thr y Ala también pueden usarse en la secuencia enlazadora. Las secuencias
de aminoacidos que pueden emplearse utilmente como enlazadoras incluyen las descritas en Maratea y col., Gene
40:39-46 (1985); Murphy y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:8258-8262 (1986); y en las patentes de estados
unidos No. 4.935.233 y No. 4.751.180.

En una realizacién, el enlazador comprende entre 1-19, 1-15, 1-10, 1-5, 1-2, 5-20, 5-15, 5-15, 10-20 o 10-15
aminoacidos. En una realizacion, el enlazador es un enlazador de glicina, el enlazador puede comprender multiples
restos de glicina contiguos (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 15, 18 0 19), o como alternativa el enlazador puede
comprender algunos restos de glicina y algunos restos de otros aminoacidos tales como alanina. En una realizacion
adicional, el enlazador comprende un solo resto de glicina.

En una realizacion, el polipéptido de la invencion es parte de una proteina de fusién mas grande. Las proteinas de
Fusién pueden comprender ademas aminoacidos que codifican una porcién inmunogénica de otro antigeno proteico.
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Por ejemplo, la proteina de fusién puede comprender ademas una porcion inmunogénica de un antigeno proteico
obtenido o procedente de una bacteria seleccionada del grupo que consiste en S. pneumoniae, H. influenzae, N.
meningitidis, E.coli, M. cattarhalis, C. tetani, C. diphtheriae, B. pertussis, S. epidermidis, enterococos, S.aureus y
Pseudomonas aeruginosa. En este caso, el enlazador puede estar entre el primer fragmento o el segundo fragmento
y una porcién inmunogénica adicional de un antigeno proteico.

La expresion "porciéon inmunogénica de la misma" o "fragmento inmunogénico" se refiere a un fragmento de un
polipéptido en el que el fragmento comprende un epitopo que es reconocido por linfocitos T citotoxicos, linfocitos T
auxiliares o células B. Convenientemente, la porcién inmunogénica comprendera al menos 30 %, adecuadamente al
menos 50 %, especialmente al menos 75 % y en particular al menos 90 % (por ejemplo 95 % o 98 %) de los
aminoacidos en la secuencia de referencia. La porcion inmunogénica comprendera adecuadamente todas las
regiones de epitopo de la secuencia de referencia.

En una realizacion, el polipéptido comprende un fragmento inmunogénico de SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 4, SEQ ID N°
5, SEQID N° 6, SEQID N° 7, SEQ ID N° 21, SEQ ID N° 23, SEQ ID N° 25 o0 SEQ ID N° 27. En una realizacién, los
polipéptidos comprenden un fragmento inmunogénico de al menos 500, 550, 600, 650, 700, 750, 780, 800, 830, 850,
880, 900, 920 o 950 aminoacidos de SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 5, SEQ ID N° 6, SEQ ID N° 7, SEQ ID N°
21, SEQ ID N° 23, SEQ ID N° 25 o SEQ ID N° 27. En una realizacion adicional, el polipéptido comprende una
variante de SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 5, SEQ ID N° 6, SEQ ID N° 7, SEQ ID N° 21, SEQ ID N° 23, SEQ
ID N° 25 0 SEQ ID N° 27, en una realizacion adicional, el polipéptido comprende una variante que tiene al menos un
80 %, un 85 %, un 90 %, un 92 %, un 95 %, un 98 %, un 99 % o un 100 % de identidad de secuencia con SEQ ID N°
3-SEQIDN°7.

En una realizacion, el polipéptido comprende mas de 450, 475, 500, 525, 575, 600, 625, 650, 675, 700, 725, 750,
775, 800, 825 o 850 aminoacidos de la toxina A. En una realizacién el polipéptido comprende menos de 850, 825,
800, 775, 750, 725, 700, 675, 650, 625 o 600 aminoacidos de la toxina A. En una realizacién, el polipéptido
comprende mas de 350, 375, 400, 425, 450, 475, 500 o 525 aminoacidos de la toxina B. En una realizacion, el
polipéptido comprende menos de 525, 500, 475 o 450 aminoacidos de la toxina B.

El término ‘identidad’ se conoce en la técnica, es una relaciéon entre dos 0 mas secuencias polipeptidicas o dos o
mas secuencias polinucleotidicas, segun sea el caso, determinada comparando las secuencias. En la técnica,
"identidad" también significa el grado de relacion de secuencias entre secuencias polipeptidicas o polinucleotidicas,
segun el caso, determinado por la coincidencia entre cadenas de dichas secuencias. La "identidad" se puede
calcular facilmente por procedimientos conocidos, incluyendo, pero sin limitarse a, los descritos en (Computational
Molecular Biology, Lesk, A.M., ed., Oxford University Press, Nueva York, 1988; Biocomputing: Informatics and
Genome Projects, Smith, D.W., ed., Academic Press, Nueva York, 1993; Computer Analysis of SECuence Data, Part
I, Griffin, A.M., y Griffin, H.G., eds., Humana Press, New Jersey, 1994; SECuence Analysis in Molecular Biology, von
Heine, G., Academic Press, 1987; and Secuence Analysis Primer, Gribskov, M. and Devereux, J., eds., M Stockton
Press, Nueva York, 1991; y Carillo, H., y Lipman, D., SIAM J. Applied Math., 48: 1073 (1988). Se han disefiado
procedimientos para determinar la identidad para dar la coincidencia mas grande entre las secuencias sometidas a
ensayo. Ademas, los procedimientos para determinar la identidad se codifican en programas informaticos
disponibles publicamente. Los procedimientos de programa informatico para determinar la identidad entre dos
secuencias incluyen, pero sin limitacion, el programa Needle BLASTP, BLASTN (Altschul, S.F. y col., J. Molec. Biol.
215: 403-410 (1990) y FASTA (Pearson y Lipman Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85; 2444-2448 (1988). La familia de
programas BLAST esta disponible publicamente en el NCBI y en otras fuentes (BLAST Manual, Altschul, S., y col.,
NCBI NLM NIH Bethesda, MD 20894; Altschul, S., y col., J. Mol. Biol. 215: 403-410 (1990). EI archiconocido
algoritmo de Smith Waterman también se puede usar para determinar la identidad.

Los parametros de comparacion de secuencias polipeptidicas incluyen lo siguiente:
Algoritmo: Needleman y Wunsch, J. Mol Biol. 48: 443-453 (1970)
Matriz de comparacion: BLOSSUM62 de Henikoff y Henikoff,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 89:10915-10919 (1992)
Penalizacion por hueco: 10
Penalizacion por extensiéon de hueco: 0,5

Un programa util con estos parametros esta publicamente disponible como el programa ‘needle’ del paquete
EMBOSS (Rice P. y col, Trends in Genetics 2000 col. 16(6):276-277). Los parametros mencionados anteriormente
son los parametros por defecto para establecer comparaciones de péptidos (asi como ninguna penalizacion para los
huecos finales).

Para determinar la identidad de una secuencia de referencia con SEQ ID N° 1, en una realizacion la identidad de
secuencia se calcula sobre toda la longitud de la secuencia de referencia. En una realizacién adicional, la identidad
de secuencia se calcula sobre toda la longitud de la secuencia en SEQ ID N° 1. Para determinar la identidad de una
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secuencia de referencia con SEQ ID N° 2, en una realizacion la identidad de secuencia se calcula sobre toda la
longitud de la secuencia de referencia. En una realizacion adicional, la identidad de secuencia se calcula sobre toda
la longitud de la secuencia en SEQ ID N° 2.

En el presente documento también se describe un polipéptido que comprende (i) SEQ ID N° 10, SEQ ID N° 11, SEQ
ID N° 12, SEQID N° 13, SEQ ID N° 14, SEQ ID N° 15, SEQ ID N° SEQ ID N° 18, SEQ ID N° 19, SEQ ID N° 28, SEQ
ID N° 29, SEQ ID N° 30, SEQ ID N° 31, SEQ ID N° 32, SEQ ID N° 33 o SEQ ID N° 34 o SEQ ID N° 35 (ii) una
variante que tiene al menos un 80 %, 85 %, 88 %, 90 %, 92 %, 95 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad con SEQ ID
N° 10-19 o (iii) un fragmento de al menos 100, 200, 230, 250, 300, 350, 380, 400, 450, 480, 500, 530, 550, 580 o 600
aminoacidos de SEQ ID N° 10, SEQ ID N° 11, SEQ ID N° 12, SEQ ID N° 13, SEQ ID N° 14, SEQ ID N° 15, SEQ ID
N° 16, SEQ ID N° SEQ ID N° 18, SEQ ID N° 19, SEQ ID N° 28, SEQ ID N° 29, SEQ ID N° 30, SEQ ID N° 31, SEQ ID
N° 32, SEQ ID N° 33 0 SEQ ID N° 34 o SEQ ID N° 35. En una realizacion adicional, el polipéptido comprende SEQ
ID N°10, SEQ ID N°11, SEQ ID N°12, SEQ ID N°13, SEQ ID N°14, SEQ ID N°15, SEQ ID N°16, SEQ ID N°17, SEQ
ID N°18, SEQ ID N°19, SEQ ID N°28, SEQ ID N°29, SEQ ID N°30, SEQ ID N°31, SEQ ID N°32, SEQ ID N°33 0 SEQ
ID N°34 o SEQ ID N°35, (ii) una variante que tiene al menos un 80 %, 85 %, 88 %, 90 %, 92 %, 95 %, 98 %, 99 % o
100 % de identidad con SEQ ID N°10, SEQ ID N°11, SEQ ID N°12, SEQ ID N°13, SEQ ID N°14, SEQ ID N°15, SEQ
ID N°16, SEQ ID N°17, SEQ ID N°18, SEQ ID N°19, SEQ ID N°28, SEQ ID N°29, SEQ ID N°30, SEQ ID N°31, SEQ
ID N°32, SEQ ID N°33 o SEQ ID N°34 o SEQ ID N°35; o (iii) un fragmento de al menos 100, 200, 230, 250, 300, 350,
380, 400, 450, 480, 500, 530, 550, 580 o 600 aminoacidos de SEQ ID N°10, SEQ ID N°11, SEQ ID N°12, SEQ ID
N°13, SEQ ID N°14, SEQ ID N°15, SEQ ID N°16, SEQ ID N°17, SEQ ID N°18, SEQ ID N°19, SEQ ID N°28, SEQ ID
N°29, SEQ ID N°30, SEQ ID N°31, SEQ ID N°32, SEQ ID N°33 o SEQ ID N°34 o SEQ ID N°35. En una realizacién
adicional, el polipéptido comprende SEQ ID N°10, SEQ ID N°11, SEQ ID N°12, SEQ ID N°13, SEQ ID N°14, SEQ ID
N°15, SEQ ID N°16, SEQ ID N°17, SEQ ID N°18, SEQ ID N°19, SEQ ID N°28, SEQ ID N°29, SEQ ID N°30, SEQ ID
N°31, SEQ ID N°32, SEQ ID N°33 o SEQ ID N°34 o SEQ ID N°35, (ii) una variante que tiene al menos un 80 %, 85
%, 88 %, 90 %, 92 %, 95 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad con SEQ ID N°10, SEQ ID N°11, SEQ ID N°12, SEQ
ID N°13, SEQ ID N°14, SEQ ID N°15, SEQ ID N°16, SEQ ID N°17, SEQ ID N°18, SEQ ID N°19, SEQ ID N°28, SEQ
ID N°29, SEQ ID N°30, SEQ ID N°31, SEQ ID N°32, SEQ ID N°33 o SEQ ID N°34 o SEQ ID N°35; o (iii) un
fragmento de al menos 100, 200, 230, 250, 300, 350, 380, 400, 450, 480, 500, 530, 550, 580 o 600 aminoacidos de
SEQ ID N°10, SEQ ID N°11, SEQ ID N°12, SEQ ID N°13, SEQ ID N°14, SEQ ID N°15, SEQ ID N°16, SEQ ID N°17,
SEQ ID N°18, SEQ ID N°19, SEQ ID N°28, SEQ ID N°29, SEQ ID N°30, SEQ ID N°31, SEQ ID N°32, SEQ ID N°33 o
SEQ ID N°34 o SEQ ID N°35.

En una realizacion, el polipéptido comprende mas de 450, 475, 500, 525, 575, 600, 625, 650, 675, 700, 725, 750,
775, 800, 825 o 850 aminoacidos de la toxina A. En una realizacién el polipéptido comprende menos de 850, 825,
800, 775, 750, 725, 700, 675, 650, 625 o 600 aminoacidos de la toxina A. En una realizacién, el polipéptido
comprende mas de 350, 375, 400, 425, 450, 475, 500 o 525 aminoacidos de la toxina B. En una realizacion, el
polipéptido comprende menos de 525, 500, 475 o 450 aminoacidos de la toxina B.

En una realizacion adicional, el polipéptido provoca anticuerpos neutralizantes que neutralizan la toxina A o la toxina
B o ambas. En una realizacién adicional, el polipéptido provoca anticuerpos que neutralizan la toxina A. En una
realizacion adicional, el polipéptido produce anticuerpos que neutralizan la toxina B. En una realizacion adicional, el
polipéptido provoca anticuerpos que neutralizan la toxina A y la toxina B. El polipéptido de la invencién provoca
anticuerpos que neutralizan la toxina A si el suero contra el polipéptido proporciona una lectura en el ensayo ELISA
superior a 10 %, 20 %, 30 %, 50 %, 70 %, 80 %, 90 % o 100 % mas alta que la de la muestra de referencia.

En una realizacién adicional, el polipéptido de la invencién provoca una respuesta inmunoprotectora en un huésped
mamifero contra cepas de C. difficile. En una realizacion, el huésped mamifero se selecciona del grupo que consiste
en ratén, conejo, cobaya, mono, primate no humano y ser humano. En una realizacién, el huésped mamifero es un
ratén. En una realizacion adicional, el huésped mamifero es un ser humano.

La determinacién de si un polipéptido provoca una respuesta inmunoprotectora en un huésped mamifero contra
cepas de C. difficile puede realizarse usando un ensayo de exposicion. En tal ensayo, el huésped mamifero se
vacuna con el polipéptido y se expone a C. difficile, el tiempo que el mamifero sobrevive después de la exposicion se
compara con el tiempo que sobrevive un mamifero de referencia que no ha sido inmunizado con el polipéptido. Un
polipéptido provoca una respuesta inmunoprotectora si un mamifero inmunizado con el polipéptido sobrevive al
menos un 10 %, 20 %, 30 %, 50 %, 70 %, 80 %, 90 % o 100 % mas que un mamifero de referencia que no se ha
inmunizado después de la exposicién con C. difficile. En una realizacion, el polipéptido de la invencién provoca una
respuesta inmunoprotectora contra cepas de C. difficile en un mamifero seleccionado del grupo que consiste en
ratén, cobaya, mono y ser humano. En una realizacién, el mamifero es un ratén, en una realizacion adicional el
mamifero es un ser humano.

La estructura nativa de los dominios C terminal (repeticion) de las toxinas A y B consisten en una estructura alargada
de tipo solenoide B. Esta estructura consta principalmente de estructuras B laminares, con una minoria de
estructuras a helicoidales, como se observa en Ho y col (PNAS 102:18373-18378 (2005)). Las estructuras
secundarias presentes se pueden determinar usando dicroismo circular. Por ejemplo, midiendo la forma y la
magnitud de espectros de DC en la region UV lejana (190-250 nm) y comparando los resultados con los de
estructuras conocidas. Esto puede llevarse a cabo usando una trayectoria éptica de 0,01 cm de 178 a 250 nm, con
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una resolucion de 1 nm y ancho de banda en un espectropolarimetro Jasco J-720, por ejemplo como se observa
mas adelante en el ejemplo 5.

En una realizacién, el polipéptido comprende menos de 25 %, 23 %, 20 %, 28 %, 15 %, 10 %, o 7 % de estructura
secundaria alfa helicoidal. En una realizacién adicional, el polipéptido comprende mas de 20 %, 25 %, 28 %, 30 %,
33 %, 35 %, 38 %, 40 % 0 42 % de estructura beta laminar.

POLINUCLEOTIDOS

La invencion proporciona ademas un polinucleétido que codifica un polipéptido de la invencion. Para los fines de la
invencion, el término ‘polinucledtido(s)) se refiere generalmente a cualquier polirribonucledtido o
polidesoxirribonucleétido, que puede ser ARN o ADN no modificado o ARN o ADN modificado incluyendo
regiones/formas mono y bicatenarias.

La expresion "polinucledtido que codifica un péptido" tal como se utiliza en la presente invencion abarca
polinucledtidos que incluyen una secuencia que codifica un péptido o polipéptido de la invencion. El término también
abarca polinucleétidos que incluyen una Unica region continua o regiones discontinuas que codifican el péptido o
polipéptido (por ejemplo, polinucledtidos interrumpidos por fagos integrados, una secuencia de insercion integrada,
una secuencia de vector integrada, una secuencia de transposon integrada, o debido a la edicion de ARN o a la
reorganizacion de ADN gendmico) junto con regiones adicionales, que también pueden contener secuencias
codificantes y/o no codificantes.

Los expertos en la técnica apreciaran que, como resultado de la degeneracion del cédigo genético, hay muchas
secuencias de nucleotidos que codifican un polipéptido como se describe en el presente documento. Algunos de
estos polinucledtidos tienen una similitud minima con la secuencia de nucleotidos de cualquier gen nativo (es decir,
de origen natural). Sin embargo, los polinucleétidos que varian debido a diferencias en el uso de codones se
contemplan especificamente en la presente invencion, por ejemplo, polinucledtidos que se optimizan para la
seleccion de codones de seres humanos y/o primates y/o E. col.

Las secuencias que codifican un polipéptido deseado pueden sintetizarse, total o parcialmente, usando
procedimientos quimicos muy conocidos en la técnica (véase Caruthers, M. H. y col., Nucl. Acids Res. Symp. Ser.
pags. 215-223 (1980), Horn y col., Nucl. Acids Res. Symp. Ser. pags. 225-232 (1980)). Como alternativa, la propia
proteina puede producirse usando procedimientos quimicos para sintetizar la secuencia de aminoacidos de un
polipéptido, o una parte de la misma. Por ejemplo, la sintesis de péptidos se puede realizar usando diversas técnicas
de fase solida (Roberge y col., Science 269:202-204 (1995)) y la sintesis automatizada se puede lograr, por ejemplo,
utilizando el sintetizador peptidico ASI 431 A (Perkin Elmer, Palo Alto, CA).

Ademas, las secuencias polinucleotidicas de la presente invencién pueden disefiarse usando procedimientos
generalmente conocidos en la técnica para alterar las secuencias codificantes de polipéptidos por una diversidad de
razones, incluyendo, pero sin limitarse a, alteraciones que modifican la clonacién, el procesamiento y/o la expresion
del producto génico. Por ejemplo, se puede usar el barajado de ADN por fragmentacion aleatoria y el reensamblaje
de fragmentos de genes y de oligonucledétidos sintéticos por PCR para disefiar secuencias de nucleétidos. Ademas,
puede usarse mutagénesis dirigida para insertar nuevos sitios de restriccion, alterar patrones de glicosilacion,
cambiar la preferencia de codones, producir variantes de corte y empalme, o introducir mutaciones, y etcétera.

VECTORES

En un aspecto adicional de la invencion, la presente invencién se refiere a un vector que comprende un
polinucleétido de la invencién unido a un promotor inducible de tal manera que cuando se induce el promotor se
expresa un polipéptido codificado por el polinucleétido.

Un aspecto adicional de la invencion comprende dicho vector en el que el promotor inducible se activa por la adicién
de una cantidad suficiente de IPTG (isopropil-3-D-1-tiogalactopirandsido) preferentemente al medio de crecimiento.
Opcionalmente este esta en una concentracion entre 0,1y 10 mM, 0,1y 5mM, 0,1y 2,5 mM, 0,2y 10 mM, 0,2y 5
mM, 0,2y25mM, 04y 10 mM, 1y 10 mM, 1y 5mM, 25y 10 mM, 2,5y 5 mM, 5y 10 mM. Como alternativa, el
promotor puede inducirse por un cambio de temperatura o de pH.

