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DESCRIPCION
Polipéptido aislado de las proteinas toxina A y toxina B de C. difficile y sus usos
Campo de la invencion

En la presente memoria se describe un polipéptido aislado que contiene los dominios de unién al receptor de la
toxina Ay la toxina B de Clostridium difficile y su uso como vacuna. Este polipéptido aislado proporciona inmunidad
antitoxina contra ambas toxinas.

Antecedentes de la invencion

Clostridium difficile es la principal causa de diarrea intrahospitalaria asociada a antibiéticos y se ha convertido en un
problema sanitario considerable en hospitales, residencias de ancianos y otros centros de asistencia sanitaria. El
costo para los hospitales se ha estimado en 2 mil millones de doélares en Europa y 3,2 mil millones de dolares en
Estados Unidos.

El agente causal es una bacteria gram positiva anaerobia, formadora de esporas, que se encuentra cominmente en
el ambiente, pero que también esta presente en el tubo intestinal del 2 al 3 % de la poblacion adulta sana. La
enfermedad asociada a C. difficile (EACD) se induce por medio de la alteracién de la flora normal del colon,
generalmente como resultado de la administracion de antibidticos. Tras la exposicion a las esporas de C. difficile en
el ambiente, el organismo puede colonizar la mucosa intestinal, donde la produccién de toxinas que causan la
enfermedad puede resultar en una EACD. La enfermedad puede presentarse como una diarrea leve, sin
complicaciones, a una colitis pseudomembranosa y megacolon téxico graves.

La EACD se ha vuelto cada vez mas problematica en entornos de asistencia sanitaria. Un estudio reciente informo
que el 31 % de los pacientes hospitalizados que reciben antibiéticos es colonizado por C. difficile y el 56 % de dichos
pacientes colonizados desarrolla posteriormente una EACD. En general, C. difficile es responsable de 10 a 25 % de
todas las diarreas asociadas a antibidticos, 50 a 75 % de las colitis relacionadas con antibidticos y 90 a 100% de las
colitis pseudomembranosas relacionadas con antibiéticos. El tratamiento de la EACD implica suspender el antibiético
causal y posteriormente tratar con metronidazol o vancomicina. La recurrencia tras la suspension del tratamiento con
el antibidtico se produce en aproximadamente 20 % de los pacientes, a menudo como resultado de la recolonizacion
por C. difficile.

En 2003, un brote de C. difficile en Quebec, Canada indicé la aparicién de una cepa mas virulenta de C. difficile
conocida como North American Phenotype 1/027 (NAP1). NAP1 se ha asociado con una mayor virulencia,
respuestas deficientes y tasas de morbilidad y mortalidad mas altas en comparacion con las cepas anteriores. La
aparicion de esta cepa se suma a los problemas ya encontrados para intentar detener la incidencia de la EACD.

La fidaxomicina (Dificid®) para la prevencion de la enfermedad recurrente es el primero de una nueva clase de
farmacos antibiéticos macrociclicos de espectro reducido (Revill, P.; Serradell, N.; Bolos, J. (2006). "Tiacumicin B:
macrolide antibiotic treatment of C. difficile-associated diarrhea". Drugs of the Future 31 (6): 494-497). Es un
producto de fermentacién obtenido del actinomiceto Dactylosporangium aurantiacum subespecie hamdenesis. La
fidaxomicina es no sistémica, es decir, que se absorbe minimamente en el torrente sanguineo, es bactericida y ha
exhibido una erradicacion selectiva de Clostridium difficile patdgena con alteracion minima de las multiples especies
de bacterias que conforman la flora intestinal sana, normal. Mantener condiciones fisiolégicas normales en el colon
puede reducir la probabilidad de recurrencia de la infeccion por Clostridium difficile (Johnson, Stuart (2009-06).
"Recurrent Clostridium difficile infection: a review of risk factors, treatments, and outcomes". Journal of Infection 58
(6): 403-410). Aunque se cree que la introduccion de esta nueva clase de farmaco antibiotico mejorara el tratamiento
de EACD, existe todavia la necesidad médica de un farmaco preventivo, en especial, para pacientes de alto riesgo
tales como ancianos y pacientes inmunodeprimidos.

La EACD es el resultado de las acciones de dos exotoxinas producidas por C. difficile, la toxina A y la toxina B
(también denominadas CTA y CTB, respectivamente). Ambas toxinas son proteinas secretadas de alto peso
molecular (~300 kDa) que poseen multiples dominios funcionales (Voth DE y Ballard JD, Clinical Microbiology
Reviews 18:247-263 (2005)). El dominio del extremo N de ambas toxinas contiene actividad de ADP-
glucosiltransferasa que modifica las GTPases similares a Rho. Esta modificacion provoca una pérdida de
polimerizacion de actina y cambios citoesqueléticos que resultan en la alteracion de las uniones estrechas epiteliales
del colon. Esto conduce a una exudacion excesiva de fluido hacia el colon y a la diarrea resultante. EI dominio
central contiene un dominio hidréfobo y se prevé que participe en el transporte a través de la membrana. EI dominio
en el extremo C de ambas toxinas contiene multiples regiones homdélogas denominadas unidades repetitivas (UR)
que participan en la unién de la toxina a células objetivo (Ho ef al, PNAS 102:18373-18378 (2005)). Las unidades
repetitivas se clasifican en cortas (21-30 aminoacidos) o largas (~50 aminoacidos). Las unidades repetitivas se
combinan para formar aglomeraciones, donde cada uno contiene generalmente una unidad repetitiva larga 'y de 3 a
5 cortas. La toxina A de longitud completa posee 39 unidades repetitivas (URA) organizadas en 8 aglomeraciones
(Dove et al. Infect. Immun. 58:480-488 (1990), mientras que la toxina B de longitud completa contiene 24 unidades
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repetitivas (URB) organizadas en 5 aglomeraciones (Barroso et al, Nucleic Acids Res. 18:4004 (1990); Eichel-
Streiber et al, Gene 96:107-113 (1992)).

Diversos estudios, con modelos animales y en clinica, han indicado que un anticuerpo antitoxina participa en la
proteccion contra la enfermedad asociada a C. difficile. Hdmsteres inmunizados con toxina A y toxina B inactivada
con formalina generaron niveles elevados de anticuerpo antitoxina y fueron protegidos contra una exposicion letal a
bacterias C. difficile (Giannasca PJ y Warny M, Vaccine 22:848-856 (2004)). Ademas, la transferencia pasiva de
anticuerpo antitoxina de ratén protegid a los hamsteres de un modo dependiente de la dosis. Kyne L et al. (The
Lancet 357:189-193 (2001)) informaron que el desarrollo de una respuesta de anticuerpo antitoxina A durante un
episodio inicial de CDAD se correlacioné con la proteccion contra la recurrencia de la enfermedad.

Los determinantes reconocidos por los anticuerpos antitoxina protectores se localizaron en el dominio del extremo C
que contenia las unidades repetitivas que funcionan como el dominio de union al receptor. Inicialmente, Lyerly et al.
(Current Microbiology 21:29-32 (1990)) revelaron que el dominio del extremo C de la toxina A que contiene 33
unidades repetitivas es capaz de inducir la produccion de anticuerpo antitoxina neutralizante y puede proteger contra
la infeccion por C. difficile. En este estudio, los hamsteres recibieron mdltiples inyecciones subcutaneas con el
polipéptido recombinante purificado antes de la exposicion a las bacterias, sin embargo, solamente se logré una
proteccion parcial. Otro estudio (Ryan ef al., Infect. Immun. 65:2941-49 (1997)) exhibié que el polipéptido aislado del
extremo C de CTA que contiene 720 residuos de aminoacidos y la sefial de secrecién de hemolisina A de E. coli
(expresada en Vibrio cholerae) indujeron inmunidad protectora sistémica y en la mucosa contra una dosis pequefia
de CTA en el modelo de EACD en conejo.

También se informd que la respuesta de anticuerpo contra el dominio del extremo C de ambas toxinas A y B fue
necesario para lograr una proteccion completa (Kink y Williams, Infect. Immun. 66:2018-25 (1998), patente
estadounidense N. °© 5.736.139, 1998)). Este estudio revel6 que el dominio del extremo C de cada toxina era el mas
eficaz para generar anticuerpos neutralizantes de toxinas. Demostrd la eficacia de los anticuerpos aviarios
administrados por via oral (antitoxina) generados contra el dominio del extremo C de CTA y CTB en el modelo letal
en hamster. Estos resultados también indican que la antitoxina puede ser eficaz para el tratamiento y la atencion del
paciente con EACD en humanos. En otro estudio, se informd que los anticuerpos monoclonales antitoxina A y B
humanos confieren proteccion contra la mortalidad inducida por C. difficile en hamsteres (Babcock et al., Infect.
Immun. 74:6339-6347 (2006)). La proteccion solo se observé en anticuerpos dirigidos directamente contra el dominio
de unién al receptor de cualquiera de las dos toxinas y se observo una proteccion potenciada tras el tratamiento con
anticuerpos antitoxina para ambas Ay B.

Por otro lado, Ward et al. (Infect. Immun. 67: 5124-32 (1999)) consideraron 14 unidades repetitivas de la toxina A de
C. difficile (14 CTA) para el estudio de la actividad adyuvante. Se clonaron las unidades repetitivas y se expresaron
con una etiqueta de polihistidina en el extremo N (14 CTA-HIS) o fusionadas al dominio de unién no téxico de la
toxina tetanica (14 CTA-TETC). Ambas proteinas de fusion administradas por via intranasal generaron anticuerpos
antitoxina A en suero, pero no hubo respuesta en la superficie de las mucosas en ratones. Se observaron respuestas
antitoxina A sistémicas y en las mucosas tras la coadministracion con la toxina termolabil (TL) de E. coli o su forma
mutada LTR72. En funcién de estos datos, Ward et al. sugirieron el uso de la fusion 14 CTA-TETC no téxica como
adyuvante mucosal para la vacuna humana dirigida contra patégenos clostridiales.

Los estudios bioquimicos recientes sobre los dominios de unidades repetitivas de las toxinas de C. difficile han
examinado los requisitos de secuencia minimos para la formacién de una estructura terciaria estable (Demarest SJ
et al., J. Mol. Bio. 346:1197-1206 (2005)). Se hallé un péptido de 11 unidades repetitivas derivado de la toxina A que
presentaba una estructura terciaria correcta, pero 6 y 7 unidades repetitivas de las toxinas A y B no la presentaban.
Se hallé que el segmento de 11 unidades repetitivas correctamente plegado conservaba la propiedad de unién al
receptor. Un segundo estudio examind las propiedades funcionales de los fragmentos de toxina A que contenian 6,
11 o 15 unidades repetitivas (Dingle T, Glycobiology 18:698-706 (2008)). Solo las 11 y 15 unidades repetitivas fueron
capaces de inhibir de forma competitiva la capacidad de neutralizaciéon de toxina del anticuerpo antitoxina A. Aunque
se hall6 que los 3 fragmentos presentaban actividad hemoaglutinante, los fragmentos mas largos exhibieron
actividad hemoaglutinante mas elevada que los fragmentos mas cortos. Los datos indican que la estructura de
dominio de unién al receptor y la inmunogenicidad de la toxina se conservan en los fragmentos de dominio que
contienen mas de 11 a 14 repeticiones.

Thomas et al. (WO97/02836, patente estadounidense N. ° 5.919.463 (1999)) también describieron la toxina A y
toxina B de C. difficile y determinados fragmentos de las mismas (p. €j., el dominio del extremo C que contiene
algunas o todas las unidades repetitivas) como adyuvantes mucosales. Mostraron que la administracion intranasal
de CTA o CTB potencié de forma significativa la respuesta inmunitaria en las mucosas a un antigeno heterélogo tal
como ureasa de Helicobacter pylori, ovalbumina o hemocianina de lapa californiana (KLH, por sus siglas en inglés)
en multiples compartimentos de ratén y se asocid con la proteccion contra la exposicion a Helicobacter. Ademas, se
evaluo la actividad adyuvante de una proteina de fusion de toxina A: se fusionaron 794 residuos de aminoacidos del
extremo C de CTA que comprendian URA (unidades repetitivas de toxina A) con glutation-S-transferasa (GST) y el
polipéptido GST-URA resultante se expresd en E. coli. Este estudio demostr6 una mejora significativa en la
respuesta inmunitaria mediante GST-URA a antigenos coadministrados en suero y secreciones mucosales.
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Todos estos estudios sugieren el uso potencial de una proteina recombinante no téxica que comprende la toxina A o
la toxina B de C. difficile, o fragmentos de las mismas, o sus combinaciones para producir una vacuna activa contra
EACD. Actualmente, no existe en el mercado una vacuna contra C. difficile, aunque se ha evaluado una vacuna
candidata que consiste en toxinas A y B enteras destoxificadas con formalina en estudios en fase | y lla con
humanos. Se ha informado que la inmunizaciéon por via parenteral con esta vacuna induce respuestas de IgG
antitoxina y anticuerpo neutralizante de toxina (Kotloff KL et al., Infect. Immun. 69:988-995 (2001); Aboudola S et al.,
Infect. Immun. 71:1608-1610(2003)).

La bibliografia ademas indica que la construccion de una proteina de fusidon recombinante que contiene dominios de
union al receptor de las toxinas A y B de C. difficile, ya sean completas o con fragmentos de las mismas, seria un
estrategia eficaz y comercialmente viable para el desarrollo de una vacuna. Varfolomeeva et al. intentaron aplicar
esta estrategia como una proteina de fusiéon de dos partes con un fragmento de 700 pares de bases de la toxina A'y
un fragmento de 1.300 pares de bases de la toxina B (Mol. Genetics, Microb. and Virol. 3:6-10 (2003)). Esta
estrategia también ha sido descrita por Belyi y Varfolomeeva (FEMS Letters 225:325-9 (2003)) quienes demostraron
la construccién de la proteina de fusién recombinante que consistia en tres partes: dos dominios de extremo C
compuestos por unidades repetitivas de la toxina A y la toxina B de C. difficile y a continuacién el fragmento de la
enterotoxina Cpe de Clostridium perfringens. La proteina de fusion se expreso en E. coli pero el producto se acumulé
en cuerpos de inclusidon y no era estable. Ademas, se considerd bajo el rendimiento de producto puro logrado en
este estudio (50 ug por 100 ml de cultivo).

Wilkins et al. (WO 00/61762, patente estadounidense N.° 6.733.760 (2004)) también describieron el uso de unidades
repetitivas de la toxina A y B de C. difficile recombinantes (URA recombinante y URB recombinante) y sus
conjugados de polisacaridos para la preparacion de una vacuna contra EACD. La proteina URA recombinante
resultante comprendia 867 residuos de aminoacidos mientras que la proteina URB recombinante contenia 622
aminoacidos de longitud. A diferencia de los estudios mencionados anteriormente, este trabajo demostréo una
expresion de nivel elevado de las proteinas solubles URA y URB recombinantes en E. coli. Los ratones vacunados
con URA recombinante y con URA recombinante conjugada con polisacarido exhibieron un nivel elevado de
anticuerpos antitoxina A neutralizantes en ambos casos y exhibieron una proteccion elevada contra la exposicion
letal a la toxina A de C. difficile. Adicionalmente, Wilkins ef al. sugirieron el uso de una proteina de fusion
recombinante que consiste en URA y URB para la preparacion de una vacuna.

Existe interés en el desarrollo de una vacuna contra EACD. Una proteina de fusién recombinante que consiste en
URA y URB puede ser potencialmente util como vacuna.

Telfer et al. (WO 2010/017383) propusieron el uso de microorganismos atenuados, tales como Salmonella; que
expresan en su superficie un polipéptido inmundgeno que comprende unidades repetitivas del extremo C de la toxina
A y/o unidades repetitivas del extremo C de la toxina B de C. difficile para la vacunacion contra EACD por medio de
administracion oral a un sujeto humano. El polipéptido recombinante incluia al menos 20 repeticiones de la toxina A
y/o 15 repeticiones de la toxina B y ademas incluia una sefial de secrecion, p. €j., la etiqueta ClyA de S. typhimurium.

Compendio de la invencion

La presente invencidon proporciona una composicion inmundégena o para vacuna, tal como se define en las
reivindicaciones adjuntas. En la presente memoria se describen nuevas herramientas y métodos para el disefio,
produccion y uso de la toxina A y la toxina B de C. difficile. En la presente memoria se describe un polipéptido
aislado C-TAB que comprende la SEQ ID N. %2 (C-TAB.G5) o un derivado de la misma, SEQ ID N. °: 4 (C-
TAB.G5.1). C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 comprende 19 unidades repetitivas del dominio del extremo C de la toxina A
fusionadas con 23 unidades repetitivas del dominio del extremo C de la toxina B. En la presente memoria se
describen composiciones y formulaciones que comprenden el polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1. Las
composiciones o formulaciones pueden contener el polipéptido aislado, un antigeno adicional, un adyuvante y/o un
excipiente. Alternativamente, las composiciones o formulaciones pueden consistir esencialmente en el polipéptido
aislado sin un adyuvante ni otros ingredientes activos (pero opcionalmente comprenden un excipiente tal como un
vehiculo, tampdn y/o estabilizante). Ademas, las composiciones o formulaciones de la invencidon se pueden
administrar simultaneamente con otros farmacos tales como un antibiético en particular, p. €j., en sujetos con EACD
recurrente o en sujetos que requieren un uso de antibiético frecuente y/o prolongado.

En la presente memoria se describe una vacuna que comprende el polipéptido aislado descrito en la presente. La
vacuna puede comprender ademas un adyuvante, tal como alumbre, un adyuvante derivado de una exotoxina ADP-
ribosilante u otros. La vacuna se puede administrar en un régimen de una dosis, un régimen de dos dosis
(administradas, p. €j., dentro de 3 a 20 dias, p. €j., de 10 a 15 dias después de la primera dosis), un régimen de tres
dosis (administradas, p. €j., alrededor de 7 dias y alrededor de 21 dias después de la primera dosis) o mas extenso
que un régimen de tres dosis, preferiblemente en un régimen de dos a tres dosis, en el que la dosis comprende una
cantidad de 20 ug a 200 ug del polipéptido de la invencion.

En la presente memoria se describe un método para prevenir, tratar o aliviar uno o mas sintomas de una
enfermedad, tal como EACD, mediante la administracién del polipéptido aislado descrito en la presente memoria a
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un sujeto que lo necesita. El polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 puede administrarse al sujeto por via
intramuscular o por otras vias de administracion.

En la presente memoria se describe un método para prevenir una enfermedad, tal como EACD, mediante la
administracion del polipéptido aislado descrito en la presente memoria o una composicion que comprende dicho
polipéptido a un sujeto en riesgo de padecer una EACD, tal como, p. €j., un sujeto con el siguiente perfil: i) un sujeto
con un sistema inmunitario mas débil, tal como, p. €j., un sujeto anciano (p. €j., un sujeto con mas de 65 afos de
edad) o un sujeto con menos de 2 afos de edad; ii) un sujeto inmunodeprimido, tal como, p. €j., un sujeto con SIDA;
i) un sujeto que toma o planea tomar farmacos inmunosupresores; iv) un sujeto con una hospitalizacion planeada o
un sujeto que esta en un hospital; v) un sujeto que esta o se espera que vaya a una unidad de cuidados intensivos
(UCI); vi) un sujeto que se esta sometiendo o planea someterse a cirugia gastrointestinal; vii) un sujeto que esta o
planea ir a un centro de asistencia para una estancia prologada, tal como, una residencia de ancianos; viii) un sujeto
con comorbilidades que requiere un uso frecuente y/o prolongado de antibidticos; ix) un sujeto que es un sujeto con
dos o mas de los perfiles mencionados anteriormente, tal como, p. €j., un sujeto anciano que planea someterse a
una cirugia gastrointestinal; x) un sujeto con enfermedad inflamatoria intestinal; y/o xi) un sujeto con EACD
recurrente, tal como, p. €j., un sujeto que ha sufrido uno o mas episodios de EACD.

En la presente memoria se describen métodos para producir el polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1. El
polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 se puede producir a partir de un acido nucleico que codifica para el
polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 utilizando un sistema de expresion bacteriano, tal como un sistema de
expresion en E. coli.

En la presente memoria se describe el polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 en el que las 19 unidades
repetitivas de la toxina A estan conectadas a las 23 unidades repetitivas de la toxina B a través de un enlazador que
consiste en al menos 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 residuos de aminoacidos. A modo de ejemplo, el enlazador de la presente
invencion puede comprender la secuencia RSMH (Arg-Ser-Met-His) (aminoacidos 439-442 de la SEQID N. 2 o la
SEQ ID N. °:4).

En la presente memoria se describe una variante del polipéptido aislado que comprende al menos una mutacion (por
ejemplo, insercion, sustitucion o supresion), por ejemplo, en URA y/o URB. La secuencia de la variante puede tener
85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de identidad con
respecto a la SEQ ID N. °:2.

En la presente memoria se describen métodos para producir el polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 o
variantes del mismo a través de ingenieria de ADN recombinante, fermentacion bacteriana y purificacion proteica. En
la presente memoria se describen métodos para construir el acido nucleico que codifica para el polipéptido aislado
C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1. En la presente memoria se describen métodos para producir el polipéptido aislado C-
TAB.G5 o C-TAB.G5.1 utilizando un sistema de expresién bacteriano, tal como un sistema de expresion en E. coli.

En la presente memoria se describen métodos para prevenir y tratar un EACD en sujetos que lo necesitan, tales
como humanos. En este método el C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 se administra a un sujeto ya sea solo o coadministrado
con uno o mas adyuvantes tales como alumbre u otros. Los sujetos pueden ser individuos sanos que estan en riesgo
de exposicion a C. difficile, sujetos humanos que han sido tratados y se recuperaron de una infeccion por C. difficile
y que estan en riesgo de volver a infectarse con C. difficile, o sujetos humanos que estan actualmente infectados con
C. difficile y cuya condicion se puede mejorar mediante la induccién de un anticuerpo neutralizante de la toxina de C.
difficile.

En la presente memoria se describe una composicién inmunégena que comprende C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1. La
composicion inmunoégena puede incluir ademas un adyuvante para potenciar una respuesta inmunitaria especifico
para el antigeno y/o un vehiculo farmacéuticamente aceptable y/u otros componentes en una formulacion adecuada
para aplicacién en un sujeto que la necesita. La composicion inmundégena puede administrarse por medio de
administracion intramuscular (IM), administracion intradérmica (ID), administracion subcutanea (SC), administracion
intraperitoneal (IP), administracion oral, administracién, nasal, administracion bucal o administracion rectal.

En la presente memoria se describe una composicion inmunégena que desencadena la produccion de anticuerpos
que se unen a las toxinas de C. difficile naturales y neutralizan su actividad citotoxica, proporcionado asi una
proteccion activa y/o tratamiento a largo plazo contra la enfermedad asociada a C.difficile (EACD).

En la presente memoria se describen composiciones inmundgenas utiles para la prevencion o tratamiento de una
enfermedad asociada a C.difficile en sujetos que lo necesitan.

En la presente memoria se describen acidos nucleicos y fragmentos o variantes de los mismos que codifican para C-
TAB.G5 o C-TAB.G5.1. En la presente memoria se describen vectores de expresion que comprenden el acido
nucleico que codifica para C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1.

En la presente memoria se describen anticuerpos y fragmentos de los mismos, tales como anticuerpos
neutralizantes, humanizados, monoclonales, quiméricos y policlonales especificos para C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1.
Los anticuerpos o fragmentos de los mismos pueden reconocer la toxina A y/o la toxina B.
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En la presente memoria se describe una vacuna que comprende un polipéptido que tiene la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID N. °:2 0 SEQ ID N. °4.

En la presente memoria se describen kits de diagnéstico que comprenden los acidos nucleicos, polipéptidos y/o
anticuerpos descritos en la presente memoria.

Otras realizaciones y ventajas de la invencion se presentan en parte en la descripcién a continuacion.
Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 A muestra el acido nucleico que codifica para el polipéptido aislado C-TAB.G5 (SEQ ID N. °: 1). La
Figura 1B muestra la secuencia de aminoacidos del polipéptido aislado C-TAB.G5 (SEQ ID N. °: 2). El enlazador de
aminoacidos entre el dominio de toxina A y el dominio de toxina B esta subrayado.

La Figura 2A muestra el acido nucleico que codifica para el polipéptido aislado C-TAB.G5.1 (SEQ ID N. °: 3). La
Figura 2B muestra la secuencia de aminoacidos del polipéptido aislado C-TAB.G5.1 (SEQ ID N. °: 4). El enlazador
de aminoacidos entre el dominio de toxina A y el dominio de toxina B esta subrayado.

La Figura 3 muestra la mejora de la produccion de anticuerpos en ratones vacunados con C-TAB.G5 con dosis en
aumento de C-TAB.G5 y coadministracion con el adyuvante alumbre. Los ratones recibieron dos vacunaciones por
medio de inyeccion IM. Los titulos de IgG para los anticuerpos anti-C-TAB, antitoxina A y antitoxina B se evaluaron
mediante ELISA dos semanas después de la primera y segunda inyeccion.

La Figura 4 muestra una representacion grafica de la induccion de IgG anti-C-TAB, antitoxina A y antitoxina B en
ratones que recibieron dosis en aumento de C-TAB.G5 con y sin alumbre por medio de dos inyecciones IM.

La Figura 5 muestra los titulos de anticuerpo en un intervalo de logaritmo de dosis en ratones inmunizados con C-
TAB.G5 en presencia o ausencia de alumbre. Los titulos de IgG se evaluaron mediante ELISA dos semanas
después de la segunda inmunizaciéon. Los datos demuestran que el alumbre aumente de forma significativa la
produccién de anticuerpos en ratones vacunados.

La Figura 6 muestra el efecto protector en ratones vacunados con C-TAB.G5 (con y sin alumbre) y después
expuestos a una dosis letal de toxina A o toxina B. Los ratones que recibieron dos vacunaciones (IM) en un intervalo
de dos semanas se expusieron (IP) tres semanas después. Los anticuerpos neutralizantes de la toxina A y toxina B
(ANT) se evaluaron dos semanas después de la segunda inyeccion y se determind el porcentaje de animales que
sobrevivieron a la exposicion letal. Las dosis incrementadas de C-TAB.G5 confirieron una produccion mayor de ANT,
asi como también una proteccion mayor contra la exposicion letal. La presencia de alumbre aumenté adicionalmente
la produccién de ANT y también confirié una supervivencia mas elevada con dosis mas bajas.

La Figura 7 muestra una comparacion de la respuesta de anticuerpo y la eficacia de la proteccion de C-TAB.G5 en
ratones vacunados jévenes (6 a 7 semanas) y adultos (18 meses). Los ratones que recibieron dos vacunaciones (IM)
en un intervalo de dos semanas se expusieron (IP) tres semanas después. Se evaluaron los titulos de IgG
determinados por ELISA para los anticuerpos anti-C-TAB, antitoxina A y antitoxina B, la produccion de ANT asi como
también la supervivencia general. Los ratones jévenes demostraron una respuesta de anticuerpo mas elevada
incluso sin alumbre y ambos grupos exhibieron una supervivencia mejorada cuando se vacunaron en presencia de
alumbre.

La Figura 8 muestra una comparacion de la cinética del desarrollo de anticuerpos IgG anti-C-TAB en ratones
vacunados jovenes y adultos. Los ratones jévenes demostraron tasas mayores y una produccion de IgG mas
temprana y ambos grupos exhibieron respuestas mejoradas cuando se vacunaron en presencia de alumbre.

La Figura 9 muestra una comparacion entre la produccion de anticuerpos anti-C-TAB, antitoxina A y antitoxina B en
ratones inmunizados con C-TAB.G5.1 o mezcla de anatoxina A 'y B (1:1). Los ratones recibieron dos vacunaciones
por medio de inyeccion IM. Los titulos de IgG para los anticuerpos anti-C-TAB, antitoxina A y antitoxina B se
evaluaron mediante ELISA dos semanas después de la segunda inyeccién. La inmunizacion con anatoxina induces
anticuerpos para la porcién del extremo N de la molécula de toxina mientras que la inmunizacién con C-TAB induce
anticuerpos para la porcion del extremo C de la molécula de toxina.

La Figura 10 muestra una comparacion entre la produccion de ANT y la proteccion contra la exposicion a la toxina A
o B en ratones inmunizados con C-TAB.G5.1 o mezcla de anatoxina A y B. Los ratones que recibieron dos
vacunaciones (IM) en un intervalo de dos semanas se expusieron (IP) tres semanas después a una dosis letal de
toxina A o toxina B.

La Figura 11 muestra la produccion de IgG anti-C-TAB (A), antitoxina A (B) y antitoxina B (C) en hamsteres
inmunizados con C-TAB.G5.1 con y sin alumbre. Los hamsteres recibieron tres vacunaciones por medio de
inyeccion IM el dia 0 y el dia 14. Los titulos de IgG para los anticuerpos anti-C-TAB, antitoxina A y antitoxina B se
evaluaron mediante ELISA a los 14, 28 y 35 dias.
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La Figura 12 muestra una representacion grafica del desarrollo de anticuerpo IgG anti-C-TAB en hamsteres
inmunizados con C-TAB.G5.1 con o sin alumbre.

La Figura 13 muestra una comparacion de ANT y la proteccion en hamsteres inmunizados con C-TAB.G5.1 con o sin
alumbre. Dos semanas después de la tercera vacunacion, los hamsteres recibieron una dosis letal de toxina A o
toxina B por medio de inyeccion IP.

La Figura 14 muestra la supervivencia de hamsteres vacunados con C-TAB.G5.1 tras la administracion intragastrica
de una dosis letal de esporas de C. difficile. Los datos de supervivencia se graficaron como curvas de Kaplan-Meier
ajustadas a la supervivencia y se llevd a cabo un andlisis estadistico utilizando un analisis logaritmico-ordinal. En
todas las dosis de esporas (10% 10° y 10%), se observd un 100 % de supervivencia de hamsteres en el grupo
vacunado y las supervivencia mejoré de forma significativa cuando se comparé con el grupo con placebo.

La Figura 15 muestra la produccion de anticuerpos anti-C-TAB, antitoxina A y antitoxina B en monos cangrejeros
inmunizados con C-TAB.G5.1 en presencia o ausencia de alumbre. Dos grupos de monos (tres por grupos, 4 a 6
afos) recibieron 200 pyg de C-TAB.G5.1 con o sin 250 ug de alumbre. Se tomaron muestras de sangre en los dias 0,
14, 28 y 42 del estudio. Se utilizd6 el método ELISA para evaluar los titulos de IgG anti-C-TAB, antitoxina A y
antitoxina B.

La Figura 16 muestra una comparacion de la inmunogenicidad de C-TAB.G5 y C-TAB.G5.1 administrados en un
intervalo de dosis de 1 ug a 30 ug en PBS o tampdn de histidina. Los ratones recibieron dos vacunaciones (IM) en
un intervalo de dos semanas. Los titulos de IgG para los anticuerpos anti-C-TAB, antitoxina A y antitoxina B se
evaluaron mediante ELISA dos semanas después de la segunda inyeccion. Los tres titulos de anticuerpo no fueron
significativamente diferentes (analisis de prueba de la T) entre C-TAB.G5 administrado en PBS o tampon de histidina
y C-TAB.G5.1 administrado en tampdn de histidina.

La Figura 17 muestra una comparacion de la inmunogenicidad de C-TAB.G5, C-TABNCTB y C-TADCTB en ratones.
Los ratones recibieron dos vacunaciones de cada proteina recombinante en un intervalo de dos semanas por medio
de inyeccion IM. Todas las inmunizaciones se llevaron a cabo en ausencia del adyuvante alumbre. Los titulos de IgG
para los anticuerpos anti-C-TAB, antitoxina A y antitoxina B se evaluaron mediante ELISA dos semanas después de
la segunda inyeccion. Las tres proteinas de fusion demostraron inmunogenicidad elevada.

La Figura 18 muestra la proteccion contra la exposicion a toxina B natural en ratones. Los ratones se inmunizaron tal
como se indico6 para la Figura 17 y tres semanas después se expusieron mediante inyeccion IP a una dosis letal de
toxina B natural.

La Figura 19 muestra una comparacion de ANT y la proteccion en hamsteres vacunados con C-TAB.G5.1 o C-
TADCTB en ausencia o presencia de alumbre. Dos semanas después de la tercera vacunacion, los hamsteres
recibieron una dosis letal de toxina A o toxina B por medio de inyeccion IP.

La Figura 20 muestra la produccion de ANT y la proteccion contra la exposicion a la toxina A o a la toxina B en
ratones inmunizados con C-TAB.G5.1 en diferentes regimenes. Comparacién de la produccion de ANT vy la
proteccion entre grupos de ratones vacunados por medio de inyeccion IM tres veces en los dias 0, 3 y 14, o en los
dias 0, 7y 21, o en los dias 0, 14 y 28. Tres semanas después de la ultima inyeccion, los ratones se expusieron a
una dosis letal de toxina A o toxina B (el panel A esta en forma de tabla y el panel B esta en forma de grafica).

La Figura 21 muestra la proteccion (supervivencia) contra la exposicion a la toxina A de C. difficile (55 ng/mouse) en
ratones inmunizados con un unica inyeccion de 10 uyg de C-TAB.G5.1 y 12,5 ug de alumbre (en 100 pl). Dicha
exposicion se llevé a cabo a los 21 dias, 35 dias 0 49 dias tras la inmunizacién.

Descripcion detallada
Descripcion general

En la presente memoria se describe una composicion inmundgena para inducir respuestas inmunitarias protectoras
y/o terapéuticas a las toxinas A 'y B de C. difficile que comprende el uso de un polipéptido aislado C-TAB.G5 (SEQ ID
N. °: 2) o a un derivado del mismo, C-TAB.G5.1 (SEQ ID N. °: 4), que comprende 19 unidades repetitivas (UR) de la
toxina A y 23 unidades repetitivas (UR) de la toxina B o fragmentos peptidicos, o variantes de las mismas.

En la presente memoria se describen métodos para producir el polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 y el
método para preparar la composicion (p. ej., una vacuna) util para la prevencion y/o el tratamiento de una EACD en
mamiferos. La siguiente descripcion proporciona mas detalles y ejemplos para la construccién, expresion y
purificacién de los polipéptidos aislados recombinantes, su uso como antigenos para inducir una respuesta
inmunitaria especifica, asi como también para la evaluacion de la proteccion en sujetos. Los sujetos pueden ser
animales o humanos.

Los polipéptidos aislados C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 para uso en los métodos y composiciones descritas en la
presente memoria se pueden preparar utilizando cualquiera de diversos métodos estandares. Por ejemplo, se puede
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producir C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 utilizando técnicas de ADN recombinante estandares, en las que una célula
hospedante adecuada se transforma con un vector de expresion apropiado que contiene una parte de una fragmento
de acido nucleico que codifica para la toxina (véase, p. €j., Dove et al., Infect. Immun. 58:480-8 (1990) y Barroso et
al., Nucleic Acids Research 18:4004 (1990). Se puede utilizar cualquiera de una amplia variedad de sistemas de
expresion para producir los polipéptidos recombinantes. Se puede producir C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 en un
hospedante procarionte (p. €j., una bacteria, tal como E.coli o Bacillus) o en un hospedante eucarionte (p. €j., células
de levadura, células de mamifero (p. €j., células COS1, NIH3T3 o JEG3) o células de insectos (p. €j., células de
Spodotera frugiperda (SF9))). Dichas células estan disponibles, por ejemplo, en la Coleccién estadounidense de
cultivos tipos (ATCC, por sus siglas en inglés). El método de transformacion y transfeccion y la eleccion del vector de
expresion dependeran del sistema hospedante seleccionado. Los métodos de transformacion y transfeccion se
describen, p. €j., en Ausubel et al. ISBM: 047132938X C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1, en particular los fragmentos cortos,
se pueden producir también mediante sintesis quimica, p. ej., mediante métodos descritos en Solid Phase Peptide
Synthesis, 1984, 22 ed., Stewart and Young, Eds., Pierce Chemical Co., Rockford, Ill, o mediante métodos de
traduccion in vitro estandares.

Ademas de las secuencias de C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1, en la presente memoria se describen variantes de las
mismas que son funcionalmente activas e inmundgenas. Las variantes pueden tener el mismo nivel de
inmunogenicidad que C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1. La variante puede tener sustituciones, supresiones o inserciones de
aminoacido en comparacion con la SEQ ID N. °: 2 o la SEQ ID N. °: 4. Los genes que codifican para C-TAB.G5 o C-
TAB.G5.1 o una variantes de los mismos pueden producirse utilizando métodos estandares (véase mas adelante;
véase también, p. €j., Ausubel et al., supra).

Ademas de las secuencias de C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1, en la presente memoria se describen mas derivados de C-
TAB.G5 que comprenden repeticiones adicionales. A modo de ejemplo, una proteina de fusion, C-TABNCTB (SEQ
ID N.° 18, codificada por SEQ ID N.° 17), comprende, al igual que C-TAB.G5, 19 unidades repetitivas de CTA
(aminoacidos 2272-2710), 23 unidades repetitivas de CTB (aminoacidos 1850-2366) y 10 repeticiones mas
adicionales de CTB (aminoacidos 1834-2057) fusionadas con el extremo C de CTB. Una variante adicional, la
proteina de fusiéon C-TADCTB (SEQ ID N. °: 20, codificada por SEQ ID N. ° 19) comprende C-TAB.G5 (19
repeticiones de CTA y 23 repeticiones de CTB) mas 24 unidades repetitivas adicionales de CTB (aminoacidos 1834-
2366) fusionadas con el extremo C de C-TAB.G5. Una variante también puede comprender copias adicionales de C-
TAB.G5 o porciones del mismo. Por ejemplo, C-TADCTB comprende una porcién doble de las unidades repetitivas
de CTB presentes en C-TAB.G5.

En la presente memoria se describen métodos para la expresion elevada de C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 en un sistema
bacteriano tal como E. coli que comprenden introducir un acido nucleico que codifica para C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1
en una célula hospedante bacteriana y expresar C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1.

Ademas, el polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 descrito en la presente memoria se puede acoplar
covalentemente o reticular con adyuvantes (véase, por ejemplo, Cryz et al., Vaccine 13:67-71(1994); Liang et al., J.
Immunology 141:1495-501 (1988) y Czerkinsky et al., Infect. Immun. 57:1072-77(1989)).

En la presente memoria se describe una vacuna que comprende el polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 que
puede proteger y proporcionar terapia contra EACD. La vacuna descrita en la presente memoria comprende un
antigeno nuevo que puede administrarse por via intramuscular (IM), intradérmica (ID), subcutanea (SC), oral, nasal,
bucal o rectal. La vacuna puede proporcionar proteccién inmunitaria o inducir anticuerpos para inmunizacioén pasiva.

El polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 descrito en la presente memoria proporciona una vacuna para
inmunizar contra EACD. El polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 descrito en la presente memoria o variantes
del mismo, es un candidato de vacuna combinada orientado a ampliar la cobertura protectora contra enfermedades
asociadas a C. difficile, tal como EACD, hasta un nivel desconocido o no publicado hasta ahora. Este concepto de
una Unica vacuna que ofrece proteccion o una disminucion de la gravedad de enfermedades asociadas a C. difficile
representa un paso unico hacia la gestion de la salud publica a nivel mundial y especialmente hacia la reduccién de
la gravedad de las epidemias (p. €j., residencias de ancianos, cruceros).

Tal como se emplea en la presente memoria, «proteina toxina A» o «proteina toxina B» hace referencia a proteinas
toxicas de C. difficile que son las principales responsables de EACD. La toxina A y la toxina B comprenden multiples
unidades repetitivas responsables de la inmunogenicidad en dominios de unién en el extremo C.

Tal como se emplea en la presente memoria, «natural» hace referencia a una proteina de longitud completa que
consta de un acido nucleico o secuencia de aminoacidos tal como se encontraria endégenamente en una célula
hospedante.

Tal como se emplean en la presente memoria, los términos «enfermedad asociada a Clostridium difficile»,
«enfermedad relacionada con Clostridium difficile», «enfermedad medida por toxina de Clostridium difficile»,
«infeccion por Clostridium difficile» y «EACD» hacen referencia a enfermedades causadas, de forma directa o
indirecta, por infecciéon con Clostridium difficile.
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«Antigeno» hace referencia a una sustancia que induce una respuesta inmunitaria especifica cuando se presenta a
células inmunitarias de un organismo. Por ejemplo, un antigeno puede ser un acido nucleico, una proteina, un
polipéptido, un péptido, una glicoproteina, un carbohidrato, un lipido, un glicolipido, una lipoproteina, una proteina de
fusion, un fosfolipido o un conjugado de una combinacién de los mismos. Un antigeno puede comprender un Unico
epitopo inmundgeno, o una multiplicidad de epitopos inmunégenos reconocidos por un receptor de linfocito B (es
decir, anticuerpo sobre la membrana del linfocito B) o un receptor de linfocito T. El antigeno puede proporcionarse
como una particula similar a virus (VLP, por sus siglas en inglés) o un microbio o microorganismo entero tal como,
por ejemplo, una bacteria o viridon. El antigeno puede ser un virus vivo desactivado o atenuado. El antigeno puede
obtenerse de un extracto o lisado, de células enteras o de la membrana sola; o el antigeno puede sintetizarse
quimicamente o producirse por medios recombinantes. Un antigeno se puede administrar solo o con un adyuvante.
Una molécula de antigeno simple puede tener propiedades de antigeno y adyuvante.

«Adyuvante» significa cualquier sustancia que se emplea para potenciar de forma especifica o no especifica una
respuesta inmunitaria especifica para un antigeno, tal vez a través de la activacion de células que presentan
antigeno. Los ejemplos de adyuvantes incluyen una emulsiéon oleosa (p. ej., adyuvante de Freund completo o
incompleto), adyuvante Montanide incompleto de Seppic tal como ISA, adyuvantes de emulsion de aceite en agua
tales como el sistema adyuvante Ribi, formulaciéon adyuvante syntax que contiene dipéptido de muramilo, adyuvante
de sal de aluminio (ALUM), polimero policatidnico, especialmente péptido policatiénico, especialmente poliarginina o
un péptido que contiene al menos dos motivos LysLeulys, especialmente KLKLLLLLKLK, oligodesoxinucleétido
(ODN) inmunoestimulador que contiene dinucledtidos de citosina-guanina no metilados (CpG) en un contexto de
bases definido (p. €j., tal como se describe en WO 96/02555) o ODN basados en inosina y citidina (p. €j., tales como
se describen en WO 01/93903), o acido desoxinucleico que contiene residuos desoxi-inosina y/o desoxiuridina (tales
como se describen en WO 01/93905 y WO 02/095027), especialmente Oligo(dldC)43 (tal como se describe en WO
01/93903 y WO 01/93905), compuesto neuroactivo, especialmente hormona de crecimiento humana (descrita en
WO 01/24822), o combinaciones de estos, una quimiocina (p. €j., defensinas 1 o 2, RANTES, MIP1-a, MIP-2,
interleucina-8, o una citocina (p. €j., interleucina-1B, -2, -6, -10 o -12; interferén-y; factor de necrosis tumoral-a; o
factor estimulador de colonias de granulocitos-monocitos) (descrito en Nohria and Rubin, 1994), una variante
dipeptidica de muramilo (p. €j., murabutida, treonil-MDP o tripéptido de muramilo), variantes sintéticas de MDP, una
proteina de choque térmico o una variante, una variante del LelF principal de Leishmaniasis (Skeiky et al., 1995, J.
Exp. Med. 181: 1527-1537), variantes no toxicas de exotoxinas ADP-ribosilantes bacterianas (bARE, por sus siglas
en inglés) incluidas variantes en el sitio de escision por tripsina (Dickenson and Clements, (1995) Infection and
Immunity 63 (5): 1617-1623) y/o bARE que afectan la ADP-ribosilacién (Douce et al, 1997) o quimicamente
destoxificadas (anatoxinas), QS21, Quill A, N-acetiimuramil-L-alanil-D-isoglutamil-L-alanina-2-[1,2-dipalmitoil-s-
glicero-3-(hidroxifosforiloxi)]etilamida (MTP-PE) y composiciones que contienen un aceite metabolizable y un agente
emulsionante. Un adyuvante se puede administrar con un antigeno o se puede administrar solo, ya sea por la misma
via que el antigeno o por una via diferente a la del antigeno. Una molécula de adyuvante simple puede tener
propiedades de adyuvante y antigeno.

«Cantidad eficaz» significa una cantidad de un agente terapéutico suficiente para inducir o potenciar una respuesta
inmunitaria especifica para antigeno, para un antigeno, o tratar o diagnosticar una afeccion, para un farmaco. Dicha
induccion de una respuesta inmunitaria puede proporcionar un tratamiento tal como, por ejemplo, inmunoproteccion,
desensibilizaciéon, inmunosupresiéon, modulacion de una enfermedad autoinmunitaria, potenciacion de
inmunovigilancia del cancer o vacunacion terapéutica contra una enfermedad infecciosa establecida. El tratamiento
incluye cura, mejora o prevencion.

«Acido nucleico» significa una base de &acido desoxirribonucleico simple o un 4cido ribonucleico o una secuencia de
los mismos unidos mediante enlaces fosfodiéster.

«Agente terapéutico» significa cualquier molécula que se puede utilizar para tratar una enfermedad, aliviar los
sintomas de una enfermedad, prevenir una enfermedad o diagnosticar una enfermedad. Por ejemplo, un agente
terapéutico puede ser un antigeno o un farmaco.

«Sujetoy significa un animal. El sujeto puede ser cualquier animal, incluido cualquier vertebrado. El sujeto puede ser
ganado domeéstico, animales de laboratorio (incluidos, pero sin limitarse a, roedores tales como una rata, hamster,
jerbo o ratén) o un animales de compaiia. En una realizacion, el animal puede ser un mamifero. Los ejemplos de
mamiferos incluyen humanos, primates, marsupiales, caninos, monos, roedores, felinos, simios, ballenas, delfines,
vacas, cerdos y caballos. El sujeto puede necesitar tratamiento para una enfermedad o puede necesitar un
tratamiento profilactico.

Como se emplea en la presente memoria, el término «anticuerpo» significa una molécula de inmunoglobulina o un
fragmento de una molécula de inmunoglobulina que tiene la capacidad de unirse especificamente a un antigeno
especifico. Estos anticuerpos son conocidos por los expertos en la ciencia de la inmunologia. Como se emplea en la
presente memoria, el término «anticuerpo» significa no solo moléculas de anticuerpo de longitud completa sino
también fragmentos de moléculas de anticuerpo que conservan la capacidad de unirse al antigeno. Dichos
fragmentos también son conocidos en la técnica y se emplean con regularidad in vitro e in vivo. En particular, como
se emplea en la presente memoria, el término «anticuerpo» significa no solo moléculas de inmunoglobulina de
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longitud completa sino también fragmentos activos de unién a antigeno tales como los conocidos fragmentos activos
F(ab")2, Fab, Fv, y Fd.

Como se emplea en la presente memoria, el término «variantes» puede incluir proteinas y/o polipéptidos y/o
péptidos que son diferentes con respecto a un polipéptido natural, en el que uno o mas residuos han sido sustituidos
de forma conservadora por un residuo funcionalmente similar y que ademas exhibe propiedades funcionales
sustancialmente idénticas a las del polipéptido natural. Los ejemplos de sustituciones conservadoras incluyen
sustitucién de un residuo no polar (hidréfobo) por otro (p. €j., isoleucina, valina, leucina o metionina), sustitucion de
un residuo polar (hidréfilo) por otro (p. €j., entre arginina y lisina, entre glutamina y asparagina, entre glicina y serina),
sustitucion de un residuo basico por otro (p. €j., lisina, arginina o histidina), o sustitucién de un residuo acido por otro
(p- €j., acido aspartico o acido glutamico). Una variante puede incluir cualquier polipéptido que tiene una estructura
terciaria sustancialmente idéntica a la de un polipéptido de la invencién, que también exhibe las propiedades
funcionales de los polipéptidos tales como se describen en la presente memoria. Una variante puede ser un mutante
de un polipéptido natural.

Como se usa en la presente memoria, «tratamiento» puede incluir cualquier tipo de intervenciéon empleada en un
intento de alterar el curso natural del individuo o célula. El tratamiento puede incluir, pero no se limita a,
administracion de p. €j., una composicion farmacéutica, sola o en combinacion con otras modalidades de tratamiento
conocidas en general en la técnica. El «tratamiento» puede realizarse de forma profilactica o después del inicio de
un evento patologico.

Como se emplea en la presente memoria, «vehiculo farmacéuticamente aceptable» puede incluir cualquier material
que, cuando se combina con un ingrediente activo, permite que el ingrediente conserve la actividad biolégica y no es
reactivo con el sistema inmunitario del sujeto. Los vehiculos y/o excipientes farmacéuticamente aceptables pueden
incluir tampones, estabilizadores, diluyentes, conservantes y solubilizantes. En general, la naturaleza del vehiculo o
excipiente dependera del modo de administracion especifico que se empleara. Por ejemplo, las formulaciones
parenterales comprenden normalmente fluidos inyectables que incluyen fluidos farmacéutica y fisioldgicamente
aceptables tales como el agua, disolucion salina isoténica, disoluciones salinas equilibradas, dextrosa acuosa,
glicerol o similares como vehiculo. Para composiciones sélidas (p. €j. en forma de polvo, pastilla, comprimido o
capsula), los vehiculos sdélidos no téxicos convencionales pueden incluir, por ejemplo, grados farmacéuticos de
manitol, lactosa, almidéon o estearato de magnesio. Ademas de los vehiculos biolégicamente neutros, las
composiciones farmacéuticas que se administraran pueden contener cantidades menores de sustancias auxiliares
no toxicas, tales como agentes humectantes o emulsionantes, conservantes y agentes tampén de pH y similares, por
ejemplo, acetato de sodio o monolaurato de sorbitan.

Como se emplea en la presente memoria, «fusion» puede hacer referencia a acidos nucleicos y polipéptidos que
comprenden secuencias que no se encuentran asociadas naturalmente entre si en el orden o contexto en el que se
colocan segun la presente invencion. Un acido nucleico o polipéptido de fusion no comprende necesariamente la
secuencia natural del acido nucleico o polipéptido en su totalidad. Las proteinas de fusion tienen los dos o mas
segmentos ligados entre si a través de enlaces peptidicos normales. Los acidos nucleicos de fusion tienen los dos o
mas segmentos ligados entre si a través de enlaces fosfodiéster normales.

Polipéptidos aislados

En la presente memoria se describen los polipéptidos aislados C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 tales como se establecen
en SEQ ID N. °: 2 y SEQ ID N. °: 4, respectivamente, que comprende 19 unidades repetitivas de la toxina A de C.
difficile y 23 unidades repetitivas de la toxina B de C. difficile. Un homodlogo de C-TAB.G5, tal como C-TAB.G5.1,
puede diferir respecto a C-TAB.G5en 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,9 o 10 aminoacidos. El polipéptido C-TAB.G5.1 es una
proteina de fusiéon que contiene el mismo dominio de extremo C de la toxina B que C-TAB.G5, pero el dominio de
extremo C de la toxina A derivado de la cepa VPI-10463 de C. difficile que es un homologo del correspondiente al
polipéptido C-TAB.G5 derivado de la cepa 630 de C. difficile y difiere en dos aminoacidos en las posiciones 155-156.
La secuencia codificante de C-TAB.G5.1, tal como se establece en SEQ ID N. °: 3, se optimizé por medio de
codones para obtener una expresion mejorada dentro de una célula hospedante E. coli. Los polipéptidos aislados C-
TAB.G5 o C-TAB.G5.1 descritos en la presente pueden ser eficaces para neutralizar los efectos téxicos de la toxina
Ay la toxina B de C. difficile.

La toxina Ay la toxina B son codificadas por los genes trdA (SEQ ID N. °: 5) y trdB (SEQ ID N. °: 7) de la cepa 630
de C. difficile, respectivamente. Estructuralmente, las toxinas de C. difficle comprenden un dominio de ADP-
glucosiltransferasa, un dominio de cisteina proteasa, una region hidréfoba y una regiéon de union a receptor. El
dominio del extremo C contiene unidades altamente repetitivas (UR) (también conocidas como oligopéptidos
repetitivos combinados (CROPS, por sus siglas en inglés)). Las UR pueden ser oligopéptidos largos o cortos y
pueden comprender 20 a 50 aminoacidos con un motivo YYF consenso que esta repetido. Las UR estan agrupadas
en aglomeraciones. A modo de ejemplo, la toxina A, de la cepa 630 (SEQ ID N. °: 6) codificada por el gen trdA
natural (SEQ ID N. °: 5) contiene 39 UR. Las 39 UR estan agrupadas en 8 aglomeraciones. La toxina B, de la cepa
630 (SEQ ID N. °: 8) codificada por el gen trdB natural (SEQ ID N. °: 7) contiene 24 UR que estan agrupadas en 5
aglomeraciones. Las Tablas 1 y 2 a continuaciéon muestran las posiciones de aminoacido de cada una de las UR en
la toxina A y la toxina B de C. difficile codificadas por el gen {rdA y el gen trdB.
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Tabla 1: Unidades repetitivas de la toxina A (URA)

AGLOMERACION

REPETICION

INICIO DE AA (SEQ ID N.°: 6)

SEQ.

1 S1 1832 GLININNSLI'Y FDPIEFNLVT

S1 1853 GWOTNGRKYYTDINTGAAL

S3 1874 SYKIINGKHEYFNNDGVAQL

L 1894 GVIFKGPDGFEYFAPANTQNNNIEGQAIVYQS
2 S1 1925 KFLTLNGKKYYFDNNSKAVT

S2 1945 GWRIINNEK Y YFINPNNATAAY

S3 1966 GLQVIDNNK YYFNPDTATISK

S4 1987 GWYQTYNGSRYYFDTDTAIATN

S5 2008 GYKTDOKHFYFDSDCYVKI

L 2028 GVFSTSNGFEYFAPANTYNNNIEGQAIVYQS
3 S1 2059 KFLTLNGKKYYFDNNSKAVT

S2 2079 GLQTIDSKKYYFNTNTAEAAT

S3 2100 GWOQTIDGKKYYFNTNTAEAAT

S4 2121 GWQTIDGKKYYFNTNTAIAST

S5 2142 GYTINGKHFYFNTDGIMQI

L 2162 GVFKGPNGFEYFAPANTDANNIEGQAILYQN
4 S1 2193 EFLTLNGKKYYFGSDSKAVT

S2 2213 GWRIINNKKYYFNPNNATAAI
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AGLOMERACION

REPETICION

INICIO DE AA (SEQ ID N.°: 6)

SEQ.

S3 2234 HLCTINNDKYYFSYDGILQN

S4 2254 GYITIERNNFYFDANNESKMVT

L 2276 GVFKGPNGFEYFAPANTHNNNIEGQAIVYQN
5 S1 2307 KFLTLNGKKYYFDNDSKAVT

S2 2328 GWOQTIDGRKR Y YFNLNTAEAAT

S3 2349 GWQTIDGKKYYFNLNTAEAAT

S4 2370 GWQTIDGKKY YFNTNTFIAST

S5 2391 GYTSINGKHFYFNTDGIMQI

L 2411 GVFKGPNGFEYFAPANTD ANNTEGQATLYQN
6 S1 2441 KFLTLNGKKYYFGSDSKAVT

S2 2460 GLRTIDGKKYYFNTNTAVAVT

S3 2482 GWQTINGKKY YFNTNTSIAST

S4 2503 GY TUSGKHFYFNTDGIMQI

L 2523 GVFKGPDGFEYFAPANTDANNIEGQAIRYQN
7 S1 2554 RFLYLHDNIY YFGNNSKAAT

S1 2574 GWVTIDGNRY YFEPNTAMGAN

S3 2595 GYKTIDNKNFY FRNGLPQI

L 2614 GVFKGSNGFEYFAPANTDANNIEGQAIRYQN
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AGLOMERACION

REPETICION

INICIO DE AA (SEQ ID N.°: 6)

SEQ.

8 S1 2645 RFLHLLGKIYYFGNNSKAVT
S2 2665 GWQTINGKVYYFMPDTAMAAAG
S3 2687 GLFEIDGVIYFFGVDGVKAPGIYG

S: indica una unidad repetitiva corta

L: indica una unidad repetitiva larga

Tabla 2: Unidades repetitivas de la toxina B (URB)

AGLOMERACION

REPETICION

INICIO DE AA (SEQ ID N.°: 8)

SEQ.

S1 1834 GLIYINDSLYYFKPPVNNLIT

S2 1854 GFVTVGDDKYYFNPINGGAASI

S3 1877 GETIIDDKNYYFNQSGVLQT

L 1897 GVFSTEDGFKYFAPANTLDENLEGEAIDFT
2 S1 1927 GKLIIDENLY YFDDNYRGAV

S2 1947 EWKELDGEMHYFSPETGK AFK

S3 1968 GLNQIGDYKYYSNSDGVMOQK

S4 1988 GFVNINDKTFYFDDSGVMKS

S5 2008 GYTEIDGKHFYFAENGEMQI

L 2028 GVFNTEDGFKYFAHHNEDLGNEEGEEISYS
3 S1 2058 GILNFNNKIYYFDDSFTAVG
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AGLOMERACION|REPETICION|INICIO DE AA (SEQ ID N.°: 8) SEQ.

S2 2078 WKDLEDGSKYYFDEDTAEAI

S3 2098 GLSLINDGQYYFNDDGIMQV

S4 2119 GFVTINDKVFYFSDSGIIES

S5 2139 GVONIDDNYFYIDDNGIVQI

L 2159 GVFDTSDGYKYFAPANTVNDNIY GQAVEYS
4 S1 2189 GLVRVGEDVYYFGETYTIETGWI

S2 2213 YDMENESDKYYFNPETKKACK

S3 2234 GINLIDDIKY YFDEKGIMRT

S4 2254 GLISFENNNYYFNENGEMOQF

S5 2274 GYINTEDKMFYFGEDGVMQI

L 2294 GVFNTPDGFKYFAHQNTLDENFEGESINY T
5 S1 2324 GWLDLDEKRYYFTDEYIAAT

S2 2344 GSVIIDGEEY YFDPDTAQLVISE

S: indica una unidad repetitiva corta
L: indica una unidad repetitiva larga

Por consiguiente, los polipéptidos aislados C-TAB.G5 y C-TAB.G5.1 comprenden 19 UR del dominio del extremo C
de la toxina A de C. difficile y 23 RU del dominio del extremo C de la toxina B de C. difficile, respectivamente. C-
TAB.G5 o C-TAB.G5.1 comprende los aminoacidos de la toxina A 2272-2710 de SEQ ID N. °: 6 fusionados con los
aminoacidos de la toxina B 1850-2366 de SEQ ID N. °: 8. El polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 comprende
la secuencia de aminoacidos tal como se establece en SEQ ID N. °: 2 y SEQ ID N. °: 4, respectivamente.

Las UR respectivas en el polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 también puede ser de variantes de la toxina A
o la toxina B de C. difficile. Estas UR en el polipéptido aislado C-TAB también pueden ser una combinacién de la
toxina A o la toxina B de origen natural de C. difficile o variantes de las mismas.

Las UR en los polipéptidos aislados C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 comprenden UR largas y UR cortas, y las UR largas y
las UR cortas estan dispuestas en una aglomeracion. Los polipéptidos aislados C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 de la
presente invencion comprenden 4 aglomeraciones de 3 a 5 UR cortas seguidas de una UR larga de la toxina A de C.
difficile y 5 aglomeraciones de 3 a 5 UR cortas seguidas de una UR larga de la toxina B de C. difficile.

Las UR cortas y largas contienen motivos conservados. La unidad repetitiva corta puede comprender 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 o 26 aminoacidos. Cada unidad repetitiva corta puede comprender motivos de tirosina
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conservados tales como YYF, FYF, YFF, FYT o HYF. Una unidad repetitiva corta puede comprender ademas un
residuo de aspartato/histidina antes del motivo de tirosina si la unidad repetitiva siguiente es una unidad repetitiva
larga. La unidad repetitiva larga puede comprender 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34 o 35 aminoacidos. Cada unidad
repetitiva larga puede comprender un motivo repetido de tirosina tal como FEYF, FKYF o YKYF.