CELULAS HUESPED

Para la produccion recombinante de los polipéptidos de la invencioén, las células huésped pueden modificarse
genéticamente para incorporar sistemas de expresion o porciones de los mismos o polinucleétidos de la invencion.
La introduccién de un polinucleétido en la célula huésped puede verse afectada por los procedimientos descritos en
muchos manuales de laboratorio estandar, tales como Davis, y col., BASIC METHODS IN MOLECULAR BIOLOGY,
(1986) y Sambrook, y col., MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL, 2nd Ed., Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989), tales como, transfeccion con fosfato de calcio, transfeccion
mediada por DEAE-dextrano, transveccion, microinyeccion, transfeccion mediada por lipidos catidnicos,
electroporacion, conjugacion, transduccion, carga por raspado, introduccion balistica e infeccion.
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Como ejemplos representativos de huéspedes apropiados se incluyen células bacterianas gram negativas, tales
como ceélulas de, E. coli, Acinetobacter, Actinobacillus, Bordetella, Brucella, Campylobacter, Cyanobacteria,
Enterobacter, Erwinia, Franciscella, Helicobacter, hemophilus, Klebsiella, Legionella, Moraxella, Neisseria,
Pasteurella, Proteus, Pseudomonas, Salmonella, Serratia, Shigella, Treponema, Vibrio, Yersinia. En una realizacion,
la célula huésped es una célula de Escherichia coli. Como alternativa también se pueden usar células bacterianas
gram positivas. Se puede usar una gran variedad de sistemas de expresion para producir los polipéptidos de la
invencién. En una realizacion, el vector procede de plasmidos bacterianos. Generalmente, cualquier sistema o vector
adecuado para mantener, propagar o expresar polinucleotidos y/o expresar un polipéptido en un huésped puede
usarse para la expresion a este respecto. La secuencia de ADN apropiada puede insertarse en el sistema de
expresion mediante cualquiera de una variedad de técnicas muy conocidas y de rutina, tales como, por ejemplo, las
expuestas en Sambrook y col., MOLECULAR CLONING, A LABORATORY MANUAL, (citado anteriormente).

COMPOSICIONES INMUNOGENICAS Y VACUNAS

También se proporciona una composicion inmunogénica que comprende un polipéptido de la invencion y un
excipiente farmacéuticamente aceptable.

En una realizacion, la composicion inmunogénica comprende ademas un adyuvante. La eleccion de un adyuvante
adecuado para mezclarse con toxinas bacterianas o con conjugados, fabricado usando los procedimientos de la
invencion, esta dentro del conocimiento del experto en la técnica. Los adyuvantes adecuados incluyen una sal de
aluminio, tal como gel de hidroxido de aluminio o fosfato de aluminio o alumbre, pero también pueden ser otras sales
metdlicas tales como las de calcio, magnesio, hierro o zinc, o pueden ser una suspension insoluble de tirosina
acilada o azucares acilados, sacaridos derivatizados catidnica o aniénicamente, o polifosfazenos.

En una realizacion, la composicién inmunogénica comprende ademas antigenos adicionales. En una realizacion, los
antigenos adicionales son antigenos procedentes de una bacteria seleccionada del grupo que consiste en S.
pneumoniae, H. influenzae, N. meningitidis, E. coli, M. cattarhalis, tétano, difteria, tosferina, S. epidermidis,
enterococos, S. aureus y Pseudomonas aeruginosa. En una realizacion adicional, la composicion inmunogénica de
la invencion puede comprender otros antigenos de C. difficile, por ejemplo, las proteinas de la capa S
(WO01/73030).

Ademas se proporciona una vacuna que comprende la composicién inmunogénica, pudiendo comprender esta
vacuna ademas un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Las preparaciones de vacuna que contienen composiciones inmunogénicas de la presente invencién, pueden
utilizarse para proteger a un mamifero susceptible a infecciéon provocada por C. difficile o para tratar a un mamifero
con una infeccién provocada por C. difficile, mediante la administracion de dicha vacuna por via sistémica o mucosa.
Estas administraciones pueden incluir inyeccién por via intramuscular, intraperitoneal, intradérmica o subcutanea; o
por via mucosa a los tractos oral/alimentario, respiratorio, genitourinario. Aunque la vacuna de la invencion puede
administrarse como una dosis Unica, sus componentes también pueden coadministrarse conjuntamente al mismo
tiempo o en tiempos diferentes (por ejemplo, los conjugados de sacaridos neumocdcicos podrian administrarse por
separado, al mismo tiempo o 1-2 semanas después de la administracion de cualquier componente de proteina
bacteriana de la vacuna para la coordinacion de las respuestas inmunitarias entre si). Ademas de una unica via de
administracion, se pueden utilizar 2 vias de administracion diferentes. Por ejemplo, los sacaridos o conjugados de
sacaridos pueden administrarse por via intramuscular (IM) o intradérmica (ID) y las proteinas bacterianas pueden
administrarse por via intranasal (IN) o intradérmica (ID). Ademas, las vacunas de la invencion pueden administrarse
por via IM para dosis de sensibilizacion y por via IN para dosis de refuerzo.

El contenido de toxinas en la vacuna estara tipicamente en el intervalo de 1 - 250 g, preferiblemente 5 - 50 ug, mas
tipicamente en el intervalo de 5 - 25 ng. Tras una vacunacion inicial, los sujetos pueden recibir una o varias
inmunizaciones de refuerzo adecuadamente espaciadas. La preparacion de la vacuna se describe generalmente en
Vaccine Design ("The subunit and adjuvant approach" (eds Powell M.F. & Newman M.J.) (1995) Plenum Press
Nueva York). La encapsulacion dentro de los liposomas la describe Fullerton, patente US 4.235.877.

Una aplicaciéon de la invenciéon es un kit de vacuna, que comprende un vial que contiene una composicion
inmunogénica de la invencioén, opcionalmente en forma liofilizada, y que comprende ademas un vial que contiene un
adyuvante como se describe en el presente documento. Se contempla que en este aspecto de la invencion, el
adyuvante se usara para reconstituir la composiciéon inmunogénica liofilizada.

Otra aplicacion de la invencién es un procedimiento para prevenir o tratar la infeccion por C. difficile que comprende
administrar al huésped una dosis inmunoprotectora de la composicion inmunogénica o vacuna o kit de la invencion.
En una realizacién se proporciona un procedimiento para prevenir o tratar episodios primarios y/o recurrentes de
infeccion provocada por C. difficile, que comprende administrar al huésped una dosis inmunoprotectora de la
composicion inmunogénica o vacuna o kit de la invencion.

Un aspecto de la invenciéon es una composicion inmunogénica o vacuna de la invencién para su uso en el
tratamiento o prevencién de una enfermedad provocada por C. difficile. En una realizaciéon se proporciona una
composicion inmunogénica de la invencion para su uso en el tratamiento o prevencion de episodios primarios y/o
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recurrentes de una enfermedad provocada por C. difficile.

Una aplicacion adicional de la invencion es el uso de la composicion inmunogénica o vacuna o kit de la invencion en
la fabricacién de un medicamento para el tratamiento o prevencion de una enfermedad provocada por C. difficile. En
una realizacién se proporciona una composicion inmunogénica de la invencion para su uso en la fabricacién de un
medicamento para el tratamiento o prevencion de episodios primarios y/o recurrentes de una enfermedad provocada
por C. difficile.

"Alrededor de" o "aproximadamente" se definen como dentro de 10 % mas o menos de la cifra dada para los fines de
la invencion.

Los autores de la invencion pretenden que las expresiones "que comprende”, "comprende" y "comprenden” de la
presente memoria, puedan sustituirse opcionalmente con las expresiones "consistente en", "consiste en" y
"consisten en", respectivamente, en cada caso. El término "comprende" significa "incluye". Por lo tanto, a menos que
el contexto lo requiera de otro modo, se entendera que la palabra "comprende" y variaciones tales como
"comprenden” y "comprendiendo”, implican la inclusion de un compuesto o composicion estipulados (por ejemplo,
acido nucleico, polipéptido, antigeno), o etapa, o grupo de compuestos o etapas, pero no la exclusion de cualquier
otro compuesto, composicion, etapas o grupos de los mismos. La abreviatura "p. ej." procede del latin exempli gratia,
y se usa en el presente documento para indicar un ejemplo no limitativo. Por lo tanto, la abreviatura "p. €j." es
sinénimo de la expresion "por ejemplo”.

Las realizaciones del presente documento que se refieren a "composiciones de vacuna" de la invencién también son
aplicables a realizaciones relacionadas con "composiciones inmunogénicas" de la invencion, y viceversa.

A menos que se explique de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento
tienen el mismo significado que cominmente entiende un experto en la técnica a la que pertenece esta divulgacion.
Las definiciones de términos comunes en biologia molecular pueden encontrarse en Benjamin Lewin, Genes V,
publicado por Oxford University Press, 1994 (ISBN 0-19-854287-9); Kendrew y col. (eds.), The Encyclopedia of
Molecular Biology, publicado por Blackwell Science Ltd., 1994 (ISBN 0-632-02182-9); y Robert A. Meyers (ed.),
Molecular Biology and Biotechnology: a Comprehensive Desk Reference, publicado por VCH Publishers, Inc., 1995
(ISBN 1-56081-569-8).

Los términos singulares "un(o)/una", y "el/la" incluyen referentes plurales a menos que el contexto indique
claramente lo contrario. De manera similar, la palabra "o" pretende incluir "y" a menos que el contexto indique
claramente lo contrario. El término "pluralidad" se refiere a dos o mas. Ademas, debe entenderse que todos los
tamarios de bases o tamafios de aminoacidos y todos los valores de peso molecular o masa molecular, dados para
acidos nucleicos o polipéptidos, son aproximados y se proporcionan para su descripcion. Adicionalmente, las
limitaciones numéricas dadas con respecto a concentraciones o niveles de una sustancia, tal como un antigeno,

pueden ser aproximadas.

Todas las referencias o solicitudes de patente citadas en esta memoria descriptiva de patente se incorporan en el
presente documento como referencia en su totalidad.

Para que la presente invencion pueda entenderse mejor, se exponen los siguientes ejemplos. Estos ejemplos se
ofrecen solo con fines ilustrativos y no deben interpretarse de ninguna manera como que limitan el ambito de la
invencion.

Ejemplos
Ejemplo 1: Disefio de cinco fusiones ToxA-ToxB de C. difficile

Se disefiaron proteinas de fusidon que contenian fragmentos de los dominios de repeticién C terminal de ToxA y
ToxB. Estas fusiones contenian un fragmento del dominio de repeticion C terminal de ToxA y un fragmento del
dominio de repeticion de C terminal de ToxB y una union entre el extremo C terminal del fragmento ToxA vy el
extremo N terminal del fragmento ToxB. Se idearon dos estrategias, en la primera estrategia, la fusion se disefi6 de
tal manera que la estructura alargada de tipo solenoide se mantuvo en la unién entre los dos fragmentos. En la
segunda estrategia, los dos fragmentos de las fusiones estan separados por un enlazador para permitir su
plegamiento correcto independiente.

La parte C terminal de ToxA y B se compone de secuencias repetidas: repeticiones cortas (RC) y repeticiones largas
(RL) (PNAS 2005 vol 102: 18373-18378).

La estructura 3D parcial conocida para el dominio C terminal de ToxA (PNAS 2005 Greco y col., Vol. 102: 18373-
18378; Nature Structural & Molecular biology 2006 vol 13(5): 460-461; PDB cdédigos: 2F6E, 2G7C y 2QJ6).

Los inventores predijeron que habia dos tipos de interacciones importantes entre los restos de la parte C terminal de

ToxA y de ToxB. La primera interaccion se produce entre restos contenidos en una RL y su anterior RC y es
importante para mantener la estructura de tipo solenoide. El segundo tipo de interaccion se produce entre los restos
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contenidos en una RL y la RC siguiente y esta interaccion esta mediando la funcién de unién a hidratos de carbono
de la toxina.

Se definié una nueva repeticion RC-RL-RC "estructural-funcional". La estructura de esta repeticion se mantuvo
intacta en las fusiones disefiadas por los autores de la presente invencion.

La Figura 2 representa los dominios C terminal de ToxA y de ToxB y la definida casilla "RC-RL-RC".

Las posiciones de las repeticiones cortas (RC) y largas (RL) de las repeticiones de ToxA y ToxB se presentan en la
tabla 1.

En la Tabla 2 se presenta una lista de las casillas "RC-RL-RC" contenidas en el dominio C terminal de ToxA y ToxB.

Tabla 2
Nombre | Posicién inicial Posicion final
ToxA_1 | 1874 1944
ToxA_2 | 2008 2078
ToxA_3 | 2142 2212
ToxA_4 | 2254 2326
ToxA_5 | 2390 2460
ToxA_6 | 2503 2573
ToxA_7 | 2595 2664
ToxB_1 | 1877 1946
ToxB_2 | 2008 2078
ToxB_3 | 2140 2212
ToxB_4 | 2274 2343

Finalmente, el nimero de RC entre dos RL se mantendra en las fusiones disefiadas para conservar la estructura
alargada de tipo solenoide.

Antes del disefio de las uniones de las fusiones, se definieron dos hipdtesis de trabajo: primera hipétesis, cuanto
mas cortas fueran las fusiones, mejor seria la probabilidad de que las fusiones fueran a expresarse de manera
estable; segunda hipétesis, de acuerdo con el concepto de casillas "RC-RL-RC", la posiciéon de inicio tiene que
seleccionarse con el fin de garantizar un plegamiento correcto de la primera RC de esta casilla RC-RL-RC
previamente definida. Por lo tanto, las fusiones comienzan al principio de la RC que precede la casilla RC-RL-RC.
Utilizando estas dos hipotesis, se analizaron tres posiciones iniciales: resto 2370, 2234 y 2121 de ToxA.

Se excluyd la posicion inicial 2370. La posicion inicial 2234 también se excluyé porque no se conservaba uno de los
restos implicados en interacciones importantes para la estabilidad estructural de la proteina. Por lo tanto, se decidié
que toda la fusién disefiada comenzara en el resto 2121 de ToxA.

Todas las fusiones terminaran en el ultimo resto de ToxB.

Se disefiaron cuatro fusiones (F1-4) para mantener toda la fusién en una estructura alargada de tipo solenoide entre
los dos fragmentos de fusion.

Las fusiones 1 (F1) y 2 (F2) se disefiaron utilizando la misma hipotesis. Todas las secuencias de proteina RC de
ToxA y de ToxB se habian comparado utilizando un programa informatico de alineamiento multiple (ClustalW -
Thompson JD y col. (1994) Nucleic Acids Res., 22, 4673-4680). Las secuencias mas similares fueron la tercera RC
VIIl de ToxA y la tercera RC Il de ToxB y la tercera RC Ill de ToxB. Para hacer una eleccion entre estas dos RC de
ToxB, se realizd6 un modelo de homologia estructural (usando la interfaz SwissModel - Arnold K y col. (2006)
Bioinformatics, 22, 195-201) en la parte C terminal de ToxB utilizando la estructura 3D conocida del dominio C
terminal parcial de ToxA (cédigo PDB: 2QJ6). Utlizando la tercera RC VIl de ToxA, se obtuvo la mejor
superposicion estructural local (realizada usando SwissPDBViewer - Guex N y col. (1997), Electrophoresis 18, 2714-
2723) con la tercera RC Il de ToxB. Por lo tanto, se disefiaron dos uniones: la primera se encontraba entre la tercera
RC VI de ToxAy la cuarta RC Il de ToxB (F1) y la segunda entre la segunda RC VIII de ToxA y la tercera RC Il de
ToxB (F2) . Estas uniones se presentan en las figuras 3 y 4, respectivamente.

Para disefar la Fusion 3 (F3), se realizd una superposicion estructural global entre la estructura conocida del
dominio C terminal parcial de ToxA y la estructura predicha del dominio C terminal de ToxB (utilizando los programas
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informaticos SwissModel y SwissPDBViewer). La mejor superposicion se encontré entre la RL VII de ToxA y la RL Il
de ToxB. Por lo tanto, se decidié hacer una unién en esta RL similar. La unién se realizé en primer lugar en una
region en la que la secuencia se conservaba entre ToxA y ToxB, después de esto para mantener en la parte ToxA
de la fusion, los restos en interaccion con la anterior RC y finalmente, para mantener en la parte ToxB, los restos en
interaccion con la siguiente RC. Esta union se muestra en la figura 5.

Para el disefio de la Fusion 4 (F4), el dominio C terminal de ToxB se dividié en 4 fragmentos y se realizé un modelo
de homologia mas preciso (SwissModel). La division se realizé6 para mantener intactas las casillas "RC-RL-RC"
(cada dominio finaliza al final de la RC que sigue a una RL). Se realiz6 una superposicion estructural entre las
estructuras predichas de estos fragmentos y la estructura 3D conocida de ToxA y se obtuvo la mejor superposicion
estructural para la tercera RC de ToxB (RC |) y la ultima RC de ToxA (tercera RC VIII). Por lo tanto, la union se
realizé entre la segunda RC VIII de ToxA y la tercera RC | de ToxB. Este disefio se presenta en la figura 6.

La dltima Fusion (F5) se disefid para permitir un plegamiento independiente, correcto de los dos fragmentos de
fusion. El enlazador se afiadio entre el ultimo resto de la secuencia de la proteina ToxA y el comienzo de la cuarta
RC Il de ToxB (teniendo siempre en cuenta la importancia de una casilla "RC-RL-RC" intacta). Sdélo se afiadié un
resto exdgeno (Glicina) como enlazador y se localizé entre dos Glicinas existentes. Por lo tanto, el enlazador
también se puede describir como compuesto por 3 glicinas que rodean a la cadena beta conocida (para ToxA) y
predicha (para ToxB). Este Ultimo disefio se muestra en la figura 7.

Ejemplo 2: Clonacion, expresion y purificacion de las proteinas de fusion

Plasmido de expresién y cepa recombinante

Los genes que codificaban las proteinas de fusion de los dominios C terminal parcial de ToxA y ToxB (SEQ ID N° 3,
4,5, 6y 7)y una etiqueta His se clonaron en el vector de expresion pET24b(+) (Novagen) usando los sitios de
restriccion Ndel/Xhol mediante procedimientos convencionales. La construccion final se genero por la transformacion
de la cepa BLR (DE3) de E. coli, con el vector de expresion recombinante de acuerdo con el procedimiento estandar
con células tratadas con CaCl (Hanahan D. «Plasmid transformation by Simanis. » In Glover, D. M. (Ed), DNA
cloning. IRL Press London. (1985): p. 109-135.).

Cepa huésped:

BLR(DE3). BLR es un derivado recA de BL21. Las cepas que tienen la designacion (DE3) son lisogénicas para un
profago A que contiene una ARN polimerasa de T7 inducible por IPTG. Se disefaron liségenos DE3 para la
expresion de proteinas a partir de vectores pET. Esta cepa también es deficiente en las proteasas lony ompT.

Genotipo: cepa de E.coli BLR::DE3, F- ompT hsdSs(rs” ms) gal dcm (DE3) A(srl-recA)306::Tn10 (Tet®)

Expresién de las proteinas recombinantes:

Se separo un transformante de E. coli de la placa de agar y se uso para inocular 200 ml de caldo de LBT £ 1 % (p/v)
de glucosa + kanamicina (50 pug/ml) para obtener una D.O. 600nm entre 0,1-0,2. Los cultivos se incubaron durante
una noche a 37 °C, a 250 rpm.

Este cultivo de una noche se diluyé a 1:20 en 500 ml de medio LBT que contenia kanamicina (50 ug/ml) y se cultivd
a 37 °C a una velocidad de agitacion de 250 rpm hasta que la D.O. 620 alcanzé 0,5/0,6.

A una D.O. 600nm aproximadamente 0,6, el cultivo se enfri6 antes de inducir la expresiéon de la proteina
recombinante mediante la adicién de isopropil p-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG; EMD Chemicals Inc., catalogo
numero: 5815) 1 mM y se incub6 durante una noche a 23 °C, a 250 rpm.

Después de induccién durante una noche (alrededor de 16 horas), se evalué la D.O.g00nm después de la induccion y
el cultivo se centrifugd a 14.000 rpm durante 15 minutos y los sedimentos se congelaron a -20 °C por separado.