En la presente invencion, las porciones de toxina A y toxina B de los polipéptidos aislados C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1
pueden estar fusionadas directamente entre si. Las porciones de toxina A y toxina B pueden estar separadas por
una region enlazadora. Una region enlazadora puede comprender 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11 a 15, 20 a 30, 40, 45
0 50 aminoacidos. Los expertos en la técnica reconoceran que se puede adaptar la region enlazadora para alterar el
posicionamiento de las porciones de la toxina A y la toxina B, de tal modo que cada unidad repetitiva de toxina, en
sus formas expresada y plegada, en los polipéptidos aislados C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 se posicione para exponer
los epitopos potenciales de forma 6ptima y para conservar su inmunogenicidad. Las UR y las aglomeraciones en los
polipéptidos aislados C-TAB también pueden estar separadas por enlazadores. En una realizacion, el enlazador
comprende el péptido RSMH (439-442 de SEQ ID N.°: 2 0 SEQ ID N. °: 4).

Los polipéptidos aislados C-TAB descritos en la presente pueden tener al menos 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90
%, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de identidad de secuencia o similitud de secuencia con
la SEQ ID N.° 2 o la SEQ ID N.°: 4. Como se conoce en la técnica, la «similitud» entre dos polipéptidos o
polinucleétidos se determina al comparar la secuencia de aminoacidos o nucledtidos y sus sustituciones
conservadoras de nucleétidos o aminoacidos de un polinucleétido o polipéptido con la secuencia de un segundo
polinucledétido o polipéptido. También se conoce en la técnica la «identidad» que significa el grado de relacion de
secuencia entre dos secuencias de polipéptidos o dos secuencias de polinucleétidos que se determina por la
identidad de la coincidencia entre dos cadenas de dichas secuencias. Tanto la identidad como la similitud se pueden
calcular facilmente (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 Sequence Data, Part |, Griffin, A. M. y Griffin, H. G., eds., Humana Press, Nueva Jersey, 1994; Sequence
Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G., Academic Press, 1987; y Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. y
Devereux, J., eds., M Stockton Press, Nueva York, 1991). Aunque existen varios métodos para medir la identidad y
la similitud entre dos secuencias de polinucledtidos o de polipéptidos, los términos «identidad» y «similitud» son
conocidos por los expertos en la técnica (Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G., Academic Press,
1987; Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. y Devereux, J., eds., M Stockton Press, Nueva York, 1991; y Carillo,
H. and Lipman, D., SIAM J. Applied Math., 48: 1073 (1988). Los métodos empleados comunmente para determinar
la identidad o similitud entre dos secuencias incluyen, pero no se limitan a, aquellos descritos en Guide to Huge
Computers, Martin J. Bishop, ed., Academic Press, San Diego, 1994 y Carillo, H. y Lipman, D., SIAM J. Applied
Math. 48:1073 (1988).

Los polipéptidos aislados C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 descritos en la presente memoria son inmunégenos. Por
ejemplo, los polipéptidos aislados C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 descritos en la presente memoria pueden tener al menos
50 %, 60 %, 70 %, 80 % o 90 % de la actividad inmunolégica de la toxina A bacteriana correspondiente y los
polipéptidos aislados C-TAB .G5 o C-TAB.G5.1 pueden tener al menos 50 %, 60 %, 70 %, 80 % o0 90 % de la
actividad inmunologica de la toxina B bacteriana correspondiente. Los polipéptidos aislados C-TAB.G5 o C-
TAB.G5.1 descritos en la presente pueden utilizarse como vacunas para tratar, prevenir o aliviar los sintomas de
EACD.

Los polipéptidos aislados C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 descritos en la presente también incluyen variantes del
polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 que tienen la SEQ ID N.°: 2 o la SEQ ID N.° 4, respectivamente. Las
variantes pueden tener inserciones, sustituciones y/o supresiones de aminoacidos que tienen un efecto minimo o
nulo sobre la actividad, funcién o forma del polipéptido aislado. Los ejemplos de dichas sustituciones incluyen la
sustitucién de un residuo no polar por otro, la sustitucion de un residuo polar por otro, la sustitucién de un residuo
basico por otro o la sustitucién de un residuo acido por otro. Las variantes de polipéptidos aislados C-TAB.G5 o C-
TAB.G5.1 pueden incluir ademas inserciones, sustituciones y/o supresiones de aminoacidos en comparacion con la
secuencia de aminoacidos del dominio extracelular de la toxina A o la toxina B natural que proporcionan un efecto
minimo sobre la actividad, funcién y/o estructura del polipéptido. Los expertos en la técnica reconoceran que también
se pueden utilizar aminoacidos no naturales. Los aminoacidos no naturales incluyen, por ejemplo, beta-alanina
(beta-Ala) u otros omega-aminoacidos, tales como 3-amino propiénico, 2,3-diamino propionico (2,3-diaP), 4-amino
butirico, entre otros, acido alfa-aminisobutirico (Aib), sarcosina (Sat), ornitina (Orn), citrulina (Cit), t-butilalanina (t-
BuA), t-butilglicina (t-BuG), N-metilisoleucina (N-Melle), fenilglicina (Phg) y ciclohexilalanina (Cha), norleucina (Nle),
acido cisteico (Cya), 2-naftilalanina (2-Nal); acido 1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina-3-carboxilico (Tic); beta-2-
tienilalanina (Thi); y sulfoxido de metionina (MSO).

Las secuencias de nucleotidos que codifican para los polipéptidos aislados C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 descritos en la
presente se pueden optimizar por medio de codones para potenciar la expresion en diversas células hospedantes.
La optimizacion por medio de codones hace referencia a la modificacion de la secuencia de nucleétidos a efectos de
potenciar la expresién proteica en una célula hospedante de interés mediante el reemplazo de uno o mas codones
de la secuencia natural por codones que se utilizan de forma mas frecuente en los genes de dicha célula hospedante
o en los genes del hospedante del cual deriva la célula. Diversas especies exhiben una preferencia especifica por
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determinados codones de un aminodacido especifico. En la presente se describe una secuencia de nucleétidos
optimizada por medio de codones que codifica para el polipéptido aislado C-TAB.G5.1 para una expresion
potenciada en E. coli.

Los polipéptidos aislados C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 descritos en la presente se pueden preparar mediante cualquier
técnica conocida. Por ejemplo, los polipéptidos aislados se pueden expresar a través de ingenieria genética. A modo
de ejemplo, la traduccion de ADN recombinante. Los polipéptidos aislados C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 también se
pueden preparar sintéticamente. A modo de ejemplo, los polipéptidos aislados C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 se pueden
sintetizar utilizando la técnica sintética en fase solida descrita inicialmente por Merrifield (J. Am Chem. Soc. 85:2149-
2154). Se pueden encontrar ofras técnicas de sintesis de polipéptidos, por ejemplo, en Kent et al. (1985) en
Synthetic Peptides in Biology and Medicine, eds. Alitalo ef al., Elsevier Science Publishers, 295-358.

Los polipéptidos aislados C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 descritos en la presente se pueden aislar u obtener en forma
sustancialmente pura. Sustancialmente pura significa que las proteinas y/o polipéptidos y/o péptidos estan
esencialmente libres de otras sustancias con las cuales se pueden encontrar en la naturaleza o en sistemas in vivo
en una medida practica y adecuada para su uso previsto. En particular, los polipéptidos aislados C-TAB.G5 o C-
TAB.G5.1 son suficientemente puros y estan suficientemente libres de otros constituyentes biolégicos de sus células
hospedantes de forma tal que son utiles, por ejemplo, para generar anticuerpos, para secuenciacion o para producir
preparaciones farmacéuticas. Por medio de técnicas conocidas en la materia, se pueden producir polipéptidos
sustancialmente puros teniendo en cuenta las secuencias de acido nucleico y aminoacidos descritas en la presente
memoria. Dado que un polipéptido aislado sustancialmente purificado de la invencién se puede mezclar con un
vehiculo farmacéuticamente aceptable en una preparacion farmacéutica, el polipéptido aislado puede constituir solo
un porcentaje determinado en peso de la preparacion. Sin embargo, el polipéptido aislado es sustancialmente puro
porque ha sido separado sustancialmente de las sustancias con las cuales puede estar asociado en sistemas
vivientes.

En la presente memoria se describen polipéptidos aislados C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 aislados que comprenden
polipéptidos adicionales. Los polipéptidos adicionales pueden ser fragmentos de un polipéptido mas grande. En una
realizacion, hay uno, dos, tres, cuatro o mas polipéptidos adicionales fusionados con los polipéptidos aislados C-
TAB.G5 o C-TAB.G5.1. En algunas realizaciones, los polipéptidos adicionales estan fusionados en direccion al
extremo aminico de los polipéptidos aislados C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1. En otras realizaciones, los polipéptidos
adicionales estan fusionados en direccién al extremo carboxilico de los polipéptidos aislados C-TAB.G5 o C-
TAB.G5.1. En realizaciones adicionales, los polipéptidos adicionales flanquean los polipéptidos aislados C-TAB.G5 o
C-TAB.G5.1. En ofras realizaciones adicionales, los polipéptidos adicionales estan dispersados entre la porciéon de
toxina A y la porcion de toxina B de los polipéptidos aislados C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1.

En algunas realizaciones, los polipéptidos adicionales auxilian a orientar la secrecién o localizacion subcelular de los
polipéptidos aislados C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1. Dichos polipéptidos se denominan «secuencia sefial». Se describe
una sefal secretora, por ejemplo, en la patente estadounidense 6.291.212 y la patente estadounidense 5.547.871.
La secuencia sefal secretora codifica para péptidos secretores. Un péptido secretor es una secuencia de
aminoacidos que actla para orientar la secrecion de C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 desde una célula. Los péptidos
secretores en general se caracterizan por un nucleo de aminoacidos hidréfobos y se encuentran tipicamente (pero
no exclusivamente) en los extremos aminicos de las proteinas recientemente sintetizadas. El péptido secretor se
puede escindir del polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 durante la secrecion. Los péptidos secretores
pueden contener sitios de procesamiento que permiten la escision del péptido sefal de la proteina madura a medida
que pasa a través de la via secretora. Los sitios de procesamiento se pueden codificar dentro del péptido sefial o se
puede agregar al péptido sefial mediante, por ejemplo, mutagénesis in vitro. Las secuencias sefial secretoras
pueden ser necesarias para una serie compleja de etapas de procesamiento postranslacionales para permitir la
secrecion de C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1. La secuencia sefial puede estar inmediatamente después del codén de
iniciacion y codifica para un péptido sefial en el extremo aminico de C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1. La secuencia sefial
puede preceder al codén de terminacion y codifica para un péptido sefial en el extremo carboxilico de C-TAB.G5 o
C-TAB.G5.1. En la mayoria de los casos, la secuencia sefial se extrae por escision mediante una proteasa
especifica, denominada peptidasa sefial. Los ejemplos de secuencias sefial secretoras incluyen, pero no se limitan
a, ompA, pelB y ST pre-pro.

En algunas realizaciones, los polipéptidos adicionales auxilian en la estabilizacion, estructura y/o purificacion de los
polipéptidos aislados C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1. En algunas realizaciones, los polipéptidos adicionales pueden
comprender un epitopo. En otras realizaciones, los polipéptidos adicionales pueden comprender una etiqueta de
afinidad. A modo de ejemplo, la fusion de un polipéptido que comprende un epitopo y/o una etiqueta de afinidad con
el polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 puede auxiliar en la purificacion y/o identificacion del polipéptido. A
modo de ejemplo, el segmento de polipéptido puede ser una etiqueta His, una etiqueta myc, una etiqueta S-péptido,
una etiqueta MBP (proteina de unién a maltosa), una etiqueta GST (glutation S-transferasa), una etiqueta FLAG, una
etiqueta tiorredoxina, una etiqueta GFP (proteina verde fluorescente), una BCCP (proteina transportadora de biotina
carboxilada), una etiqueta calmodulina, una etiqueta Strep, una etiqueta epitopo HSV, una etiqueta epitopo V5 y una
etiqueta CBP. El empleo de dichos epitopos y etiquetas de afinidad es conocido por los expertos en la técnica.
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En realizaciones adicionales, los polipéptidos adicionales pueden proporcionar un polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-
TAB.G5.1 que comprende sitios para la escision del polipéptido. Como ejemplo, un polipéptido se pueden escindir
por medio de hidrdlisis del enlace peptidico. En algunas realizaciones, la escision se lleva a cabo por medio de un
enzima. En algunas realizaciones, la escision se produce en la célula. En otras realizaciones, la escision se produce
a través de manipulacion artificial y/o introduccion artificial de una enzima de escision. A modo de ejemplo, las
enzimas de escision pueden incluir pepsina, tripsina, quimotripsina, trombina y/o Factor Xa. La escision facilita el
aislamiento de los polipéptidos aislados C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 de los polipéptidos. La escision también puede
permitir la separacién de la porcién de toxina A de la porcidon de toxina B. La escisidon también puede permitir el
aislamiento de los polipéptidos aislados C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 fusionados con polipéptidos de otros polipéptidos,
tal como a través de escision de un epitopo utilizado para purificar la proteina expresada.

Los polipéptidos aislados C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 pueden poseer ademas modificaciones estructurales adicionales
no compartidas con el mismo péptido sintetizado organicamente, tal como adenilacién, carboxilacion, glicosilacion,
hidroxilacién, metilacion, fosforilacion o miristilacion. Estas modificaciones estructurales agregadas se pueden
seleccionar o preferir adicionalmente a partir de la eleccidon adecuada del sistema de expresion recombinante. Por
otro lado, se puede extender la secuencia de los polipéptidos de fusiéon por medios de los principios y la practica de
la sintesis organica.

En la presente memoria se describen acidos nucleicos que codifican para los polipéptidos aislados C-TAB.G5 o C-
TAB.G5.1 que comprenden un porcion de polipéptido obtenida de la toxina A de C. difficile y una porcion de
polipéptido obtenida de la toxina B de C. difficile. Los acidos nucleicos pueden incluir formas mono o bicatenarias de
desoxirribonucledtidos o ribonucleétidos o polimeros de los mismos. En la presente memoria se describen acidos
ribonucleicos que codifican para los polipéptidos aislados C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1. En la presente memoria se
describen acidos nucleicos que hibridan en condiciones rigurosas con un acido nucleico que codifica para el
polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 y el complemento del mismo. Condiciones rigurosas hace referencia al
grado de homologia entre una sonda y un acido nucleico unido al filtro; cuanto mayor es la rigurosidad, mas alto es
el porcentaje de homologia entre la sonda y el acido nucleico unido al filtro. La temperatura para un lavado rigurosa
se puede determinar en funcion de la Tm del acido nucleico (basada en el contenido de G/C). Las condiciones
rigurosas también pueden ser afectadas por la concentracién de sal en un tampdn, tal como citrato de sodio
estandar (SSC, por sus siglas en inglés). La presente invencién proporcionar acidos nucleicos que tienen alrededor
de 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de similitud de
secuencia o identidad de secuencia con SEQ ID N.°: 1.

El polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 puede comprender ademas una region enlazadora, por ejemplo, un
enlazadores con menos de alrededor de 50, 40, 30, 20, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 0o 1 residuo de aminoacido. El
enlazador puede enlazarse covalentemente con y entre la porcion de polipéptido derivada de la toxina A o una
porcion de la misma y la porcién de polipéptido derivada de la toxina B.

En la presente memoria se describen acidos nucleicos que codifican para los polipéptidos aislados C-TAB.G5 o C-
TAB.G5.1 que son redundantes con respecto a SEQ ID N.°: 1 o SEQ ID N.°: 3, respectivamente. La redundancia del
codigo genético permite variaciones en la secuencia de nucleétidos de una proteina toxina A, una proteina toxina B
y/o un polipéptido aislado de interés, mientras se sigue produciendo un polipéptido que tiene la secuencia de
aminoacidos idéntica a la del polipéptido codificado por la secuencia de ADN natural. El procedimiento, conocido
como «optimizacién coddnica» (descrito en la patente estadounidense 5.547.871) proporciona un medio para
disefar dicha secuencia de ADN alterada. El disefio de genes optimizados por medio de codones debe tener en
cuenta diversos factores, incluida la frecuencia de uso de codones en un organismo, las frecuencias aledafias mas
proximas, la estabilidad del ARN, el potencial para la formacion de la estructura secundaria, la via de sintesis y las
futuras manipulaciones de ADN previstas de dicho gen. En particular, se pueden utilizar métodos disponibles para
alterar los codones que codifican para un polipéptido aislado dado con aquellos mas facilmente reconocidos por
levaduras cuando se utilizan sistemas de expresion en levadura o por células de insectos cuando se utiliza el
sistema de expresion en células de insectos. La redundancia del cédigo genético también permite que la misma
secuencia de aminoacidos sea codificada y traducida de muchas formas diferentes. Por ejemplo, cada una de
leucina, serina y arginina se codifica mediante seis codones diferentes, mientras que cada una de valina, prolina,
treonina, alanina y glicina se codifica mediante cuatro codones diferentes. Sin embargo, la frecuencia de uso de
dichos codones sindnimos varia de genoma a genoma entre eucariontes y procariontes. Por ejemplo, los patrones
de eleccion de codones sindnimos entre mamiferos son muy similares, mientras que los organismos distantes a nivel
evolutivo tales como levaduras (tales como S. cerevisiae), bacterias (tales como E. coli) e insectos (tales como D.
melanogaster) revelan un patron claramente diferente de frecuencias de uso de codones genémicos (Grantham, R.,
et al., Nucl. Acid Res., 8, 49-62 (1980); Grantham, R., et al., Nucl. Acid Res., 9, 43-74 (1981); Maroyama, T., et al.,
Nucl. Acid Res., 14, 151-197 (1986); Aota, S., et al., Nucl. Acid Res., 16, 315-402 (1988); Wada, K., et al., Nucl. Acid
Res., 19 Supp., 1981-1985 (1991); Kurland, C. G., FEBS Lett., 285, 165-169 (1991)). Estas diferencias en los
patrones de eleccidon de codones parecen contribuir a los niveles de expresion generales de genes individuales al
modular las tasas de elongacion peptidica. (Kurland, C. G., FEBS Lett., 285, 165-169 (1991); Pedersen, S., EMBO
J., 3, 2895-2898 (1984); Sorensen, M. A., J. Mol. Biol, 207, 365-377 (1989); Randall, L. L., et al., Eur. J. Biochem.,
107, 375-379 (1980); Curran, J. F. y Yarus, M., J. Mol. Biol, 209, 65-77 (1989); Varenne, S., et al., J. Mol. Biol, 180,
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549-576 (1984), Varenne, S., et al., J. Mol, Biol., 180, 549-576 (1984); Garel, J.-P., J. Theor. Biol, 43, 211-225
(1974); lkemura, T., J. Mol. Biol, 146, 1-21 (1981); Ikemura, T., J. Mol. Biol, 151, 389-409 (1981)).

Las frecuencias de uso de codones preferidas para un gen sintético deben reflejar los usos de codones de genes
nucleares derivados del genoma exacto (o lo mas estrechamente relacionado posible) de la célula/organismo que se
pretende utilizar para la expresion proteica recombinante.

Los métodos preferidos para determinar la identidad estan disefiados para proporcionar la mayor coincidencia entre
las secuencias evaluadas. Los métodos para determinar la identidad y similitud se codifican en programas
informaticos. Los métodos de programas informaticos preferidos para determinar la identidad y similitud entre dos
secuencias incluyen, pero no se limitan a, el paquete de programas GCG (Devereux, et al, Nucl. Acid Res.
12(1):387 (1984)), BLASTP, BLASTN, FASTA (Atschul, et al., J. Mol. Biol. 215:403 (1990)). El grado de similitud o
identidad mencionado anteriormente se determina como el grado de identidad entre las dos secuencias y a menudo
indica que la primera secuencia deriva de la segunda. El grado de identidad entre dos acidos nucleicos puede
determinarse mediante programas informaticos conocidos en la técnica tales como GAP proporcionada en el
paquete de programas GCG (Needleman y Wunsch J. Mol. Biol. 48:443-453 (1970)). A los efectos de determinar el
grado de identidad entre dos acidos nucleicos para la presente invencion, se utiliza GAP con la siguiente
configuracion: Penalizacién por creacion de GAP (espacio) de 5,0 y penalizacion por extension de GAP de 0,3.

En la presente memoria se describe un vector que comprende un acido nucleico que codifica para el polipéptido
aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1. Un vector puede ser cualquiera de varios acidos nucleicos en los cuales se puede
insertar una secuencia deseada mediante restriccion y ligacion para transporte entre diferentes entornos genéticos o
para expresion en una célula hospedante. Los vectores estan constituidos tipicamente por ADN, aunque también
hay vectores de ARN disponibles. Los vectores incluyen, pero no se limitan a, plasmidos y fagémidos. Un vector de
clonacién es uno que es capaz de replicarse en una célula hospedante y que se caracteriza ademas por uno o mas
sitios de restriccion por endonucleasa en los cuales el vector se puede cortar de una forma determinable y en los
cuales se puede ligar una secuencia de ADN de forma tal que el nuevo vector recombinante conserve su capacidad
para replicarse en la célula hospedante. En el caso de los plasmidos, la replicacién de la secuencia deseada se
puede producir muchas veces a medida que el plasmido aumenta en cantidad de copias dentro de la bacteria
hospedante o solo una Unica vez por hospedante antes de que el hospedante se reproduzca por mitosis. En el caso
de un fago, la replicacién se puede producir activamente durante una fase litica o pasivamente durante una fase
lisbgena.

Los vectores pueden contener ademas una secuencia promotora. Un promotor puede incluir un acido nucleico no
traducido generalmente ubicado antes de la regién codifican que contiene el sitio para iniciar la transcripcion del
acido nucleico. La regién promotora también puede incluir otros elementos que actian como reguladores de la
expresion génica. En realizaciones adicionales de la invencion, el vector de expresion contiene una region adicional
para auxiliar en la seleccion de células que tienen el vector de expresién incorporado. La secuencia promotora esta a
menudo delimitada (inclusivamente) en su extremo en direccion a 3' por el sitio de iniciacion de la transcripcion y se
extiende hacia atras (en direccion 5') para incluir la cantidad minima de bases o elementos necesarios para iniciar la
transcripcion en niveles detectables por encima del valor registrado. Dentro de la secuencia promotora se encontrara
un sitio de iniciacion de la transcripcion, asi como dominios de unién a proteinas responsables de la unién de la ARN
polimerasa. Los promotores eucarioticos a menudo, pero no siempre, contendran «secuencias TATA» y «secuencias
CAT».

Los vectores pueden contener ademas una o mas secuencias marcadoras adecuadas para uso en la identificacion y
seleccion de células que han sido transformadas o transfectadas con el vector. Los marcadores incluyen, por
ejemplo, genes que codifican para proteinas que aumentan o disminuyen la resistencia o sensibilidad a antibidticos u
otros compuestos, genes que codifican para enzimas cuyas actividades son detectables mediante ensayos
estandares conocidos en la técnica (p. €j., f-galactosidasa o fosfatasa alcalina) y genes que afectan visiblemente el
fenotipo de las células, hospedantes, colonias o calvas transformadas o transfectadas. Los vectores preferidos son
aquellos capaces de replicacion y expresion auténomas de los productos génicos estructurales presentes en los
segmentos de ADN a los cuales estan unidos funcionalmente.

Un vector de expresion es uno en el que se puede insertar un acido nucleico deseado mediante restriccion y ligacion
de forma tal que se una funcionalmente a las secuencias reguladoras y pueda expresarse como un transcrito de
ARN. La expresion hace referencia a la transcripcion y/o traduccion de un gen, transgén o region codificante
enddgeno en una célula.

Una secuencia codificante esta unida a secuencias reguladoras cuando las mismas estan unidas covalentemente de
modo tal que se coloca la expresion o transcripcion de la secuencia codificante bajo la influencia o el control de las
secuencias reguladoras. Si se desea que las secuencias codificantes se traduzcan en una proteina funcional, se dice
que dos secuencias de ADN estan unidas funcionalmente si la induccion de un promotor en la secuencia
reguladoras en direccion 5' resulta en la transcripcion de la secuencia codificante y si la naturaleza de la ligadura
entre las dos secuencias de ADN no (1) resulta en la introduccién de una mutacién con desplazamiento de marco,
(2) interfiere con la capacidad de la regidon promotora de orientar la transcripcion de la secuencias codificantes ni (3)
interfiere con la capacidad del transcrito de ARN correspondiente de traducirse en una proteina. Por consiguiente,
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una regiéon promotora se uniria funcionalmente a una secuencia codificante si la regién promotora fuera capaz
efectuar la transcripcion de dicha secuencia de ADN de forma tal que el transcrito resultante se tradujera en la
proteina o el polipéptido deseado.

Los polipéptidos aislados C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 descritos en la presente pueden producirse mediante la
expresion del acido nucleico codificante en células hospedantes. El acido nucleico puede transformarse o
transfectarse en células hospedantes. Por consiguiente, algunos aspectos descritos en la presente incluyen la
transformacion y/o transfeccion de acido nucleico que codifica para los polipéptidos aislados C-TAB.G5 o C-
TAB.G5.1. La transformacion es la introduccion de acido nucleico exégeno o heterdlogo en el interior de una célula
procarionte. La transfeccion es la introducciéon de acido nucleico exdgeno o heterdlogo en el interior de una célula
eucarionte. El acido nucleico que se transforma o transfecta puede o no estar integrado (unido covalentemente)
dentro del ADN cromosoémico formando parte del genoma de la célula. En células procariontes, por ejemplo, el acido
nucleico que se transforma puede mantenerse en un elemento episémico tal como un plasmido o vector virico. Con
respecto a las célula eucariontes, una célula transfectada de manera estable es una en la cual el acido nucleico que
se transfecta se ha integrado dentro el cromosoma de manera que este sea heredado por células hijas a través de la
replicacion del cromosoma. Esta estabilidad se demuestra por la capacidad de la célula eucarionte para establecer
lineas celulares o clones que comprenden una poblacidon de células hijas que contienen el acido nucleico
transfectado.

Los cultivos de células eucariontes superiores se pueden utilizar para expresar las proteinas de la presente
invencion, ya sea de células de vertebrados o invertebrados, incluidos insectos, y los procedimientos de propagacion
de los mismos son conocidos (véase, por ejemplo, Kruse et al. (1973) Tissue Culture, Academic Press).

También se proporcionan células hospedantes y vectores para replicar los acidos nucleicos y para expresar los
polipéptidos aislados C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 codificados. Se puede utilizar cualquier vector o célula hospedante,
ya sean procariontes o eucariontes. Muchos vectores y células hospedantes son conocidos en la técnica para dichos
fines. La experiencia en la técnica conlleva el saber seleccionar un conjunto adecuado para la aplicacion deseada.

Las secuencias de ADN que codifican para la toxina A y la toxina B, o porciones de las mismas, se pueden clonar a
partir de una variedad de bibliotecas genémicas o de ADNc derivadas de C. difficile y otros procariontes conocidos
en la técnica que expresan la toxina A y la toxina B. Las técnicas para aislar dichas secuencias de ADN utilizando
métodos basados en sondas son técnicas convencionales y son conocidas por los expertos en la técnica. Las
sondas para aislar dichas secuencias de ADN pueden basarse en secuencias de ADN o proteinas publicadas.
Alternativamente, se puede utilizar el método de reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en
inglés) descrito por Mullis et al. (patente estadounidense N.° 4.683.195) y Mullis (patente estadounidense N.°
4.683.202). La eleccion de la biblioteca y la seleccion de sondas para el aislamiento de dichas secuencias de ADN
se encuentran dentro del nivel de experiencia ordinaria en la técnica.

Las células hospedantes adecuadas pueden derivar de procariontes o eucariontes. Los hospedantes procariontes
adecuados incluyen: Pseudomonas tales como P. aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus tales como S.
aureus y S. epidermidis, Serratia marcescens, Bacillus tales como B. subtillis y B. megaterium, Clostridium
sporogenes, Enterococcus faecalis, Micrococcus tales como M. luteus y M. roseus y Proteus vulgaris. Las células
hospedantes adecuadas para expresar los polipéptidos de la presente invencién en eucariontes superiores incluyen:
levaduras tales como Saccharomyces (p. €j. S. cerevisiae); 293 (rifidn embrionario humano) (ATCC CRL-1573);
293F (Invitrogen, Carlsbad, CA); 293T y la variante 293T/17 (293tsA1609neo y la variante ATCC CRL-11268) (rifidn
embrionario humano transformado con antigeno T de SV40); COS-7 (linea CVI de rifibn de mono transformada con
SV40)(ATCC CRL1651); BHK (células de rifion de hamster bebé) (ATCC CRL10); CHO (células de ovario de
hamster chino); células de Sertoli de ratén; CVI (células de rifién de mono) (ATCC CCL70); VERO76 (células de
rindn de mono verde africano) (ATCC CRL1587); HelLa (células de carcinoma cervical humano) (ATCC CCL2);
MDCK (células de rifién canino) (ATCC CCL34); BRL3A (células de higado de rata bufalo) (ATCC CRL1442); W138
(células de pulmoén humano) (ATCC CCL75); HepG2 (células de higado humano) (HB8065); y MMT 060652 (tumor
mamario de raton) (ATCC CCL51).

En la presente memoria se describen acidos nucleicos que codifican para un polipéptido aislado que comprende los
polipéptidos aislados C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 y polipéptidos adicionales. Los vectores Utiles para construir sistemas
de expresion eucariéticos para la produccion de polipéptidos de fusion comprenden acido nucleico que codifica para
el polipéptido aislado unido funcionalmente con una secuencia de activacion de la transcripcion adecuada, tal como
un promotor y/u operador. Otras caracteristicas tipicas pueden incluir sitios de unién a ribosoma adecuados,
codones de terminaciones, potenciadores, terminadores o elementos replicon. Estas caracteristicas adicionales se
pueden insertar en el vector en el sitio o sitios adecuados mediante técnicas de empalme convencionales tales como
digestion y ligacion por endonucleasa de restriccion.