Purificacion:

El sedimento bacteriano se resuspendié en tampén de bicina 20 mM (pH 8,0) que contenia NaCl 500 mM y una
mezcla de inhibidor de proteasa (Complete, Roche). Las bacterias se lisaron usando un sistema de prensa francesa
20 000 PSI. Los componentes solubles (sobrenadantes) e insolubles (sedimento) se separaron por centrifugacion,
por ejemplo, a 20 000 g durante 30 minutos a 4 °C.

La proteina etiquetada con 6 His se purificé en condiciones nativas en IMAC. Los componentes solubles se cargaron
en una columna GE (15 ml por ejemplo) (cargados en Ni) preequilibrada con el mismo tampén usado para la
resuspension bacteriana. Después de cargar sobre la columna, la columna se lavé con el mismo tampodn. La elucién
se realiz6 usando un tampon de bicina 20 mM (pH 8,0) que contenia NaCl 500 mM y diferentes concentraciones de
imidazol (5-600 mM). Después del analisis de gel, se seleccionaron mas fracciones puras, se concentraron y se
cargaron en cromatografia SEC para una etapa de purificacion adicional.
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Las fracciones que contenian las proteinas de fusion se seleccionaron basandose en la pureza por SDS-PAGE y se
dializaron frente a un tampén de bicina (Bicina 20 mM, NaCl 150 mM, con o sin EDTA 5 mM, pH 8,0). La
concentracion de proteina se determiné usando el Ensayo de Proteinas DC de BioRad. Las proteinas se agruparon
asi, se filtraron estériles en un filtro de 0,22 mm, se conservaron a -80 ° C.

Como alternativa, la purificacién en IMAC fue precedida por una etapa de purificacion en DEAE usando tampén de
bicina 2 mM (pH 8,0) para carga y lavado, y se eluy6é usando un gradiente con el mismo tampdn pero con NaCl 1 M
afiadido.

Ejemplo 3 — Clonacion, expresion y purificacion de los fragmentos de C. difficile Tox Ay Tox B separados

Plasmido de expresién y cepa recombinante:

Los genes que codificaban los fragmentos de proteina de ToxA y ToxB (SEQ ID N° 8 y SEQ ID N° 9) y una etiqueta
de His se clonaron en el vector de expresion pET24b (+) utilizando los sitios de restriccion Ndel/Xhol utilizando
procedimientos convencionales. La construccion final se generé mediante la transformacion de la cepa BLR (DE3)
de E. coli con el vector de expresion recombinante de acuerdo con el procedimiento estandar con células tratadas
con CaCl2 (Hanahan D. «Plasmid transformation by Simanis. » In Glover, D. M. (Ed), DNA cloning. IRL Press
London. (1985): p. 109-135.).

Cepa huésped:

BLR(DE3). BLR es un derivado recA de BL21. Las cepas que tienen la designacion (DE3) son lisogénicas para un
profago A que contiene una ARN polimerasa de T7 inducible por IPTG. Se disefiaron liségenos DE3 para la
expresion de proteinas a partir de vectores pET. Esta cepa es también deficiente en las proteasas lon y ompT.

Genotipo: cepa E.coli BLR::DE3, F ompT hsdSs(rs” mg’) gal dcm (DE3) A(srl-recA)306:Tn10 (TetY)

Expresién de las proteinas recombinantes:

Se separ6 un transformante de E. coli de la placa de agar y se usé para inocular 200 ml de caldo de LBT = glucosa 1
% (p/v) + kanamicina (50 pg/ml) para obtener una D.O.so0nm entre 0,1-0,2. Los cultivos se incubaron durante una
noche a 37 °C, a 250 rpm.

Este cultivo de una noche se diluyé a 1:20 en 500 ml de medio LBT que contenia kanamicina (50 ug/ml) y se cultivd
a 37 °C a una velocidad de agitacion de 250 rpm hasta que la D.O.g20 alcanzo 0,5/0,6.

A una D.O. a 600 nm de aproximadamente 0,6, el cultivo se enfrid antes de inducir la expresiéon de la proteina
recombinante por adicién de isopropil B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG; EMD Chemicals Inc., catalogo numero:
5815) 1 Mm y se incubd durante una noche a 23 °C, a 250 rpm.

Después de la induccién durante la noche (alrededor de 16 horas), la D.O. a 600 nm se evalu6 después de la
induccion y el cultivo se centrifugd a 14.000 rpm durante 15 minutos y los sedimentos se congelaron a -20 °C por
separado.

Purificacion:

El sedimento bacteriano se resuspendié en tampén de bicina 20 mM (pH 8,0) que contenia NaCl 500 mM
complementado con una mezcla de inhibidor de proteasa (Completa sin EDTA, Roche cat 11873580001) y
benzonasa. (Roche cat 1.01695.0001). Las bacterias se lisaron usando un sistema de prensa francesa 2 x 20 000
PSI. Los componentes solubles (sobrenadante) e insolubles (sedimento) se separaron por centrifugacion a 34 000 g
0 a 48 000 g durante 25-30 minutos a 4 °C. El sobrenadante se recogio y se filtré en un filtro de 0,22 mm.

La proteina etiquetada con 6 His se purificé en condiciones nativas en IMAC. Los componentes solubles se cargaron
en una columna GE (por ejemplo 15 ml) (cargados en Ni) preequilibrada con el mismo tampén usado para la
resuspension bacteriana. Después de cargar, la columna se lavé con el mismo tampon.

Para ToxA:

La elucion se realizé usando un tampoén de bicina 20 mM (pH 8,0) que contenia NaCl 500 mM vy diferentes
concentraciones de imidazol (5-100 mM). Tras el analisis en gel, se seleccionaron mas fracciones puras, se
concentraron y se cargaron en cromatografia SEC (SUPERDEX ™ 75) para una etapa mas de purificacion adicional
en el mismo tampon sin imidazol.

Para ToxB:

Se realizé un segundo lavado con tampén de bicina 20 mM (pH 8,0) que contenia NaCl 500 mM y desoxicolato 0,5
% o el mismo tampdn con NaCl 150 mM. La elucién se realizé6 usando un tampdn de bicina 20 mM (pH 8,0) que
contenia NaCl 500 mM y diferentes concentraciones de imidazol (10-500 mM). Después del analisis en gel, se

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2615737713

seleccionaron mas fracciones puras, se complementaron con EDTA 5 mM y se cargaron en cromatografia SEC
(SUPERDEX ™ 200) para una etapa de purificacion adicional en el mismo tampén con EDTA 5 mM.

Las fracciones que contenian fragmentos ToxA o ToxB se seleccionaron basandose en la pureza por SDS-PAGE y
se dializaron contra tampoén de bicina (Bicina 20 mM, NaCl 150 mM, pH 8,0), la concentracion de proteina se
determiné usando el ensayo de proteinas RCDC de BioRad. Las proteinas se agruparon asi, se filtraron estériles en
un filtro de 0,22 mm, se conservaron a -80 °C.

Ejemplo 4 — Evaluacion del peso molecular de las cinco fusiones ToxA ToxB de C. difficile

La ultracentrifugacion analitica se utiliza para determinar la homogeneidad y distribucion por tamafio en solucion de
las diferentes especies dentro de una muestra de proteina midiendo la velocidad a la cual las moléculas se
desplazan en respuesta a una fuerza centrifuga. Esto se basa en el calculo de los coeficientes de sedimentacion de
las diferentes especies que se obtienen mediante el experimento de velocidad de sedimentacion, que depende de su
forma y masa moleculares.

1. Las muestras de proteina se centrifugan en una ultracentrifuga analitica Beckman-Coulter PROTEOMELAB
™ X1 -1 a 42.000 rpm después de haber equilibrado el rotor AN-60Ti a 15 °C.

a. proteina de fusién F1, 500 ug/ml, bicina 20 mM, NaCl 150 mM, pH8,0
b. proteina de fusion F2, 500 ug/ml, bicina 20 mM, NaCl 150 mM, pH8,0
c. proteina de fusion F3, 500 pg/ml, bicina 20 mM, NaCl 150 mM, pH8,0
d. proteina de fusién F4, 500 ug/ml, bicina 20 mM, NaCl 150 mM, pH8,0
e. proteina de fusién F5, 500 mg/ml, bicina 20 mM, NaCl 150 mM, pH8,0
2. Para la recogida de datos, se registraron 160 escaneres a 280 nm cada 5 minutos.

3. El analisis de los datos se realiz6 utilizando el programa SEDFIT para la determinacion de la distribucion C(S).
La determinacién del volumen especifico parcial de las proteinas se realizd con el programa informatico
SEDNTERP desde su secuencia de aminoacidos. También se us6 SEDNTERP para determinar la viscosidad y
la densidad del tampon.

4. El peso molecular de las diferentes especies se determiné a partir del grafico de distribucion C(S)
(concentracion frente a coeficiente de sedimentacion), considerando que es una mejor representacion de los
datos sin procesar que la distribucion C(M) (concentracion frente a peso molecular) para caracterizar la
distribucién por tamafio de una mezcla.

La Figura 8 describe la distribucion de las fusiones ToxA-ToxB segun se determina por ultracentrifugacion analitica
de velocidad de sedimentacion.

El peso molecular de las principales especies detectadas a partir de la distribucion C(S) de las cinco proteinas de
Fusién ToxA-ToxB, corresponde a su forma monomérica. Las relaciones de friccion mejor ajustadas determinadas
para las cinco fusiones estan entre 2 y 2,2. Esto puede indicar que las proteinas estan presentes en la solucion
como una forma alargada, lo que seria coherente con la estructura de la proteina.

Ejemplo 5 - Evaluacion de las estructuras secundarias y terciarias de fusiones ToxA-ToxB de C. difficile por
dicroismo circular y espectroscopia de fluorescencia

El dicroismo circular se utiliza para determinar la composicién de la estructura secundaria de una proteina midiendo
la diferencia en la absorcion de la luz polarizada a la izquierda frente a la luz polarizada a la derecha, que se debe a
la asimetria estructural. La forma y la magnitud del espectro de DC en la region UV lejana (190-250 nm) son
diferentes si una proteina presenta una estructura beta laminar, alfa helicoidal o espiral aleatoria. La abundancia
relativa de cada tipo de estructura secundaria en una muestra de proteina dada se puede calcular por comparacién
con espectros de referencia.

La estructura terciaria de una muestra de proteina puede estimarse evaluando la inmovilizacién de los aminoacidos
aromaticos. La observacion de una sefial de DC en la regiéon UV cercana (250-50 nm) puede atribuirse a la
polarizacién de restos de fenilalanina, tirosina y triptéfano y es una buena indicacion de que la proteina se pliega en
una estructura bien definida.

Se utilizo el siguiente protocolo:

1. Los espectros en la region UV lejana se miden usando una trayectoria 6ptica de 0,01 cm de 178 a 250 nm, con
una resolucion de 1 nm y ancho de banda en un espectropolarimetro Jasco J-720. La temperatura de la célula se
mantiene a 23 °C mediante un bloque de células RTE-111 regulado con un termostato Peltier. Durante las
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mediciones se mantiene un flujo de nitrégeno de 10 I/min.

2. Los espectros en la region UV cercana se miden usando una trayectoria éptica de 0,01 cm de 250 a 300 nm,
con una resolucion de 1 nm y ancho de banda en un espectropolarimetro Jasco J-720. La temperatura de la
célula se mantiene a 23 °C mediante un bloque de células RTE-111 regulado con un termostato Peltier. Durante
las mediciones se mantiene un flujo de nitrégeno de 6 I/min.

La observacion de los espectros de UV lejana (figura 9) para las cinco proteinas de Fusion ToxA-ToxB sugiere un
contenido débil de estructuras alfa helicoidales y un alto contenido de estructuras beta laminares. Ademas, todas las
proteinas presentaban un maximo a 230 nm, lo que es inusual para las proteinas globulares solubles. Esta
particularidad se ha caracterizado bien en la bibliografia y esta asociada a un pequefio grupo de proteinas conocidas
por su ausencia de hélices alfa y su alto contenido en laminas beta y aminoacidos aromaticos (Zsila, Analytical
Biochemistry, 391(2009) 154-156). Esas particularidades son coherentes con la estructura que se espera para las
proteinas de Fusién ToxA-ToxB. Se compararon las estructuras cristalinas de 13 proteinas que presentaban los
espectros de DC caracteristicos con una sefial positiva a 230 nm (Protein Data Bank). El contenido medio de
estructura secundaria de esas proteinas es 42 % en laminas beta 9 % y 7 % en hélices alfa +6 %. Esto indica
contundentemente que la firma espectral de las proteinas de fusion ToxA-ToxB es el diagndstico de una proteina
que contiene una lamina beta alta y una hélice alfa baja.

La observacion de la forma del espectro de UV cercana (figura 10) para las cinco proteinas de fusion indica que al
menos algunos de los aminoacidos aromaticos estan inmovilizados, lo que es una fuerte indicaciéon de una estructura
terciaria compacta y especifica. Ademas, el tratamiento de la proteina con una concentracion desnaturalizante de
urea causoé la desaparicion de la sefial UV cercana, lo cual es una indicacion adicional de que este espectro
caracteristico se debio al plegamiento de las proteinas.

Ejemplo 6 - Inmunizacion de ratones con fragmentos ToxA o ToxB y fusiones ToxA-ToxB
Se inmunizaron ratones Balb/C con las construcciones descritas en los ejemplos 2 y 3.

Inmunizacién de ratones

Se inmunizaron por via IM grupos de 15 ratones hembra Balb/c los dias 0, 14 y 28 con 3 ug o 10 pg de los
fragmentos de toxA y toxB distintos (véase el ejemplo 2) asi como con proteinas de fusiones ToxA-ToxB (ver
ejemplo 3) con adjuvante AS03B. Se vacun6 un grupo control de 10 ratones solo con AS03B.

Los titulos de ensayo ELISA anti-ToxA y anti-ToxB se determinaron en sueros individuales recogidos al dia 42 (post

).
Los titulos de inhibicion de la hemaglutinacion se determinaron en sueros Post |1l agrupados.

Respuesta Elisa anti-ToxA y anti-ToxB: Protocolo

Se recubrieron muestras de los fragmentos toxA o toxB a 1 ug/ml en solucién salina tamponada con fosfato (PBS)
en placas de microtitulacion de alta unién (Nunc MAXISORP ™), durante una noche a 4 °C. Las placas se
bloquearon con PBS-BSA al 1 % durante 30 min a TA con agitacién. Los sueros anti ratén se diluyeron previamente
a 1/500 en PBS-BSA 0,2 % - TWEEN ™ 0,05 % y después, se realizaron dos diluciones adicionales en microplacas
y se incubaron a TA durante 30 min con agitacion. Después de lavar, se detect6 el anticuerpo murino unido usando
anti IgG de ratén (H+L) de cabra affiniPure conjugado con peroxidasa, Jackson ImmunoLaboratories Inc. (ref: 115-
035-003) diluido a 1:5000 en PBS-BSA 0,2 %- Tween 0,05 %. Los anticuerpos de deteccion se incubaron durante 30
min. a temperatura ambiente (TA) con agitacion. El color se revel6 usando 4 mg de O-fenilendiamina (OPD) + 5 pl de
H20, por 10 ml a un pH 4,5 de tampdn de citrato 0,1 M durante 15 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente.
La reaccion se detuvo con 50 pl de HCI, y se ley6 la densidad 6ptica (DO) a 490 nm con respecto a 620 nm.

El nivel de anticuerpos anti-ToxA o anti-ToxB presentes en los sueros se expresé en titulos de punto medio. Se
calculé una GMT para las 15 muestras en cada grupo de tratamiento (10 para el grupo de control).

Ensayo de inhibicién de la hemaglutinacién: Protocolo

Se realizaron dos diluciones en serie de antisueros agrupados de ratones (25 pl) en solucion salina tamponada con
fosfato (PBS) en microplacas de 96 pocillos de fondo en U.

A continuacién se afiadieron 25 ul de Toxina A nativa (0,2 pg/pocillo) y las placas se incubaron a temperatura
ambiente durante 30 minutos.

Después de la incubacion, se afiadieron a cada pocillo 50 pl de eritrocitos de conejo purificados, diluidos al 2 %. Las
placas se incubaron a 37 °C durante 2 horas.

Las placas se analizaron visualmente, presentandose la hemaglutinaciéon como eritrocitos difusos en el pocillo y la
inhibicion de la hemaglutinacion se observé como punto rojo sedimentado en el pocillo.
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Los titulos de inhibicion se definieron como el reciproco de la dilucibn mas alta del suero que inhibia la
hemaglutinacion.

Ensayo de citotoxicidad:

Se cultivaron células de fibroblastos IMR90 a 37 °C con CO; al 5 %, en EMEM + suero bovino fetal 10 % + glutamina
1 % + antibidticos 1 % (penicilina-estreptomicina-anfotericina) y se sembraron en placas de cultivo tisular de 96
pocillos con una densidad de 5.10* células/pocillo.

Después de 24 horas, los medios celulares se retiraron de los pocillos.
Se realizaron dos diluciones en serie de antisueros agrupados de ratones (50 pl) en medio celular.

A continuacion se afiadieron 50 pl de toxina B nativa (0,5 ng/ml) y las placas se incubaron a 37 °C con CO2 al 5 %
durante 24 horas.

Las células se observaron después de 24 horas, y se determiné la proporcion de células redondeadas.

Los titulos de inhibicion se definieron como el reciproco de la dilucion mas alta del suero que inhibia un 50 % el
redondeo celular.

Resultados:

En la figura 11 se describen los resultados del Elisa, usando los anticuerpos Tox A. Los anticuerpos anti Tox A se
indujeron después de la inmunizacion solo con ToxA, pero también con cada una de las 5 fusiones.

Las propiedades funcionales de estos anticuerpos se analizaron en el ensayo de hemaglutinacion. Este ensayo se
adapta solo para la evaluacion de Tox A, ya que no se observa hemaglutinacién con ToxB.

En la figura 12 se describen los titulos de la inhibicion de la hemaglutinacién. La inhibicion de la hemaglutinacién se
observé con los sueros de los fragmentos de anti Tox A o con sueros dirigidos contra cada una de las fusiones
ToxA-ToxB.

También se realizdé un ensayo ELISA usando anticuerpos ToxB; los resultados de este ensayo se ilustran en la
Figura 13. Se indujeron anticuerpos anti Tox B después de la inmunizacién solo con el fragmento ToxB, pero
también con las fusiones F2, F3 y F4.

En la figura 14 se describen los titulos de la inhibicion de la citotoxicidad. Los titulos de inhibicién obtenidos
utilizando sueros de ratones inmunizados con el fragmento ToxB o con las fusiones ToxA-ToxB fueron mayores que
los obtenidos usando sueros de control.

Ejemplo 7 - Disefio, clonacion, expresion y purificacion de 4 proteinas de fusion adicionales

Utilizando los principios de disefio descritos en el ejemplo 1 se disefiaron cuatro proteinas de fusion adicionales que
se denominaron F54 Gly (SEQ ID N° 21), F54 New (SEQ ID N° 23), F5 ToxB y F52 New (SEQ ID N° 27).

Estas proteinas de Fusion se expresaron de acuerdo con el procedimiento descrito en el ejemplo 2.

Ejemplo 8 - Evaluacion del peso molecular de las fusiones ToxA-ToxB de C. difficile descritas en SEQ ID N°
21, SEQID N° 23, SEQID N° 25y SEQ ID N° 27

El peso molecular de las fusiones descritas en SEQ ID N° 21, SEQ ID N° 23, SEQ ID N° 25, y SEQ ID N° 27 se
determiné como se describe en el ejemplo 4.

La Figura 15 describe la distribucion de estas cuatro proteinas de fusion adicionales determinada por
ultracentrifugacion analitica de velocidad de sedimentacion.

El peso molecular de la especie principal, determinado a partir de la distribucion C(S) de las cuatro fusiones de
proteinas descritas en SEQ ID N° 21, SEQ ID N° 23, SEQ ID N° 25 y SEQ ID N° 27 corresponde a su forma
monomérica y todas las proteinas exhiben propiedades de sedimentacion similares a las de las fusiones F1 a F5.