En algunas realizaciones, los acidos nucleicos adicionales pueden fusionarse con el acido nucleico que codifica para
los polipéptidos aislados C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1. El acido nucleico fusionado puede codificar para polipéptidos que
pueden auxiliar en la purificacion y/o inmunogenicidad y/o estabilidad sin desplazar el marco de lectura codénica del
polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1. Los acidos nucleicos fusionados pueden codificar para una secuencia
secretora, que puede o no escindirse de los polipéptidos aislados C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1. Los acidos nucleicos
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fusionados pueden no elongar de forma significativa el polipéptido expresado. Los acidos nucleicos fusionados
pueden codificar para menos de sesenta aminoacidos adicionales para los polipéptidos aislados C-TAB.G5 o C-
TAB.G5.1. En algunas realizaciones, los acidos nucleicos fusionados estan a continuacion del acido nucleico que
codifica para los polipéptidos aislados C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1. En ofras realizaciones, los acidos nucleicos
fusionados preceden al acido nucleico que codifica para los polipéptidos aislados C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1. En otras
realizaciones, los acidos nucleicos fusionados flanquean al acido nucleico que codifica para los polipéptidos aislados
C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1.

En algunas realizaciones, los acidos nucleicos fusionados pueden codificar para un polipéptido que auxilia en la
purificacion de los polipéptidos aislados C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1. En algunas realizaciones, el acido nucleico
fusionado codificara para un epitopo y/o etiqueta de afinidad. Los ejemplos de polipéptidos que auxilian en la
purificacion incluyen, pero no se limitan a, una etiqueta His, una etiqueta myc, una etiqueta S-péptido, una etiqueta
MBP, una etiqueta GST, una etiqueta FLAG, una etiqueta tiorredoxina, una etiqueta GFP, una BCCP, una etiqueta
calmodulina, una etiqueta Strep, una etiqueta epitopo HSV, una etiqueta epitopo V5 y una etiqueta CBP. En otras
realizaciones, los acidos nucleicos fusionados pueden codificar para un polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1
que tiene un sitio orientado o propenso a la escisién. En una realizacion, el acido nucleico fusionado puede codificar
para polipéptidos que comprenden sitios de escisidn enzimatica. En realizaciones adicionales, la escisiéon enzimatica
puede auxiliar a aislar los polipéptidos aislados C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1, asi como también otros segmentos
polipeptidicos fusionados, de otros polipéptidos adicionales. A modo de ejemplo, un acido nucleico intermediario que
codifica para un sitio de escisién enzimatica colocado entre acidos nucleicos que codifican para el polipéptido aislado
C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 y un epitopo puede permitir la separacion posterior de los polipéptidos aislados C-TAB.G5
o C-TAB.G5.1 expresados y el epitopo. Dichos sitios también pueden estar presentes entre la porcion de toxina Ay
la porcién de toxina B.

En la presente memoria se describen sistemas de expresion disefiados para auxiliar a expresar y proporcionar los
polipéptidos aislados C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1. El sistema de expresion puede comprender una célula hospedante
transformada o transfectada con un acido nucleico que codifica para el polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1.
La célula hospedante puede ser un procarionte. El procarionte puede ser E. coli. La célula hospedante puede ser
una célula eucarionte.

El sistema de expresion puede comprender ademas agentes que ayudan en la seleccién de las células hospedantes
transformadas o transfectadas de forma exitosa con un acido nucleico que codifica para los polipéptidos aislados C-
TAB.G5 o C-TAB.G5.1. Por ejemplo, el acido nucleico que codifica para el polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-
TAB.G5.1 puede expresar ademas un gen que ayuda a la célula hospedante en la resistencia a antibidticos, tales
como genes para resistir a la kanamicina o gentamicina o ampicilina o penicilina. Dichos genes resistentes permitiran
la seleccion de células hospedantes que tienen incorporado de forma adecuada el acido nucleico que codifica para
el polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1, tal como lo saben los expertos en la técnica.

Otro aspecto descrito en la presente esta dirigido a la generacién de anticuerpos. Los ejemplos de anticuerpos
descritos en la presente incluyen, pero no se limitan a, anticuerpos producidos mediante la inmunizacion de un
sujeto con el polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1. Los anticuerpos generados mediante la inmunizacion con
el polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 se pueden unir especificamente a la toxina A o la toxina B, o pueden
hacer reaccién cruzada con el polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1. Los anticuerpos producidos por los
polipéptidos aislados C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 descritos en la presente memoria pueden caracterizarse utilizando
métodos conocidos en la técnica.

Los anticuerpos producidos utilizando el polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 de la presente invencion
pueden abarcar anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales, fragmentos de anticuerpo (p. e€j., Fab, Fab',
F(ab')2, Fv, Fc, etc.), anticuerpos quiméricos, anticuerpos biespecificos, anticuerpos de cadena pesada solo,
anticuerpos heteroconjugados, anticuerpos de cadena simple (scFv), anticuerpos de dominio simple, variantes de los
mismos, polipéptidos aislados que comprende una porcién de anticuerpo, anticuerpos humanizados y cualquier otra
configuracion modificada de la molécula de inmunoglobulina molécula que comprende un sitio de reconocimiento de
antigeno con la especificidad requerida, incluidas variantes de glicosilacion de anticuerpos, variantes de secuencia
de aminoacidos de anticuerpos y anticuerpos modificados covalentemente. Los anticuerpos preferidos derivan de
ratén, rata, humano, conejo, canino, porcino, dromedario, camello, llama, felino, primate o cualquier otro origen
(incluidos anticuerpos quiméricos, fragmentos y/o anticuerpos humanizados).

En otras realizaciones, los anticuerpos producidos mediante inmunizacién con el polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-
TAB.G5.1 después se humanizan mediante métodos conocidos en la técnica. Un anticuerpo humanizado es una
molécula de inmunoglobulina que contiene una secuencia minima derivada de inmunoglobulina no humana. En otras
realizaciones adicionales, se obtienen anticuerpos completamente humanos utilizando ratones disponibles en el
mercado que se han genomanipulado para expresar proteinas inmunoglobulinas humanas especificas. En otras
realizaciones, los anticuerpos son quiméricos. Un anticuerpo quimérico es un anticuerpo que combina caracteristicas
de dos anticuerpos diferentes. Los métodos para preparar anticuerpos quiméricos se conocen en la técnica.

En otras realizaciones, se obtiene la secuencia nucleotidica que codifica para los anticuerpos y después se clona en
un vector para expresion o propagacion. En otra realizacion, los anticuerpos se producen de forma recombinante y
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se expresan utilizando métodos conocidos en la técnica. A modo de ejemplo, el polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-
TAB.G5.1 puede utilizarse como antigeno a los efectos de aislar anticuerpos recombinantes por medio de estas
técnicas. Los anticuerpos se pueden producir de forma recombinante mediante el uso de secuencias génicas para
expresar el anticuerpo de forma recombinante en células hospedantes. Los métodos para producir variantes de
anticuerpos y anticuerpos recombinantes se conocen en la técnica.

En otras realizaciones, los anticuerpos se unen a un vehiculo mediante métodos convencionales en la técnica, para
uso, por ejemplo, para aislar o purificar toxina A o toxina B natural o detectar toxina A o toxina B natural o C. difficile
en una muestra bioldgica o espécimen.

Composiciones y formulaciones

En la presente memoria se describen composiciones que comprenden los polipéptidos aislados C-TAB.G5 o C-
TAB.G5.1. Las composiciones pueden ser composiciones farmacéuticas que comprenden el polipéptido aislado C-
TAB.G5 o C-TAB.G5.1 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Las composiciones utilizadas en los métodos
descritos en la presente generalmente comprende, a modo de ejemplo y no como limitacion, una cantidad eficaz del
polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 (p. €j., una cantidad suficiente para inducir una respuesta inmunitaria)
descrito en la presente o un anticuerpo contra los polipéptidos aislados C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 (p. €j., una cantidad
de un anticuerpo neutralizante suficiente para mitigar la infeccion, aliviar un sintoma de la infeccion y/o prevenir la
infeccion). La composicion farmacéutica puede comprender ademas vehiculos, excipientes o estabilizadores
farmacéuticamente aceptables conocidos en la técnica (véase, en general, Remington, (2005) The Science and
Practice of Pharmacy, Lippincott, Williams and Wilkins).

El polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 descrito en la presente memoria se puede utilizar en métodos para
inmunizar o tratar humanos y/o animales con la EACD. Por lo tanto, los polipéptidos aislados C-TAB.G5 o C-
TAB.G5.1 se pueden utilizar en una composicién farmacéutica. Las composiciones farmacéuticas descritas en la
presente memoria pueden comprender ademas vehiculos y/o excipientes farmacéuticamente aceptables. Los
vehiculos y/o excipientes farmacéuticamente aceptables Utiles en la presente invencion son convenciones y pueden
incluir tampones, estabilizadores, diluyentes, conservantes y solubilizantes. Remington's Pharmaceutical Sciences,
por E. W. Martin, Mack Publishing Co., Easton, Pa., 15a Edicién (1975), describe composiciones y formulaciones
adecuadas para la administracion farmacéutica de los polipéptidos descritos en la presente memoria. En general, la
naturaleza del vehiculo o excipiente dependera del modo de administracion especifico que se empleara. Por
ejemplo, las formulaciones parenterales comprenden normalmente fluidos inyectables que incluyen fluidos
farmacéutica y fisiologicamente aceptables tales como el agua, disoluciéon salina isoténica, disoluciones salinas
equilibradas, dextrosa acuosa, glicerol o similares como vehiculo. Para composiciones sdlidas (p. €j. en forma de
polvo, pastilla, comprimido o capsula), los vehiculos sélidos no toxicos convencionales pueden incluir, por ejemplo,
grados farmacéuticos de manitol, lactosa, almidén o estearato de magnesio. Ademas de los vehiculos
bioldgicamente neutros, las composiciones farmacéuticas que se administraran pueden contener cantidades
menores de sustancias auxiliares no téxicas, tales como agentes humectantes o emulsionantes, conservantes y
agentes tampodn de pH y similares, por ejemplo, acetato de sodio o monolaurato de sorbitan.

En una realizacion, la composicion farmacéutica puede comprender ademas una sustancia inmunoestimulante, tal
como un adyuvante. El adyuvante se puede seleccionar en funcion del método de administracion y pueden incluir
adyuvantes basados en aceite mineral tales como el adyuvante de Freund completo o incompleto, adyuvante
Montanide incompleto de Seppic tal como ISA, adyuvantes de emulsion de aceite en agua tales como el sistema
adyuvante Ribi, formulacién adyuvante syntax que contiene dipéptido de muramilo, hidroxido de aluminio o
adyuvante de sal de aluminio (alumbre), polimero policationico, especialmente péptido policatidnico, especialmente
poliarginina o un péptido que contiene al menos dos motivos LyslLeulys, especialmente KLKLLLLLKLK,
oligodesoxinucleétido (ODN) inmunoestimulador que contiene dinucleétidos de citosina-guanina no metilados (CpG)
en un contexto de bases definido (p. €j., tal como se describe en WO 96/02555) o ODN basados en inosina y citidina
(p- €j., tales como se describen en WO 01/93903), o acido desoxinucleico que contiene residuos desoxi-inosina y/o
desoxiuridina (tales como se describen en WO 01/93905 y WO 02/095027), especialmente Oligo(didC)+3 (tal como
se describe en WO 01/93903 y WO 01/93905), compuesto neuroactivo, especialmente hormona de crecimiento
humana (descrita en WO 01/24822) o combinaciones de estos. Dichas combinaciones se hacen segun las descritas,
por ejemplo, en WO 01/93905, WO 02/32451, WO 01/54720, WO 01/93903, WO 02/13857, WO 02/095027 y WO
03/047602. Preferiblemente, el adyuvante es un adyuvante de hidroxido de aluminio.

Los vehiculos, excipientes o estabilizadores son no téxicos para los receptores en las dosis y concentraciones que
se administran. Los vehiculos, excipientes o estabilizadores pueden comprender ademas tampones. Los ejemplos
de excipientes incluyen, pero no se limitan a, carbohidratos (tales como monosacaridos y disacaridos), azlcares
(tales como sacarosa, manitol y sorbitol), fosfato, citrato, antioxidantes (tales como acido ascérbico y metionina),
conservantes (tales como fenol, butamol, benzanol; aquilparabenos, catecol, cloruro de octadecildimetilbencil
amonio, cloruro de hexametonio, resorcinol, ciclohexanol, 3-pentanol, cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio
y m-cresol), polipéptidos de bajo peso molecular, proteinas (tales como seroalbumina o inmunoglobulinas),
aminoacidos poliméricos hidrofilos, agentes quelantes (tales como EDTA), contraiones formadores de sales,
complejos metalicos (tales como complejos Zn-proteina) y tensioactivos no iénicos (tales como TWEEN™ vy
polietilenglicol).
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La composicion farmacéutica descrita en la presente memoria puede comprender ademas agentes adicionales que
sirven para potenciar y/o complementar el efecto deseado. A modo de ejemplo, para potenciar la inmunogenicidad
del polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 de la invencién que se administra como una vacuna de
subunidades, la composicion farmacéutica puede comprender ademas un adyuvante.

Un ejemplo de una composicion farmacéutica puede ser una composicion inmundgena. En la presente memoria se
describen composiciones inmundgenas que comprenden los polipéptidos aislados C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1. La
composicion inmundgena puede incluir ademas un vehiculo farmacéuticamente aceptable y/u otros vehiculos y/o
excipientes en una formulacion adecuada para inyeccion en un mamifero. Una composicién inmundgena es
cualquier composicién de material que desencadena una respuesta inmunitaria en un hospedante mamifero cuando
la composicion inmundgena se inyecta o se introduce de otra forma. La respuesta inmunitaria puede ser humoral,
celular o ambas. Un efecto de refuerzo hace referencia a una respuesta inmunitaria aumentada a una composicion
inmunogena tras la exposicion posterior del hospedante mamifero a la misma composicién inmunégena. Una
respuesta humoral resultada en la produccién de anticuerpos por parte del hospedante mamifero tras la exposiciéon a
la composiciéon inmundgena.

Las composiciones inmunodgenas descritas en la presente memoria desencadenan una respuesta inmunitaria en un
hospedante mamifero, incluidos humanos y otros animales. La respuesta inmunitaria puede ser una respuesta
dependiente de la célula o una respuesta dependiente del anticuerpo o ambas; y ademas la respuesta puede
proporcionar memoria inmunolégica o un efecto de refuerzo o ambos en el hospedante mamifero. Estas
composiciones inmundgenas son Utiles como vacunas y pueden proporcionar una respuesta protectora por parte del
sujeto u hospedante mamifero a la infeccion por cepas de C. difficile.

En la presente memoria se describen métodos para producir una composicion inmundégena mediante la construccion
de un acido nucleico que codifica para el polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 y la expresion del componente
de polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 en un hospedante microbiano; recuperar el polipéptido aislado C-
TAB.G5 o C-TAB.G5.1 de un cultivo del hospedante; conjugar el polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 con un
segundo componente proteico y recuperar la proteina conjugada y el componente polisacarido. El acido nucleico que
codifica para el polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 puede mantenerse a lo largo del crecimiento del
hospedante mediante presion selectiva constante y estable. Se puede conferir el mantenimiento del vector de
expresion mediante la incorporacion en el vector de expresion de una secuencia genética que codifica para un
genotipo selectivo, cuya expresion en la célula hospedante microbiana resulta en un fenotipo selectivo. Una
secuencia de genotipo selectivo también puede incluir un gen que complementa una mutacion letal condicional. Se
pueden incorporar otras secuencias genéticas en el vector de expresion, tales como otros genes de resistencia a
farmacos o genes que complementan mutaciones letales. Los hospedantes microbianos pueden incluir: bacterias
gram positivas; bacterias gram negativas, tales como E. coli; levaduras; hongos filamentosos; células de mamiferos;
células de insectos; o células vegetales.

Los métodos descritos en la presente memoria también proporcionan un nivel de expresion del polipéptido aislado C-
TAB.G5 o C-TAB.G5.1 en el hospedante a un nivel mayor que alrededor de 50 mg/litro del cultivo, un nivel mayor
que alrededor de 100 mg/litro, un nivel mayor que alrededor de 500 mg/litro o un nivel mayor que alrededor de 1
g/litro. La proteina puede recuperarse mediante cualquiera de varios métodos conocidos en la técnica para el
aislamiento y la recuperacion de proteinas, tales como precipitacion en sulfato de amonio y posteriormente
cromatografia de intercambio iénico.

En la presente memoria se describen métodos para preparar la composicion inmundgena que proporciona que el
componente de proteina se conjugue con un segundo componente de proteina mediante uno de varios medios
conocidos por los expertos en la técnica, tal como una reacciéon de amidizacion.

En la presente memoria se describen formulaciones que comprenden el polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1
para tratar y prevenir EACD. En una realizacion, la formulacion puede incluir el polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-
TAB.G5.1 descrito en la presente, un adyuvante y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En otra realizacion, la
formulacion incluye el polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 descrito en la presente o consiste esencialmente
en uno o mas polipéptidos aislados C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 descritos en la presente. La formulacién puede
comprender el polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 descrito en la presente y un adyuvante. La formulacion
puede incluir ademas un antigeno o un farmaco adicional. Ademas, la formulacion puede incluir uno o mas farmacos
y puede incluir ademas del polipéptido aislado y/o adyuvante, uno o mas farmacos.

La formulacién que comprende el polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 puede estar en forma liquida o seca.
Una formulaciéon seca se puede almacenar y transportar facilmente. Las formulaciones secas prescinden de la
cadena de frio requerida desde el lugar de fabricacion de la vacuna hasta el local donde se lleva a cabo la
vacunacion. Alternativamente, el ingrediente activo seco de la formulacion puede ser de por si una mejora al
proporcionar una forma en particulas sélidas que las células que presentan antigenos absorben y procesan. Estos
posibles mecanismos no se describen para limitar el alcance de la invencién o sus equivalentes, sino para facilitar el
entendimiento del funcionamiento de la invencion y guiar el uso de la formulacién en la inmunizacion y vacunacion.
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Las formulaciones secas del polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 se pueden proporcionar en varias formas,
por ejemplo, polvos finos o granulados, polvo liofilizado, peliculas uniformes, sedimentos o comprimidos. Se pueden
secar al aire, secar a temperatura elevada, liofilizar, congelar o secar por pulverizacion, recubrir o pulverizar sobre un
sustrato soélido y después secar, espolvorear sobre un sustrato soélido, congelar rapidamente y después secar
lentamente al vacio o combinaciones de estas. Si diferentes moléculas conforman los ingredientes activos de la
formulacion, las mismas se pueden mezclar en disolucion y después secar, o se pueden mezclar solo en forma seca.

Las formulaciones que comprenden el polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 en forma liquida o sdlida, tal
como una forma sdlida, se pueden aplicar con uno o mas adyuvantes en el mismo o en sitios separados o
simultaneamente o en aplicaciones repetidas frecuentes. La formulaciéon puede incluir otros antigenos de forma tal
que la administracion de la formulacién induzca una respuesta inmunitaria contra multiples antigenos. En tal caso,
los otros antigenos pueden tener estructuras quimicas diferentes a efectos de inducir una respuesta inmunitaria
especifica para diferentes antigenos. Al menos un antigeno y/o adyuvante se puede conservar en forma seca antes
de la administracion. La liberacién posterior de liquido desde un reservorio o entrada de liquido hacia un reservorio
que contiene el ingrediente seco de la formulacion disolvera al menos parcialmente dicho ingrediente.

También se pueden incorporar solidos (p. €j., particulas en dimensiones de nandmetros o micrometros) en la
formulaciéon. Las formas solidas (p. €j., nanoparticulas o microparticulas) pueden auxiliar en la dispersion o
solubilizacién de ingredientes activos; proporcionar un punto de acoplamiento para el adyuvante, polipéptido aislado
C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1, o ambos con un sustrato que se puede opsonizar mediante células que presentan
antigeno, o combinaciones de estos. La liberaciéon prolongada de la formulaciéon desde un sélido poroso con forma
de lamina, varilla o perla actia como un depésito.

Al menos un ingrediente o componente de la formulacion (es decir, polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1,
adyuvante o farmaco) se puede proporcionar en forma seca antes de la administracion de la formulacion. Esta
formulacién también se puede usar conjuntamente con técnicas de inmunizacion entéricas, mucosales o
parenterales convencionales.

La formulacién que comprende el polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 se puede fabricar en condiciones
asépticas aceptables para las agencias reguladoras apropiadas (p. €j., la Direccion de Farmacos y Alimentos, EMEA
(siglas en inglés para Agencia Europea de Medicamentos) para productos biolégicos y vacunas). Opcionalmente, se
pueden incluir componentes tales como desecantes, excipientes, estabilizadores, humectantes, conservantes o
combinaciones de estos en la formulacién aunque sean inmunoldgicamente inactivos. Sin embargo, pueden tener
otras propiedades o caracteristicas deseables.

Los procesos para la fabricacion de una formulaciéon farmacéutica son conocidos. Los componentes de la
formulacién se pueden combinar con un vehiculo o portador farmacéuticamente aceptable, asi como también con
cualquier combinacion de aditivos opcionales (p. ej., diluyentes, aglutinantes, excipientes, estabilizadores,
desecantes, conservantes, colorantes). El uso de vehiculos sdlidos y la adicion de excipientes para auxiliar en la
solubilizacion de componentes secos o estabilizadores de la actividad inmundégena o adyuvante representan
realizaciones preferidas. Véase, en general, Ullmann's Encyclopedia of Industrial Chemistry, 62 Ed. (edicion
electrénica, 2003); Remington's Pharmaceutical Sciences, 222 (Gennaro, 2005, Mack Publishing); Pharmaceutical
Dosage Forms, 22 Ed. (diversos editores, 1989-1998, Marcel Dekker); y Pharmaceutical Dosage Forms and Drug
Delivery Systems (Ansel et al., 2005, Williams & Wilkins).

Las buenas practicas de fabricacién son conocidas en la industria farmacéutica y reguladas por las agencias
gubernamentales (p. €j., la Direccion de Farmacos y Alimentos, la EMEA). Se pueden preparar formulaciones
liquidas estériles al disolver un componente previsto de la formulaciéon en una cantidad suficiente de un disolvente
adecuado y posteriormente esterilizar mediante filtracion para extraer los microbios contaminantes. Generalmente,
las dispersiones se preparan incorporando los diversos componentes esterilizados de la formulaciéon en un portador
estéril que contiene el medio de dispersion basico. Para la produccién de formas sélidas que debe ser estériles se
puede utilizar secada al vacio o secado por congelamiento.

En general, las formas de dosificacion sélidas (p. €j., polvos, granulos, sedimentos, comprimidos) se pueden producir
con al menos un ingrediente activo o componente de la formulacion.

Los procedimientos adecuados para la formacién de comprimidos son conocidos. La formulacién también se puede
producir al encapsular formas soélida de al menos un ingrediente activo, o mantenerlas separadas de los liquidos en
compartimientos o camaras. Se pueden utilizar el tamafio de cada dosis y el intervalo de dosificacion para el sujeto
para determinar el tamafio y la forma adecuados del comprimido, capsula, compartimiento o camara.

Las formulaciones contendran una cantidad eficaz de ingredientes activos (p. €j., farmaco, antigeno y adyuvante)
junto con un vehiculo o cantidades adecuadas de portador a efectos de proporcionar composiciones
farmacéuticamente aceptables adecuadas para la administracion a un humano o animal.

Las cantidades relativas de ingredientes activos, tales como las cantidades de polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-
TAB.G5.1, dentro de una dosis y el régimen de dosificacion se pueden ajustar segun sea adecuado para la
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administracion eficaz a una sujeto (p. €j., animal o humano). Este ajuste también puede depender de la enfermedad
o afeccion especifica del sujeto y de se pretende brindar tratamiento o profilaxis. Para simplificar la administracién de
la formulacion al sujeto, cada dosis unitaria contiene los ingredientes activos en cantidades predeterminadas para
una unica instancia de inmunizacion.

Existen numerosas causas de la inestabilidad o degradacién del polipéptido, incluidas la hidrolisis y la
desnaturalizacion. En el caso de la desnaturalizacion, se altera la conformacion o estructura tridimensional de la
proteina y la proteina se despliega y pierde su estructura globular habitual. En lugar de volver a plegarse en su
conformaciéon natural, la interaccion hidréfoba puede provocar que las moléculas se acumulen (es decir,
aglomeracioén) o que se vuelvan a plegar en una conformacion no natural. Cualquiera de estos resultados pueden
conducir a la disminuciéon o pérdida de la actividad inmunégena o adyuvante. Se pueden agregar estabilizadores
para reducir o prevenir dichos problemas.

La formulacion, o cualquier intermediario en su produccion, se puede pretratar con agentes protectores (es decir,
crioprotectores y estabilizadores secos) y después someterse a tasas de enfriamiento y temperaturas finales que
minimizan la formacion de cristales de hielo. Mediante la seleccién adecuada de agentes crioprotectores y el uso de
parametros de secado preseleccionados, casi cualquier formulacién podria crioprepararse para un uso final deseado
adecuado.

Se ha de entender en la siguiente descripcion de aditivos opcionales como excipientes, estabilizadores, desecantes
y conservantes, que se describen por su funcion. Por consiguiente, una sustancia quimica especifica puede actuar
como una combinacion de receptor, estabilizador, desecante y/o conservante. Dicha sustancia quimica seria
inmunoldgicamente inactiva porque no induce de forma directa una respuesta inmunitaria, pero aumenta la
respuesta al potenciar la actividad inmunoldgica del antigeno o adyuvante: por ejemplo, al reducir la modificacion del
antigeno o adyuvante o la desnaturalizacion durante el secado y los ciclos de disolucion.

Los estabilizadores incluyen ciclodextrina y variantes de la misma (véase la patente estadounidense N.° 5.730.969).
Se pueden agregar también conservantes adecuados tales como sacarosa, manitol, sorbitol, trehalosa, dextrano y
glicerina para estabilizar la formulacion final (Howell y Miller, 1983). Se puede agregar a la formulaciéon un
estabilizador seleccionado de tensioactivos no ionicos, D-glucosa, D-galactosa, D-xilosa, acido D-glucurénico, sales
de acido D-glucurénico, trehalosa, dextranos, almidones hidroxietilicos y mezclas de los mismos. La adicién de una
sal de metal alcalino o cloruro de magnesio puede estabilizar el polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1, y se
puede incluir opcionalmente seroalbimina y secar por congelamiento para potenciar adicionalmente la estabilidad. El
polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 también se puede estabilizar al ponerlo en contacto con un sacarido
seleccionado del grupo que consiste en dextrano, acido condroitinosulfurico, almidén, glicogeno, insulina, dextrina y
sal de acido alginico. Otros azUcares que se pueden agregar incluyen monosacaridos, disacaridos, alcoholes de
azucar y mezclas de estos (p. €j., glucosa, manosa, galactosa, fructosa, sacarosa, maltosa, lactosa, manitol, xilitol).
Los polioles pueden estabilizar un polipéptido y son miscibles con agua o solubles en agua. Los polioles adecuados
pueden ser alcoholes polihidroxi, monosacaridos y disacaridos que incluyen manitol, glicerol, etilenglicol,
propilenglicol, trimetilglicol, pirrolidona vinilica, glucosa, fructosa, arabinosa, manosa, maltosa, sacarosa y polimeros
de estos. Varios excipientes también pueden estabilizar a los polipéptidos, incluidos seroalbimina, aminoacidos,
heparina, acidos grasos y fosfolipidos, tensioactivos, metales, polioles, agentes reductores, agentes quelantes
metalicos, pirrolidona polivinilica, gelatina hidrolizada y sulfato de amonio.

A modo de ejemplo, la formulacion de polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 se puede estabilizar en sacarosa,
trehalosa, poli(acido lactico) (PLA) y microesferas de acido poli(lactico-co-glicélido) (PLGA) mediante la eleccion
adecuada del excipiente o estabilizador (Sanchez et al., 1999). La sacarosa o trehalosa se puede utilizar de forma
ventajosa como un aditivo porque es un sacarido no reductor y, por lo tanto, no provoca reacciones amino-carbonilo
con sustancias que contienen grupos amino tales como proteinas. La sacarosa o trehalosa se puede combinar con
otros estabilizadores tales como sacaridos.

Ademas, la formulacion que comprende el polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 puede incluir agentes
terapéuticos tales como, p. ej., anestésicos, analgésicos, antiinflamatorios, esteroides, antibiéticos, antiartriticos,
anorexigenos, antihistaminicos y antineoplasicos. Los ejemplos de dichos agentes terapéuticos incluyen lidocaina y
farmacos antiinflamatorios no esteroides (AINE). En otra realizacion, los agentes terapéuticos son antigenos vy
adyuvantes. En ofra realizacion adicional, la formulacion que comprenden antigeno y/o adyuvante puede aplicarse
por separado pero junto con otros agentes terapéuticos, tales como, p. e€j., anestésicos, analgésicos,
antiinflamatorios, esteroides, antibiéticos, antiartriticos, anorexigenos, antihistaminicos y antineoplasicos. En una
realizacién preferida, los antibiéticos son fidaxomicina, metronidazol o vancomicina.

La formulacién que comprende el polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 se puede administrar a través de
diversas via de administracion tales como, p. €j., intramuscular.

Se pueden agregar polimeros a la formulacion y pueden actuar como excipiente, estabilizador y/o conservante de un
ingrediente activo asi como también reducir la concentracion de ingrediente activo que satura una disolucion
utilizada para disolver la forma seca del ingrediente activo. Dicha reduccion se produce porque el polimero reduce el
volumen efectivo de la disolucion al llenar el espacio «vacio». Por consiguiente, se pueden conservar las cantidades
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de antigeno/adyuvante sin reducir la cantidad de disolucion saturada. Una consideracion termodinamica importantes
es que se «impulsara» un ingrediente activo en la disolucion saturada hacia regiones de concentracion mas baja. En
disolucién, los polimeros también pueden estabilizar y/o conservar la actividad de antigeno/adyuvante de
ingredientes solubilizados de la formulacién. Dichos polimeros incluyen polimeros y copolimeros de etileno o
propilenglicol, pirrolidona vinilica y O-ciclodextrina.