Ejemplo 9 - Evaluacion de las estructuras secundaria y terciaria de las fusiones ToxA - ToxB de C. difficile
descritas en SEQ ID N° 21, SEQ ID N° 23, SEQ ID N° 25 y SEQ ID N° 27

Las estructuras secundaria y terciaria de las fusiones descritas en la SEQ ID N° 21, SEQ ID N° 23, SEQID N° 25y
SEQ ID N° 27 se evaluaron de acuerdo con el procedimiento descrito en el Ejemplo 5. EI DC de la region UV lejana
para estas proteinas de fusiéon se puede encontrar en la figura 16, y los espectros de UV cercana de estas fusiones
se pueden encontrar en la figura 17.
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El analisis de los espectros de DC de la UV cercana y UV lejana de las proteinas descritas en SEQ ID N° 21, SEQ ID
N° 23, SEQ ID N° 25 y SEQ ID N° 27 muestra que las cuatro tienen la misma estructura beta laminar alta que las
fusiones F1 a F5. Ademas, la observacion de los espectros de UV cercana no muestra ninguna diferencia
significativa en la posicién de los aminoacidos aromaticos en la estructura terciaria en comparacion con las fusiones
F1aF>5.

Ejemplo 10 - Inmunizacién de ratones con fusiones ToxA-Tox B

Se inmunizaron ratones Balb/c con las cuatro construcciones de proteina de fusion F54 Gly (SEQ ID N° 21), F54
New (SEQ ID N° 23), F5 ToxB (SEQ ID N° 25) y F52 New (SEQ ID N° 27), como se describe en el ejemplo 6.

Se realiz6 un ELISA usando el protocolo de respuesta ELISA anti-ToxA y anti-ToxB descrito en el ejemplo 6, excepto
que en este caso las muestras de los fragmentos toxA o toxB se recubrieron a 2 ug/ml en solucién salina tamponada
con fosfato en placas de microtitulacion de alta unién. Se realizé un ensayo de inhibicion de la hemaglutinacién como
se describe en el ejemplo 6. Se realizd un ensayo de citotoxicidad de toxB como se describe en el ejemplo 6. Se
realizé otro ensayo de citotoxicidad de toxA como se describe a continuacion.

Ensayo de citotoxicidad de ToxA:

Se cultivaron células HT29 a 37 °C con CO; al 5 % en DMEM + suero bovino fetal 10 % + glutamina 1% +
antibioticos (penicilina-estreptomicina-anfotericina) 1% y se sembraron en placas de cultivo tisular de 96 pocillos a
una densidad de 5.10* células/pocillo.

Después de 24 horas, el medio celular se retiré de los pocillos.
Se realizaron dos diluciones en serie de antisueros agrupados de ratones (50 pl) en medio celular.

A continuacion se afiadieron 50 pl de toxina B nativa (0,15 ng/ml) y las placas se incubaron a 37 °C con COz al 5 %
durante 48 horas.

Las células se observaron después de 48 horas y se determind la proporcion de células redondeadas.

Los resultados de los ensayos ELISA anti-toxA, Elisa anti-toxB, de inhibicion de la hemaglutinacién y de citotoxicidad
se describen en las Figuras 18, 19, 20, 21 y 22, respectivamente.
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REIVINDICACIONES
1. Un polipéptido que comprende un primer fragmento y un segundo fragmento, en el que

(i) el primer fragmento es un fragmento de dominio de repeticion de toxina A;
(i) el segundo fragmento es un fragmento de dominio de repeticiéon de toxina B;
(iii) el primer fragmento tiene un primer extremo proximal;

(iv) el segundo fragmento tiene un segundo extremo proximal; y

en el que el primer fragmento y el segundo fragmento estan separados por menos de, o exactamente, 5 aminoacidos
en la estructura primaria, en el que el polipéptido provoca anticuerpos que neutralizan tanto la toxina A como la
toxina B, en el que el primer extremo proximal esta dentro de una repeticion corta, el segundo extremo proximal esta
dentro de una repeticion corta y el primer extremo proximal y el segundo extremo proximal no interrumpen las
porciones de repeticion corta - repeticion larga - repeticion corta.

2. El polipéptido de la reivindicacion 1, en el que el polipéptido provoca una respuesta inmunoprotectora en un
huésped mamifero contra cepas de C. difficile.

3. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 - 2, en el que el primer fragmento y/o el segundo
fragmento comprenden una estructura alfa helicoidal inferior al 25 %, 20 %, 18 % 0 15 %.

4. El polipéptido de cualquier reivindicacion precedente, en el que el primer fragmento y/o el segundo fragmento
comprenden una estructura beta laminar superior al 25 %, 30 %, 35 %, 38 % 0 40 %.

5. El polipéptido de cualquier reivindicacién precedente, en el que el primer extremo proximal no esta dentro de los
aminoacidos 1878-1940, 2012-2074, 2146-2208, 2258-2322, 2394-2456, 2507-2569 o0 2598-2660 de la toxina A.

6. El polipéptido de cualquier reivindicacion precedente, en el que el segundo extremo proximal no esta dentro de los
aminoacidos 1881-1942, 2012-2074, 2144-2208 o 2278-2339 de la toxina B.

7. El polipéptido de cualquier reivindicacion precedente, en el que el primer fragmento comprende al menos 100,
250, 400 o 450 aminoacidos.

8. El polipéptido de cualquier reivindicacion precedente, en el que el segundo fragmento comprende al menos 100,
200, 300 o 400 aminoacidos.

9. El polipéptido de cualquier reivindicacién precedente, en el que el primer extremo proximal esta dentro de la
porcion de repeticion VIl (aminoacidos 2645-2710) de la toxina A.

10. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 - 9, en el que el primer extremo proximal esta dentro de
los aminoacidos 2700 - 2710 o 2680 - 2690 de la toxina A.

11. El polipéptido de cualquier reivindicacion precedente, en el que el segundo extremo proximal esta dentro de la
porcion de repeticion | (aminoacidos 1834 - 1926) de la toxina B.

12. El polipéptido de cualquier reivindicacion precedente, en el que el segundo extremo proximal esta dentro de los
aminoacidos 1860-1878 o 1854-1876 de la toxina B.

13. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 - 10, en el que el segundo extremo proximal esta
dentro de la porcién de repeticion Il (aminoacidos 1927 - 2057) de la toxina B.

14. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10 o 13, en el que el segundo extremo proximal esta
dentro de los aminoacidos 1960-1970, 1988-1998 o0 1867-1877 de la toxina B.

15. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 9, 10, 11 0 12, en el que el primer extremo proximal esta
dentro de la porcion de repeticion VIII (aminoacidos 2645-2710) de la toxina A y en el que el segundo extremo
proximal esta dentro de la porcion de repeticion | (aminoacidos 1834 - 1926) de la toxina B.

16. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 9, 10, 13 o 14, en el que el primer extremo proximal esta
dentro de la porcion de repeticion VIII (aminoacidos 2645-2710) de la toxina A y en el que el segundo extremo
proximal esta dentro de la porcion de repeticion Il (aminoacidos 1927 - 2057) de la toxina B.

17. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 9, 10, 13 o 14, en el que el primer extremo proximal esta
dentro de la repeticidn corta 3 de la porcidn de repeticion VIl de la toxina A (aminoacidos 2687-2710) y el segundo
extremo proximal esta dentro de la repeticion corta 4 de la porcion de repeticion Il de la toxina B (aminoacidos 1988-
2007).

18. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 9, 10, 13 o 14, en el que el primer extremo proximal esta
dentro de la repeticion corta 2 de la porcion de repeticion VIl (aminoacidos 2665-2686) de la toxina A y el segundo
extremo proximal esta dentro de la repeticion corta 3 de la porcion de repeticion Il de la toxina B (aminoacidos 1968-
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1987).

19. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 9, 10, 11 0 12, en el que el primer extremo proximal esta
dentro de la repeticion corta 2 de la porcidn de repeticion VIl de la toxina A (aminoacidos 2665-2686) y el segundo
extremo proximal esta dentro de la repeticion corta 3 de la porcion de repeticion | de la toxina B (1877-1896).

20. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 - 8, 9, 10, 11, 12 y 15, en el que el primer extremo
proximal esta dentro de la repeticion corta 3 de la porcion de repeticion VIl de la toxina A (aminoacidos 2645 - 2668)
y el segundo extremo proximal esta dentro de la repeticion corta 1 de la porcion de repeticion | de la toxina B
(aminoacidos 1834-1854).

21. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 9, 10, 13 o 14, en el que el primer extremo proximal esta
dentro de la repeticidn corta 3 de la porcidn de repeticion VIl de la toxina A (aminoacidos 2687-2710) y el segundo
extremo proximal esta dentro de la repeticion corta 4 de la porcion de repeticion Il de la toxina B (aminoacidos 1988-
2007).

22. El polipéptido de la reivindicacion 16, en el que el primer extremo proximal esta dentro de los aminoacidos 2700 -
2710 de la toxina A y el segundo extremo proximal esta dentro de los aminoacidos 1960-1970 de la toxina B.

23. El polipéptido de la reivindicacién 16, en el que el primer extremo proximal esta dentro de los aminoacidos 2680-
2690 de la toxina Ay el segundo extremo proximal esta dentro de los aminoacidos 1960-1970 de la toxina B.

24. El polipéptido de la reivindicacién 16, en el que el primer extremo proximal esta dentro de los aminoacidos 2700-
2710 de la toxina A y el segundo extremo proximal esta dentro de los aminoacidos 1988-1998 de la toxina B.

25. El polipéptido de la reivindicacion 16, en el que el primer extremo proximal esta dentro de los aminoacidos 2680-
2690 y el segundo extremo proximal esta dentro de los aminoacidos 1860-1878.

26. El polipéptido de cualquier reivindicacién precedente, en el que el polipéptido es parte de una proteina de fusion
mas grande.

27. El polipéptido de cualquier reivindicacion precedente, en el que el polipéptido comprende un fragmento
inmunogénico de SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 6, SEQ ID N° 7 SEQ ID N° 21, SEQ ID N° 23, SEQ ID N° 25
0 SEQ ID N° 27.

28. El polipéptido de cualquier reivindicacion precedente, en el que el polipéptido comprende un fragmento
inmunogénico de al menos 500, 600, 700, 750, 800, 850 o 900 aminoacidos de SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 4, SEQ ID
N° 6, SEQ ID N° 7, SEQ ID N° 21, SEQ ID N° 23, SEQ ID N° 25 0 SEQ ID N° 27.

29. El polipéptido de cualquier reivindicacion precedente, en el que el polipéptido comprende mas de 450, 475, 500,
525, 575, 600, 625, 650, 675, 700, 725, 750, 775, 800, 825 o0 850 aminoacidos de la toxina A.

30. El polipéptido de cualquier reivindicacién precedente, en el que el polipéptido comprende menos de 850, 825,
800, 775, 750, 725, 700, 675, 650, 625 o 600 aminoacidos de la toxina A.

31. El polipéptido de cualquier reivindicacion precedente, en el que el polipéptido comprende mas de 350, 375, 400,
425, 450, 475, 500 o 525 aminoacidos de la toxina B.

32. El polipéptido de cualquier reivindicacién precedente, en el que el polipéptido comprende menos de 525, 500,
475 0 450 aminoacidos de la toxina B.

33. Un polinucledtido que codifica el polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-32.
34. Un vector que comprende el polinucleétido de la reivindicacion 33 unido a un promotor inducible.

35. Una composicion inmunogénica que comprende el polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 - 32 y
un excipiente farmacéuticamente aceptable.

36. La composicion inmunogénica de la reivindicacion 35, que comprende ademas un adyuvante.

37. La composicion inmunogénica de una cualquiera de las reivindicaciones 35 - 36 que comprende ademas
antigenos adicionales.

38. La composicién inmunogénica de la reivindicacion 37, en la que los antigenos adicionales son antigenos
procedentes de una bacteria seleccionada del grupo que consiste en S. pneumoniae, H. influenzae, N. meningitidis,
E. coli, M. cattarhalis, tétano, difteria, tosferina, S. epidermidis, enterococos y S. aureus.

39. Una vacuna que comprende la composicion inmunogénica de una cualquiera de las reivindicaciones 35 - 38.
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40. La composicion inmunogénica de una cualquiera de las reivindicaciones 35-38 o la vacuna de la reivindicacion
39 para su uso en el tratamiento o prevencién de una enfermedad provocada por C. difficile.
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FIGURA 1

SEQ ID NO:1 - secuencia de toxina A

MSLISKEELIKLAYSIRPRENEYKTILTHNLDEYNKLTTHNNNENKY LOQLKKLNES IDVEFMN
KYRTSSRHRALSNLRRDILREVILIKNSHNTSPVERNLHEVWIGGEVSDIALEY IKOWADL
NAEYNIKLWYDSEAT LVNTLKKAIVESSTTEALQLLEEEIQNPQEFDNMKEYKKRMEELYD
ROERFINYYKSQINKFTVPTIDDIIKSHLVSEYNRDETVLESYRTNSLRKINSHNHGIDIR
ANSLETEQELLNIYSQELLNRGNLAAASDIVRLLALKNFGGVILDYDMLEGIHSDLERTI
SRESSIGLDEWEMIKLEAIMEYKEY INNYTSENFDEKLDQQLEDNFELIIESKSEKSEIFS
ELENLNVSDLEIRIATALGSVINQALISKOGSYLTNLVIEQVENRYQFLNOHLNPAIESD
NNEFTDTTEIFHDSLFNSATAENSMFLTEIAPYLOVGFMEFEARSTISLEGPGAYASAYYDE
INLOENTIEKTLEASDLIEFREFPENNLESOLTEQEINSLWSTDQASAKYQFERYVRDITGG
SLESEDNGVDFNENTALDENY LLNNKIEPSNNVEEAGSKNYVHYIIQLOGDDISYEATCNLE
SENPENSIIIQRNMNESARKSYFLEDDGESILELNKYRIPERLENREKVEVTE IGHGKDEF
NTSEFARLSVDSLSNEISSFLDTIKLDISPENVEVNLLGCNMESY DEFNVEETY PGKLLLS
IMDKITSTLPDVNENSITIGANQYEVRINSEGREKELLAHSGKWINKEEAIMSDLSSKEYT
FEDSIDNELEKAKSKNIPGLASSEDIKTLLLDASVSEPDTREILNNLKLNIESSIGDYIYY
EELEPYVENIIHNSIDDLIDEFNLLENVSDELYELKKILNNLDEKY LI SFEDI SKNNSTYSV
REINKENGESVYVETERELIFSKY SEHITKEISTIKNS T ITDVNGNLLDNIOQLDHTSOVNT
LNAAFFIQSLIDYSSNKDVILNDLETSVEVOLYAQLFSTGLNTIYDEIQLVNLISNAVNDT
INVLPTITEGIPIVETILDGINLGAATKELLDEHDPLLKKELEAKVGVLATNMSLETAAT
VASIVGIGAEVTIFLLPIAGISAGIPSLVNNELLILHDEATSVVNYFNHLSESKKYGPLET
EDDKILVPIDDLVIZEIDFNNNSIKLGTCNILAMEGGSGHTVTGNIDHFFSSPSISSHIE
SLEIYSAIGIETENLDESEKIMMLENAPSRVEWWETGAVPGLRSLENDGTRLLDSIRDLY
PGKEYWREFYAFFDYAITTLKPVYEDTNIKIKLDKDTENFIMPTITTNEIRNKLEYSFDGA
GGTYSLLLSSYPISTNINLEKDDLWIFNIDNEVREISIENGTIKKGKLIKDVLEKIDINK
NELIIGHNQTIDFSGDIDNEDRY IFLTCELDDKISLITEINLVAKSY SLLLSGDENYLISH
LSNTIEKINTLGLDSKNIAYNYTDESNNKYFGAISKTSQKSIIAYKKDSKNILEFYNDST
LEFNSEDFIAEDINVEFMEDDINTITGEY YVDNNTDESIDFSISLVSKNQVEVNGLYLNES
VYSEYLDFVENSDGHHNT SHFMNLE LDN L SFWELFGFENINFVIDEY FTLVGKTNLGYVE
FICDNNENIDIYFGEWKTSSSKSTIFSGNGRNVVVEFPIYNFDTGEDISTSLDFSYEPLYG
IDRYINKVLIAPDLYTELININTNY Y SNEYYPELIVLNPNTFHRRVNINLDSSSFEYENWS
TEGSDFILVRYLEESNKKILOKIRIKGILSNTQSFNKMS IDFKDIKKLSLGY IMSNFKSFEF
NSENELDRDHLGFRIIDNRTYYYDEDSKLVRGLININNSLEYFDPIEFNLVTGWOT INGK
EYYFDINTGAALTSYKIINGKHFYFNNDGVMOLGVEFKGEDGFEYFAPANTONNNIEGQAT
VYQSKFLTLNGEKKYYFDNNSKAVTGWRIINNEKY YFNPNNATAAVGLOVIDNNKYYFNPD
TALISKGWOTVNGERYYEDTDTALAFNGYRTIDGEHFYFDEDCVVKIGVESTSHGEFEYEFA
PANTYNNNIEGQAIVYQSKFLTLNGKEY YFDNNSKAVTGLOQTIDSKKYYFNTNTAEAATG
WOTIDGRRYYFNTHNTAEAATGWOT IDGREYYFNTNTATASTGITI INGKHEYFNTDGIMO
IGVFKGPNGFEYFAPANTDANNIEGQAILYONEFLTLNGKKYYFGSDIKAVTGNRI INNK
EYYENPNNATAATHLCTINNDKYYEFSYDGILONGY ITIERNNEY FDANNESKMVTGVEKG
PHNGFEYFAPANTHNNNIEGOATVYONKELTLNGKRYYFDNDSRAVTGWOT IDGEEYYEFNL
NTAEAATGWQTIDGKKYYFNLNTAEARTGWOTIDGKKYYFNTNTFIASTGY TS INGKHEY
FNTDGIMOIGVEFEGPHNGEFEYFAPANTDANNIEGOALILYQNKF LT LNGKKY YFGSDSKEAVT
GLRTIDGKKYYFNTNTAVAVTGWOTINGKEYYFNTNTSIASTGY TIISGKHFYFNTDGIM
OIGVFKGPDGFEYFAPANTDANNIEGOATIRYONREFLYILHDNIYYFGNNSKAATGWVTIDG
HRYYFEPNTAMGANGYKT IDNKNEFYFRNGLPOIGVEKGSNGEFETFAPANTDANNIEGOA L
RYQNREFLHLLGKIYYFGNNSKAVTGWOT INGKVYYFMEDTAMAAAGGLFEIDGVIYFEGY
DGVKAPGIYG