Se proporciona una dosis simple o unitaria de la formulacion que comprende el polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-
TAB.G5.1 adecuada para administracion. La cantidad de adyuvante y/o polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1
en la dosis unitaria puede estar en cualquier punto de un intervalo amplio de alrededor de 0,001 pg a alrededor de
10 mg. Este intervalo puede ser de alrededor de 0,1 ug a alrededor 1 mg; un intervalo menor es de alrededor de 5
Mg a alrededor de 500 pg. Otros intervalos adecuados estan entre alrededor de 20 pg y alrededor de 200 pg, tales
como, p. €j., alrededor de 20 ug, alrededor de 75 ug o alrededor de 200 ug. Una dosis preferida de un polipéptido
aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 es de alrededor de 20 ug o 200 ug o menos. La relacion entre el polipéptido aislado
C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 y el adyuvante puede ser de alrededor de 1:1 o alrededor de 1:1,25, pero también se
pueden utilizar relaciones mas elevadas (p. €j., alrededor de 1:10 o menor), o se pueden utilizar también relaciones
mas bajas entre el polipéptido aislado C-TAB y el adyuvante (p. €j., alrededor de 10:1 o mayor).

El polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 se puede utilizar como antigeno y se puede presentar a células
inmunitarias e inducir una respuesta inmunitaria especifica para el antigeno. Esto se puede producir antes, durante o
después de la infeccion por un patdgeno, tal como, C. difficile. Solo el polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1
puede ser necesario, sin ningun adyuvante adicional, si la inmunogenicidad de la formulacion es suficiente para que
no sea necesaria una actividad adyuvante. La formulacién puede incluir un antigeno adicional de forma tal que la
aplicacion de la formulacién induzca una respuesta inmunitaria contra multiples antigenos (es decir, polivalente). En
la respuesta inmunitaria pueden participar linfocitos especificos para el antigeno y, en caso de que participen
linfocitos B, anticuerpos especificos para el antigeno pueden formar parte de la respuesta inmunitaria. Las
formulaciones descritas anteriormente pueden incluir desecantes, excipientes, humectantes, estabilizadores y
conservantes conocidos en la técnica.

La formulacion que comprende el polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 descrito en la presente memoria se
puede utilizar para tratar a un sujeto (p. €j., un humano o animal que necesita tratamiento tal como prevencion de
una enfermedad, proteccién contra efectos de la infeccion, reduccién o alivio de los sintomas de una enfermedad, tal
como EACD o combinaciones de estos). Por ejemplo, la formulacion que comprende el polipéptido aislado C-
TAB.G5 o C-TAB.G5.1 descrito en la presente memoria se puede utilizar para tratar a un sujeto en riesgo de padecer
una EACD, tal como, p. €j., un sujeto con el siguiente perfil: i) un sujeto con un sistema inmunitario mas débil, tal
como, p. €j., un sujeto anciano (p. €j., un sujeto con mas de 65 afios de edad) o un sujeto con menos de 2 afios de
edad; ii) un sujeto inmunodeprimido, tal como, p. €j., un sujeto con SIDA; iii) un sujeto que toma o planea tomar
farmacos inmunosupresores; iv) un sujeto con una hospitalizacion planeada o un sujeto que esta en un hospital; v)
un sujeto que estd o se espera que vaya a una unidad de cuidados intensivos (UCI); vi) un sujeto que se esta
sometiendo o planea someterse a cirugia gastrointestinal; vii) un sujeto que esta o planea ir a un centro de asistencia
para una estancia prologada, tal como, una residencia de ancianos; viii) un sujeto con comorbilidades que requiere
un uso frecuente y/o prolongado de antibidticos; ix) un sujeto que es un sujeto con dos o mas de los perfiles
mencionados anteriormente, tal como, p. €j., un sujeto anciano que planea someterse a una cirugia gastrointestinal;
x) un sujeto con enfermedad inflamatoria intestinal; y/o xi) un sujeto con EACD recurrente, tal como, p. €j., un sujeto
que ha sufrido uno o mas episodios de EACD.

El tratamiento puede vacunar al sujeto contra la infeccion por el patdgeno o contra sus efectos patégenos, tales
como aquellos causados por la secrecion de toxina. La formulacion se puede utilizar de forma terapéutica para tratar
una enfermedad existente, de forma protectora para prevenir una enfermedad, para reducir la gravedad y/o duracion
de una enfermedad, para mejorar los sintomas de la enfermedad, o combinaciones de estos.

Las formulaciones que comprenden los polipéptidos aislados C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 se pueden administrar por
diversas vias de administracion que incluyen, pero no se limitan a, via oral, subcutanea, intradérmica, intravenosa,
intraarterial, intramuscular, intracardiaca, intraespinal, intratoracica, intraperitoneal, intraventricular y/o sublingual.

La formulacién puede comprender también uno o mas adyuvantes o combinaciones de adyuvantes. Normalmente, el
adyuvante y la formulacion se mezclan antes de la presentacion del antigeno pero, alternativamente, pueden
presentarse por separado en un intervalo de tiempo corto.

Los adyuvantes incluyen, por ejemplo, una emulsion oleosa (p. €j., adyuvante de Freund completo o incompleto),
adyuvante Montanide incompleto de Seppic tal como ISA, adyuvantes de emulsion de aceite en agua tales como el
sistema adyuvante Ribi, formulaciéon adyuvante syntax que contiene dipéptido de muramilo, adyuvante de hidréxido o
sal de aluminio (ALUM), polimero policatiénico, especialmente péptido policatidnico, especialmente poliarginina o un
péptido que contiene al menos dos motivos LysLeulys, especialmente KLKLLLLLKLK, oligodesoxinucleétido (ODN)
inmunoestimulador que contiene dinucledtidos de citosina-guanina no metilados (CpG) en un contexto de bases
definido (p. €j., tal como se describe en WO 96/02555) o ODN basados en inosina y citidina (p. €j., tales como se
describen en WO 01/93903), o acido desoxinucleico que contiene residuos desoxi-inosina y/o desoxiuridina (tales
como se describen en WO 01/93905 y WO 02/095027), especialmente Oligo(dldC)43 (tal como se describe en WO
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01/93903 y WO 01/93905), compuesto neuroactivo, especialmente hormona de crecimiento humana (descrita en
WO 01/24822), o combinaciones de estos, una quimiocina (p. €j., defensinas 1 o 2, RANTES, MIP1-a, MIP-2,
interleucina-8, o una citocina (p. €j., interleucina-1B, -2, -6, -10 o -12; interferén-y; factor de necrosis tumoral-a; o
factor estimulador de colonias de granulocitos-monocitos) (descrito en Nohria and Rubin, 1994), una variante
dipeptidica de muramilo (p. €j., murabutida, treonil-MDP o tripéptido de muramilo), variantes sintéticas de MDP, una
proteina de choque térmico o una variante, una variante del LelF principal de Leishmaniasis (Skeiky et al., 1995),
variantes no téxicas de exotoxinas ADP-ribosilantes bacterianas (bARE, por sus siglas en inglés) incluidas variantes
en el sitio de escision por tripsina (Dickenson and Clements, 1995) y/o bARE que afectan la ADP-ribosilacion (Douce
et al., 1997) o quimicamente destoxificadas (anatoxinas), QS21, Quill A, N-acetiimuramil-L-alanil-D-isoglutamil-L-
alanina-2-[1,2-dipalmitoil-s-glicero-3-(hidroxifosforiloxi)letilamida (MTP-PE) y composiciones que contienen un aceite
metabolizable y un agente emulsionante, donde el aceite y el agente emulsionante estan presentes en forma de una
emulsion de aceite en agua que tiene gotas de aceite y todas tienen sustancialmente menos de un micrén de
diametro (véase, por ejemplo, EP 0399843). Ademas, véase Richards et al. (1995) donde se indican otros
adyuvantes Utiles en la inmunizacién.

Se puede elegir un adyuvante para inducir preferentemente anticuerpos o efectores celulares, isotipos de anticuerpo
especificos (p. gj., IgM, IgD, IgA1, IgA2, IgA secretora, IgE, 1IgG1, 1IgG2, IgG3 y/o IgG4), o subconjuntos de linfocitos
T especificos (p. €j., CTL, Th1, Th2 y/o TptH) (véase, por ejemplo, Munoz et al., 1990; Glenn et al., 1995).

Se sabe que los dinucledtidos CpG o motivos no metilados activan los linfocitos B y macréfagos (Stacey et al.,
1996). Otras formas de ADN se pueden utilizar como adyuvantes. Los ADN bacterianos estan entre una clase de
estructuras que tienen patrones que permiten que el sistema inmunitario reconozca sus origenes patdgenos para
estimular la respuesta inmunitaria innata que conduce a respuestas inmunitarias adaptativas (Medzhitov and
Janeway, 1997, Curr. Opin. Immunol. 9(1): 4-9). Estas estructuras se denominan patrones moleculares asociados a
patégenos (PAMP) e incluyen lipopolisacaridos, acidos teicoicos, motivos CpG no metilados, ARN bicatenario y
maninas. Los PAMP inducen sefales enddgenas que pueden mediar la respuesta inflamatoria, actuar como
coestimuladores de la funcién de los linfocitos T y controlar la funciéon efectora. La capacidad de los PAMP para
inducir estas respuestas tiene un papel en su potencial como adyuvantes y sus objetivos son CPA (células
presentadoras de antigenos) tales como macréfagos y células dendriticas. Los PAMP también podrian utilizarse
conjuntamente con otros adyuvantes para inducir diferentes moléculas coestimuladoras y controlar diferentes
funciones efectoras para guiar la respuesta inmunitaria, por ejemplo, de una respuesta Th2 a una Th1.

En la presente memoria se describe el uso del polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 como agente de
vacunacion. Las vacunas o composiciones inmunogenas descritas en la presente puede emplear una cantidad eficaz
de antigeno. Se incluira una cantidad de antigeno que provocara que el sujeto produzca una respuesta inmunitaria
especifica y suficiente a efectos de impartir proteccion al sujeto contra la exposicién posterior a C. difficile. El
antigeno puede ser el polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1. En una realizacion, el polipéptido aislado C-
TAB.G5 o C-TAB.G5.1 se administra solo o en combinacion con un adyuvante.

En la presente memoria se describe el uso del polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 como vacuna de
subunidades. Una vacuna de subunidades hace referencia al uso de un fragmento de un patégeno como agente
inoculante. Los expertos en la técnica sabran que las vacunas de subunidades ofrecen un medio para generar
anticuerpos para una parte o region especifica de un patdgeno.

El régimen de dosificacion de la administracion y eficacia de la vacuna se pueden determinar mediante métodos
conocidos en la técnica. La cantidad de vacuna y el régimen de inmunizacion puede depender del antigeno
especifico y el adyuvante empleado, el modo y la frecuencia de administracion y el efecto deseado (p. ej., proteccion
y/o tratamiento). En general, la vacuna descrita en la presente memoria se puede administrar en cantidades que
varian entre 1 ug y 100 mg, tales como, p. €j. entre 60 ug y 600 ug. Una dosis simple de la vacuna que comprende el
polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 puede estar en el intervalo de alrededor de 1 ug a alrededor 1 mg,
preferiblemente de alrededor de 5 ug a alrededor de 500 pg, mas preferiblemente de alrededor de 20 ug a alrededor
de 200 pg. La relacion entre el polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 y el adyuvante, tal como alumbre, puede
ser de alrededor de 1:1, tal como, p. €j. 1:1,25, pero también se pueden utilizar relaciones mas elevadas (p. €j.,
alrededor de 1:10 o menor), o se pueden utilizar también relaciones mas bajas (p. €j., alrededor de 10:1 o mayor).
En una realizacién, en la vacuna que comprende el polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1, se utilizara el
adyuvante hidroxido de aluminio en un intervalo de alrededor de 50 pg/mL a alrededor de 200 pg/mL,
preferiblemente en la cantidad de alrededor de 125 pg/mL de la formulacion final.

La vacuna que comprende el polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 se puede administrar por via oral,
intravenosa, subcutanea, intraarterial, intramuscular, intracardiaca, intraespinal, intratoracica, intraperitoneal,
intraventricular y/o sublingual.

El régimen de inmunizacién se puede determinar mediante métodos conocidos en la técnica. La administracion de la
vacuna se puede repetir si un experto en la técnica determina que es necesario hacerlo. Por ejemplo, tras una dosis
inicial se pueden administrar 1, 2, 3 o0 mas dosis de refuerzo en intervalos semanales, bisemanales o mensuales. En
una realizacion de la presente, invencion, después de la dosis inicial se administran uno o dos refuerzos en
intervalos de alrededor de 7 a alrededor de 14 dias, tal como, p. €j., a los 7 dias y 21 dias después de la dosis inicial.
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En una realizacion preferida, la cantidad terapéuticamente eficaz de la vacuna se administra dos o tres veces en
intervalos de 14 dias +/- 1, 2 o 3 dias (bisemanal) a un sujeto. En una realizacién de la presente invencion, la
cantidad terapéuticamente eficaz de la vacuna se administra una vez.

Otro aspecto adicional se dirige a la poblacion que se puede tratar segun la presente invencién. En una realizacion,
la poblacién incluye individuos sanos que estan en riesgo de exposicion a C. difficile, especialmente, los individuos
con una hospitalizaciéon inminente o que residen en un centro de asistencia sanitaria, asi como también el personal
de hospitales, residencias de ancianos y otros centros de asistencia sanitaria. En otra realizacién, la poblacion
incluye pacientes infectados anteriormente que sufrieron una recaida tras suspender el tratamiento con antibiéticos o
pacientes para quienes el tratamiento con antibiéticos no es eficaz.

En una realizacién adicional de la invencion, la poblaciéon incluye individuos que tienen al menos 18 afios o mas. En
una realizacion preferida, el sujeto humano tiene entre 18 y 65 afios. En otra realizacion preferida, el sujeto humano
es individuos ancianos con mas de 65 afios. El ultimo grupo etario representa la poblacién mas vulnerable a padecer
infecciones por C. difficile. En algunas realizaciones adicionales, el sujeto humano tiene menos de 18 afios.

Métodos para utilizar el polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1.

En la presente memoria se describen métodos para utilizar el polipéptido aislado. Por ejemplo, el polipéptido aislado
C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 puede utilizarse para prevenir o tratar enfermedades asociadas con C. difficile. A modo de
ejemplo, la introduccion de los polipéptidos aislados de la presente invencién en el sistema inmunitario de un sujeto
puede inducir una respuesta inmunitaria que incluye que el sujeto produzca anticuerpos dirigidos contra el
polipéptido aislado. Dichos anticuerpos son utiles para reconocer a C. difficile.

En la presente memoria se describen métodos de administracion de los polipéptidos aislados a un sujeto, que
comprenden administrar el polipéptido aislado a un sujeto. El polipéptido aislado se puede administrar como un
liquido o un sélido. El polipéptido aislado puede incluir ademas un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En la presente memoria se describen métodos para identificar y aislar dominios variables de un anticuerpo que
reconocen y se unen a la toxina A y/o la toxina B, que comprenden el uso del polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-
TAB.G5.1 para producir una respuesta inmunitaria, purificar y después caracterizar los anticuerpos producidos en
respuesta al polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1. Los epitopos identificados se pueden utilizar para clonar
adicionalmente anticuerpos o sus fragmentos.

Un aspecto de la presente descripcion se dirige en pare al tratamiento, la prevencion y la deteccion de C. difficile. En
algunas realizaciones, un sujeto, tal como un animal, recibe tratamiento y/o prevencion y/o deteccién de C. difficile.
En ofras realizaciones, el animal es un humano. Por ejemplo, los polipéptidos descritos en la presente memoria se
pueden utilizar para producir anticuerpos contra C. difficile in vivo. Como ejemplo adicional, los polipéptidos descritos
en la presente memoria se pueden utilizar para determinar si un sujeto produce anticuerpos contra C. difficile. En
algunas realizaciones, el polipéptido se utiliza para aislar anticuerpos. A modo de ejemplo, los polipéptidos pueden
estar unidos a una matriz de afinidad.

A modo de ejemplo adicional, el acido nucleico descrito en la presente se puede utilizarse para transformar y/o
transfectar para producir de forma recombinante los polipéptidos y/o anticuerpos de la presente invencién. Los
acidos nucleicos descritos en la presente también se pueden utilizar, por ejemplo, para determinar si un sujeto esta
infectado con C. difficile. A modo de ejemplo, esto se puede lograr utilizando métodos de hibridacion radioetiquetada.

Como ejemplo adicional, los anticuerpos descritos en la presente memoria se pueden utilizar para reconocer una
infeccion por C. difficile. A modo de ejemplo, los anticuerpos pueden reconocer la toxina A y/o la toxina B natural
como un antigeno. Los anticuerpos descritos en la presente también se pueden utilizar para combatir una infeccion
por C. difficile. A modo de ejemplo, los anticuerpos humanizados o fragmentos de anticuerpo o anticuerpos
monoclonales pueden emplear la propia respuesta inmunitaria del sujeto contra una infeccién por C. difficile. A modo
de ejemplo adicional, los anticuerpos descritos en la presente pueden acoplarse a un citocina o una toxina o una
enzima o un marcador para auxiliar en el tratamiento y deteccion de una infeccion.

Aspectos adicionales de la presente descripcion se relacionan con ensayos de diagndstico. La presente descripcion
es util con muchos ensayos conocidos en la técnica. Los expertos en la técnica reconoceran la amplia gama de usos
basados en la investigacion para los polipéptidos, acidos nucleicos y anticuerpos descritos en la presente memoria.
Los polipéptidos, anticuerpos y acidos nucleicos descritos en la presente se pueden, por ejemplo, etiquetar, tal como
con moléculas radioactivas, quimioluminiscentes, fluorescentes y/o de tinte. Los anticuerpos, acidos nucleicos y
polipéptidos descritos en la presente son Utiles para ensayos de uso, por ejemplo, ensayos de ADN (tales como
transferencia southern), ensayos de ARN (tales como transferencia northern), ensayos proteicos (tales como
transferencia western), ensayos cromatograficos (tales como gaseosa, liquida, HPLC, de exclusién por tamafio),
inmunoanalisis (tales como ELISA) y ensayos estructurales (tales como cristalografia y espectroscopia RMN). Los
anticuerpos, polipéptidos y acidos nucleicos descritos en la presente se pueden utilizar ademas como sondas. Los
ensayos que amplifican las sefiales desde una sonda también son conocidos por los expertos en la técnica.

Kits
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En la presente memoria se describen kits que comprenden, a modo de ejemplo y no como limitacion, acidos
nucleicos que codifican para el polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1, el polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-
TAB.G5.1 y/o anticuerpos contra el polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1. Los kits pueden incluir uno o mas
contenedores e instrucciones de uso segun cualquiera de los métodos descritos en la presente memoria. El
polipéptido aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 y/o anticuerpos descritos en la presente memoria se pueden utilizar en
una variedad de ensayos que incluyen inmunoensayos para detectar C. difficile. En una realizacion, el polipéptido
aislado C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 sirve para funcionar como un antigeno a los efectos de detectar anticuerpos en
muestras bioldgicas. Los contenedores pueden ser dosis unitarias, paquetes a granel (por ejemplo, paquetes de
multiples dosis) o dosis de subunidades. Los kits de la presente invencion estan en un envase adecuado. También
se contemplan envases para uso en combinacién con un dispositivo especifico, tal como un inhalador, un dispositivo
de administracién nasal o un dispositivo de infusion. Un kit puede tener un puerto de acceso estéril. El contenedor
también puede tener un puerto de acceso estéril. Los kits opcionalmente pueden proporcionar componentes
adicionales tales como tampones e informacion interpretativa.

Los kits se pueden utilizar para detectar la presencia de C. difficile o detectar una enfermedad asociada a C. difficile
tal como EACD. Los kits se pueden utilizar para prevenir o tratar enfermedades asociadas a C. difficile. Los kits
descritos en la presente memoria también se pueden utilizar para aliviar los sintomas de una enfermedad asociada a
C. difficile.

Se cree que sin una descripcion adicional un experto en la técnica puede, utilizando las descripciones precedentes y
los siguientes ejemplos ilustrativos, producir y utilizar la invencion reivindicada. Los siguientes ejemplos practicos
sefialan, por lo tanto, las realizaciones especificamente preferidas de la presente invencion y no se deben interpretar
como una limitacién en ningun sentido del resto de la descripcion.

Ejemplos
Ejemplo 1: Preparacion de los polipéptidos aislados C-TAB.G5 y C-TAB.G5.1.

El presente ejemplo describe la preparacion de polipéptidos aislados que comprenden porciones de las toxinas A
(CTA) y B (CTB) de C. difficile para expresion en células de E. coli. EI método descrito a continuacion se puede
utilizar para producir diversos polipéptidos aislados que comprenden CTA y CTB. Como ejemplo, se describe un
polipéptido aislado que comprende una porcion del dominio del extremo C de CTA y una porcidon del dominio del
extremo C de CTB.

Ejemplo 1.1: Clonacién de las construcciones génicas C-TAB.G5 y C-TAB.G5.1.

La porcion del gen de CTA (N.° de acceso YP-001087137) que codifica para los aminoacidos 2026 a 2710 del
dominio del extremo C se amplifico mediante PCR a partir del ADN gendmico de la cepa 630 de C. difficile (ATCC
BAA-1382) utilizando los siguientes cebadores:

directo: 5'- caccACTAGTatgaacttagtaactggatggc -3'(SEQ ID N.°: 9) e
inverso: 5- CTCGAGttagccatatatcccaggggc -3' (SEQ ID N.°: 10).
La amplificacion con el cebador directo cre6 un sitio Spel y la amplificacion con el cebador inverso cre6 un sitio Xhol.

La porcion del gen de CTB (N.° de acceso: YP-00108735) que codifica para los aminoacidos 1850 a 2366 del
dominio del extremo C se amplificd mediante PCR utilizando los siguientes cebadores:

directo: 5'- caccATGCATatgagtttagttaatag 3' (SEQ ID N.%: 11) e
inverso: 5- ggcCTCGAGctattcactaatcactaattgage -3' (SEQ ID N.°: 12).
La amplificacion con el cebador directo cre6 un sitio Nsil y la amplificacion con el cebador inverso cre6 un sitio Xhol.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo utilizando PCR Super-Mix (Invitrogen). Las condiciones de ciclo fueron 95
°C durante 2 minutos, 95 °C durante 45 segundos, 55 °C durante 50 segundos, 68 °C durante 8 minutos (30 ciclos) y
72 °C durante 10 minutos. Los productos de PCR se purificaron con el kit de extraccion génica Quick (Invitrogen) y
se ligaron con el vector PCR 2.1 TOPO (Invitrogen). Las mezclas de ligacién se utilizaron para transformar las
células Mech-1 de E. coli mediante choque térmico. Los transformantes se colocaron sobre placas de ImMedia Amp
Blue (Invitrogen). Se recogieron colonias blancas y se cultivaron en tubos de 15 ml con 4 ml de medio LB que
contenia 100 pg/ml de ampicilina. Los cultivos se incubaron durante toda la noche a 37 °C y los plasmidos se
extrajeron con el kit Quick plasmid miniprep (Invitrogen).

El fragmento del gen de CTA en el vector PCR 2.1 -TOPO/TA se digirié con Spel y Xhol y el fragmento se clon6 en
un vector intermediario, también digerido con Spel y Xhol, utilizando T4 ADN Ligasa. A continuacion se inserté un
enlazador que contenia tres sitios de restriccion (BgLII-Nsil-Sacl) en el extremo 3' del fragmento del gen de CTA
mediante PCR utilizando el siguiente conjunto de cebadores sintéticos:
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directo: 5'- AGATCTATGCATGAGCTCctcgagcccaaaacgaaaggctcage -3' (SEQ ID N.°: 13)
inverso: 5'- cggtccggggccatatatcccaggggcttttactce -3' (SEQ ID N.°: 14).

El fragmento del gen de CTB en PCR 2.1 -TOPO/TB se digirid con Nsil y Xhol, y el fragmento de gen de CTB
digerido se ligd con el vector intermediario que contenia el gen de CTA y el enlazador, que también se digirié con
Nsil y Xhol. El gen de CTB se insertd en direccion a 3' con respecto al enlazador proporcionando la secuencia de
construccion 5-CTA-enlazador-CTB-3'. Esta construccion de fusion se denomina vector intermediario C-TAB.V1.

El gen de C-TAB.G5 se amplificé mediante PCR del vector intermediario C-TAB.V1 utilizando los cebadores:
directo: 5'- caccCCATTGatggtaacaggagtatttaaagga (SEQ ID N.°: 15)
inverso: 5' - CTCGAGctattcactaatcactaattgagctg (SEQ ID N.°: 16).

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo utilizando PCR Super mix (Invitrogen). Las condiciones de ciclo fueron 95
°C durante 2 minutos, 95 °C durante 45 segundos, 55 °C durante 50 segundos, 68 °C durante 4 minutos (30 ciclos) y
72 °C durante 10 minutos. Los productos de PCR se purificaron con el kit de extraccion génica Quick (Invitrogen) y
se ligaron con el vector PCR2.1 TOPO (Invitrogen). Las mezclas de ligacion se utilizaron para transformar las células
Mech-1 de E. coli mediante choque térmico. Los transformantes se colocaron sobre placas de ImMedia Amp Blue
(Invitrogen). Se recogieron colonias blancas y se cultivaron en tubos de 15 ml con 4 ml de medio LB que contenia
100 pg/ml de ampicilina. Los cultivos se incubaron durante toda la noche a 37 °C y los plasmidos se extrajeron con
el kit Quick plasmid miniprep (Invitrogen). El gen de fusion de C-TAB.G5 en el vector PCR 2.1 -TOPOTA se digirié
con las enzimas de restriccion Ncol y Xhol. Estos fragmentos de C-TAB de ligaron con el vector de expresion pET28
digerido con las mismas enzimas de restriccion. Esta construccion resultante codifica para el dominio del extremo C
de la toxina A de los aminoacidos 2272 a 2710 fusionados con el dominio del extremo C de la toxina B de los
aminoacidos 1851 a 2366. La construccion pET28/C-TAB.G5 se transform6 BL21 (DE3) de E. coli para expresion.
Se seleccionaron cinco colonias que contenian el gen de fusion C-TAB.G5 para analisis.

La secuencia codificante de C-TAB.G5.1 se obtuvo mediante optimizacion coddnica para una expresion mejorada en
células hospedantes de E. coli. El uso de los codones se adapto a la preferencia codoénica de los genes de E. coli.
Ademas, se ajustd el contenido de GC para prolongar la semivida del ARNm; se evitd una regiéon con un contenido
de GC muy elevado (>80 %) o muy bajo (<30 %). Por lo tanto, el gen optimizado posibilita tasas de expresion
elevadas y estables en E. coli. El gen de C-TAB.G5.1 optimizado por codones se sintetiz6 in situ 'y se subclon6 en el
vector de expresion pET-28b(+).

Secuenciacion de ADN: Las secuencias de ADN plasmidico se confirmaron utilizando quimica de secuenciaciéon de
terminador de ciclo en tinte con tintes de d-Rodamina. Los datos de la secuenciacién se analizaron utilizando el
programa informatico Jellyfish.

Ejemplo 1.2: Expresion de las proteinas de fusion C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 recombinantes en E. coli.

La expresion de las construcciones génicas C-TAB.G5 y C-TAB.G5.1 se puede lograr utilizando un procedimiento
estandar para expresion en E. coli.

Barrido de colonias para determinar la expresion de la proteina de fusion C-TAB recombinante: A los efectos del
barrido, se recogieron colonias y se cultivaron en tubos Falcon de 15 ml con 4 ml de medio LB que contenia 50
pg/ml de kanamicina. Los tubos se cultivaron durante toda la noche a 37 °C con mezcla a 250 rpm. Tras la fase de
crecimiento inicial, se transfirié 1 ml de cultivo de cada tubo a una placa de cultivo de tejido de 24 pocillos y se indujo
la expresion con 1 mM isopropil-3-D-1-tiogalacto-pirandsido (IPTG) durante 3 h a 30 °C. Se recogieron los
sedimentos celulares mediante centrifugacion a 12.000 g durante 1 min en microcentrifuga. Se prepararon lisados de
sedimento celular y la fraccion soluble se sometié a ensayo mediante DT-PAGE y analisis de transferencia western
para determinar la expresion de la proteina de fusién C-TAB. Los colones positivos se seleccionaron para evaluacion
adicional.

Fermentacién por lotes para la expresion de C-TAB.G5: Se cultivaron cultivos de siempre en cinco matraces de
agitacion de 500 ml que contenian cada uno 150 ml de medio Super Broth complementado con 30 ug/ml de
kanamicina. Los cultivos se cultivaron durante 12 h a 28 °C con agitacién continua a 275 rpm hasta que la DOggo
alcanzo 2 a 2,5. Los matraces de agitacion se utilizaron para inocular un fermentador que contenia 10 L de Super
Broth. El cultivo se cultivd alrededor de 4,5 h a 37 °C hasta DOg = 3,5 a 4. Para la induccion de la expresion del
producto se agregd 0,1 mM de IPTG vy el cultivo continu6é durante 4 h mas a 25 °C. A continuacion las células se
cosecharon mediante centrifugacion y la pasta celular se almacend congelada a -70 °C. Un tasa de expresion
especifica del producto tipica mediante este proceso de fermentacion fue de alrededor de 200 mg/ml.

Fermentacién con alimentacién en lotes para la preparaciéon de C-TAB.G5.1: Se utilizé una alicuota de 500 pl de
concentrado de glicerol de un banco de cultivo (almacenado a -75°C) para inocular 100 ml de medio de precultivo
complementado con 30 pg/ml de kanamicina en un matraz de agitacién de 1 L. El precultivo se incubd a 37 °C con
agitacion constante ~150 rpm durante alrededor de 7 h hasta que alcanzé una DOggo = 1,0 a 2,0. Se utilizaron 25 mL
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de precultivo para inocular 7 L de medio de fermentacién por lotes en un fermentador de 15 L estandar en la
industria equipado con un sistema de control del proceso capaz de llevar a cabo fermentaciones con alimentacion
por lotes. La fase de cultivo en lote de 7 L se llevé a cabo durante 12 h a 37 °C (DOeoo = 12 a 15) hasta que se agoto
la glucosa. La fase libre de glucosa (producciéon de biomasa) a continuacion se inici6 mediante un modo de
alimentacion exponencial a una constante de tasa de cultivo especifica p = 0,25/h a 37 °C durante 6 h (DOggo = 40 a
50). Una hora antes de cambiar a una fase de alimentacion constante e induccion con una concentracion final de 1
mM IPTG (produccion de producto), la temperatura se redujo hasta alcanzar 30 °C para reducir el riesgo de
formacioén de cuerpos de inclusién. La fase de expresion de producto continué durante otras 5 h con alimentacion
constante a 30 °C (DOsoo = ~100) que resultaron en un tiempo de proceso de fermentacion total de 23 h y un
volumen de cultivo final de ~8,2 L. Se cosech6 una biomasa celular himeda de alrededor de 1,2 kg mediante
centrifugacion y se almacend a < -70 °C. Un tasa de expresion especifica del producto tipica alcanzada mediante la
fermentacion con alimentacion por lotes fue de hasta 1,3 g/L.

Ejemplo 1.3: Purificacion de las proteinas de fusion C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 recombinantes.

Purificacion de muestra analitica de C-TAB.G5: La pasta celular congelada se descongel6 y se volvié a suspender
en 10 mM de tampédn acido citrico/NaOH a pH 5,6, y la suspensién celular se pasé dos veces a través de un
homogeneizador (homogeneizador GEA Niro Soavi) a 550 bar. La suspension se centrifugdé dos veces: una vez a
13500 rpm durante 30 minutos y la segunda vez a 18000 rpm en una ultracentrifuga durante una hora. Los
sobrenadantes se concentraron y se ajusto el pH hasta alcanzar 5,6 con 50 mM de tampdn de acido citrico pH 3. Los
lisados celulares clarificados se pasaron por una columna de flujo rapido SP con 10 mM de tampdn acido
citrico/NaOH a pH 5,6. Las proteinas se eluyeron con un gradiente lineal de cloruro de sodio con aumento de 0 a
500 mM en 20 mM de NaPi. Las fracciones que contenian C-TAB.G5 se concentraron. La conductividad se ajusto
hasta 5 mS/cm con H>O destilado. Se agregé Tris hasta una concentracion final de 25 mM. Las fracciones
concentradas se pasaron por una columna de flujo rapido DEAE. La proteina se eluyd con un gradiente lineal de
cloruro de sodio con aumento de 50 a 500 mM en 25 mM de Tris. Nuevamente, las fracciones que contenian C-
TAB.G5 se concentraron y se agregé 1,5 M Na-Citrato, pH 7,5 hasta una concentracién final de 0,4 M. El
concentrado de C-TAB. V1 se cargd en una columna de Sepharose HP fenol equilibrada con 25 mM de Tris, 0,4 M
Na-Citrate, pH 7,5. La proteina de fusion C-TAB.G5 se eluyd con una reduccion de concentracion de sal en un
gradiente lineal utilizando 5 mM de TRIS, pH 7,5. Todas las columnas se monitorizaron mediante un sistema de
cromatografia AKTA Prime. Se intercambié el tampdn de proteina de fusion C-TAB a PBS utilizando una membrana
de 50 K.

Purificacion de la preparacion a granel de C-TAB.G5.1: La biomasa se almacené a -80 °C hasta el procesamiento.
Se diluyen 450 g de pasta celular congelada (equivalente a 2,90 L del fermentador) con 4 volimenes de tampdn de
lisis (20 mM de Hepes, pH 7,5, ~0,6 mS/cm) (p. €j., 450 g de pasta + 1800 mL de tampdn) y se descongelan de esta
forma durante ~1 h£0,5 h con agitacion mecanica. Opcionalmente, las aglomeraciones restantes se pueden volver a
suspender utilizando Ultraturrax (p. ej., 5 min a 8000 rpm). La lisis celular se lleva a cabo en un homogeneizador de
alta presion Niro Soavi Panda (640125 bar, 3 ciclos). El lisado se enfria hasta alcanzar <10 °C utilizando un
intercambiador térmico y se mantiene a esta temperatura durante la centrifugacion. El lisado celular bruto se somete
a una etapa de centrifugacion por lotes (Beckmann Avanti JLA 60.25) operada a 14000 rpm (30000 g) a 4 °C durante
30 min. Los sobrenadantes se recogen y se concentran. La parte semiliquida del sedimento se descarta también,
para reducir el riesgo de obstruccion en la etapa de filtracion. Los sobrenadantes concentrados a continuacion se
filtran a través de una capsula de filtro de profundidad Supercap PDH4 100/12,7 cm (5 pulgadas) (Pall) (area de
filtracion efectiva de 250 cm?). El lisado restante en el alojamiento del filtro se extrajo por enjuague con tampén de
lisis. Después de la clarificacion, se agrega una alicuota de 1M de disolucién concentrada de Tris, pH 7,5, al lisado
hasta una concentracion final de 25 mM. La composicion de tampon del lisado final es 20 mM de Hepes, 25 mM de
Tris, pH 7m5, conductividad ~6 mS/cm). El lisado puede estar todavia ligeramente turbio después de la filtracion,
pero esto no afecta la etapa de captura posterior. La etapa de captura se lleva a cabo a temperatura ambiente con
DEAE Sepharose FF (GE Healthcare) en una columna XK50/30 (GE Healthcare) con las siguientes dimensiones:
diametro de 50 mm, altura de lecho fijo 20 cm, volumen de lecho fijo ~400 mL. La densidad de carga es de alrededor
de 0,8 a 1,2 g de biomasa/mL de gel. El proceso se lleva a cabo mediante un sistema Akta Explorer (GE Healthcare)
y se monitoriza a 280 nm. El equilibrio se lleva a cabo a 100 cm/h con alrededor de 5 VC (volimenes de columna) de
25 mM de Tris, 20 mM de Hepes, 25 mM de NaCl, pH 7,5, conductividad ~5 mS/cm hasta que el pH, la
conductividad y la absorbancia a 280 nm estén estables. El lisado se carga sobre la columna a 75 cm/h y el flujo
continuo se descarta. Después de cargar todo el lisado filtrado, el flujo se reanuda con alrededor de 5 VC de tampdn
de equilibrio hasta que la absorbancia a 280nm se estabiliza. Las impurezas se extraen de la columna durante la
etapa de lavado 2 con 5 VC de 25 mM de TRIS, 175 mM de NacCl, pH 7,5, conductividad 19 mS/cm. La proteina C-
TAB se eluye de la columna mediante la etapa de elucién con 3 VC de 25 mM de TRIS, 375 mM de NaCl, pH 7,5,
conductividad 36 mS/cm. La recoleccién de las fracciones que contienen C-TAB comienza cuando la absorbancia a
280 nm comienza a aumentar (generalmente después de 1 VC) y dura alrededor de 0,5 a 1,0 VC. Las fracciones
concentradas que contienen C-TAB se pueden almacenar 2 a 8 °C durante toda la noche. La etapa de purificacion
intermedia se lleva a cabo con SP-Sepharose FF (GE Healthcare) en una columna XK50/30 (GE Healthcare) a
temperatura ambiente con las siguientes dimensiones: diametro de 50 mm, altura de lecho fijo 20 cm, volumen de
lecho fijo ~400 mL. La densidad de carga maxima es de alrededor de 4 a 5 mg de C-TAB/mL de gel. El proceso se
lleva a cabo mediante un sistema Akta Explorer (GE Healthcare) y se monitoriza a 280 nm. Las etapas de equilibrio,
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lavado y elucion con gradiente lineal se llevan a cabo a un caudal maximo de 200 cm/h (65 mL/min) a menos que la
contrapresion excesiva (>4 bar) lo impida. El equilibrio se lleva a cabo con alrededor de 5 a 10 VC de tampén G a
200 cm/h hasta que el pH, la conductividad y la absorbancia a 280 nm estén estables. Antes de la carga, el
concentrado de DEAE debe ajustarse para permitir la union de C-TAB a la resina SP-FF. El concentrado de DEAE
se diluye 25 veces con tampdn de equilibrio SP-FF (10 mM de acido citrico, 2 mM de EDTA, pH 5,5+0,1,
conductividad ~2 mS/cm) hasta una conductividad final de no mas de 3,5 mS/cm, pH 5,5 + 0,1. Si es necesario se
agrega agua MilliQ adicional hasta alcanzar la conductividad deseada. Obsérvese que la baja conductividad es
esencial para permitir la union de C-TAB a SP-FF. La muestra se carga sobre la columna a 150 cm/h y el flujo
continuo se descarta. Después de cargar la muestra, el flujo se reanuda con alrededor de 5 VC de tampdn de
equilibrio a 200 cm/h hasta que la absorbancia a 280nm se estabiliza. La elucién se lleva a cabo con un gradiente
lineal a 100 cm/h de 0 % de tampdn de equilibrio hasta 30 % de 20 mM de fosfato de sodio, 500 mM de NaCl, pH 7,0
en 10 VC. Se recogen las fracciones y la concentracion se lleva a cabo mediante absorbancia a UV 280 nm. La
concentracion comienza a 15 % del pico maximo y termina a 15 % del pico maximo. El concentrado inmediatamente
se ajusta hasta 400 mM de citrato (pH final 7, alrededor de 49 mS/cm) utilizando una disolucién concentrada de
citrato 1,5 M, pH 8,0. El concentrado de SPFF ajustado deberia tener pH 7 y alrededor de 49 mS/cm y se almacena
a 2 a 8 °C durante toda la noche.

La etapa de cromatografia de pulido se lleva a cabo con Phenyl-Sepharose HP (GE Healthcare) en una columna
XK50/30 (GE Healthcare) a temperatura ambiente con las siguientes dimensiones: diametro 50mm, altura del lecho
fijo 15 cm, volumen de lecho fijo ~300 mL. La densidad de carga es de alrededor de 4 a 5 mg de C-TAB/mL de gel.
El proceso se lleva a cabo mediante un sistema Akta Explorer (GE Healthcare) y se monitoriza a 280 nm. Las etapas
de equilibrio, lavado y elucién se llevan a cabo a un caudal maximo de 100 cm/h (33 mL/min) a menos que la
contrapresion excesiva (>4 bar) lo impida. En tal caso, se debe reducir el caudal. El equilibrio se lleva a cabo con
alrededor de 5 a 10 VC de 25 mM de Tris, 400 mM de citrato de sodio, pH 7,5, 46 mS/cm a 100 cm/h hasta que el
pH, la conductividad y la absorbancia a 280 nm estén estables. La muestra se carga sobre la columna a 100 cm/h 'y
el flujo continuo se descarta. Después de cargar la muestra, el flujo se reanuda con alrededor de 5 VC de tampén de
equilibrio a 100 cm/h hasta que la absorbancia a 280nm se estabiliza. La elucién se lleva a cabo con un gradiente
lineal a 100 cm/h de 100 % de tampdn de equilibrio / 0 % de 5 mM Tris, pH 7,5, 0,5 mS/cm hasta 100 % de 5 mM
Tris, pH 7,5, 0,5 mS/cm en 20 VC. Se recogen las fracciones y la concentracién se lleva a cabo mediante
absorbancia a UV 280 nm. La concentracion comienza a alrededor de 10 a 15 % del pico maximo y termina a
alrededor de 20 % del pico maximo. El concentrado ajustado se almacena a 2 a 8 °C durante toda la noche. La
preparacion de disolucion proteica de sustancia medicamentosa de C-TAB final se logra mediante filtracién de flujo
tangencial de corte 30 kDa (TFF, membrana Pellicon 2, Millipore) operada a temperatura ambiente. La disolucion
proteica se diafiltra contra el tampén de formulacion (20 mM de Histidina, 75 mM de NaCl, 5 % de Sacarosa, 0,025
% de Tween®80, pH 6,5) hasta que el pH del permeado es igual a 6,50,2).

La concentracion proteica final se ajusta a 2 mg/mL segun la medicion de UV a 280 nm utilizando 1566 como el
coeficiente de extincion especifico a 280 nm para C-TAB (conc. proteica 1 mg/mL, cubeta de 1 cm).

SDS-PAGE y analisis de transferencia Western: Los lisados celulares enteros y la proteina de fusion C-TAB.G5 o C-
TAB.G5.1 purificada se volvieron a suspender en tampoén de muestra Nu-Page que contenia beta-mercaptoetanol y
se hirvieron durante 10 min. Las muestras (25 pl) se cargaron en gel Tris-Acetato al 3 a 8 %. Después de la
electroforesis (150 V durante 1 h), las proteinas se visualizaron mediante tincion de los geles con tinte Simply Blue o
se utilizaron para el analisis de transferencia Western.

La expresion especifica de C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 se determiné mediante analisis de transferencia Western
utilizando anticuerpos especificos para las toxinas. Las proteinas se transfirieron a 23 V durante 60 min sobre una
membrana de PVDF utilizando 1x de tampon de transferencia en metanol al 10 %. Las membranas se bloquearon
durante 1 h a temperatura ambiente con 0,5 % de caseina en solucion salina tampon fosfato (PBS, por sus siglas en
inglés). Las membranas de transferencia se incubaron durante 2 hrs a temperatura ambiente con un anticuerpo
monoclonal contra la Toxina B (GenWay; clon B426M) o un anticuerpo policlonal de cobaya derivado internamente
contra la Toxina A (List Biological Labs). Las membranas lavadas se incubaron con IgG anticobaya o IgG antirratén
conjugada con peroxidasa de rabano. Las transferencias se lavaron y se agregaron sustratos AEC. Las
transferencias se incubaron con mezcla suave durante 5 a 10 minutos. Las transferencias se enjuagaron con agua
para detener el desarrollo de color.

Hemoaglutinacién de RBC: Se ha demostrado que el dominio de unién celular de la toxina A es capaz de aglutinar
eritrocitos (RBC, por sus siglas en inglés) de conejo, pero no el de la toxina B. El proceso de aglutinacion es el
resultado de la unién de la toxina A con una secuencia de glicano que se encuentra en los antigenos sanguineos de
RBC de conejo. Las muestras (C-TAB.G5 y toxina A natural) se diluyen hasta 100 ug/ml en PBS. En una placa de
microtitulacion con fondo en V, se preparan diluciones en serie dobles a lo largo de la placa por duplicado,
comenzando a 100 ug/ml y dejando 50 pl de la dilucién en cada pocillo. Se agregan cincuenta microlitros de una
suspension al 0,75 % de RBC de conejo/PBS a cada pocillo de la placa de microtitulacion y la placa se incuba
durante 1 h a temperatura ambiente. La hemoaglutinacion se indica por la incapacidad para formar un sedimento de
RBC en el fondo de la placa. El titulo de hemoaglutinacién de una muestra se representa mediante la concentracion
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de la proteina presente en el pocillo con la dilucién de muestra mas alta en la que no se ha observado sedimento de
RBC.

Ejemplo 2: Titulacion de dosis de la proteina de fusion C-TAB.G5 en presencia y ausencia de alumbre en ratones.

Este estudio se llevé a cabo para determinar la viabilidad de una titulacién de dosis in vivo de C-TAB.G5 con y sin
adyuvante de alumbre como un ensayo de potencia de C-TAB. El alumbre utilizado fue Hydragel, (hidroxido de
alumbre, Brenntag). Se utilizaron ratones hembra C57BL/6 (Charles River Labs.) con entre 8 y 9 semanas para la
inmunizacion. Todos los animales recibieron una primera inmunizacién mediante inyeccién intramuscular (IM) (50 pl)
en el musculo del muslo derecho el dia 0. La segunda inmunizacién se llevé a cabo mediante inyeccion IM en el
musculo del muslo izquierdo el dia 14. Un total de 72 ratones se dividieron en 12 grupos vacunados de la siguiente
forma:

Grupo 1: Solo PBS

Grupo 2: 100 (154) ng de C-TAB.G5

Grupo 3: 300 (462) ng de C-TAB.G5

Grupo 4: 1.000 (1.540) ng de C-TAB.G5

Grupo 5: 3.000 (4.620) ng de C-TAB.G5

Grupo 6: 10.000 (15.400) ng de C-TAB.G5

Grupo 7: PBS con 50 pg de alumbre

Grupo 8: 10.0 (15.4) ng de C-TAB.G5 con 50 ug de alumbre OH
Grupo 9: 30.0 (46.2) ng de C-TAB.G5 con 50 ug de alumbre OH
Grupo 10: 100 (154) ng de C-TAB.G5 con 50 ug de alumbre OH
Grupo 11: 300 (462) ng de C-TAB.G5 con 50 ug de alumbre OH
Grupo 12: 1.000 (1.540) ng de C-TAB.G5 con 50 ug de alumbre OH

En este estudio se determind la concentracion proteica en primer lugar segun el protocolo estandar Quick Start™
Bradford Protein Assay (Bio-Rad). En ultima instancia, la concentracion proteica (se muestra entre paréntesis) se
volvié a determinar mediante medicién de UV a 280 nm segun el procedimiento descrito en el Ejemplo 1.3. En todos
los estudios de seguimiento la concentracion proteica se midié6 mediante el método de UV.

Se recogieron muestras de sangre de todos los animales dos semanas después de la primera inmunizacion (dia de
estudio 14) y dos semanas después de la segunda inmunizacion (dia de estudio 28). El suero se almacené a -20 °C
hasta el analisis.

ELISA de IgG sérica: Los anticuerpos séricos producidos para C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 (denominado C-TAB), toxina
A y toxina B o sus anatoxinas se evaluaron en un enzimoinmunoensayo de adsorcion (ELISA, por sus siglas en
inglés). En sintesis, se prepararon disoluciones concentradas de 1,0 ug/ml de toxina A, toxina B o el polipéptido
aislado C-TAB.G5 en PBS y se agregaron 100 pl a cada pocillo de una placa de 96 pocillos. Después de la
incubacion durante toda la noche a 4 °C, las placas se lavaron y se bloquearon con tampén de bloqueo de caseina
al 0,5 %. Las placas se volvieron a lavar y se agregaron diluciones en serie dobles de suero de prueba a las placas.
Después de una segunda incubacion durante toda la noche a 4°C, las placas se lavaron y se incubaron con IgG
antirratén conjugada con peroxidasa (H + L). Después de 2 horas de incubacion a temperatura ambiente, las placas
se volvieron a lavar, se agrego sustrato de peroxidasa (2,2'-azinobis(3-etilbenztiazolina-6-sulfonato) y se dej6 que el
color se desarrollara durante 2 h a temperatura ambiente. La reaccién se detuvo mediante la adicion de 50 ul de
SDS al 2 % en los pocillos. Se leyeron las placas con un lector de placas de ELISA a una absorbancia de 405 nm.
Los titulos de anticuerpos séricos se indican como la media geométrica de unidades de ELISA, que son las
diluciones en suero que resultan en una lectura de DO a 405 nm de 1,0. Como testigo negativo se utilizd una
muestra concentrada de suero previo a la inmunizacion obtenida de animales de los que se tomd sangre antes de la
primera inmunizacioén para evaluar una respuesta de anticuerpos.

Los animales que recibieron C-TAB.G5 demostraron un aumento en los titulos de anticuerpo dependiente de la dosis
y el adyuvante alumbre permitié una mejora significativa en los titulos de anticuerpo a dosis mas bajas de C-TAB.G5.
La Figura 3 muestra los titulos para IgG anti-C-TAB, antitoxina A y antitoxina B. La Figura 4 muestra una
comparacion grafica de los titulos de anticuerpo en presencia o ausencia de alumbre.

Ejemplo 3: Inmunogenicidad y eficacia protectora de C-TAB.G5 en ratones.
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Este estudio se llevd a cabo para evaluar la inmunogenicidad y la eficacia protectora de C-TAB.G5 en ratones
vacunados que recibieron una exposicion letal de toxina A o toxina A de C. difficile. Se utilizaron ratones hembra
C57BL/6 (Charles River Labs.) con 6 a 7 semanas para este estudio. Todos los animales recibieron la primera
vacunacion mediante inyeccion intramuscular (IM) (50 pl) en el musculo del muslo derecho el dia 0. La segunda
vacunacion se llevé a cabo mediante inyeccion IM en el musculo del muslo izquierdo el dia 14. 116 ratones se
dividieron en grupos vacunados de la siguiente forma:

* Grupo 1: Solo PBS

* Grupo 2: 3 ug de C-TAB.G5

* Grupo 3: 10 ug de C-TAB.G5

* Grupo 4: 30 ug de C-TAB.G5

* Grupo 5: 3 ug de C-TAB.G5 + 50 ug de alumbre OH

* Grupo 6: 10 ug de C-TAB.G5 + 50 ug de alumbre OH
* Grupo 7: 30 ug de C-TAB.G5 + 50 ug de alumbre OH
* Grupo 8: Solo PBS

* Grupo 9: 3 ug de C-TAB.G5

* Grupo 10: 10 ug de C-TAB.G5

* Grupo 11: 30 ug de C-TAB.G5

* Grupo 12: 3 ug de C-TAB.G5 + 50 ug de alumbre OH
* Grupo 13: 10 yg de C-TAB.G5 + 50 ug de alumbre OH
* Grupo 14: 30 ug de C-TAB.G5 + 50 ug de alumbre OH

Se recogieron muestras de sangre de todos los animales dos semanas después de la segunda inmunizacion (dia de
estudio 28). El suero se almacend a -20 °C hasta el analisis. A continuacion se determinaron los titulos de
anticuerpos séricos para C-TAB, toxina A y toxina B mediante ELISA y se indicaron como unidades de ELISA (UE).

La Figura 5 muestra titulos de anticuerpos séricos para C-TAB, toxina A y toxina B en ratones evaluados dos
semanas después de la segunda inmunizacioén (dia de estudio 28). Este estudio demostré que la proteina de fusién
C-TAB.G5 es altamente inmundgena en ratones y es capaz de inducir una respuesta de anticuerpos fuerte contra la
toxina Ay la toxina B incluso sin agregar un adyuvante. La inmunogenicidad de C-TAB.G5 se aumentar de manera
significativa (mas de un logaritmo) mediante la coadministracion con hidréxido de alumbre. Los animales que
recibieron C-TAB.G5 con o sin alumbre demostraron un aumento de 2 veces en la respuesta de anticuerpos en un
intervalo de logaritmo de dosis.

Ademas de evaluar los titulos de anticuerpos, los anticuerpos generados por la inmunizacion con C-TAB.G5 se
evaluaron para determinar su capacidad para neutralizar la toxina A y B natural en un ensayo de neutralizacion de
toxina in vitro (TNA, por sus siglas en inglés).

Ensayo de anticuerpo neutralizador de toxina (ANT). Para el analisis in vitro, se incubaron 125 pl de la toxina A (5
ng/ml) o toxina B (1 ng/ml) con 125 ul de diluciones en serie de anti-suero obtenido de ratones inmunizados.
Después de una hora de incubacion a 37 °C, la mezcla de toxina:suero se agregd a pocillos de microtitulacion que
contenian células Vero (células de rifiédn de mono) y las placas de microtitulaciéon se incubaron durante 18 hr. La
incubacion de la toxina A o B con las células Vero resultdé en un cambio en la morfologia celular y una pérdida de la
adherencia celular que se midié mediante tincion con rojo neutro de las células tratadas con toxina después de la
extraccion de las células no adherentes. El titulo de neutralizacion de toxina de un suero se indica como la dilucion
de suero que proporciona un 50 % de reduccion en la actividad de la toxina.

Los resultados del ensayo ANT se muestran en la Figura 6. Los datos indican que los anticuerpos generados
después de la inmunizacion con C-TAB.G5 solo son capaces de neutralizar la actividad téxica de la toxina A natural
pero no de la toxina B. Cuando se coadministré C-TAB.G5 con alumbre, los titulos de ANT aumentaron con un
aumento de alrededor de 6 veces en los ANT antitoxina A y solo titulos 2 veces mas bajos para ANT antitoxina B.
Estos datos indican que el polipéptido aislado C-TAB.G5 no solo conserva los epitopos antigénicos de
reconocimiento de anticuerpo presentes en las toxinas naturales, sino que también comprende epitopos antigénicos
esenciales necesarios para la generacion de anticuerpos neutralizantes de toxina funcionales. Por consiguiente, C-
TAB.G5 es eficaz para neutralizar los efectos tdxicos de la toxina Ay la toxina B de C. difficile, por lo tanto, es util en
la vacunacion.
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Ademas de evaluar la respuesta de anticuerpos, se determiné la capacidad de la inmunizacién con C-TAB.G5 para
proteger a los ratones contra una exposicion letal de toxinas naturales. Tres semanas después de la segunda
vacunacion (dia de estudio 35) los animales en los grupos vacunados y no vacunados (N=8) recibieron por via
intraperitoneal (IP) una dosis letal de 25 ng de toxina A o 50 ng de toxina B. La supervivencia de los animales se
monitorizé en los 9 dias posteriores y los resultados se muestran en la Figura 6. Este experimento demostré que la
inmunizacion de ratones con C-TAB.G5 en ausencia del adyuvante alumbre fue capaz de conferir un 100 % de
proteccion contra una exposicion letal con toxina A natural y un 50 % de proteccion contra la exposicion a la toxina
B. La coadministracion de C-TAB.G5 con alumbre potencié la inmunidad protectora contra la toxina B en hasta un
100 % de proteccion. Estos datos indican que la vacunacion con C-TAB.G5 induce una respuesta inmunitaria
suficiente para proteger a los ratones de los efectos toxicos de las toxinas A y B en el modelo de exposicion letal.

Ejemplo 4: Evaluacioén de la inmunogenicidad y eficacia protectora de C-TAB.G5 en ratones jovenes y adultos.

Este estudio se llevé a cabo para comparar la respuesta inmunitaria desencadenada contra C-TAB.G5 en ratones
jovenes y adultos. Se utilizaron ratones hembra C57BL/6 (Charles River Labs.) con 6 a 7 semanas y 18 meses,
respectivamente, para este estudio. Todos los animales recibieron la primera vacunacidon mediante inyeccion
intramuscular (IM) (50 ul) en el masculo del muslo derecho el dia 0. La segunda vacunacion se llevé a cabo
mediante inyeccion IM en el musculo del muslo izquierdo el dia 14. 192 ratones se dividieron en grupos vacunados
de la siguiente forma:

Grupo 1: PBS a ratones jévenes

Grupo 2: PBS a ratones adultos

Grupo 3: 10 yg de C-TAB.G5 a ratones jovenes

Grupo 4: 30 uyg de C-TAB.G5 a ratones jovenes

Grupo 5: 10 uyg de C-TAB.G5 a ratones adultos

Grupo 6: 30 ug de C-TAB.G5 a ratones adultos

Grupo 7: 10 ug de C-TAB.G5 + 50 pg de alumbre OH a ratones jévenes
Grupo 8: 30 ug de C-TAB.G5 + 50 pg de alumbre OH a ratones jévenes
Grupo 9: 10 ug de C-TAB.G5 + 50 pg de alumbre OH a ratones adultos
Grupo 10: 30 pg de C-TAB.G5 + 50 pg de alumbre OH a ratones adultos
Grupo 11: PBS a ratones jovenes

Grupo 12: PBS a ratones adultos

Grupo 13: 10 pg de C-TAB.G5 a ratones jovenes

Grupo 14: 30 ug de C-TAB.G5 a ratones jovenes

Grupo 15: 10 ug de C-TAB.G5 a ratones adultos

Grupo 16: 30 ug de C-TAB 5 a ratones ancianos

Grupo 17: 10 yg de C-TAB.G5 + 50 pg de alumbre OH a ratones jévenes
Grupo 18: 30 pg de C-TAB.G5 + 50 pg de alumbre OH a ratones jévenes
Grupo 19: 10 pg de C-TAB.G5 + 50 pg de alumbre OH a ratones adultos
Grupo 20: 30 pg de C-TAB.G5 + 50 pg de alumbre OH a ratones adultos

Tres semanas después de la segunda vacunacion (dia de estudio 35) los animales en los grupos vacunados y no
vacunados (N=6) recibieron una exposicion letal por via intraperitoneal (IP) de 25 ng de toxina A o 50 ng de toxina B.
La supervivencia de los animales se monitorizé en los 9 dias posteriores.

Se recogieron muestras de sangre de todos los animales dos semanas después de la primera inmunizacion (dia de
estudio 14) y dos semanas después de la segunda inmunizacion (dia de estudio 28). El suero se almacené a -20 °C
hasta el analisis. A continuacion se determinaron los titulos de anticuerpos séricos para C-TAB, toxina A y toxina B
mediante ELISA y se indicaron como unidades de ELISA (UE). Los anticuerpos neutralizantes de la toxina A y la
toxina B (ANT) se determinaron utilizando células Vero tratadas con una cantidad citotdxica de toxina A y toxina B
recombinantes.
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Los animales jovenes que recibieron la vacuna de C-TAB.G5 exhibieron niveles significativamente mas altos de
todos los anticuerpos evaluados, en comparacion con los animales adultos. Se obtuvieron titulos de anticuerpos
especialmente elevados en ratones jovenes vacunados con C-TAB.G5 en presencia de hidroxido de alumbre (Figura
7). Se logré una mejora particularmente significativa en el titulo de ANT de toxina B. Al mismo tiempo, no hubo una
diferencia grande entre los ratones jovenes y adultos en la capacidad para soportar las exposiciones a la toxina A'y
la toxina B. Sin embargo, ambos grupos exhibieron una tasa de proteccion mejorada cuando se vacunaron en
presencia de alumbre. La Figura 7 muestra una comparacion de la inmunogenicidad y la eficacia protectora de C-
TAB.G5 en ratones jovenes con respecto a ratones adultos. La Figura 8 muestra la cinética del desarrollo de
anticuerpos anti-C-TAB en ratones jovenes y adultos.

Ejemplo 5: Comparacioén de la inmunogenicidad y eficacia protectora de C-TAB.G5.1 y anatoxina A y B.