SEQ ID NO:2 - secuencia de toxina B

MILVNRKQLEKMANVRFRTQEDEYVAILDALEEYHNMSENTVVEKY LKLEDINSLTDIYT
DTYRKEGRNKALKKFREYLVTEVLELENNNLTPVERKNLHEFVWIGGOINDTALNY LNQWED
VNSDYNVNVEYDSNAFLINTLEETVVESAINDTLESFRENLNDPRFDYNKEFFRERMEITY
DROENFINYYRAQREENPELLIDDIVETYLENEYSKEIDELNTY IEESLNKITONSGNDY
RENFEEFKNGESFNLYEQELVERWNLAAASDILRISALKEIGGMYLDVDMLPGIOPDLEES
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IEKPSSVIVDEWEMTKLEAIMKYKEY IPEYTSEHFDMLDEEVOS SFESVLASKSDKSELF
SSLGDMEASPLEVEKIAFNSKGI INQGLISVKDSYCSNLIVEQIENRYKILNNSLNPAISE
DNDENTTTNTFIDS IMAEANADNGRFMMELGKYLRVGEFFPDVKTTINLSGPEAYARAYQD
LLMFEEGSMNIHLIEADLRNFEISKTNISOSTEQEMASLWSFDDARAKAQFEEYKRNYFE
GELGEDDNLDEFSQNIVVDKEYLLEKISSLARSSERGY IHY IVOLOGDKISYEAACNLEFAK
TPYDSVLEQENIEDSEIAYYYNPGDGEIQEIDRKYRKIPSIISDRPKIKLTE IGHGKDEENT
DIFAGFDVDSLSTEIEAAIDIAKEDISPESIEINLLGCHMESY SINVEETY PGELLLEVE
DEISELMPSISQDSIIVEANOYEVRINSEGERELLDHSGEWINKEESITEDISSKEYISE
NPEENKITVESKNLPELETLIQETRNNSNSSDIELEEKVMLTECEINVISNIDTQIVEER
IFEAKNLTSDSINYIKDEFKLIESISDALCDLKOCONELEDSHEISFEDISETDEGFSIRE
INKETGESIFVETEKTIFSEYANHITEEISKIKGTIFDTVNGELVERKVNLDTTHEVNT LN
AAFFIQSLIEBYNSSKESLSNLSVAMKVOVYAQLESTGLNT ITDAAKVVELVETALDETID
LLFTLSEGLEFIIATIIDGVSLGAAIKELSETSDPLLROQEIEARIGIMAVNLTTATTALLT
SSLGIASGEFSILLVPLAGLISAGIPSLVNNELVLRDEATEVVDYFRHVSLVETEGVETLLD
DEIMMPODDLVISEIDFNHNS IVLGKCEIWRMEGGSGHTVIDDIDHFFSAPSITYREPHL
SIYDVLEVOKEELDLSKDLMVLEPNAPMRVEAWETGWT PGLRSLENDGTKLLDRIRDNYEG
EFYWRYFAFIADALITTLKPRYEDTNIRINLDSNTREFIVPIITTEYIREKLSYSEFYGSG
GTYALSLSOYNMGINIELSESDVWIIDVDNVVRDVTIESDEIKKGDLIEGILSTLSIEEN
KIILNSHEINFSGEVNGSNGEVSLTESILEGINAIIEVDLLSKEYKLLISGELKILMLNS
NHIOOKIDYIGFNSELORNIFY SEFVDSEGKENGE INGSTREGLEVSELFDVVLISEVYMD
DSKPSFGYYSNNLEDVEVITEDNVNILTGYYLKDDIKISLSLTLODEKTIKLNSVHLDES
GVAETILEFMNREGNTNT SDSLMSFLESMNIKSIFVNFLOSHNIKFILDANFIISGTTSIGO
FEFICDENDNIQPYFIKFNTLETNY TLYVGNRONMIVEPNYDLDDSGDISSTVINESQKY
LYGIDSCVNEVVISPNIYTDEINITEVYETHNNTYPEVIVLDANY INEKINVNINDLSIRY
VWSNDGHNDFILMSTSEENKVSOVEKIRFVNVEKDEKTLANKLSFNFSDRKODVEVSEIILSET
PSYYEDGLIGYDLGLVSLYNERFY INNFGMMVEGLIY INDSLYYFEPPVNNLITGEVIVG
DDKYYFNPINGGARASIGETIIDDENYYEFNOSGVLOTGVFSTEDGFKYFAPANTLDENLEG
EAIDFTGELIIDENIYYFDDNYRGAVEWKELDGEMHY FSPETGEAFKGLNOIGDYKYYFN
SDGVMOEGEVSINDNEHYFDDSGVMKVGY TEI DGKHEFYFAENGEMOIGVENTEDGFEYFA
HHWNEDLGNEEGEELSY SGILNFNNKIYYFDDSEFTAVVGWEDLEDGSKYYFDEDTAEAY LG
LSLINDGQYYFNDDGIMOVGEFVT INDEVFYFSDSGITESGVONIDDNYEY IDDNGIVQIG
VFEDTSDGEYEYFAPANTYNDNIYGOAVEY SGLVRVGEDVYYFGETYTIETGWIYDMENESD
EYYFNPETEEACKGINLIDDIKYYFDERGIMRTGLI SFENHNYYFNENGEMOFGYINIED
KMEYFGEDGVMOIGVENT PDGFEYFAHONTLDENFEGES INY TGWLDLDEKRYYFTDEYT
AATGSVIIDGEEYYFDEDTAQLVISE

SEQ ID NO:3 - secuencia de fusion 1

MGWOT IDGEKYYFNTNTAIASTGY T INGKHFYFNTDGIMQIGVERGPNGEEY FAPANTDANNIEGQATILYQNEE
LTLNGKEYYFGSDSKAVTGWRI INNKEYYFNPNNATAATHLCT INMDEYYFSYDGEILONGY ITIERNNEYEFDANN
ESEMVTGVFKGPNGFEYFAPANTHNNNIEGQAIVY ONKFLTLNGKEY YFDNDSKAVTGWOTIDGKEY YFNLNTAR
AATGWOTIDGKEY YFNLNTAEAATGWOTI DGKKY YFNTHTFIASTGY TS INGEAFYFNTDGIMO IGVEKGPNGEE
YFRAPANTDANNIEGOAILYONKFLTINGEKY YFGSDSKAVTIGLRT IDGKKYYFNTNTAVAVTGWOT INGKKYYFN
TNTSIASTGYTIISGRHFYFNTDGIMQIGVERGPDGEEYFAPANTDANNIEGQAIRYQNREFLY LHDN IY YEGNNS
KAATGWVTIDGNRYYFEPNTAMGANGYRTI DNENE Y FRNGLEQIGVERGSNGFEYFAPANTDANNIEGQATIRY QN
RELHLLGRIYYFGNNSKAVIGWOT INGRVY Y FMPDTAMAAAGGLFEI DGV I Y FPGVDGYVKAPGEVS ITNDNEHYED
D3GVMRVGY TEIDGKHF Y FAENGEMQIGYVENTEDGFKYFAHHNEDLGHNEEGEE I SY3GILNFUNKIYYFDDSFTA
VVGWEDLEDGSKYYFDEDTAEAY IGLSLINDGOYYFNDDGIMOVGEVTINDRVEYF3DSGI IESGVQUIDDNYEY
IDDNGIVQIGVEDTSDGYRYFAPANTVIDN I YGQAVEY SGLVRVGEDVYYPGETYTIETGWIYDMENESDRYYEN
PETKRACKGINLIDDIKYYFDEKGIMRTGLI SFENNNYYENENGEMOQFGY INLIEDRMEYFGEDGVMQIGVENTED
GFEKYFAHONTLDENFEGESINY TGWLDLDEKRYYFTDEY IAATGSVIIDGEEYYFDPDTAQLYISE

SEQ ID NO:4 - secuencia de fusion 2
MGWOT IDGERYYENTNTAIASTGYTL INGKHFYFNTDGIMQIGVERGPNGEFEYFAPANTDANN IEGQATILYQNEFE

LTLNGREYYEFGSDSKAVIGWRI INNKKY YENPHNAIAAIHLCT INNDEYYESYDGILOQNGY ITIERNNEYEDANN
ESKMVIGVERGPNGEFEYFAPANTHNNNIEGQAIVYQNKE LT LNGRET Y FDNDSKAVIGWOT I DGKKTYFNLNTAE

28



ES 2615737713

AATGWOTIDGKKYYFNLNTAEAATGWQTI DGKEYYFNTNTFIASTGY TS INGKHFYFNTDGIMQIGVFEGFNGEE
YFPAPANTDANNIEGOAILI LYONKEF LT LNGEEYYFGSDSKAVTGLRTIDGKKY YFNTNTAVAVTGHWOTINGKKYYFN
THNTSIASTGYTIISGKHFYFNTDGIMOIGYVEKGPDGFEYFAPANTDANN IEGOAIRYQNRFLYLHDNIYYFGNIS
FAATGWYVTIDGHNEYYFEPNTAMGANGYKT IDNKNEYFRNGLEPOQIGVFEGENGFEY FAPANTDANNIEGQATRY QN
RFLHLLGEIYYFGHNSKAVTGWQTINGKVYYFMPDTAMARAGGLNQIGDYKY YFNIDGVMOKGEFVSINDNKHYFD
DSGVMKVGYTEI DGKHFYFAENGEMO IGVEFNTEDGERKYFAHHNEDLGNEEGEEI SY SGILNFNNKIYYFDDSFTA
YYVGWEDLEDGSKYYFDEDTAEAY IGLSLINDGOY YFNDDGIMOVGFVTINDEVEYFSDSGIIESGVQNIDDNYEFY
IDDNGIVQIGVFDTSDGYKYFAPANTVNDN I YGOAVEY SGLYVRVGEDVYYFGETYTIETGWIYDMENESDKYYFN
PETKKACKGINLIDDIKYYFDEKGIMRTGLISFENNNYYEFNENGEMOFGY INIEDEMFYFGEDGVMOIGVEFNTED
GFEYFAHQNTLDENFEGESINY TGWLDLDEKRYYFTDEYTAATGSVIIDGEEYYFDEPDTAQLVISE

SEQ ID NO:5 - secuencia de fusion 3

MGWQTIDGKKYYFNTNTAIASTGYTI INGKHFYFNTDGIMQIGVFKGPNGFEYFAPANTDANNIEGQATI LYQNEF
LTLNGKEYYFGSDSKAVIGWRI INNKEY YFNPNNAIAARTHLC TINNDKYYFSYDG I LONGY ITTERNNFYFDANN
ESKMVTGVFKGPNGFEYFAPANTHNNNIEGOQAIVYQNKFLTLNGKKY Y FDNDSKAVTGWQT I DGKKYYFNLNTAE
AATGWOTIDGKKY YFNLNTAEARTGWOT IDGKEY Y FNTNTF IASTGY TS INGKHF Y FNTDG IMOIGVFEGPNGEE
YFAPANTDANNIEGOAILYONKFLTLNGKKY Y FGSDSKAVTGLRT IDGKKY YFNTNTAVAVTGWOTINGKKYYFN
THTSIASTGYTIISGKHFYFNTDGIMOIGYFKGPDGFEYFAPANTDANNIEGOAIRYONRFLY LHDNIY YFGNNS
KARTGWVTIDGNRYYFEPNTAMGANGYKT I DNENFYFRNGLPQIGVFKGSNGFEY FAHHNEDLGNEEGEEISYSG
ILNFNNKIYYFDDSFTAVVGWEDLEDGSKY YFDEDTAEAY IGLSLINDGQY YFNDDGIMOVGEVTINDKVEYESD
SGIIESGVQNIDDNYFYIDDNGIVQIGVEDTSDGYKYFAPANTVNDNI YGQAVEY SGLVRVGEDVY YFGETYTIE
TGWIYDMENESDKY YFNPETKKACKGINLIDDIKYYFDEKGIMRTGLI SFENNNY Y FNENGEMOFGY INIEDKME
YFGEDGVMQIGVFNT PDGFKYFAHQNTLDENFEGES INY TGWLDLDEKRYYFTDEY IAATGSVI IDGEEYYFDPD
TAQLVISE

SEQ ID NO:6 - secuencia de fusion 4

MGWQTIDGKEYYFNTNTAIASTGYTI INGKHFYFNTDGIMQIGVFKGPNGFEYFAPANTDANNI EGQATLYQNEF
LTLNGKKYYFGSDSKAVTGWRI INNKKY YFNPNNAIARIHLCT INNDKY YFSYDGILONGY IT IERNNEY FDANN
ESEMVTGVFEGPNGFEYFAPANTHNNNIEGQAIVYONKFLTINGKKY YEDNDSKAVTGHQT IDGKKY YENLNTAE
BATGWQTIDGKKYYFNLNTAEARTGWOTIDGKKYYFNTNTFIASTGY TS INGKHFYFNTDGIMO IGVFKGEPNGFE
YFEPANTDANNIEGOAI LYONEFLTLNGEKY YFGSDSKAVTGLRT I DGKKY YFNTNTAVAVTGWOT INGEKYYFN
TNTSIASTGYTIISGEHFYFNTDGIMOIGVFKGPDGFEY FAPANTDANNIEGORIRYONRFLY LHDNI Y Y FGNINS
KARTGWVTIDGHRYYFEPNTAMGANGYKT I DNKNFYFRNGLPOIGVFKGSNGFEY FAPRNTDANNIEGQAIRYON
RFLHLLGKIYYFGNNSKAVTGWQT INGKVY YFMPDTAMAAAGGET I IDDKNY YFNQSGVLOTGVFSTEDGFKYFA
PANTLDENLEGEAIDFTGKLIIDENIYYFDDNYRGAVEWKELDGEMHYFSPETGKAFKGLNQIGDYKYYFNSDGV
MOKGEVSINDNKHYFDDSGVMEVGY TEIDGKHFYFAENGEMQI GVFNTEDGFKY FAHHNEDLGNEEGEEI SYSGI
LNFNNKIYYFDDSFTAVVGWKDLEDGSKYYFDEDTAERY IGLSLINDGQY YFNDDGIMOVGEVT INDKVEYFSDS
GIIESGVONIDDNYFYIDDNGIVOIGVFDTSDGYKYFAPANTVNDNI YGOAVEYSGLVRVGEDVY YFGETYTIET
GWIYDMENESDKYYFNPETKKACKGINLIDDIKYYFDEKGIMRTGLISFENNNY YFNENGEMOFGY INIEDKMFEY
FGEDGYMQIGVFNTPDGFKYFAHONTLDENFEGES INYTGWLDLDEKRYYFTDEY IRATGSVI IDGEEYYFDPDT
AQLVISE

SEQ ID NO:7 - secuencia de fusion 5

MGWOTIDGEKY YFNTNTATASTGYTI INGKHFYFNTDGIMOIGVFEGPNGFEYFAPANTDANNIEGQAILYQNEFR
LTLNGKEYYFGSDSKAVTGWRI INNKKY YFNPNMNATAATHLCT INNDEYYFSYDGEILONGY ITIERNNEY FDANN
ESEMVTGVFKGPNGFEY FAPANTHNNNIEGOATIVY ONKFLTLNGKEYYFDNDSKAVTGWOTIDGKEYYFNLNTAR
AATGWOTIDGKEY YFNLNTAEAATGNOTI DGKKYYFNTNTFIASTGY TS INGEAFYFNTDGIMOIGVEFKGENGFE
YFAPANTDANNIEGOATILYQNKFLTLHGEKEYYFGSDSKAVTGLRT IDGEEY YFNTNTAVAVIGWOT INGEEYYEFN
THTSIASTGYTIISGEHFYFNTDGIMOIGVFEGPDGFEYFAPANTDANNIEGQATIRYQNRFLYLHDNIYYEFGHNNS
FAATCWVTIDGHNRYYFEPNTAMGANGYKT IDNENE Y FRNGLPQIGVFKGSNGFEYFAPANTDANNIEGQAIRY QN
RELHLLGKIYYFGNNSKAVTGWOT INGKVYYFMPDTAMAAAGGLFEIDGVITYFFGVDGVEAPGIYGGGEFVSINDN
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KHYFDDSGVMEVGEY TEIDGEHFYFAENGEMOIGYVEFNTEDGFKY FAHHNEDLGNEEGEEISY SGILNFNNEIYYFD
DEFPTAVVGWRDLEDGSKYYFDEDTAEAY IGLSLINDGOY YENDDGIMOVGEYVT INDEVEYFSDEGIIESGVQNID
DNYFYIDDNGIVQIGVEDTSDGYRKYFAPANTVNDNILYGOAVEY SGLYVRVGEDVYYFGETYTIETGWIYDMENESD
KYYFNPETEKACKGINLIDDIKYYFDEKGIMRTGLI SFENNNYYFNENGEMOFGY INIEDKMPYFGEDGVMOI GV
FNTPDGFKYFAHONTLDENFEGESINY TGWLDLDEKRYYFTDEYTAATGSYIIDGEEYYFDPDTAQLVISE

SEQ ID NO:8 secuencia de fragmento de toxina A individual

MASTGYTSINGEKHEYFNTDGIMOIGVEKGPNGFEYFAPANTDANNIEGQATLY QNKFLTLNGKEYYFGSDSKAVT
GLRTIDGKEYYFNTNTAVAVTIGWOT INGERYYFNTNTS IASTGYTI ISGEHFYFNTDGIMOIGVEFKGPDGFEYFA
PANTDANNIEGOAIRYQONRFLYLHDNIYY FGNNSKAATGWVTIDGNRYYFEPNTAMGANGYKTIDNENEYFRNGL
POIGVFKGSNGFEYFAPANTDANNIEGOAIRYONRFLHLLGKIYYFGHNNSKAVTGWOTINGKVYYFMPDTAMARA
GGLFEIDGVIYFFGVDGVEAP

SEQ ID NO:9 - secuencia de fragmento de toxina B individual

MILMSTSEENKVSOVKIRFVNVEKDKT LANKLSFNFS DKOQDVEPVSELI ILSFTPSYYEDGLIGYDLGLYVSLYNEKE
YTINNFGMMVESGLIYINDSLY YFEPPVNNLITGEVTVGDDEYYFNPINGGAASIGETI IDDENTYFNOSGVLOTGY
FSTEDGFEYFAPANTLDENLEGEAIDFTGELIIDENIYYFDDNY RGAVEWKELDGEMHY FEPETGKAFKGLNQIG
DYKYYFNSDGVMOEGEY S INDNKHYFDDSGVMEVGY TEI DGKHE YFAENGEMOILGVFNTEDGFEY FAHHNEDLGH
EEGEELISYSGILNFNNKIYYEFDDEFTAVVGWEDLEDGSKYYFDEDTAEAY IGLELINDGOYYFNDDGIMOVGEVT
INDEVEYESDEGLIESGVONIDDNYEFYIDDNGIVQIGVEDTSDGYRYFAPANTVNDN LYGQAVEY SGLVRVGEDY
TYPGETYTIETGWIYDMENESDEY Y FNPETKKACKGINLIDDIKY Y FDERGIMRTGLI SFENNN Y FNENGEMQE
GYINIEDEMFYFGEDGVMQIGVEFNTPDGFKYFAHONTLDENFEGESINY TGWLDLDEKRYYFTDEY TAATGSVII
DGEEYYFDPDTA

SEQ ID NO:10 - secuencia de fragmento de toxina A de fusion 1

MGWOT IDGRRYYFNTNTALIASTGYTI INGRKAFYFNTDGIMOQIGVERGPNGFEYFAPANTDANNIEGQALLYQNEE
LTLNGREYYFGSDSKAVIGWRI INNKEY Y FNPNNALIAAIHLCT INNDRY Y FSYDGILQNGY ITLIERNNEYFDANN
ESEMVIGYERGPNGEEYFAPANTHNNNIEGQATIVIONKE LT LNGRETYEDNDSKAVIGWQT I DGKKYYFNLITAE
AATGWOTIDGKRYYENLNTAEAATGHWOT IDGEKYYFNTNTFIASTGI TS INGEHEYFNTDGIMQIGVFKGPHGEE
YFAPANTDANNIEGOATI LYONKFLTLNGEEY YFGSDSKAVTGLRTIDGEKKYYFNTNTAVAVTGWOTINGKKYYFEFN
THTSTASTGY TIISGEHFYFNTDGIMOIGYEPEGPDGFEYFAPANTDANNIEGOATRYONRFLYLHDNIYYFGNNS
FAATGWVTIDGHRY Y FEPNTAMGANGYKT I DNKNEY FRNGLPOIGVEEGSNGFEYFAPANTDANNIEGOATRYON
RELHLLGRIYYFGNNSKAVIGWQTINGEVYYFMPDTAMAAAGGLEFEIDGVIYFEGVDGVEAR

SEQ ID NO:11 - secuencia de fragmento de toxina A de fusion 2

MGWOTIDGKKYYFNTHNTAIASTGY TI INGKHEFYFNTDGIMOIGVERGPNGFEY FAPANTDANNIEGOAILYONEF
LTLNGERYYFGSDEKAVTGHWRI INNKR Y Y FNENNATAATHLCT INNDKYYFSYDGILONGY ITIERNNEYFDANN
ESKMVTGVFRKGENGFEYFAPANTHNNN IEGOAIVYONKF LT LNGERY Y FDNDSKAYVTGWOTIDGEKY YFNLNTRAE
AATGWOT IDGEKY Y FNLNTAEAATGHWOTI DGRKY Y FNTNTF IASTGY TS INGKAFYFNTDGIMQIGYVFKGEFNGEFE
YFAPANTDANNIEGOATILYONKEFLTLNGEEY YFGSDSKAVTGLRT IDGKEY YENTHNTAVAVTIGWOT INGEEYYFN
TNTSIASTGYTIISGKHFYFNTDGIMOIGYEFKGEDGFEYFAPANTDANNIEGOAIRYQNRFLYLHDNIYYFGNNS
RAATGWYTIDGHNRY YFEPNTAMGANGYKT I DNENEFY FRNGLFOIGVEKGENGFEYFAPANTDANNIEGOAIRYON
RELHLLGKIYYFGNNSKAVTGWOTINGKVYYFMEPDTAMARAG