Este estudio se llevd a cabo para comparar la inmunogenicidad y la eficacia protectora de C-TAB.G5.1 con respecto
a la anatoxina A/B. La anatoxina A/B utilizada fue la mezcla de partes iguales (1:1) de anatoxina A (lote N.° 1009132)
y anatoxina B (lote N.° 1009133). La anatoxina se preparé mediante fijacion en formalina y se adquirié a TechLab.
Se utilizaron ratones hembra C57BL/6 (Charles River Labs.) con 6 a 7 semanas para este estudio. Todos los
animales recibieron la primera vacunacion mediante inyeccion intramuscular (IM) (50 pl) en el musculo del muslo
derecho el dia 0. La segunda vacunacion se llevo a cabo mediante inyeccion IM en el musculo del muslo izquierdo el
dia 14. Se dividieron 180 ratones vacunados en grupos de la siguiente forma:

Grupo 1: Solo PBS

Grupo 2: 10 yg de C-TAB.G5.1

Grupo 3: 30 yg de C-TAB.G5.1

Grupo 4: 10 yg de C-TAB.G5.1 + 50 ug de alumbre OH
Grupo 5: 10 yg de C-TAB.G5.1 + 50 ug de alumbre OH
Grupo 6: 30 ug de anatoxina A/B

Grupo 7: 10 ug de anatoxina A/B

Grupo 8: 30 ug de anatoxina A/B + 50 pg de alumbre OH
Grupo 9: 30 ug de anatoxina A/B + 50 pg de alumbre OH
Grupo 10: PBS

Grupo 11: 10 pg de C-TAB.G5.1

Grupo 12: 30 pg de C-TAB.G5.1

Grupo 13: 10 pg de C-TAB.G5.1 + 50 ug de alumbre OH
Grupo 14: 30 pg de C-TAB.G5.1 + 50 ug de alumbre OH
Grupo 15: 10 pg de anatoxina A/B

Grupo 16: 30 pyg de anatoxina A/B

Grupo 17: 10 pg de anatoxina A/B + 50 ug de alumbre OH
Grupo 18: 30 pg de anatoxina A/B + 50 ug de alumbre OH

Tres semanas después de la segunda vacunacion (dia de estudio 35) los animales en los grupos vacunados y no
vacunados (N=6) recibieron una exposicion letal por inyeccion intraperitoneal (IP) de 28 ng de toxina A o 50 ng de
toxina B. La supervivencia de los ratones se monitorizé en los 9 dias posteriores.

Se recogieron muestras de sangre de todos los animales dos semanas después de la primera inmunizacion (dia de
estudio 14) y dos semanas después de la segunda inmunizacion (dia de estudio 28). El suero se almacené a -20 °C
hasta el analisis. A continuacion se determinaron los titulos de anticuerpos séricos para C-TAB, toxina A y toxina B
mediante ELISA y se indicaron como unidades de ELISA (UE). Los anticuerpos neutralizantes de la toxina A y la
toxina B (ANT) se determinaron utilizando células Vero tratadas con una cantidad citotdxica de toxina A y toxina B
recombinantes.

Este estudio demuestra la inmunogenicidad y la eficacia protectora de C-TAB.G5.1 y la anatoxina A/B en ratones
después de dos vacunaciones. Los animales que recibieron C-TAB.G5.1 exhibieron titulos de anticuerpo anti-C-TAB
mas bajos pero significativos en comparacion con animales que recibieron la anatoxina A/B. Ademas, la
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coadministracion con alumbre aumenté en gran medida todas las respuestas de anticuerpo evaluadas. Como
resultado, los niveles de los anticuerpos anti-C-TAB y antitoxina A logrados en animales inmunizados con C-
TAB.G5.1 o con anatoxina A/B en presencia de alumbre son similares. El tnico titulo de anticuerpo mas bajo se
observo para el anticuerpo antitoxina B cuando los ratones se inmunizaron con C-TAB.G5.1, en comparacion con
ratones inmunizados con anatoxina A/B. Cabe sefialar que a diferencia de los anticuerpos generados contra C-
TAB.G5.1 que reconocen epitopos en la porcion del extremo C de las moléculas de toxina, los anticuerpos inducidos
por inmunizacién con anatoxina eran especificos para la porcién del extremo N de las moléculas de toxina, que se
recogio en el ELISA antitoxina. Por consiguiente, los anticuerpos antitoxina A y antitoxina B generados en ratones
inmunizados con C-TAB.G5.1 y anatoxina A/B eran anticuerpos de diferente especificidad y, por lo tanto, no se
pueden comparar directamente. Sin embargo, los datos indican que la respuesta de anticuerpo a la inmunizacion
con C-TAB.G5.1 es significativamente alta, al igual que con la inmunizacién con anatoxinas. Ademas, el estudio de
exposiciéon a toxina demostré que la capacidad de la inmunizaciéon con C-TAB.G5.1 para proteger a los ratones
contra una exposicion letal es comparable a la eficacia protectora de la anatoxina A y B. La Figura 9 muestra una
comparacion de la inmunogenicidad C-TAB.G5.1 y la anatoxina A/B. La Figura 10 muestra los datos de
neutralizacion de toxina y proteccidon para ratones inmunizados con C-TAB.G5.1 en comparaciéon con aquellos
inmunizados con la anatoxina A/B.

Ejemplo 5.1: Comparacion de titulos de anticuerpo y la eficacia protectora de C-TAB.G5.1 en diferentes regimenes
de inmunizacion.

Este estudio se llevd a cabo para comparar la inmunogenicidad y la eficacia protectora de C-TAB.G5.1 en ratones
que recibieron tres dosis de la vacuna en diferentes regimenes de inmunizacion. Se utilizaron ratones hembra
C57BL/6 (Charles River Labs.) con 6 a 7 semanas para este estudio. 135 ratones se dividieron en 14 grupos. Todos
los animales en los grupos niumeros 2 a 13 tres vacunaciones mediante inyeccion intramuscular (IM) (50 pl) en el
musculo del muslo derecho o en el musculo del muslo izquierdo en los dias indicados mas adelante. Los ratones en
grupos 1 y 8 no recibieron vacunacion; sirvieron como testigo negativo. La inmunizacién se llevdé a cabo de la
siguiente forma:

Grupo |Vacuna Dia de inmunizacion (via)
1 _ N

2 10 pg de G5.1 0 (D), 3 (I), 14 (D)
3 10 pg de G5.1 + 50 pg de alumbre |0 (D), 3 (l), 14 (D)
4 10 pg de G5.1 0 (D), 7 (1), 21 (D)
5 10 pg de G5.1 + 50 pg de alumbre |0 (D), 7 (1), 21 (D)
6 10 pg de G5.1 0 (D), 14 (1), 28 (D)
7 10 pg de G5.1 + 50 pg de alumbre |0 (D), 14 (1), 28 (D)
8 - -

9 10 pg de G5.1 0 (D), 3 (1), 14 (D)
10 10 pg de G5.1 + 50 pg de alumbre |0 (D), 3 (l), 14 (D)
11 10 pg de G5.1 0 (D), 7 (1), 21 (D)
12 10 pg de G5.1 + 50 pg de alumbre |0 (D), 7 (1), 21 (D)
13 10 pg de G5.1 0 (D), 14 (1), 28 (D)
14 10 pg de G5.1 + 50 pug de alumbre |0 (D), 14 (1), 28 (D)

(D) = musculo del muslo derecho (I) = musculo del muslo izquierdo

Se recogieron muestras de sangre de todos los animales en los dias de estudio 0, 3, 7, 14, 21, 28, 35 y 42. El suero
se almacend a -20 °C hasta el andlisis. Se determinaron los titulos de anticuerpos séricos para C-TAB, toxina A y
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toxina B mediante ELISA y se indicaron como unidades de ELISA (UE). Los anticuerpos neutralizantes de la toxina A
y la toxina B (ANT) se determinaron el dia 42 del estudio utilizando células Vero tratadas con una cantidad citotoxica
de toxina A y toxina B recombinantes.

Tres semanas después de la ultima vacunacion (dia de estudio 49) los animales en los grupos vacunados y no
vacunados (N=8) recibieron una exposicion letal por via intraperitoneal (IP) de 28 ng de toxina A o 50 ng de toxina B.
La supervivencia de los ratones se monitorizé en los 9 dias posteriores.

Este estudio demuestra que todos los titulos de anticuerpo medidos dos semanas después de la tercera vacunacion
o en el dia 35 y 42 del estudio son comparables en todos los regimenes de inmunizacion, aunque el régimen de
inmunizacion de 0/14/28 exhibe las mejores respuestas de anticuerpos. Si se comparan los titulos de anticuerpo
medidos dos semanas después de la segunda vacunacion, entonces el régimen de vacunacion de 0/14/28 es mejor
que el régimen de vacunacion de 0/7/21 y mucho mejor que el régimen de inmunizacion de 0/3/14. Este estudio
confirmo que los titulos de anticuerpo antitoxina A/B se potencian significativamente cuando el antigeno se coinyecta
con hidréxido de aluminio (no se muestran los datos). Este estudio también muestra que incluso dos dosis de la
vacuna con alumbre administradas en un intervalo de dos semanas pueden desencadenar un nivel elevado de
anticuerpo, comparable con el nivel obtenido después de tres vacunaciones de dosis.

El nivel de anticuerpos neutralizantes de toxina A/B es mucho mas alto en el régimen de inmunizacion de 0/7/21 y
0/14/28 que en el régimen de inmunizacién de 0/3/14.

La proteccion completa contra la exposicion a la toxina A no requiere alumbre en el régimen de inmunizacion de
0/7/21 y 0/14/28 pero no en 0/3/14. El régimen de inmunizacion de 0/14/28/ con alumbre indujo el nivel de proteccion
mas alto (87,5 %) contra la exposicién a la toxina B, mientras que el régimen de inmunizacion de 0/7/21 proporciona
un 37,5 % de proteccion y 0/3/14 exhibe un 28,6 % de proteccion. Los resultados de este estudio se muestran en la
Figura 20.

Ejemplo 6: Evaluacion de la inmunogenicidad y eficacia protectora de la proteina de fusion C-TAB.G5.1
recombinante en hamsteres.

Este estudio se llevd a cabo para evaluar adicionalmente la inmunogenicidad de la proteina de fusion C-TAB.G5.1
recombinante administrada con o sin adyuvante en un modelo de animal diferente.

Se utilizaron hamsteres hembra (Harlan), con 7 semanas y con pesos entre 80 y 90 g para este estudio. Todos los
animales recibieron la primera vacunacion mediante inyeccion de bolo intramuscular (IM) (50 pl) en el musculo del
muslo derecho el dia 0. La segunda vacunacion se llevd a cabo mediante inyeccion IM en el masculo del muslo
izquierdo el dia 14 y la tercera vacunacion se hizo mediante inyeccion IM el dia 28. Los hamsteres se dividieron en
grupos (N=6) y se vacunaron de la siguiente forma:

* Grupo 1: Solo tampén de formulacién

* Grupo 2: 10 ug de C-TAB.G5.1

* Grupo 3: 10 ug de C-TAB.G5.1 + 100 pg de alumbre OH
* Grupo 4: 30 ug de C-TAB.G5.1

* Grupo 5: 30 ug de C-TAB.G5.1 + 100 pg de alumbre OH
* Grupo 6: 100 ug de C-TAB.G5.1

* Grupo 7: 100 uyg de C-TAB.G5.1 + 100 ug de alumbre OH
* Grupo 10: Solo tampén de formulacion

* Grupo 11: 10 yg de C-TAB.G5.1

* Grupo 12: 10 yg de C-TAB.G5.1 + 100 ug de alumbre OH
* Grupo 13: 30 ug de C-TAB.G5.1

* Grupo 14: 30 yg de C-TAB.G5.1 + 100 ug de alumbre OH
* Grupo 15: 100 pg de C-TAB.G5.1

* Grupo 16: 100 pg de C-TAB.G5.1 + 100 pg de alumbre OH

Dos semanas después de la tercera vacunacion (dia de estudio 42) los animales en los grupos vacunados y no
vacunados (N=6) recibieron una exposicion letal por inyeccion intraperitoneal (IP) de 75 ng de toxina A o 125 ng de
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toxina B. Se utilizaron 12 hamsteres adicionales para una titulacion de dosis de la exposicién a la toxina A o la toxina
B el dia 44. La supervivencia de los hamsteres se monitorizé en los 8 dias posteriores.

Se recogieron muestras de sangre de todos los animales dos semanas después de la primera inmunizacion (dia de
estudio 14), después de la segunda inmunizacion (dia de estudio 28) y la tercera inmunizacion (dia de estudio 35). El
suero se almacend a -20 °C hasta el andlisis. A continuacion se determinaron los titulos de anticuerpos séricos para
C-TAB, toxina A y toxina B mediante ELISA y se indicaron como unidades de ELISA (UE). Los anticuerpos
neutralizantes de la toxina A y la toxina B (ANT) se determinaron utilizando células Vero tratadas con una cantidad
citotoxica de toxina A y toxina B recombinantes.

Este estudio demostré6 que los hamsteres, de forma similar a los ratones, fueron capaces de responder
positivamente a la vacunacién con C-TAB.G5.1. Los animales que recibieron C-TAB.G5.1 demostraron un aumento
dependiente de la dosis en todos los titulos de anticuerpo evaluados, mientras que el adyuvante alumbre mejord
significativamente los titulos de anticuerpo en todas las dosis de C-TAB.G5. Los titulos de anticuerpo mas altos se
observaron dos semanas después de la segunda inyeccion (dia de estudio 28). La Figura 11 (A-C) muestra titulos de
anticuerpo para cada grupo de hamsteres inmunizados. La Figura 12 muestra la cinética del desarrollo de
anticuerpos anti-C-TAB en hamsteres inmunizados con C-TAB.G5 en presencia o ausencia de hidréxido de alumbre.

Los resultados del ensayo ANT se muestran en la Figura 13. Estos ratones son similares a los obtenidos para
ratones e indican que el anticuerpo generado contra la proteina de fusion C-TAB.G5.1 en hamsteres es eficaz para
neutralizar los efectos toxicos de la toxina A y la toxina B de C. difficile.

La Figura 13 también muestra los datos de proteccién para hamsteres inmunizados con C-TAB.G5.1 después de
una exposicion letal a toxina. Se logré una proteccion alta incluso con la vacunacion con C-TAB.G5.1 en ausencia
del adyuvante. El nivel de proteccion se mejoré hasta el 100 % mediante la adicion de alumbre a la vacuna.

Ejemplo 7: La eficacia protectora de la proteina de fusion C-TAB.G5.1 contra una exposicion a esporas de C. difficile
en hamsteres tratados con clindamicina.

Después del tratamiento con antibidtico, C. difficile puede colonizar el intestino y, si es toxigeno, puede provocar
diarrea asociada al antibiético. La enfermedad asociada a C. difficile (EACD) en humanos se modela en hamsteres
utilizando clindamicina para hacer que los animales sean susceptibles a la colonizacién, diarrea y muerte,
normalmente pocos dias después de la siembra con la cepa toxigena. Para evaluar la eficacia de la vacuna de C-
TAB.G5.1, los hamsteres vacunados y no vacunados se expusieron a clindamicina y a la cepa 630 de C. difficile. Se
mezclaron 100 yg de C-TAB.G5.1 con 125 ug de adyuvante hidréxido de alumbre. Los hamsteres hembra adultos
que pesaban ~100 g recibieron 3 vacunaciones mediante inyeccion intramuscular (IM) en los dias 0, 14 y 28. El
placebo fue PBS. 48 hamsteres se dividieron en grupos de 8 y se vacunaron de la siguiente forma:

Grupo 1: Solo PBS + exposicion a 10% de esporas
Grupo 2: C-TAB.G5.1 + exposicion a 10% de esporas
Grupo 3: Solo PBS + exposicién a 10° de esporas
Grupo 4: C-TAB.G5.1 + exposicion a 10% de esporas
Grupo 5: Solo PBS + exposicién a 10* de esporas
Grupo 6: C-TAB.G5.1 + exposicion a 10* de esporas

El dia 42 todos los animales en todos los grupos recibieron una dosis oral de 10 mg de fosfato de clindamicina/ kg de
peso corporal. El dia 43 todos los animales en todos los grupos se dosificaron mediante sonda oral con esporas de
la cepa 630 de C. difficile lavadas. Se utilizaron tres niveles de exposicién a esporas (~10% 10° y 10%. La
observacién, pero no el tratamiento, continué hasta el dia 54. Al finalizar el estudio, todos los animales
sobrevivientes estuvieron sin enfermedad durante = 5 dias.

Se tomaran muestras de sangre para obtener suero para estudios serologicos los dias 0, 14, 28, 42 y el dia 54 (fin
del estudio). Se recogieron las heces los dias 1 y 42, directamente del ano de los hamsteres, o si fuese necesario,
del lecho.

Los resultados se muestran en la Figura 14 y exhiben las curvas de supervivencia después de la exposicion a las
esporas en hamsteres. Los datos de supervivencia se graficaron como curvas de Kaplan-Meier ajustadas a la
supervivencia y se llevd a cabo un analisis estadistico utilizando un analisis logaritmico-ordinal. En todas las dosis de
esporas, se observo un 100 % de supervivencia de hamsteres en el grupo vacunado y las supervivencia mejoré de
forma significativa en comparacion con el grupo con placebo: p=0,0245 a 10% de esporas, p=0,0006 a 10° de
esporas, p<0,0001 a 10* de esporas.

Ejemplo 8: Inmunogenicidad y eficacia protectora de C-TAB.G5.1 en monos.
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Este estudio se llevd a cabo para evaluar la inmunogenicidad y la eficacia protectora de C-TAB.G5.1 en monos
cangrejeros. Se utilizaron seis monos cangrejeros hembra con entre 4 y 6 afios y con pesos entre 2 y 4 kg para este
estudio. Se dispusieron dos grupos de tres monos, el primer grupo (Grupo 1) recibié 200 ug de C-TAB.G5.1 y el
segundo (Grupo 2) recibié 200 ug de C-TAB.G5.1 y 250 pyg de alumbre. Como adyuvante alumbre se utilizé
Rehydragel (Reheis, lote N.° 534401, diluido en PBS hasta 2 mg/ml). Antes de la recoleccion de sangre o la
inmunizacion se rasuré a los animales (de ser necesario).

La 12 (dia de ensayo 0) y la 32 (dia de ensayo: 28) inmunizacion se inyectaron el brazo izquierdo (deltoides), la 22
inmunizacion (dia de ensayo: 14) se inyecté en el brazo derecho (deltoides). El Grupo 1 recibio 200 pyg de C-
TAB.G5.1 solo en 0,5 ml de 1xPBS mediante inyeccion IM y el Grupo 2 recibié 200 ug de C-TAB.G5.1 con 250 ug de
alumbre en 0,5ml de 1xPBS mediante inyeccion IM.

En los puntos de tiempo establecidos (dias de estudio 0, 14, 28 y 42) se obtuvieron 2 a 3 mL de sangre entera
mediante métodos estandares en tubos separadores de suero. Las muestras de suero se congelaron a alrededor de
-20 °C. Después se utilizd el método ELISA para evaluar los titulos de IgG anti-C-TAB, antitoxina A y antitoxina B.
Los titulos de anticuerpo se presentaron en unidades de ELISA (UE).

La Figura 15 muestra que dosis en aumento de C-TAB.G5.1 conducen a una produccién de anticuerpo aumentada
conociendo las tres proteinas, mientras que la presencia de alumbre mejoré significativamente los niveles de
anticuerpo. Los titulos de anticuerpo mas altos se observaron con dos vacunaciones el dia 42. Estos datos indican
de forma clara la viabilidad del uso de las proteinas de fusion C-TAB.G5 o C-TAB.G5.1 recombinantes para la
vacunacion de sujetos que lo necesitan.

Ejemplo 9: Comparacion de la inmunogenicidad de C-TAB.G5 y C-TAB.G5.1.

Este estudio se llevo a cabo para comparar la inmunogenicidad de C-TAB.G5 y C-TAB.G5.1, asi como también el
efecto de dos tampones diferentes en los que se administr6 C-TAB dentro. Se utilizaron ratones hembra C57BL/6
(Charles River Labs.) con entre 8 y 9 semanas para la inmunizacion. Todos los animales recibieron la primera
inmunizacion mediante inyeccion intramuscular (IM) (50 ul) en el musculo del muslo derecho el dia 0. La segunda
inmunizacioén se llevé a cabo mediante inyeccion IM en el masculo del muslo izquierdo el dia 14. Un total de 72
ratones se dividieron en 12 grupos vacunados de la siguiente forma:

Grupo 1: 1 yg de C-TAB.G5 en PBS

Grupo 2: 3 ug de C-TAB.G5 en PBS

Grupo 3: 10 yg de C-TAB.G5 en PBS

Grupo 4: 30 yg de C-TAB.G5 en PBS

Grupo 5: 1 ug de C-TAB.G5 en tampon histidina
Grupo 6: 3 ug de C-TAB.G5 en tampon histidina
Grupo 7: 10 uyg de C-TAB.G5 en tampon histidina
Grupo 8: 30 ug de C-TAB.G5 en tampon histidina
Grupo 9: 1 ug de C-TAB.G5.1 en tampén histidina
Grupo 10: 3 uyg de C-TAB.G5.1 en tampon histidina
Grupo 11: 10 pg de C-TAB.G5.1 en tampon histidina
Grupo 12: 30 pg de C-TAB.G5.1 en tampon histidina

Se recogieron muestras de sangre de todos los animales dos semanas después de la segunda inmunizacion (dia de
estudio 28). El suero se almaceno a -20 °C hasta el analisis. Se determinaron los titulos de anticuerpos séricos para
C-TAB, toxina A y toxina B mediante ELISA y se indicaron como unidades de ELISA.

La Figura 16 muestra que todos los titulos de anticuerpo (anti-C-TAB, antitoxina A y antitoxina B) no fueron
significativamente diferentes (tal como se revela por la prueba de la T) en el intervalo de dosis 1 a 30 ug para las tres
formulaciones de vacuna. Se logré una produccion de anticuerpo ligeramente mas alta con la formulacion de C-
TAB.G5 en tampodn histidina, en comparacion con PBS. No se observd una diferencia significativa entre la
inmunizacion con las formulaciones en histidina de C-TAB.G5 y C-TAB.G5.1. Por consiguiente, este estudio
demuestra una inmunogenicidad igual de las construcciones C-TAB.G5 y C-TAB.G5.1.

Ejemplo 10: Preparacion y evaluacion de las proteinas de fusion C-TABNCTB y C-TADCTB alternativas.

39



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2631032713

Este ejemplo describe la preparacion de otras dos proteinas de fusion que comprenden una porciéon de dominio del
extremo C de CTA y dos porciones del dominio del extremo C dominio de CTB derivada de la cepa VPI-10463 de C.
difficile. La proteina de fusion C-TABNCTB (SEQ ID N.°: 18) comprende, al igual que C-TAB.G5, 19 unidades
repetitivas de CTA (aminoacidos 2272-2710), 23 unidades repetitivas de CTB (aminoacidos 1850-2366) y 10
repeticiones mas adicionales de CTB (aminoacidos 1834-2057) fusionadas con el extremo C de CTB. La proteina de
fusion C-TADCTB (SEQ ID N.°: 20) comprende la secuencia de C-TAB.G5 (19 repeticiones de CTA y 23 repeticiones
de CTB) mas 24 unidades repetitivas adicionales de CTB (aminoacidos 1834-2366) fusionadas con el extremo C de
C-TAB.G5. Por consiguiente, C-TADCTB comprende una porcion doble de las unidades repetitivas de CTB. La
clonacion de las construcciones génicas C-TABNCTB y C-TADCTB se llevo a cabo de forma similar a la descrita en
el Ejemplo 1.1. Las proteinas de fusién recombinantes se expresaron en células de in E. coli y se purificaron
utilizando un procedimiento estandar tal como se describio en el Ejemplo 1.2. Los polipéptidos aislados se evaluaron
en los estudios de inmunogenicidad y proteccién en animales.

Ejemplo 10.1: Comparacion de la inmunogenicidad y eficacia protectora de C-TAB.G5, C-TABNCTB y C-TADCTB en
ratones.

Este estudio se llevé a cabo para comparar la inmunogenicidad y eficacia protectora de C-TAB.G5, C-TABNCTB y
C-TADCTB en ratones vacunados con cinco dosis de antigeno en dos intervalos logaritmicos. Se utilizaron ratones
hembra C57BL/6 (Charles River Labs.) con 6 a 7 semanas para este estudio. Todos los animales recibieron dos
vacunaciones: la primera mediante inyeccion intramuscular (IM) (50 pl) en el musculo del muslo derecho el dia 0. La
segunda vacunacion se llevé a cabo mediante inyeccion IM en el misculo del muslo izquierdo el dia 14. Todas las
inmunizaciones se llevaron a cabo en ausencia de alumbre. Se recogieron muestras de sangre dos semanas
después de la segunda inmunizacion (dia de estudio 28). El suero se almacené a -20 °C hasta el analisis. Se
determinaron los titulos de anticuerpos séricos para C-TAB, toxina A y toxina B mediante ELISA y se indicaron como
unidades de ELISA (UE) que se muestran en la Figura 17.

Este estudio demostré que las proteinas de fusion C-TADCTB y C-TABNCTB alternativas, asi como también C-
TAB.G5 son altamente inmundégenas y capaces de inducir una respuesta de anticuerpos fuerte contra la toxina A y la
toxina B incluso sin agregar un adyuvante.

Ademas de evaluar la respuesta de anticuerpos, se determiné la capacidad de la inmunizacién con C-TADCTB y C-
TABNCTB para proteger a los ratones contra una exposicion letal a la toxina B natural. Tres semanas después de la
segunda vacunacion (dia de estudio 35) los animales en los grupos vacunados y no vacunados (N=6) recibieron por
via intraperitoneal (IP) una dosis letal de 50 ng de toxina B. La supervivencia de los animales se monitoriz6 en los 9
dias posteriores y los resultados se muestran en la Figura 18. Este experimento demostré que la inmunizacion de
ratones con 33 ug de C-TADCTB en ausencia de alumbre fue capaz de conferir un 100 % de proteccién contra una
exposicion letal a la toxina B natural, mientras que la misma dosis de C-TAB.G5 y C-TABNCTB solo induce una
proteccion parcial. Estos datos indican que, de forma similar a C-TAB.G5, otras dos proteinas de fusion C-TADCTB y
C-TABNCTB pueden ser protectoras contra la exposicion letal a la toxina natural.

Ejemplo 10.2: Comparacioén de la inmunogenicidad y eficacia protectora de C-TAB.G5.1 y C-TADCTB en hamsteres.

Este estudio se llevo a cabo para evaluar adicionalmente la inmunogenicidad de la proteina de fusién C-TADCTB
alternativa administrada con o sin adyuvante alumbre en un modelo de animal diferente.

Este estudio se disefi6 tal como se describe en el Ejemplo 6: se vacunaron hamsteres hembra tres veces mediante
inyeccion IM (dias de estudio 0, 14 y 28) en presencia o ausencia de 100 pg de hidroxido de alumbre. Dos semanas
después de la tercera vacunacion (dia de estudio 42) todos los animales recibieron una exposicion letal por
inyeccion intraperitoneal (IP) de 75 ng de toxina A o 125 ng de toxina B. Se recogieron muestras de sangre en los
dias de estudio 14, 28 y 35 y se determinaron los titulos de anticuerpos séricos para C-TAB, toxina A y toxina B
mediante ELISA. Los anticuerpos neutralizantes de la toxina A y la toxina B (ANT) se midieron en sueros del dia 35.
La supervivencia de los hamsteres se monitorizé y se informé como un % de proteccion.

Este estudio demostré que la proteina de fusion C-TADCTB puede inducir una respuesta de anticuerpos antitoxina
en hamsteres, de forma similar a con ratones. El adyuvante alumbre mejoré significativamente todos los titulos de
anticuerpo evaluados. Los resultados del ensayo ANT que se muestran en la Figura 19 indican que el anticuerpo
generado contra C-TADCTB es eficaz para neutralizar los efectos toxicos de la toxina A y la toxina B de C. difficile.
La Figura 19 también muestra la comparacion de datos de proteccion para hamsteres inmunizados con C-TAB.G5.1
o con C-TADCTB. Se logré una proteccion elevada mediante vacunacién con ambas proteinas de fusion
recombinantes.

Ejemplo 11: Un estudio en fase 1 sin ocultacion para evaluar la seguridad, inmunogenicidad y respuesta a la dosis
de una composicion farmacéutica que comprende C-TAB.G5.1.

La composicion farmacéutica que comprende C-TAB.G5.1, una proteina de fusiéon recombinante que consiste en la
Toxina Ay la Toxina B truncadas de Clostridium difficile (C. difficile), que se administrara en tres dosis diferentes: 20
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Mg con Al(OH)s (alumbre), 75y 200 ug con y sin Al(OH)s, respectivamente, por inyeccion intramuscular (IM) en tres
vacunaciones los dias 0,7 y 21.

Objetivos del estudio:
Primarios:

m Investigar la seguridad y tolerabilidad de una composicion farmacéutica que comprende C-TAB.G5.1 hasta 6
meses después de la tercera vacunacion.

Secundarios:

m Investigar la respuesta inmunitaria medida contra el antigeno de vacuna C-TAB.G5.1 y las toxinas A y B naturales
de C. difficile para tres dosis diferentes y dos formulaciones en los dias 0, 7, 14, 21, 28, 113, 201 después de la
primera vacunacion para obtener una primera indicacion de la dosis y formulacion 6ptimas.

m Investigar la capacidad de los anticuerpos IgG inducidos por la vacuna de C-TAB.G5.1 para neutralizar las toxinas
Ay B de C. difficile in vitro.

Diseno del estudio

Se trata de un estudio en fase 1, sin ocultamiento, parcialmente aleatorizado, de dosis escalonadas que consistira en
una parte A en adultos sanos con edades entre 218 y <65 afios y una parte B en ancianos sanos =65 afios, el ultimo
grupo etario representa la poblacién mas vulnerable a padecer infecciones por C. difficile. La parte A se llevara a
cabo con un régimen de vacunacion en los dias 0, 7 y 21 en cinco grupos de tratamiento de 12 sujetos adultos sanos
para estudiar la seguridad y la respuesta a la dosis para 20 ug de vacuna de C-TAB.G5.1 con adyuvante y para 75
Mgy 200 pg de vacuna de C-TAB.G5.1 con o sin adyuvante, respectivamente. La seguridad y la inmunogenicidad se
analizaran después de que todos los sujetos adultos de la parte A hayan recibido la tercera vacunacion, todos los
datos de seguridad seran revisados por una Junta de Vigilancia de Datos de Seguridad (DSMB, por sus siglas en
inglés) antes de la inclusion de sujetos de la parte B. En caso de identificar grupos de tratamiento no seguros o en
vano (es decir, dosis que no inducen respuestas de IgG considerables) durante el analisis provisional, estos grupos
de tratamiento se suspenderan y no se continuaran en la parte B.