SEQ ID NO:12 - secuencia de fragmento de toxina A de fusion 3

MGWOT IDGERKYYFNTNTALIASTGY T INGKRFYFNTDGIMOIGVEFRGPNGEEY FAPANTDANNIEGQAT LYQNEE
LTLNGKEYYFGSDSKAVTGWRI INNKEY YENPNNATAATHALCTINNDEY YFSYDGILONGY ITIERNNEY FDANN
ESEMVTGVFKGENGFEYPAPANTHNNNIEGQAIVY ONKFLTLNGKEYYFDNDSKAVTGRNOTIDGKEY YEFNLNTAR
AATGWOTIDGKEY YFNLNTAEAATGNOTI DGEKYYFNTNTFIASTGY TS INGEHFYFNTDGIMOIGVFEGPNGEE
TFAPANTDANNIEGQAILYOQNKEFLTLNGERYYFGSDSKAVTIGLRT IDGERY YFNTHTAVAVTGHOT INGKKYYEN
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THNTSIASTGYTIISGEHEYENTDGIMQIGVEFEGPDGFEYFAPANTDANNIEGQAIRYQNRFLYLHDNIYYFGNNS
KAATGWVTIDGNRYYFEPNTAMGANGYKT IDNKNFYFRNGLPOIGVEFKGSNGFEY

SEQ ID NO:13 - secuencia de fragmento de toxina A de fusion 4

MGWOT I DGKEY YFNTNTATASTGY TI INGEKHFYFNTDGIMOIGVEFKGPNGFEYFAPANTDANNIEGOATLYQNEF
LTLNGKKYYFGSDSKAVTGWRI INNEKY YFNPNNATIAATIHLCTINNDEYYFSYDGILONGY ITIERNNEFYFDANN
ESEMVTGVFKGPNGFEYFAPANTHNNNIEGOAIVYONKF LT LNGKEYYFDNDSKAVTIGWOTI DGKEYYFNLNTAE
AATGWOTIDGEKYYFNLNTAEAATGWOTIDGEKY YFNTNTFIASTGY TS INGEHFYFNTDGIMQIGVFEGPNGEFE
YFAPANTDANNIEGQAI LYQNKF LTINGEEYYFGSDSKAVIGLRTIDGERKY YFNTHNTAVAVTIGWQTINGEEYYEN
THTSIASTGYTIISGEHFYFNTDGIMOIGVFKGPDGFEYFAPANTDANNIEGQATIRYQNREFLYLHDNIYYFGNNS
FAATGWVTIDGHRY YFEFNTAMGANGYET I DHENEYFRHGLPOIGVFEGSNGFEYFAPANTDANNIEGOATRYQN
RFLHLLGEIYYFGNNSEAVTIGWOTINGEVYYFMPDTAMARRG

SEQ ID NO:14 - secuencia de fragmento de toxina A de fusion 5

MGWOT I DGERY YFNTHTATASTGY TI INGEHE YFNTDGIMQIGVFEGPNGFEYFAPANTDANNIEGQATLYQNEF
LTLNGEEYYFGSDSKAVTGHRI INNEKYYFNPNNATRAATIHLCTINNDRYYFSYDGILONGYITIERNNFYFDANN
ESKMVTGVFKGPNGFEYFAPANTHNNNIEGOAIVYONKFLT LNGKKY Y FDNDSKAVTGWOTIDGERY YFNLNTAE
RATGWOTIDGEKY Y FNLNTAEAARTGNOTIDGKEYYFNTHTF IASTGY TSINGKHFYFNTDGIMOIGVFREGPNGEE
YFAPANTDANNIEGOAT LYQNKF LTLNGEEY YFGSDEKAVIGLRT IDGKEY YFNTNTAVAVTGWOT ITNGEEYYFN
THTSIASTGYTIISGEHFYFNTDGIMOIGVFEGPDGFEYFAPANTDANNIEGRQATIRYONREFLYLHDNIYYFGNIS
KAaATGWVT IDGNRY YFEPNTAMGANGY KT IDNENFYFRNGLPOQIGVFEGSNGEFEY FAPANTDANNIEGQATRY ON
EFLHLLGKIIYFGNNSEAVIGWO TINGEVIYFMFDPTAMAAAGGLFEIDGVIYFEFGVDGVKAPGIYG

SEQ ID NO:15 - secuencia de fragmento de toxina B de fusion 1

GEV3INDNEHYFDDSGVMKVGYTELDGKHEYFAENGEMOIGVENTEDGFRYFAHHNED LGNEEGEEISY SGILNE
NNEIYYFDDSFTAVVGHEKDLEDGSEY YFDEDTAEAY IGLELINDGYYFNDDGIMOVGEFVTINDKVEYFSDSGIT
ESGVONIDDNYFYIDDNGIVQIGVEFDTSDOYKYFAPANTVNDNIYGRAVEY SGLVRVGEDVYYFGETYTIETGWI
YDMENESDEYYFNPETEKACKGINLIDDIEYYFDEEGIMRETGLISEFENNNY YFNENGEMQFGY INIEDEMEYFGE
DGVMOQIGVFNT PDGFEYFAHONTLDENFEGESTNY TGWLDLDEKRY YFTDEY IAATGSVIIDGEEYYFDPDTAQL
VISE

SEQ ID NO:16 - secuencia de fragmento de toxina B de fusion 2

GLNQIGDYEYYFNSDGVMORGEVSINDNERYFDDSGVMEVGY TEIDGEHFYFAENGEMOQIGVFNTEDGFEYFAHH
NEDLGHNEEGEEISY SGILNENNKIYYFDDSFTAVVGWEDLEDGSKYYFDEDTAEAY IGLSLINDGQYYFNDDGIM
QVGEFVTINDEKVEFYFSDEGITIESGVONIDDNYFY IDDNGIVOQIGVFDTSDGYEYFAPANTVHDNIYGQAVEY SGLV
RVGEDVYYFGETYTIETGWI Y DMENESDRYYFNPETREACKGINLIDDIKYYFDERGIMRTGLISFENNNYYENE
NGEMOEFGY INIEDEMEFYFGEDGYMOIGVEFNTPDGERYFAHONTLDENFEGES INY TGWLDLDERRYYETDEYTAA
TGSVIIDGEEYYFDPDTAQLVISE

SEQ ID NO:17 - secuencia de fragmento de toxina B de fusion 3

FAHHNEDLGNEEGEEI SYSGILNFNNEIYYFDDSFTAVVGWEDLEDGSKYYFDEDTAEAY IGLSLINDGQYYFMND
DGIMOVGEFVTINDEVEYFSDSGIIESGVQNIDDNYFY IDDNGIVQIGVEDT SDGYKYFAPANTVHNDN I YGQAVEY
SGLVRVGEDVYYFGETYTIETGWIYDMENESDKYYFNPETKKACKGINLIDDIKYYFDEKGIMRTGLISFENNIY
TENENGEMOFGY INIEDKMFYFGEDGVMOIGVEFNTPDGFRKY FAHONTLDENFEGES INY TGWLDLDEERYYFTDE
TIAATGSVIIDGEEYYFDPDTAQLVISE

SEQ ID NO:18 - secuencia de fragmento de toxina B de fusion 4

GETIIDDENYYFNOSGVLOTGVESTEDGFEYFAPANTLDENLEGEATDFTGKLI IDENIYYFDDNYRGAVEWEEL
DGEMHYFSPETGKAFKGLNOIGDYRY YFNSDGVMOKRGF VS INDNEHYFDDSGVMEYVGY TEIDGEHFY FAENGEMO
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IGVENTEDGFEYFAHHNEDLGNEEGEEI SY SGILNFNNKIYYFDDSFTAVVGHWEDLEDGSKYYFDEDTAEAY IGL
SLINDGOYYENDDGIMOVGEVTINDKVEYFSDSGIIESGVONIDDNYFYIDDNGIVQIGVFDTSDGYKYFAPANT
VNDNIYGOAVEY SGLVRVGEDVYYFGETYTIETGWIYDMENESDKYYFNPETEFACKGINLIDDIEYYFDEKGIM
RTGLISFENHNNYYFNENGEMOQFGY INTEDEMFY FGEDGVMOIGVENTPDGFEYFAHQNTLDENFEGES INYTGWL
DLDEERYYFTDEYAATGSVIIDGEEYYFDPDTAQLVISE

SEQ ID NO:19 - secuencia de fragmento de toxina B de fusion 5

GFVSINDNEHYFDDSGVMEVGY TEIDGEHFYFAENGEMOIGVFNTEDGFEYFAHHNEDLGNEEGEEISY SGILNE
NNKIYYFDDSEFTAVVGWRKDLEDGEKYYFDEDTAEAY IGLELINDGQIYFNDDGIMOVGEVT INDREVEYEF3DEGI L
ESGVQNIDDNYFY IDDNGIVOQIGVEFDTSDGYRYFAPANTVHDN I YGQAVEY SGLVRVGEDVYYFGETYTIETGWI
IDMENESDEYYFNPETKRACKGINLIDDIKYYFDERGIMRTGLISFENNNY Y FNENGEMQEGY INLEDEMEYFGE
DGVMQIGVENT PDGERYFAHONTLDENFEGES INY TGWLDLDEKRYYFTDEY IAATGSVIIDGEEYYFDPDTAQL
VISE

SEQ ID NO :20 - secuencia de nucleétidos de F54 Gly

ARTGGCAACCGGTTGGCAGACCATCGATGGCARRAAATATTATTTTAATACCARCACCGCAAT TGCARGCACCGGCTATACCATTATCARCGGCA
RACACTTTTATT T TAACACCGACGECATTATGCAGATTGG TG TG T TIARAGGTCCGRACGECTITGARTACTTIGCACCGGCAAATACCGATEC
CAATAATATTGAMIGCCAGGCCATTCTGTATCAGAATGAATTTCTGACCCTGAACGGCAAMAAATACTACTI TGGCAGCGATAGCARAGCAGTT
ACCGGTTGGCGCATCATCAACAATAAGAAATATTACTTCAACCCGAATAATGCARTTGCAGCAATTCATCTGTGCACCATTAACAACGACRAAT
ATTATTTCAGCTATGACGGTATTCTGCAGARTGGCTACATTACCATCGAACGCARCARCTTTTATTTCGATCCCARCARCGARAAGCARRATGET
GACCGG TG T T I T CAAAG L CCCTAA T G T T T TGAGTAT T TCGCTCCGLCAAACACCCATAATAACAACATTGAAGGICACGCGATCGTTTATCAG
AACAAATTCCTGACGCTCAATGGTAACAAATACTATTTCCATAATCACACCAAACCCCTGACCGCCTGCCACGACAATTCGACCCCGAACARATATT
ACTTTAATCTGAATACCGCAGAAGCAGCARCCGGTTGGCARACGATCGACGGTARARAGTACTACTTCARCCTGARCACAGCCGAAGCAGCCRAC
AGGATGGCAGACTATTGATCGAAAAAAATACTATTTCAACACCAACACCTITATTGCATCTACCGGTTATACCAGCATTAACGGTARACATTTC
TACT AR A A TG TAT AT GO A AT GG TTT T ARA T CCARA T GG T T TG AR TACT T TGCCCCTGCCAATACAGATGCAAATARCA
TG AGGGTCAGGCAATCC TG TACCAAAAC ARAT T TCTGACCCTGAAT GGG AAAARATATTACTT TGGCTAGCGATTCTAARGCCGTTACCGLTCT
GCGTACCATTGATGGTAAAAAATACTACTTTAATACGAATACAGCCGTICCGCTTACAGGCTGGCAGACCAT TAACCCCGAAMAAATACTATTIT
RACACAAATACCAGCATTGCCTCRAACGGGTTATACCAT TAT T TCGGGTARACACTTCTACTTTAATACCGATGGTATTATGCAAATCGGAGTCT
TTAARGGACCTGATGGGTTCGAATATTTTGCGCCTGCGAACACTGATGCGARACAATATCGARAGGACAGGCARTCCGCTATCAGAATCGCTTTCT
GTATCTGCACGRCAACATCTATTATTT TGGCARCAATTCARAAGCAGCCACCGCUTGGGTTACAATTGATGECAACCGCTACTATTTCGARCCG
RATACCGCARTGGGTGCAMR TGECTACARRACCATCGATARTAANAATTTCTATTTTCGCAACGGTCTGCCECAGATCGGGGTATTTARAGGTA
GCAACGGCTTCGARTACT TCGCTCCAGCGRATACGGACGCGAACAATAT TGAGGGTCAAGCGATTCGTTATCAAARCCGTITTCTGCATCTGCT
GGGCAAAATCTACTACTTTGGCAATAACAGTARAMGCAGTTACTGEATGGCAGACAATCAATGETARAAGTGTACTAT TTTATGCCGGATACCGLC
ATGGCAGCAGCCGETGETC TG T TIGAAA T TGATGGCGTGAT CTAT TITT TIGGTGTGGATGGTGTTARAGCACCGEGAATATACGGTGGTACCG
GG TG ACCG GGG T ATGATAAA TAC TAT T T CAAT CCGAT TAA GG TG T CAGCGAGC AT T CCGAAACCATCATCGATGACAADAACTA
TTATTTCAACCACAGCGETGTGCIGCAGACCGETCTGTTTACCACCGAACATGCCTTTAAATATTTTGCGCCAGCGARCACCCTGCATGARAAC
CIGGRAGGCGARGCGATTGAT I TIACCGGCAARCTGAT CAT CGATGAARACATCTATTACT TCGATGATAACTATCGIGGTGCGGTGGAATGEA
RAGARC TGGATGGCGAAA TG AT IATTTT TCTCCGGARRACCGGTARAGCGT TTARAGGCCTGAACCAGATCGGCGATTACARATACTACTTCRAA
CAGCGATGGCGTGATGCAGRAAGGCTTTGTGAGCATC AACCATARC AALCACTATT TCGATGATAGCGETGTGATGARAGTGGGCTATACCGRA
ATTGATGGCAARCAT T TCTACT TCGCGGARAACGGCGAAATGCAGATTGGCGTGTTCAATACCGAAGATGGTTICAARTACTTCGCGCACCATA
ACGARGATCTGGGTAACGARGAAGGCGARGAAA T TAGC TATAGCGGCATCCTGAACTTCARCAACARRATCTACTACTTTGATGATAGCTTTAC
CGCEETGGTGGCTGEAAACGATCTGEGAAGATGGCAGCAAATATTATTTCGATGAAGATACCGCGGAAGCGTATATTGGCCTGAGCCTGATTAAC
GATGGCCAGTACTATTTTAACGATGATGGCATTATGCAGGTGGG T TICGTGACCATTARTGATAAAGTGTTC TATTTCAGCGATAGCGGCATTA
T ARG GG T CAGAAC AT TGAT AT AR C T A T T TACA T CGATCA T AL AT TG T CAGATCGECGTTT I TEATACCAGCCATGLCTA
CAAATATTT CGCACCGCCCAATACCCTGAACGATAACATTTATGGCCAGCCCCTGGAATATAGCCETCTGGICCCTCTGGGCCAACATGTGTAT
TATTTCGGCGAAACCTATACCATCGARACCGGCTGGATTTATGATATGCGAAAACGAAAGCGATAAATATTACTTTAATCCGGARACGAAAAANG
CeTGCAARGGCAT TAACCTGATCGATGATATCAAATACTAT TTTGATGARAARGGCATTATGCGTACCGGTCTGATTAGCTTCGAARACARCRA
CTATTACTTCAACGARAAACGGTGAAR TGCAGTTCGGCTACA TCAM ATCGARGATARAATGTTCTACT TCGECGAMGATGGTGTTATGCAGATT
GETGTTITTAAC A CC L GA T GG T T CAAA T AC T T TG CCA T CAGAA T AC CC T AT AAAATT T CCAA G TGAAACCATTAACTATACCLGCT
GGCTCCATCTGGATGAAAAACGCTACTACTTCACCGATCAATACATTGCCGCCACCGGCACCETCATTATTCGATGCCCARGAATACTACTTCGA
TCCGGATACCGCGCAGCTGETGATTRAGCGARCATCATCATCATCACCAT

SEQID NO :21 - secuencia de aminoacidos de F54Gly
MATGWQTIDGERYYFNTNTAIASTGYTI INGKHFYFNTDGIMOIGVFEGPNGFEYFAPANTDANNIEGQATLYQNEFLTLN
GRKYYFGSDSKAVIGWRI INNKKYY FNPNNATAATHLCTINNDE Y Y FSYDGILONGY I TIERRNFY FDANNESKMYTGVE
EGPNGEFEYFAPANTHNNNIEGOAIVIONEFLTLNGER Y Y FDND SKAVTGHQTIDCRE Y Y FNLNTAEARTCWOTIDGEEKYY

FNLNTAERATGWQT IDGKEYYFNTNTF IASTGY TS INGKHFYFNTDGIM) IGVFKGPNGFEYFAPANTDANNIEGQAILY
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ONKFLTLNGEKYYFGEDSKAVTGLRT IDGKRY YFNTHTAVAVIGHQT INGKEY YFNTRT S IASTGY TI ISCKHFYFNTDG
IMIGVFRGPDGFEYFAPANTDANNIEGQAIRTONRFLYLHDNIY YFGNNSEAATGWVT I DGNRYYFEPNTAMGANGYET
IDNENFYFRAGLPOIGVFEGSNGFEYFAPANTDANNI EGOATRYONRFLALLGEI Y Y FGNNSEAVTGHQT INGEVY YFMP
DTAMAARGGLFEIDGVIYFFGVDGVEAPGLIYGGIGFVIVGDDKYYFNPINGGAASIGETI IDDENY YFNQSGVLOQTGVFS
TEDGFEYFAPANTLDENLEGEAIDFTGKLIIDENIYYFDDHYRGAVEWRELDGEMHY FSPETGEKAFKGLNQIGDYRYYFN
SDGVMORGEFVSINDNEHYFDDSGVMKVGY TEIDGEHF YFRENGENQ IGVINTEDGFKY FAHHNED LGNEEGEEISYSGIL
NFNNEIYYFDDSFTAVVGHEDLEDGSKYYFDEDTAEAY IGLSLINDGQYYFNDDGIMOQVGEVTINDEVFYFSDSGILIESG
VONIDDNYEFYIDDNGIVQICVFDTEDGYKY FAPANTVHDNIYGQAVEYSGLVRVCEDVYYFGETYTIETGWI ¥ DMENESD
KYYFNPETKFRCKGINLIDD IR YFDERGIMRTGLISFENNNY YFNENGEMQFGYINIEDEMFY FGEDGVMQIGVFNTFD

CFRIFAHONTLDENFEGE S INY TGWLDLDERRY Y FTDEY IAATGEVIIDGEEY YFDPDTAQLVI SEHHBHHA

SEQ ID NO :22 - secuencia de nucleétidos de F54 New

ATGGCAACCGGT TGGCAGACCATCGATGGCAARARATATTATTI TAATACCAACACCGCARTTGCARGCACCGGCTATACCATTATCARCGGCA
ARCACTTTTATTTTARCACCGACGGCATTATGCAGAT TGE TG TG TTTARAGGTCCGARCGGCTTTGAATACTTTGCACCGGCARRTACCGATGC
CAATAATATTGRAGGCCAGGCCATTCTGTATCAGAATGAAT T TCTGACCCTGAACGGCARRAARTACTACTTTGGCAGCGATAGCAAAGCAGTT
ACCGRITGGUGCATCATCARCARTAAGARAT AT TACT TCARCCCGRATAATGCAATTGCAGCARTTCATCTGTGCACCATTAACARACGACAART
ATTATTTCASCTATGACGGTATTCTGCAGAATGGCTACATTACCATCGAACGCAACAACTTITATTTCGATGCCAACAACGARAGCAARATGET
GACCGETGCTTTTCAAAGGCCCTAATGGTTTTGAGTATTICGCTCCGGCARACACCCATAATAACARCATTGARGGTCAGGCGATCGITTATCAG
AACARATT TG ACG e TG AR T GG TARGARATAC TAT T TCGAT AR T GACAGCARAGCCGTEACCGECTGECAGACAATTGACGEGAAGARATATT
ACTTTAATCTGRATACCGCAGARGCAGCAACCEGTTCGCARACGATCGACGGTAARARGTACTACTTCAACCTGARCACAGCCGRAGCAGCCRC
AGGATGGCAGACTATTGATGGAAAAARATACTATTTCAACACCAACACCTTTATTGCATC TACCGGTTATACCAGCATTAACGGTARAACATTTC
TACTTCAACACCGATGGTATCATGCAGATCEGCGTTITCAAAGGTCCAMATGGTTTCGAATACTTTGCCCCTGCCAATACAGATGCAAATAACA
TCEAGBGTCAGECAATCCTGTACCAARACARAT TTC TGACCCTGARTGGCAAMAATATTACTTTGGTAGCGATTCTARAAGCCGTTACCGGTCT
GeGTACCATTCAT GG TARRRA AT AC TACT TTAR T ACG AR T AC AGC T TG CGE TTACAGGC TG AGACCATTARCGCCARAARATACTATTTT
ARCACAAATACCAGCATTGCCTCAACGGGTTATACCATTATTTCGEGTAAACACTTCTACTITAATACCGATCGTATTATGCAAATCGGACTCT
TTARAGGRACC T ATGEG I TCGAATAT T TTGUGCCIGCGAACACTGATGCGAACAATAT CGAAGGACAGGCARTCCGCTATCAGARTCGCTTTCT
GTATCTGCACGRCAACATCTATTAT T TTGGCARCAAT TCARAAGCAGCCACCGGCTGGETTACRATTGATGGCAACCGCTACTATTICGARCCG
AATACCGCARTCGGTCCARATGGCTACARAACCATCCATAATARARATTTCTATTTTCGCAACGGTCTGUCCGCAGATCGGGGTATTITARAGGTA
GCARCGGCTTCEAATACTTCGCTCCAGCGAATRCGGRCGCGAACARTAT TGAGGGTCARGCGAT TCGTTATCARARCCGTTTTCTGCATCTGCT
GGGCAAAN T TRCTACT T TGGCART ARCAG T ARAGCAG T TAC TGGATGGCAGACAATCAR TGETARAGTGTACTATTTTATGCCGGATACCGCC
ATGECAGCALGCCGETGETC TG TTTGARAT TGATGGCGTGATCTATTTT T TTGETGTGGATGETETTARMAGCAGTTACCGGCTTTGTGACCETGG
GTGATGATARATACTATITCAATCCGATTAACCGTGCTGCAGCGAGCATTGGCGAAACCATCATCGATGACAARAAMCTATTATTTCAACCAGAG
CeeTe T T CAGACC e TG TG T T T A C A AR AT e C T T T AR A TA T T T TG C A G AACACCCTECATGAAR ACC TG ARGGCGARGOS
ATTGATTT TACCGECAAAC TGATCAT CGAT G ARAAACATCTAT TAC T TCGATGAT AAC AT CL T GG T GOGCTEEAATGCAAAGAACTGGATEGOG
ARATGCATTATT TITCTCCGGARRCCGGTAAAGCGTT TAARGGCCTGRACCAGATCGGCGATTACAARTACTACTTCAACAGCGATGGCGTGAT
GCAGAAAGG T TGTGAGCATCARCGATAACARACAC TATTTCGATGATAGCGG TG TGATGAARGTGGGCTATACCGARATTGATGGCAARCAT
TTCTACTTCGCGGAARACGGCGARA TGCAGATTGGCGTGTTCARATACCGAAGATGGTTTCAAATACTTCGCGCACCATAACGAAGATCTGGGTA
ACGAAGARGGCCAAGAAATTAGCTATAGCGECATCCTGAACT TCARCARCARMATCTACTACTITGATGATAGCTTTACCGCGGTGGTEGGCTG
GAAAGATCTGGRAGATGGCAGCARATATTAT TTCGATGAAGATACCGCGGAAGCGTATATTGGCCTGAGCCTGATTAACGATGGCCAGTACTAT
TTTAACGATGATGGECATTATGCAGETGGGTTTCGTGACCATTAATGATAAAGTGTTCTAT TTCAGCGATAGCGECATTATTGAAAGCGECGTEC
AGAACATTGATGATAACTACTTCTACATCGATGATARACGECATTGTGCAGATCGGCGTTITIGATACCAGCGATGGCTACARATATITCGCACC
GGCCAATACCGTGAACGATARCATTTATGGCCAGGCCGIGGAATATAGCGGTCTGG TG G TG TGEGCGARGATGTGTATTATTTCGGCGARACT
TATACC AT CGARACCGECTGEATTTATGATAT GGAAAACGAAAGCCATARAATATTACTTTAATCCLGAAACGAAAMAACCGTECAAAGGCATTA
ACCTGATCGATGATATCAMRTACTATTTTGATGARARAGGCATTATGCGTACCGETCTGATTAGCTTCGAARACARCAACTATTACT TCARCGA
ARACGETCARATGCAGTTCGGCTACATCAACATCGAAGATAAAATGTTCTACTTCGGCGAAGATGGTGTTATGCAGATTGGTGTITTITAACACC
CCGGATGECTTCARATACTTTGCCCATCAGAATACCCTGGATGAARATTTCGAAGGTGAAAGCATTAACTATACCGGCTGGCTGEGATCTGGATG
ARRRA e TACTAC T T ACCG AT GAA T AC AT TG e A G C A CE TG AT TATT AT GG CGAAGARTACTACT TCCATCCLEGATACCGCGCA
GCTGGTIGATTAGCGARCATCATCATCATCACCAT

SEQ ID NO :23 secuencia de aminoacidos de F54 New
MATGWQTIDGKKYYFNTNTRIASTGYTI INGKHFY FNTDGIM)IGVFKGPNGFEY PAPANTDANNIEGQATILYON
EFLTLNGKKYYFPGSDSKAVIGHRIINNKKYY FNPNNATAAIHLC T INNDEY YFSYDGILONGY ITIERNNFYFDANNESK

MVIGVFKGPNGFEYFAPANTHNNNIEGQAIVYONKFLTLNGEKYYFDNDSKAVTGHWQTIDGKEY YFNLNTAEAATGWOT I
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DGREYYFHLRTAEARTGHQTIDGKEY YFNTRTF IASTGY TS INGKHFYFNTDG IMQ IGVFEGPNGFEYFAPANTDARNIE
GORILYQNKFLTLNGEKY YFGSDSEAVTGLRTIDGKEYYFNTNTAVAVIGHOT INGEKYYFRTNTS IASTGYTIISGKHF
YFNTDGIMOIGVYFRGPDGFEYFAPANTDANNIEGOAIRYONRFLY LHDNIYYFGNNSFAATGWVTIDGNRY YFEPNTAMG
ANGYRTIDNENFYFENGLPQIGVFRGSNGFEYFAPANTDANNIEGOAIRYONRFLOALLGEIY YFGNNSKAVTGROT INGK
VIIFMPDTAMRAAGGLFEIDGVIYFEGVDGVRAVIGFVIVGDDRY YFNF INGGARSIGET IIDDKNT Y FNQSGVLQTGVF
STEDGFKYFAPANTLDERLEGEAIDFTGELIIDENIYYFDDNYRGAVEWKELDGEMHY FSPETGRAFKGLNQIGDYKYYF
NSDEVMQEGFVE INDNFHYFDD SCVHEVCYTEI DGKHFY FAENGEMQ I CVFNTEDGFEYFAHHNED LGHEECEEISYEGT
LNFNNEIYYFDDSFTAVVGWKDLEDGSKYYFDEDTREAYIGLSLINDGQYYFNIDG IMOQVGFVTINDKVFYFSDSGIIES
GVONIDDNYFYIDDNGIVQIGVFDTSDGYRKYFAPANTVRDNIYGQAVEY SCLVRVGEDVYYFGETYTIETGWIYDMENE S
DEYYFRPETFRACKGINLIDD IRYYFPERGIMRIGLISFENNNY Y FNENGEMOFGY INIEDEMFYFGEDGVNQIGVFNTE

DGFEYFAHQONTLDENFEGES INYTGWLDLDEKRYYFTDEYIAATGSVIIDGEEY ¥ FDFDTAQLVISEHHHHHEA

SEQ ID NO :24 secuencia de nucleétidos de F5 ToxB

ATGGCARICGETTGGCAGACCATOGATGGCARARPATATTATTTTAATACCAACACCGUAATTGCARGCACGEOTATACCATTATC AACGGIA
AACACTTTTATT TTARCA N CGACGECATTATGCAGATTGETGTE T TTARAGSTCOGAACGGC TTTGAATACT TTGCACCEGCARATACIGATEC
CARTAATATTGAAGE ICAGSCCATTCTGTATCAGAATGAAT TTCTGROCC TGAACGGCRARARATACTAC TTTGGIAGCGATAGCARMGCAGTT
AT TG G AT AT AR AR T AR G R A A TAT TA T T ARG ARTAA T AL T TG AGT AATT AT TRTG AT CATTAA AR CATAAAT
ATTATTTCAGCTATGRACSETATTOTGCAGAATGGC TACATTAC CATCGAACGCARCAACTTTTATTTCGATGECARC AACGAARGCARRATEGT
GACCGGTGTTTTCARAGGLCC TRATGGTTTTGAGTAT TTOGC TOLGGCAARCACCOATAATAR I AACATTGAAGGTCAGGUGATCGTTTATCAG
AACARATTCCTGACGCTGAATGETAAGRAA TR TATTTCEATAAT GACAGCAAACCCGTCACCGGC TEGCAGACAATTGACGGCARAGARATATT
ACTTTAATCTGAATACCG AGARGTAGCARCCGGTTGGCARACGATCGACGSTARAAAGTAC TACTTCARCCTERAACACAGCCGAAGTAGCCAC
ARG GATGG AR TATTGAT G GARRAAA R TAC TATT T AR A AR A TTTAT TG A T TAC GG TTATAC C AGCATTRAA L GO TARRCATTT
TACTT . AACACCGATSSTAT AT GCAGATCGECETTT T ARAGGETCCARA TGS TTTCGRATACTTTGC CUCTGICAA TACAGA TR ARATARCA
TOGAGGGTCAGGCARTCC TRTACAAARCAARTTTOTGAC I TGAA TG GGARAA LA TATTAC TTTGGTAGI GATTO TAARGLCGT TACCGGTET
G GTACCATTGAT G TAL A AR R TR TA C T T TRATAC G AR TA RGO G T TGO G T TAC AGG I TGO RGAT T AT TARC GEGAARARATA I TATTTT
AAACARATA A AT TG T AR GG TTATA AT TAT T T RS TAAR AT TTU TR TT TARTA L L GAT GETATTAT G ARATOGEAGTLT
TTAAAGGRACCTGATGGETTCGAATATTTTGC GO C TGl GARCAC TEATGCGARCAR TATCGARGSACAGGCAATODGC TATCAGRATCGCTTTCT
GTATCTGCACGACARCATOTATTAT TTTGGOAACART TCRAAAAGUAGCCACCGHOTGGET TACART TGATGLC AR CGC TAC TAT TTOGARCCG
ARTACCGIAATGEGTECARATGECTACRAARCCATCGATAATARARRTTTC TATTTTC GCARCGETOTGCCECRGAT GGG GTATTTARAGGTA
GCAACGGLTTOCAATACTTCGCT O AGCCAR TACGEACGLCAACAA TAT TCGAGGETCARGCGATTCETTATCARAACCGTTTTCTGCATCTGET
GGGCAARRTC TACTACTTTSGCAATAACAGTERAGCAGTTACTGEATGCAGACAATCAATGETAARGTGTACTATTTTATGCOGGATACCGICC
ATGGCAGCAGCC GG TG T TS TTTEAAR T TEAT GG G TEAT I TAT TTTTT TG TS TEEAT 3G TG TTARAGCAG TGRAGICSETCTGATTTATATTA
ACGATASCCTGTATTACTT TARAC C AC TG TGAATARCE TGATTACTGEC TT TG TEAC G TS S GTCATCATARARTAC TATTTC BATC CGATTAR
G TG TGRAGGAGC AT TGO GARAC AT AT CGAT ACAA A R A TATTAT T TORAC CAGAG G TG TGO T GUAGAC GG T TGTTTAGT AL
GARGAT GO TTTARATATTT T G A GA R A O TG A TG ARR A TG ARG I ARG AT TEATTTTA D IGGUARA T TCAT AT OGAT
AARRCAT I TATTACTTCGATGATARCTATCGTGETECGGETGGAAT GEARAGAAC TGGATGGCEARATGCATTATTTTTC TCCGGARACIGETAA
AGUGTTTARAGGCC TGAAC CAGATC GGUGATTAC AR A TAC TAC TTC AR CAGLGATGGUGTGATGCAGAAAGLRI TTTGTGAGCATC AACGATRAL
AAMCACTATTTOGATGATAGC GG TG TGAT GARAGTGG G TATAC CGARATTGATGGCARACATT T TAC TTLGOGZARA L GLUGAARTGURGA
TTGECETETTCAAT A CGAAGAT LT TTCARRTAC TTCG LG CACCATAACGAAGET CTEGGTAACGARCGARGGOGAACARATTRGCTATAGTEG
CATOCTGAACTTCARCARCARRR T TACTACTTTGATGATAGC TTTACCGOGGTEE TGEGCTIEGAAMGATCTGEAAGATGGCAGCARATATTAT
TG AT ARGATAL GG SRR TATAT TGS TEAG L T GA T TARC A TG GO AR TR TATTTTAR GAT GATGCATTATG U AGSTREETT
TCETGACCATTAATGATAAA G T TTC TAT TTCAGC GATAGC GG T AT TATTGARRGCEGCG TG AGARC AT TGATGATRACTACTTCTACATCGA
TEATAR GGG AT TG TGCAGATCGEC G TT T T TEATACCAGCGAT GG TACARATATTTC GCACCGECCARTACCGTEARC GATARCATTTATGEE
CAGHCEETGEAATATAGC G TCTGE TGO T TEGE G AAGATG TS TATTATTTCGCCCRAACITATACCATCGRAACCGEOTGEATTTATGATA
TGEARARCGARRGCGATARATATTACTTTAATCCGGAARCGARRAA RGIGTGCARAGGCATTAACC TGATCSATGATATCAMA TACTATTTTISA
TERAAA RGO AT TAT GG TACCGET U TGAT TR T T GARRAL AR AR TATTAC T T AR GARRAC G TGAAR TGO AGTT RGO TATATU AR
ATCGARGATARAATCETTC TAC TTC GG GAAGAT GG TS TTATGCAGATT GG TS TTTTTARCACCCCGGATGEC T TCAARTAC TTTGCCCATCAGA
ATARCCC TG GATGAMA R TTT CGAA GG THARAGUATTARC TATAT CGHUT O T AT O TGGATGARA AR GOTACTAT TTCAC I GATGARTACAT
T R A G A G ST AT TAT TR AT G ARG AR TA I TA TTO AT G GATA T GG A TR TEAT TAGCGARCAT I AT AT ATOATL
CAT

SEQ ID NO: 25 secuencia de aminoacidos de F5 ToxB

MATGROTIDGKK Y Y FNTNTATASTGY TIINGEHFY FNTDGIMO IGVFEGPHNGFEY FAPANTDANNIEGQAILYON
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EFLTLNGERY Y PG 0SKAVTGWRIINNEE Y YFNPNNATAATHLC TINNDRY Y FEY DG ILONGY ITIERNNEY FDANNESE
MVTGVEEGPNGFEYFAPANTHNNNIEGQATVY CNEFLTLNGEEY Y FDNDSEAVTGWC T I DGEE Y YFNLNTAEARTGWIT I
DEEEY YFNLNTAERATGW T IDGERY YFNTHT FIASTGY TS INGKHF Y FNT DG IMO TGV FRGENGFEY FAPANT DANNIE
GOAILYONKFLTLHGERYY PGS DSKAVTGLRT IDGERY YFNTNTAVAVTEWG T INGEKY Y FNTNTSIASTGY TI ISGEHE
AFNTDGIMO IGVFEGPDGFE YFAPANTDANNIEGOAIRYONRFLY LHON IY Y FCNNSKAATGHYT IDGNEY Y FEEPN TAMS
ANMGYRTIDNENFY FRNGLEPCIGVERGENGEEY FPAPANTDANNIEGOAIRYONRFLALLGKI Y Y FGHNSEAV TEWT ITGE
VYYFMPDTAMAAAGELFEI DGVIYFFEVLGVEAYSELIY INDSLY YFEPPVNNLITGEFVTVGODEY Y FNPINGGARSIGE
TIIDDENY Y FNOSGVLO TGV FETEDGFEY FAPANTLDENLEGEAIDFTGRLIIDENIY Y FDDNYRGAVEWKELD GEMHYF
SFETGEAFEGLNC IGDYEYYFNSDGVMORGEFYVSINDNEHY FODSGVMEVGEYTE IDGEHF Y FAENGEMG IGVENTEDGFEY
FAHHNEDLGHNEEGEEI 3YSGILNFNNEIYYFDDSFTAVVGWEDLEDGSKY Y FDEDTAEAY TGLSLINDGOY Y FRNDDG IMY
VEEVTINDEVEYFSDSGIIESCVONIDDNYFY IDDNGIVOIGVEDTSDEYKY FAEPANTYVNDNI YGOAVEY SGLVREVGEDY
{YFGETYTIET AW IY DCMENE SDEYY FNPETEEACKGINLIDDIEY YFOEKG IMETGLIE FENNNY YFNENGEMO S Y INI
EDEMEYFGEDGVMOIGVEFNTPDGFEY FAHCNTLOENFESES INY TGWLDLDERREY Y FTDEY IAATSSVIIDGEEYYFDPD

TROLVIZEAHHAHHA

SEQ ID NO :26 - secuencia de nucleétidos de F52 New

ATGECAACCEGTTGEGCAGACCATCGATGEGCAAAARATATTATTTTAATACCAACACCGCAATTGCAAGCACCGGCTATACCATTATCAACGGCA
ARCACTTTTATTTTAACACCGACGGCATTATGCAGATTGE TG TGTTTAMAGGTCCGAACGECTITGAATACTTTGCACCGGCAAATACCGATGC
CAATAATATTGRAGGCCAGGCCATTCTGTATCAGAATGAATTICTGACCCTGAACGGCARAARRTACTACTTTGGCAGCGATAGCARAGCAGTT
ACCGETTGGCGCATCATCAACAATAM AAATAT TAC T TCAACCCGAATAATGCAAT TECAGCAATTCATCTGTGCACCATTAACAACGACAAAT
ATTATTTCASCTATGACGGTATTCTGCAGAATCGCTACATTACCATCGAACCGCAACAACTTITATTTCCATGCCAACAACGARACCAAMATGET
GACCGGTGTTTTCAARGGCCCTARTGGTTTTGRAGTATTTCGCTCCGGCARACACCCATARTAACAACATTGRAGGTCAGGCGATCGTTTATCAG
ARCARATTCCTGACGCTGARTGGTARGAAATACTATT TCGATARTGACAGCARAGCCGTGACCGGCTGGCAGACARTTGACGGGAAGARATATT
ACTTTAATCTGRATACCGCAGARGCAGCAACCEGTTEGCARACGATCGACGGTARRAAGTACTACTTCARCCTGARCACAGCCGRAAGCAGCCAC
AGGATGGCAGACTATTGATGGARRAARATACTATTTCAACRCCARCACCTTTATTGCATCTACCGGTTATACCAGCATTARCGGTAAACATTTC
TACT T ARCACCGATGGTATCATGCAGATCEGG T T T TCARAGG TCCAAA TGGTTTCGARTACTTTGCCCCTGCCAATACAGATGCAARTAACA
TCGAGBGTCAGECAATCCTGTACCAARACARATTTC TGACCCTGAATGGCAAMAATATTACTTTGGTAGCGATTCTAAAGCCGTTACCGGTCT
GCGTACCATTGATGGTAAAARATACTACTTTAATACCGAATACAGCCGTTGCGGTTACAGCGCTGGCAGACCATTAACGGGAARAAATACTATTTT
AACACAAATACCALCATTGCCTCAACGGG T TATACCATTAT T T GGG TARACAC T TCTAC T I TAATACCCATGGTATTATGCAAATCGGAGTCT
TTAAACGACCTGATGCGTTCCAATATTTTGCGCCTGCCAACACTGATGCCAACAATATCCAAGCGACAGCCAATCCCCTATCAGAATCGCTTTCT
GTATCTGCACGACAACATCTATTATTTTGGCAACAATTCAAAAGCAGCCACCGGCTGGGTTACAATTGATGGCAACCGCTACTATTTCGARCCG
ARTACCGCARTGGGTGCARRTGGCTACAAARCCATCGATARTARRRATTTCTATTT TCGCAACGGTCTGCCGCAGATCGGGGTATTTARAGGTA
GCAACGGCTTCGAATACTTCGCTCCAGCGAATRCGEGRCGCGAACAATATTGAGGGTCAAGCGATTCGTTATCAARACCSTTTTCTGCATCTGCT
GGGCAAARTCTRCTACT I TGGCARTARCAGTARAGCRGITRC TGGATGGCAGACARTCARTGGTAAAGTGTACTATTTTATGCCGGATACCGCC
ATGGCAGCAGCCGE GG TC TG T TGARAT TCATGGCC TGATC TATTTT T TTGG TG TGGATGGTGTTARAGCAGTGAAAGGCCTGRAACCAGATCG
GCGATTACARATACTACTTCAACAGCGATGECETGATGCAGAAAGSCTTTGTGAGCATCAACGATAACARACACTATTTCGATGATAGCGETGT
GATGARAGTEGECTATACCGARATTGATGGCAAACATTICTACTTCGCGGAARACGGCGAMATGCAGATTGECGTGTTCAATACCGAAGATGET
TTCAAATACTTCGCGCACCATAACGAAGRATCTCGGTAACGARGAAGGCGAAGARAT TAGC TATAGCGGCATCCTGAACT TCAACARCARARTCT
ACTACTTTGATGATAGCTTTACCGCGLTGETCGECTGEARAACATCTGGAAGATGCCAGCAMATATTATTTCGATGAAGATACCGCGGAACCGTA
TATTGGCCTGAGCCTGATTAACGATGGCCAGTACTATTTTAACGATGATGGCATTATGCAGGTGGGTTTCGTGACCATTAATGATAMAGTGTTC
TATTTCAGCGATAGCGGCATTATTGARAGCEGCGTGCAGAACATTGATGATAACTACTTCTACATCGATGATAACGGCATTGTGCAGATCGGLG
TTTITGATACCAGCGATGGCTACARATAT TTCCCACCGECCAATACCETGAACGATAACATTTATGGCCAGEGCEGTGGAATATAGCGGTCTGET
GrETGE TG ARG AT TG AT T AT T T GG CGAAACC TAT AC A T A A A CC G C TG AT TTAT G AT AT GCAARRCC AR AGCCATARATATTAC
TTTAATCCGLAAACGAARAAAGCGTGCARAZGCATTAACCTCATCCATGATATCAAATACTATTTTGATGAAARAGCCCATTATGCGTACCGGTC
TGATTAGCTTCGARAACAACAACTATTACTTCAACGAAAACGGTGAAATGCAGTTCGGCTACATCAACATCGAAGATAAAATGTICTACTTCGG
CGAAGATGGTGT TATGCAGAT TGGTGTTT T TARCACCCCGRATGGC TTCAAATACT TTGCCCATCAGRATACCCTGGATGARRATTTCGARGGT
GAAAGCATTAAC TATACCGECTGRCTGGATCTGGATGAAARACGCTACTACT TCACCGATGAATACATTGCGGCGACCEGCAGCETGATTATTG
ATGGCGARGAATACTACTTCGATCCGGATACCECGCRGC TG TGAT TAGCGARCATCATCATCATCACCAT

SEQ ID NO: 27 - secuencia de aminoacidos de F52 New

HATPGHOTIDGKEY Y FNTHTATASTGY TI INGKHF Y FNTDG IMO IGVEFKGPNGFEY FAPANTDANNIECQAILYONEFLTLN
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GKRIYFGEDSKAVIGWR I INNFRY YFRNPNNATAATHLCTINNDEY YFEYDGILONGY ITIERNNFY FDANNESEMVTGVE
KGPNGFEYFAFANTHNNNIEGQOAIVYONKFLTLNGKKYY FDND SKAVTGHWOTIDGKRY Y FNLNTAEAATGROTIDGREYY
FNLNTAEAATGWOTIDGKKY Y FNTNTFIASTGY TS INGKHFYFNTDGINQIGVFKGPNGFEY FAPANTDANNIEGQAILY
ONKFLTLHNGKKYYFGEDSKAVICLRT IDCKEY YFHTNTAVAVICNQTINGKKY YFNTHTSIASTGYTI ISCKHEYFNTDG
IMQIGVFRGPDGFEYFAPANTDANNIEGQAIRYQNRFLY LHDNIY YFGNNSFEAATGWVT IDGNRY Y FEFNTAMGANGYET
IDNENFYFRNGLPQIGVFKGENGFEY FAPANTDANNIEGOAIRYONRFLHLLGKIY Y FGNNSKAVIGWOTINGEVY Y FMP
DIAMAAAGGLFEI DGV LY FFEVDGVEAVRG LN LG YK Y ¥ FNSDOVMORGEFVE INDNFHYFDDECVMEVGY TEIDGFHEY
FAENGEMQIGVFNTEDGFRYFAHENED LGNEEGEEI S Y SGILNFNNKIYYFDDSFTAVVGWKDLEDGSKYYFDEDTAEAY
IGLSLINDGOYYFNDDGIMOVGFVIINDEVEYFSDSGI IESGVONIDDNYFYIDDNGIVQIGVFDTSDEYKYFAPANTVN
DHIIGOAVEYSGLVREVGEDVYYFGETYTIETGWIYDMENE SDEYYFNPETEFACRGINLIDDIRYYFDERGIMRTGLISF
ENNNYYFNERGEMOFGY INIEDEMFY FGEDGVMQIGVENTPDGFKY FAHONTLDENFEGESINY TGRLDLDEKRYYFTDE

YIAATGSVIIDGEEYYFDFDTAQLVISEHERHHE

SEQ ID NO:28 - secuencia de toxina A fragmento de F54 Gly

MATGWOTIDGKKYYFNTNTAIASTGY TIINGKHFYFNTDGIMOIGVEFKGPNGFEY FAPANTDANNIEGQATLYON
EFLTLNGEKYYFGSDSEAVTGWRI INNEKY YFHNPNNATAATHLCT INNDEY YESYDGILONGY ITIERNNEYTFDA
NHESKMVTGVFEGPNGFEYFAPANTHNNNIEGQAIVYONKFLT LNGEEYYFDNDSKAVTGWOT IDGKEYYFNLNT
AFRAATGWOTIDGKEYYFNLNTAEAATGWOT IDGEKY Y FNTNTFIASTGY TS INGKHEY FNTDGIMOIGYFKGPNG
FEYPAPANTDANNIEGOAILYONKFLTLNGKKYYFGEDSKAVTGLRTIDGEKYYFNTNTAVAYTGWOTINGKEYY
FNTNTSIASTGYTIISGKHFYFNTDGIMOIGVEFEGPDGFEYFAPANTDANNIEGQATRYONRFLY LHDNIYYFGHN
NSKARATGWYVTIDGNRYYFEPNTAMGANGYKT IDNKNE YFRNGLPOIGVFEGESNGFEYFAPANTDANNIEGQAIRY
ONRFLHLLGKIYYFGHNNSKAVTGWQTINGEVY YFMPDTAMARZAGGLFEIDGVIYFFGVDGVEAPGIYG

SEQ ID NO:29 - secuencia de toxina A fragmento de F54 New

MATGWOT IDGERY Y FNTNTALASTGY T I INGKHFYFNTDGIMOIGVEFRKGPNGFEYFAPANTDANNIEGQAILYON
EFLTLNGEEYYFGSDSKAVTGWRI INNEKKY YFNPNNATAATHLCTINNDEY YEFSYDGILONGYITIERNNEYFDA
NNESEMVTGVFKGPNGFEYEAPANTHNNNIEGOATVYONKF LTLNGEE Y YFDNDSKAVTGWOTIDGKEY YFNLNT
AEAATGWOTIDGKEYYFNLNTAEAATGWOT I DGEKY YFNTNTFIASTGY TS INGEHFYFNTDGIMO IGVFREGPNG
FEYFAPANTDANNIEGOAILYONKFLTLNGEKEYYFGEDSKAVIGLET IDGERY YFNTNTAVAVTGHOT INGEEY Y
FNTHTSIASTGYTLISGEHEYFHNTDGIMOIGVEKGPDGEFEYFAPANTDANNIEGQAIRYONRFLYLHDNITYEFGHN
NSKAATGWYTIDGNRYYFEPNTAMGANGY KTIDNKNEYFRNGLPQIGVEKGSNGFEYFAPANTDANNIEGQATRY
ONRFLHLLGKIYYFGHNSKAVTGWOQT INGKVYYFMPDTAMARAGGLFELIDGY IYFEGVDGVEAY

SEQ ID NO:30 - secuencia de toxina A fragmento de F5 ToxB

MATGWQTIDGKKYYEFNTNTATIASTGYTI INGKHFYFNTDGIMOIGVEKGPNGFEYFAPANTDANNIEGQALILYQON
EFLTLNGKEYYFGSDSKAVTGWRIINNKEY YFNPUNATAAIHLCTINNDEY YFSYDGILONGY ITIERNNFYFDA
NNESFMVTGVFRKGPHNGFEYFAPANTHNNNIEGOATVYQNEFLT LNGEKEY YFDNDSEAVTGWOT IDGEEY YFNLNT
AEARTGWQTIDGEEY YFNLNTAEAATGWOT IDGKKY YFNTNTF IASTGY TSINGEHFYFNTDGIMOIGVFEGPNG
FEYFAPANTDANNIEGQAILYQNKFLTLNGKEY Y FGSDSKAVTIGLRT I DGEREYYFNTNTAVAVTIGWQT INGEEY Y
FNTNTSIASTGYTIISGKHEYFNTDGIMOIGVEFKGPDGFEYFAPANTDANNIEGOAIRYONRFLYLHDN I YYFGHN
NSKAATGWVT IDGNRYYFEPNTAMGANGYKTIDNKNFYFRNGLPQIGVEFKGSNGFEYFAPANTDANNIEGOAIRY
QNRFLHLLGKIYYFGNNSKAVIGWOT INGKVYYFMPDTAMARAGGLEEI DGV IYFEFGVDGVEAY

SEQ ID NO: 31 - secuencia de toxina A fragmento de F52 New
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MATGWOT IDGEKYYFNTNTAIASTGY TI INGKHFYFNTDGIMOIGVFKGPNGFEY FAPANTDANNIEGOAILYON
EFLTLNGKEKYYFGSDSEAVTGWRI INNKEY YFNPNNATAATHLC TINNDEYYFSYDGILONGYITIERNNEYE DA
NHNESEMVTGVFEGPHGFEYFAPANTHNNNIEGOATVYQNKE LT LHGEEYYFDNDSKAVTIGWQTIDGEEYYFNLNT
AREAATCGWOTIDGEKYYFNLNTAEARTGWOTIDGKKYYFNTNTFIASTGYTSINGKHFYFNTDGIMOQIGYFKGPNG
FEYFAPANTDANNIEGQAILYONKFLTLNGKKYYFGSDSKAVTGLRT IDGKEYYFNTHTAVAVTGWOT INGEKYY
FNTHTSIASTGYTIISGKHEYFNTDGIMOIGVFEGPDGFEYFAPANTDANN IEGQATRYQNRFLYLHDNIYYEGH
NSKEAATGWVTIDGNRYYFEPNTAMGANGYKTIDNENFYFRNGLPQIGVFEGSNGFEYFAPANTDANNIEGOATIRY
ONEFLHLLGKIYYFGNNSEAVTGWT INGEVY YFMPDTAMARAGGLFEIDGVIYFFGVDGVEAY

SEQ ID NO:32 - secuencia de toxina B fragmento de F54Gly

TGEVIVGDDEYYFNPINGGRAASIGETIIDDENY Y FNQSGVLOTGVESTEDGFEYFAPANTLDENLEGEAT DFTGE
LIIDENIYYEDDNYRGAVEWKE LDGEMHYE S PETGRAFEGLNOIGDYRY YFNSDGVMOKGEVE INDHNEHYEFDDS G
YMEVGYTEI DGKHFY FAENGEMO IGVFNTEDGFEKY FAHHNEDLGNEEGEEI SY SGILNFNNEI Y YFDDSFTAVVG
WHDLEDGSKYYFDEDTAEAYIGLSLINDGOYYFNDDGIMOVGEVTINDKVEFYFSDSGIIESGVONIDDNYFYIDD
NGIVOIGVFDTSDGYKYFAPANTVNDNI YGOAVEY SGLVRVGEDYVYYFGETYTIETGWI YDMENESDEYYFNPET
KHACKGINLIDDIKYYFDEEGIMRTGLI SFENNNY Y FNENGEMQFGY INIEDEMFYFGEDGVHMQIGVFNT PDGEE
YFAHQUTLDENFEGES INY TGWLDLDEERYYFTDEY IAATGSVIIDGEEYYFDPDTAQLVISE

SEQ ID NO:33 - secuencia de toxina B fragmento de F54 New

TGEVIVGDDRYYFNPINGGAAS IGET L IDDENYYFNOSGVLOTGVESTEDGERYFAPANTLDENLEGEATDETGK
LIIDENIYYFDDNYRGAVEWKELDGEMAYFS PETGRAFKGLNQLGDYKYYFNSDGYMORGEVS INDNKHYFDDSG
VMEVGY TEIDGKHFYFAENGEMO I GVEFNTEDGFEYFAHHNEDLGNEEGEEI SYSGILNENNEIYYFDDSETAVVG
WEDLEDGSKYYFDEDTAEAY IGLELINDGOYYFNDDGIMOVGEVT INDEVEYFSDSGIIESGYONIDDNYEYIDD
HNGIVOIGVEDTSDGYRKYFPAPANTVNDN IXGOAVEY SGLVRVGEDVYYFGETYTIETGWLYDMENESDEYYFNPET
ERACKGINLIDDIKYYFDERGIMRTGLISFENNNY TFNENGEMOEGY INIEDEMEYFGEDGVMOLGVENT PDGEK
TFAHONTLDENFEGES INYTGWLDLDEKRYYFTDEYIAATGSVIIDGEEYYEDPDTAQLVISE

SEQ ID NO:34 - secuencia de toxina B fragmento de F5 ToxB

SELIYINDSLYYFEPPVNNLITGFVTVGDDKYYFNPINGGAASIGETIIDDKNY YFNOSGVLOTGVESTEDGFKY
FAPANTLDENLEGEAIDFTGKLI IDENIYYFDDNYRGAVEWKELDGEMHY ' SPETGRAFKGLUQIGDYRYYFHNED
GYMOKGEVSITNDNEHYFDDSGVMEVGY TET DGRHE Y FAENGEMQ IGVENTEDGERKYFAHHNEDLGNEEGEELSTS
GILNFNNEIYYFDDSFTAVVGWEDLEDGSKYYFDEDTAEAY IGLELINDGQYYENDDGIMOVGEVTINDEVETE'S
DSGITESGVONIDDNYFYIDDNGIVOIGVEDTSDGYKYFAPANTVNDNIYGOAVEY SGLVRVEGEDVYYFGETYTI
ETGWIYDMENESDEYYFNPETHKACKGINLIDDIKY YFDEKGIMRTGLISFENNNYYFNENGEMOFGY INTEDEM
FYFGEDGVMOIGVFNTPDGFKYFAHONTLDENFEGES INY TGWLDLDEKRYYFTDEY TAATGSVIIDGEEYYFDE
DTAQLVISE

SEQ ID NO:35 - secuencia de toxina B fragmento de F52 New

KGLNQIGDYRKYYFNSDGVMORGEVSINDNEHY FDDSGVMEVGY TELIDGKHF T FAENGEMQIGVEFNTEDGERYFAH
HNEDLGNEEGEEISY SGILNFNNKIYYFDDSFTAVVGHEDLEDGSEYYFDEDTAFAY IGLSLINDGQY Y FNDDGT
MOVGEVIT INDRVEYESDESGIIESGVONIDDNY Y IDDNGIVOIGVEDTSDGYKYFAPANTVNDN I YGQAVEYSGL
VRVGEDVIYPGETYTIETGWI Y DMENESDRYYFNPETRKACKGINLIDDIKYYFDERGIMRTGLISFENNNTYEN
ENGEMQEFGY INIEDEMEYFGEDGVMOIGYVENTPDGEFRYFAHONTLDENFEGESINY TGWLDLDERRYYETDEYTA
ATGSVIIDGEEYYFDPDTAQLVISE
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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FIGURA 4
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FIGURA 5
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FIGURA 6
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FIGURA 7
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FIGURA 8
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FIGURA 9
UV lejana con DC de Fusiones ToxA-ToxB
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FIGURA 10
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FIGURA 11

20100673 : Inmunizacién de ratones con C.difficile ToxA Cter, ToxB Cter y proteinas de
fusion de 22 generacion formuladas en AS03B
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FIGURA 12

Post I
20100673 : Inmunizacion de ratones con C.difficile ToxA Cter, ToxB Cter
y proteinas de fusion de 22 generacion formuladas en AS03B
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FIGURA 13

20100673 : Inmunizacion de ratones con C.difficile ToxA Cter, ToxB Cter y proteinas de
fusion de 22 generacion formuladas en AS03B
Elisa a-ToxB: concentraciones (ug/ml) en sueros Post Il
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FIGURA 14

20100673 : Inmunizacion de ratones con C.difficile ToxA Cter, ToxB Cter y proteinas de
fusion de 22 generacion formuladas en AS03B

10000
640
1000 320 390
320 320
160 160 80 80 160 20
100
20 40 20
20
10 | l
1 -
2 ® @ @ 2 ° ° ® o 2 2 @ @ 2 o
] @ @ 7] @ 7] ] @ F=a
§1 818|888 8|2/2|28|28 8|8 2%
[sTh] an Qo an an an [=Tv] oo an [+Th] an an an L") 0
< < < < < < < < < < < < < < >
11} oo oo an oo an oo oo an [« oo oo oo oo g |
5 3 4 5 3 3 3 3 3 3 I 3 3 3 |
o o (=] (=] o o o o on o (3] m o o [« I
-l —l ~— —l o —l — 6
w
ToxA [ ToxB | F1 F2 F3 F4 F5 |ToxA |ToxB| F1 F2 F3 F4 F5 %
(aa | (a2 (aa | (aa 2
2387-11750- 2387-|1750- < |
2706)|2360) 2706)|2360) |

52



ES2 61573713

FIGURA 15
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F54 New Lot BMP156 (23sep2011)
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FIGURA 16

UV lejana con DC de nuevas proteinas de fusién
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FIGURA 17

UV cercana con DC de nuevas construcciones
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FIGURA 18

ES2 61573713

Inmunizacién de ratones con proteinas de fusion de C.difficile formuladas en AS03B .

ELISA Anti-ToxA : titulos ELISA (pg/ml) en sueros individuales Post lll
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FIGURA 19

ES2 61573713

Inmunizacién de ratones con proteinas de fusion de C.difficile formuladas en AS03B Anti-
ELISA Anti-ToxB: titulos ELISA (pg/ml) en sueros individuales Post il
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FIGURA 20

Inmunizacion de ratones con proteinas de fusion de C.difficile formuladas en AS03B Ensayo
de inhibicidn de la hemaglutinacién : titulos de inhibicion en sueros agrupados Post llI
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FIGURA 21

ES2 61573713

Inmunizacién de ratones con proteinas de fusion de C. difficile formuladas en AS03B Ensayo
de inhibicion de citotoxicidad en células HT29: titulos de inhibicion en sueros agrupados
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FIGURA 22

ES2 61573713

Inmunizacién de ratones con proteinas de fusion de C. difficile en AS03B Ensayo de
inhibicion de citotoxicidad en células IMR90 (para ToxB): titulos de inhibicion en sueros
agrupados Post il
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