La parte B del estudio buscara la confirmacion de la dosis en la poblacion anciana. Por consiguiente, la parte B se
llevara a cabo en 5 grupos de tratamiento de 20 sujetos ancianos sanos por grupo. Se aplicara el régimen de
vacunacion de los dias 0, 7 y 21. Este disefio de estudio permitira comparar respuestas a dosis en adultos y
ancianos. El ultimo grupo etario sera la poblacion objetivo principal para una vacua para C. difficile, ya que
representa la poblacion mas vulnerable para las dos indicaciones objetivo en la via de desarrollo de una vacuna para
C. difficile, es decir, la prevencion de la diarrea por C. difficile recurrente y la prevencion de la infeccion primaria por
C. difficile en una estrategia de vacunacion preventiva basada en la edad o en el riesgo por edad. Sin embargo, los
sujetos ancianos podrian responder menos a la vacunacidon que los adultos jovenes, por consiguiente, la
confirmacion de la dosis en la poblacién objetivo de ancianos es necesaria desde una etapa de desarrollo temprana.
Un analisis provisional después de que todos los adultos de la parte A hayan sido vacunados permitira descartar
dosis/formulaciones no seguras que no inducen respuestas de IgG considerables en adultos a efectos de mitigar el
resigo de exponer a los sujetos en el grupo de ancianos a dosis potencialmente inseguras o en vano (p. €j., la dosis
mas baja) y/o formulaciones (p. €j., formulacién sin adyuvante) de la vacuna.

La vacuna de C-TAB.G5.1 es una disolucién acuosa de C-TAB.G5.1 en 20 mM de L-Histidina, 75mM de NaCl,
sacarosa al 5 %, Tween®80 al 0,025 %; pH6,5 producida mediante métodos estandares.
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SECUENCIAS
Nombre SECID Secuencias
NOs:
C-TAB.G5 (secuencia de 4cidos |1 ATGGTAACAGGAGTATTTAAAGGACCTAATGGATTTGAGTATTTTGC
nucleicos) ACCTGCTAATACTCACAATAATAACATAGAAGGTCAGGCTATAGTTT

ACCAGAACAAATTCTTAACTTTGAATGGCAAAAAATATTATTITTGAT
AATGACTCAAAAGCAGTTACTGGATGGCAAACCATTGATGGTAAAA
AATATTACTTTAATCTTAACACTGCTGAAGCAGCTACTGGATGGCAA
ACTATTGATGGTAAAAAATATTACTTITAATCTTAACACTGCTGAAGC
AGCTACTGGATGGCAAACTATTGATGGTAAAAAATATTACTTTAATA
CTAACACTTTCATAGCCTCAACTGGTTATACAAGTATTAATGGTAAA
CATTTTTATTTITAATACTGATGGTATTATGCAGATAGGAGTGTTTAAA
GGACCTAATGGATTTGAATACTTTGCACCTGCTAATACTCATAATAA
CAACATAGAAGGTCAAGCTATACTTTACCAAAATAAATTCTTAACTT
TGAATGGTAAAAAATATTACTTTGGTAGTGACTCAAAAGCAGTTACC
GGATTGCGAACTATTGATGGTAAAAAATATTACTTTAATACTAACAC
TGCTGTTGCAGTTACTGGATGGCAAACTATTAATGGTAAAAAATACT
ACTTTAATACTAACACTTCTATAGCTTCAACTGGTTATACAATTATTA
GTGGTAAACATTTTTATTTTAATACTGATGGTATTATGCAGATAGGAG
TGTTTAAAGGACCTGATGGATTTGAATACTTIGCACCTGCTAATACA
GATGCTAACAATATAGAAGGTCAAGCTATACGTTATCAAAATAGATT
CCTATATTTACATGACAATATATATTATTTITGGTAATAATTICAAAAGC
AGCTACTGGTTGGGTAACTATTGATGGTAATAGATATTACTTCGAGC
CTAATACAGCTATGGGTGCGAATGGTTATAAAACTATTGATAATAAA
AATTTTTACTTITAGAAATGGTTTACCTCAGATAGGAGTGTTTAAAGG
OTCTAATGGATTTGAATACTTITGCACCTGCTAATACGGATGCTAACA
ATATAGAAGGTCAAGCTATACGTTATCAAAATAGATTCCTACATTTA
CTTGGAAAAATATATTACTITGGTAATAATTCAAAAGCAGTTACTGG
ATGGCAAACTATTAATGGTAAAGTATATTACTTTATGCCTGATACTG
CTATGGCTGCAGCTGGTGGACTTTTCGAGATTGATGGTGTTATATATT

TCTTTGGTGTTGATGGAGTAAAAGCCCCTGGGATATATGGCAGATCT
ATGCATAATTTGATAACTGGATTTGTGACTGTAGGCGATGATAAATA
CTACTTTAATCCAATTAATGOTGCGAGCTGCTTCAATTGGAGAGACAA
TAATTGATGACAAAAATTATTATTTCAACCAAAGTGGAGTGTTACAA
ACAGGTGTATTTAGTACAGAAGATGGATTTAAATATTTTGCCCCAGC
TAATACACTTGATGAAAACCTAGAAGGAGAAGCAATTGATTTTACTG
GAAAATTAATTATTGACGAAAATATTTATTATTTITGATGATAATTATA
GAGGAGCTGTAGAATGGAAAGAATTAGATGGTGAAATGCACTATITT
AGCCCAGAAACAGGTAAAGCTTTTAAAGGTCTAAATCAAATAGGTG
ATTATAAATACTATTTCAATTCTGATGGAGTTATGCAAAAAGGATTT
GTTAGTATAAATGATAATAAACACTATTTTGATGATTCTGGTGTTATG
AAAGTAGGTTACACTGAAATAGATGGCAAGCATTTCTACTTTGCTGA
AAACGGAGAAATGCAAATAGGAGTATTTAATACAGAAGATGGATTT
AAATATTTTGCTCATCATAATGAAGATTTAGGAAATGAAGAAGGTGA
AGAAATCTCATATTCTGGTATATTAAATTICAATAATAAAATTTACTA
TTTTGATGATTCATTTACAGCTGTAGTTGGATGGAAAGATTTAGAGG
ATGGTTCAAAGTATTATITTCGATGAAGATACAGCAGAAGCATATATA
GGTTTGTCATTAATAAATGATGGTCAATATTATTTTAATGATGATGGA
ATTATGCAAGTTGGATTTIGTCACTATAAATGATAAAGTCTTCTACTTC
TCTGACTCTGGAATTATAGAATCTGGAGTACAAAACATAGATGACAA
TTATTTCTATATAGATGATAATGGTATAGTTCAAATTGGTGTATTTGA
TACTTCAGATGGATATAAATATTTTGCACCTGCTAATACTGTAAATG
ATAATATTTACGGACAAGCAGTTGAATATAGTGGTTTAGTTAGAGTT
GGGGAAGATGTATATTATTTTGGAGAAACATATACAATTGAGACTGG
ATGGATATATGATATGGAAAATGAAAGTGATAAATATTATTTCAATC
CAGAAACTAAAAAAGCATGCAAAGGTATTAATTITAATTGATGATATA
AAATATTATTTTGATGAGAAGGGCATAATGAGAACGGGTCTTATATC
ATTTGAAAATAATAATTATTACTTTAATGAGAATGGTGAAATGCAAT
TTGGTTATATAAATATAGAAGATAAGATGTTCTATTTTGGTGAAGAT
GGTGTCATGCAGATTGGAGTATITAATACACCAGATGGATITAAATA
CTTTGCACATCAAAATACTTTGGATGAGAATTTTGAGGGAGAATCAA
TAAACTATACTGGTTGGTTAGATTTAGATGAAAAGAGATATTATTTT
ACAGATGAATATATTGCAGCAACTGGTTCAGTTATTATTGATGGTGA
GGAGTATTATTTTGATCCTGATACAGCTCAATTAGTGATTAGTGAATA
G
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Nombre SECID Secuencias

NOs:
C-TAB.G5 (secuencia de 2 MVTGVFKGPNGFEYFAPANTHNNNIEGQAIVYQNKFLTLNGKKYYFDN
anminécidos) DSKAVTGWQTIDGKKYYFNLNTAEAATGWQTIDGKKYYFNLNTAEAA

TGWQTIDGKKYYFNTNTFIASTGYTSINGKHFYFNTDGIMQIGVFKGPN
GFEYFAPANTHNNNIEGQAILYQNKFLTLNGKKYYFGSDSKAVTGLRTI
DGKKYYFNTNTAVAVTGWQTINGKKY YENTNTSIASTGY TUSGKHFYF
NTDGIMQIGVFKGPDGFEYFAPANTDANNIEGQAIRY QNRFLYLHDNIY
YFGNNSKAATGWVTIDGNRY YFEPNTAMGANGYKTIDNKNFYFRNGLP
QIGVFKGSNGFEYFAPANTDANNIEGQAIRYOQNRFLHLLGKIYYFGNNS
KAVTGWOQTINGKVY YFMPDTAMAAAGGLIEIDGYIYFFGVDGVKAPGI
YGRSMHEHNLITGFVTVGDDKY YFNPINGGAASIGETIIDDKNY YFNQSGY
LOTGVFSTEDGFKYFAPANTLDENLEGEAIDFTGKLIIDENTY YFDDNYR
GAVEWKELDGEMHYFSPETGKAFKGLNQIGDYKYYFNSDGVMQKGEFV
SINDNKHYFDDSGVMKVGYTEIDGKHFYFAENGEMQIGVFNTEDGFKY
FAHHNEDLGNEEGEEISYSGILNFNNKIY Y FDDSFTAVVGWKDLEDGSK
YYFDEDTAEAYIGLSLINDGQYYFNDDGIMQVGFVTINDKVFYFSDSGIT
ESGVONIDDNYFYIDDNGIVQIGVEDTSDGYKYFAPANTVNDNIYGQAV
EYSGLVRVGEDVYYFGETYTIETGWIYDMENESDKYYFNPETKKACKGI
NLIDDIKYYFDEKGIMR TGLISFENNNYYFNENGEMQFGYINIEDKMFYF
GEDGVMOQIGVFNTPDGFKYFAHONTLDENFEGESINY TGWLDLDEKRY
YFTDEYTAATGSVIIDGEEYYFDPDTAQLVISE

C-TAB.G5.1 3 CCATGGTTACAGGTGTTTTCAAAGGTCCCGAACGGCTTTGAATATTTTG
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Nombre SECID Secuencias
NOs:

(secuencia de acidos nucleicos)

CACCGGCAAATACCCACAATAATAATATTGAAGGCCAGGCCATCGTG
TATCAGAATAAATTTCTGACCCTGAACGGCAAAAAATACTATTTCGA
TAACGATAGCAAAGCAGTTACCGGTTGGCAAACCATTGATGGCAAA
AAATATTACTTCAACCTGAATACCGCAGAAGCAGCAACCGGCTGGCA
GACGATCGACGGTAAAAAGTACTATTTTAACCTGAACACAGCCGAA
GCCGCTACAGGCTGGCAGACAATAGATGGGAAGAAGTATTATTTTAA
TACCAATACCTTITATTGCCAGCACCGGCTATACCAGCATTAATGGCA
AACACTTCTATTTTAACACCGATGGTATTATGCAGATCGGTGTGTITA
AGGGCCCTAATGGTTTIGAGTACTTCGCTCCGGCTAATACCGATGCA
AATAACATCGAAGGTCAGGCAATTCTGTACCAGAACAAATTTTTAAC
GCTGAACGGTAAGAAATATTACTTTGGTAGCGATTCAAAAGCCGTTA
CCGGTCTGCGTACGATCGACGGCAAGAAATATTATTTCAATACAAAC
ACCGCAGTTGCCGTGACAGGTTGGCAGACGATAAATGOTAAGAAGT
ACTACTTCAACACCAATACCAGCATTGCAAGTACCGGTTATACCATT
ATCAGCGGCAAACACTTTTACTICAATACAGACGGCATTATGCAGAT
TGGCAGTTTICAAAGGTCCGGATGGTTTCGAGTACTTTGCCCCTGCAA
ATACAGATGCAAACAATATTGAGGGACAGGCAATTCGCTATCAGAA
TCGTTTTCTGTATCTGCACGATAACATCTATTACTTCGGCAATAATTC
AAAAGCAGCCACCGGTTGGGTTACAATTGATGGTAATCGTTATTACT
TTOGAGCCGAATACCGCAATOGOTGCAAATGUTTATAAAACCATCGAT
AACAAAAATTTTTATTTCCGCAACGGTCTGCCGCAGATTGGTGTTTTT
AAGGGTAGCAATGGCTTCGAGTATTTTGCGCCAGCCAACACCGATGC
CAACAACATTGAAGGCCAAGCGATTCGTTATCAAAACCGCTTTCTGC
ATCTGCTGGGCAAAATTTATTACTTTGGCAACAATAGCAAAGCGGTG
ACGGGCTGGCAAACCATTAACGGTAAAGTTTATTATTITCATGCCGGA
TACCGCTATGGCAGCAGCCGGTGGTCTGITTGAAATTGATGGCGTGA
TTITATTTITTTGGCGTGGATGGTGTTAAAGCACCGGGTATTITATGGTC
GTAGCATGCATAATCTGATTACCGGTTTTGTTACCGTGGGUGACGAT
AAATACTACTTTAATCCGATTAATGGTGGTGCAGCAAGCATTGGTGA
AACCATTATCGATGACAAAAACTATTATTITAACCAGAGCGGTGTTC
TGCAGACAGGTGTTTITAGCACCGAAGATGGCTTCAAATATTTTGCT
CCTGCGAATACACTGGATGAAAATCTGCAAGGTGAAGCAATTGATTT
TACCGGCAAACTGATCATCGACGAGAACATCTACTATTTITGATGATA
ATTATCGCGGTGCCGTGGAATGGAAAGAACTGGATGGTGAAATGCA
CTATTTTAGTCCGGAAACCGGTAAAGCCTITAAAGGTCTGAATCAGA
TCGGCGATTACAAGTATTACTITAATTCAGATGGCGTGATGCAGAAA
GGCTTTGTGAGCATTAACGACAACAAACACTATTTTGACGACAGCGG
TGTGATGAAAGTGGGTTATACCGAAATCGACGGGAAACATTTTTATT
TTGCCGAAAACGGCGAAATGCAGATTGGAGTATTTAATACCGAGGA
COGGCTTTAAATACTTTGCCCATCATAATGAAGATCTGGGTAATGAAG
AAGGCGAAGAAATIAGCTATAGCGGCATTCIGAATITTAATAACAAG
ATCTATTATTTCGATGATAGCTTCACCGCAGTTGTTGGTTGGAAAGAT
CTGGAAGATGGCAGCAAATATTATTTTGATGAAGATACCGCAGAGGC
CTATATTGGTCTGAGCCTGATTAATGATGGCCAGTATTATTTCAACGA
TGATGGTATCATGCAGGTTGGTTTTGTGACCATCAACGATAAAGTGT
TCTATTTCAGCGATAGCGGCATTATTGAAAGCGGTGTTCAGAACATC
GACGATAACTATTTCTACATCGATGATAACGGTATTGTTCAGATTGG
COGTGTTTGATACCTCCGATGGTTATAAATATTTCGCACCAGCCAATAC
CGIGAACGATAATATTIATGGICAGGCAG ITGAATATICAGGICIGG
TTCGTGTTGGCGAAGATCTTTATTATTTTGGCGAAACCTATACCATTG
AAACCGGCTGGATCTATGATATGGAAAACGAGAGCGACAAGTACTA
TTITCAATCCGGAAACGAAAAAAGCCTGCAAAGGCATTAATCTGATCG
ACGATATTAAGTACTACTTTGACGAAAAAGGCATTATGCGTACCGGT
CIGATTAGCT I TGAGAACAACAACTATIACTICAAIGAGAACGGIGA
GATGCAGTTTGGCTATATCAACATCGAGGACAAAATGTTTTATITTG
GTGAGGACGGTGTGATGCAGATAGGGGTTTTTAATACACCGGATGGG

TTTAAGTATTTTGCACATCAGAACACCCTGGATGAAAACTTTGAAGG
CGAAAGCATTAATTATACCGGTTGGCTGGATCTGGATGAGAAACGTT
ATTATTTCACCGACGAATACATTGCAGCAACCGGTAGCGTTATTATT
GATGGTGAGGAATATTACTTCGATCCGGATACAGCACAGCTGGTTAT
TAGCGAATAACTCGAG
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Nombre SECID Secuencias
NOs:
C-TAB.G5.1 (secuencia de 4
aminoécidos) VTGVFKGPNGFEYFAPANTHNNNIEGQAIVYQNKFLTLNGKKYYFDND

SKAVIGWQTIDGKKY YFNLNTAEAATGWQTIDGKKY YFNLNTAEAAT
GWQTIDGKKYYFNTNTFIASTGY TSINGKHFYFNTD GIMQIGVFKGPNG
FEYFAPANTDANNIEGQAILYQNKFLTLNGKKYYFGSDSKAVTGLRTID
GKKYYFNTNTAVAVIGWQTINGKKY YFNTNTSIASTGY TIUSGKHFYFN
TDGIMQIGVFKGPDGFEYFAPANTDANNIEGQAIRYQNRFLYLHDNIYY
FGNNSKAATGWVTIDGNRY YFEPNTAMGANGYKTIDNKNFYFRNGLPQ
IGVFKGSNGFEYFAPANTDANNIEGQATRYQNRFLHLLGKTY YFGNNSK
AVTGWOQTINGKVYYFMPDTAMAAAGGLFEIDGVIYFFGVDGVKAPGIY
GRSMHNLITGFVTVGDDKY YFNPINGGAASIGETIIDDKNY YFNQSGVL
QTGVFSTEDGFKYFAPANTLDENLEGEAIDFTGKLIIDENIY YFDDNYRG
AVEWKELDGEMHYFSPETGKAFKGLNQIGD YK Y YFNSDGVMQKGFVSI
NDNKHYFDDSGVMKVGYTEIDGKHFYFAENGEMOIGVYFNTEDGFKYF
AHHNEDLGNEEGEEISYSGILNFNNKIYYFDDSFTAVVGWKDLEDGSKY
YFDEDTAEAYIGLSLINDGQYYFNDDGIMQVGFVTINDKVFYFSDSGIIE
SGVONIDDNYFYIDDNGIVOQIGVFDTSDGYKYFAPANTVNDNIYGQAVE
YSGLVRVGEDVY YFGETYTIETGWIYDMENESDKY YFNPETKKACKGI
NLIDDIKYYFDEKGIMRTGLISFENNNYYFNENGEMQFGYINIEDKMFYF
GEDGVMQIGVEFNTPDGFKYFAHONTLDENFEGESINY TGWLDLDEKRY
YFTDEYIAATGSVIIDGEEYYFDPDTAQLVISE

Secuencia de acido nucleicos 5

de trdA (cepa 630) atgtctitaatatctaaagaagagttaataaaactcgeatatageattagaccaagagaaaatgagtataaaactatac
taactaatttagacgaatataatangitanctacaaacaatantgaasataaatatttacaattanaaaaactaaatgaa
tcaattgatgtttttatgaataaatatanaacticaageagaaatagageacictctaatctaaanaaagatatattaaaa
gaaglaattciialianaaallccaalacaageeclglagaanaaaalllacaltiiglalggalagglggagaagicag
tgalatigelcligaalacalaaaacaatgggcigataliaatgcagaatataataliaaacigigglalgalagigaag
cattcttagtaaatacactaananaggetatagtigaatctictaccactgaagcattacagetactagaggaagagat
tcaaaatcctcaatttgataatatgaaattttacanaaaaaggatggaatttatatatgatagacaaaaaaggtttataaa
ttattataaatclcaaatcaataaacctacagtacctacaatagatgatattatanagictcatctagtatctgaatatant
agagatgaaaciglattagaatcatatagaacaaatictitgagaanaatanatagtaatcatgggatagatatcagg
getaatagttigittacagaacaagagiiatiaaatatttatagicaggagligitaaatcgiggaaattiagcigeagea
[ctgacatagtaagattattagcectaaaaaattitggeggagtatatttagatgtigatatgcticecaggtattcactetg
atttatitaaaacaatatctagacctageictattggactagaccgtigggaaatgataaaattagaggetattatgaag
tataaaaaatatataaataattatacatcagaaaacttigatasacttgatcaacaattanaagataattitaaactcatta
lagaaagtaaaagi gaaaaalctgagatalttiictaaallagaaaat ttanatgtalclgatelitgaaattaaaatageut
cgetttaggeagtgttataaatcaagcctigatatcaanacaag gitcatatcttactaacctagtaatagaacaagtaa
agaalagatalcaallttiaaaccaacacctiaacceagecatagaglelgatantaacttcacagataciactaaaatt
titcatgattcattatttaaticagetaccgeagaaaactctatgtttitaacaaanatagcaccatacttacaagtag gtt
tatgccagaagetegetccacaalaagtitaagtggtecaggage ttatgegicagettactatgatttcataaatttac
aagaaaalaclalagaaaaaaclilaaaagealcagatilaatagaalttaaaticecagaaaalaatclalclecaallg
acagaacaagaaataaatagtctatggagetitgatcaa gecaagigeaaaatatcaattigagaaatatgtaagagat
tatactggtg gatcictitctgaagacaatgg ggtagactttaataaaaatactgecctegacanaaactatttattanat
aataanaticcalcaaacaalgtagangaagetggaaglaaaaattalglicallatalcalacagtiacaaggagalg
atataagttatgaagcancatgcaatitattitctanaaatcctaanaatagtattattatacancgaaatatgaatgaaa
glgcananagetaciititaagigalgalggagaalctatillagaatiaaalanatalaggalacclgaaagalaaaa
aataaggaanaagtaaaagtaacctitattggacatg gtanagatgaaticaacacaagegaatitgctagattaagt
glagaticacitticcaatgagataagl icalittagataccalagaatiagatatatcacclaaaaat glagaaglaaac
ttacttggatgtaatatgittagttatgatittaatgttgaagaaacitatcctgggaagttgetattaagtattatggacaa
aattacticcacttlacclgatglaaalanaaatlclatiaciataggagcaaalcaatlalgaagtangaaltaatagtga
gggaagaaaagaactictggcteactcaggtanatggatanataaagaagaagetattatgage gatttatctagta
aagaatacattteitttgatictatagataatangctaaaagcaaagiccoagaataticcaggattageatcaatatca
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Secuencias

gangatataaaaacattattactt gatgeaagtglttagiccigatacaaaatttattttanataatcttaagettaatattga
atctictattggtgattacatttattatganaaattagagccigitanaaatataatticacaattctatagatgatttaataga
lgagticaalctacligaaaatglatclgalgaatatalgaaltaaaaanatianataalclagalgagaaglaltiaata
cutgaagatalcicaanaaataaticaactiaciciglangatitaltaacaaaagtaat gglgagicagtitalglag

aaacagaaaaagaaatttrticaaaatatagc gaacatartacasaagaaataagiactatanagaatagrataattac
agalg laatgglaatllallggataalatacagiiagatcalacliclcaag aatacatlasacgeageauciane
aatcattaatagattatagtagcaataaagatgtactgaatgatttangtaccicagttaaggttcaactitatgctcaac
lattaglacaggivaaataciatatalgaciclalccantiaglaaal aalatcanalpcaglaaalgataciatanal
gtactacctacaataacagaggggatacctattgtatctactatattagacg gaatanacttaggtgcageaattaag

gaattactagacgaacatgacccattactaaaaaaagaartagaagctaaggtgggtgititageaataaatargica
lalctatagetgeaaciglagelicaaligliggaatagglecigaagliaclaliticiattacctalag clggtatalct
geaggaataccticattagttantaatgaattaatattgeatgataag goaacticagigglaaactattttantcatt gt
clgaatctaganaatatggcccictiaaaacagaa gatgatanaattitagticctattgatgatttagtaatatcagaaa
lagattttaataataattcgatannacta ggaacatgtaatatattagcaatggaggggggatcaggacacacagtga
clggtaatatagatcacttitictcatctecatctataagticicataticclicattalcaattiatictgcaatagglataga
aacagaaaatctagatttiicananaanataatgatgliacctaatgetccticangagtgtittggtggganacigga

geagliccaggiitaagatcatiggaaaalgacggaaclagattactigaticaataagagattialacccaggtaaal
tttactggagattctatgettttttc gattatgcaataactacattanaaccagtttatgaa gacactaatattaaaattaan
ctagatanagalactagaaacticataalgeeaactalaaclactancgaaattagaaacaaallalciaticatiigat
ggageaggaggaacttacictitattattatcticatatcecaatatcancgaatatanatttatctaangat gatttatg ga
latitaatattgatantgaagtangaganataictatagaaaatggiactattanaaaaggaaagltaataaaagat giet
laagtaaaaltgalataaalagaaataaacitatataggcaatcanacaatagalltlicaggc gatatagataatana

gatagatatalaticligacttgtgagltagalgatanaallagiitanlaatagaaataaatetigligcaaaniciatag
rgtiatrgicrggg gataaaaattattigatarccaatiatctaatattattgagaaaatcaatacttiaggectagatag
taaaaatatagcgtacaattacactgatgaalctaataataaatattitg gagctatatctanaacaagtcasanaagca
laatacatlataanaaagacaglaasadlalatiagaatiilataal gacaglacatlagaal llancaglaaagatitiat
lgctgaagalataaalglatitalgaaagalgatatiaalaclalaacag gasaatacltalgligataataalactgatian
aagtatagatttcictattictitagitagtaanaatcangtaaaa glaaatggattatatttaaatgaatce gtatactcat
cttacctrgattitgtgaaaaattcagatggacaccataatactictaattitatgaatttattitiggacaatataagtttctg
gagallgitiggglltgaasalalaaallliglaatcgalaaatacitiaccetigit gglaaaaciaalcliggatalglag
aatttatttgtgacaatantnaanatatagatatatatittggtgantgganaacatcgteatctaanngeactatatitag
cgganatgglagaaalgliglaglagagectalalataalecigalacggglgaagatatatclacticactagattitt

cctatgaacctctctatggaatagatagatatatcaatanagtattgatageacctgatttatatacaagtttaataaatat
laataccaaltaltattcaaatgaglaclacceigagattatagliellpacccanatacaticcacaauniagtantal
aaatttagatagrictectittgagtataaarggretacagaaggaagigacitatittagitagatacttagaagaangt
aataanaaaatattacaaaaaatai gaatcanaggtatctiatctaatactcaatcatttantaaaatgagtatagatttt

azsagatattanaaaactatcattaggatatataatgagtaattttaaatcattiaatictganaatgaattagata gagate
attlaggalllaaaalaatagalaglaaaacilallacltalgal gaagataglanallagllanag gallaalcaalatans
laattcattatictattttgatcetatagaatttaacttaglaactggatggcaaactatcaat ggtaanaaatattattttga
lataaatactggagcagctttaattagtiatagaattattaatggtaancactittattitantaatgalgglgtgatgcagt
lpegagtalltaaag gaccipatggattigaatattitgeacelgecaatacicaaaatnalaacalagaagptcagge
latagtilalcaaaglaaalictaacitigaatggeanaaaniatiatittgalaat gacicaangeagleaciggat e

gagaatlattaacaalgagaaatatiaciitaalcctaataalgelaligetgcagicg gallgeaaglaatigacaalaa
faagtattatttcaatcctgacactgctatcatctcanaaggttgecagactgitaatggtagtagatactactttgatact
gatacegetattgecitlaalggllalanaactatigal galaaacactitallitgalaglgatigtglaglgaanalag

grgtgtitagtaccictaat ggarttgaatattit geacctgcraatacttataataataacatagaaggtcaggctatage
{tatcaaagtaaattcttaacttigaatg gtaaaaaatattactitgataatanctcanaageagttaccggatg goaaa

ctattgatagtaaaaaatattactitaatactaacactgetgaagcagetactggatggeaaactatigatg gtaaana

alattactiaalaclaacaclgclgaagcagctaclgal gpcaanclallgal gglasaaaaiallaciitaalaciaa
caclgclatagelicaaciggltatacaattattaalggtaaacallitatittaatacigalgglatialgeagalaggag
Igttitanaggacctaatggatttgaatattiigeacctgetaatacggatgclaacaacatagaaggicaageratactt
laccanaatgaaliclaactitgaatg glanaaaalattactitgglaglgaclcanaageagtiaciggal ggagaal
laltagcaatangaaatattactitantcclnataalgctatigelgeaaticatetalgeaciataaatpat gacangiall
actttagttatgatg gaattciicaaaatggatatattactattgaaaganataattictart tegat getaataat gaatcta
aaatggtaacaggagtatttaaaggacctaatggatttgaglattttgcacctgetaatactcacaataataacataga

aggteagoctatagtttaccagaacaaattcttaacttigaatggcaanaatat tattitgataatgactcanaageag
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Nombre SECID Secuencias
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ttactggatgpcanaccattgatggtannaaatatiactitaatcttaacactgctgaageagetactggatggeaaac
tatlgatgglaaaaaatatiactitaatctiaacaclgetgangeagetaciggalggeaaactaligalg gtaaaaaal
altactttaatactaacactitcatagectcaact ggttatacaaglatiantg glaaacatitttatitiaatacigatggta
ttatgeagataggagtgtitaaaggacctaatggatiigaatactitgeacet getaatactcataataataacatagas
gelcaagetatactitaccaaantaaatictiaactitgaatggtanaaaatattactitggtagtgactcaaaageagtt
accggatigeganctaltgatgglaaaaaatatiactitaatactaacactgelgiigeagitactggatggcanactat
taatggtaaaaantactactitaatactaacacticlatagelicaactggtiatacaattaliagiggtaaacatttatete
aalaclgalgglallalgeagalaggaglgitlanaggacel gatggatiigaatactiigeaccigelaalacagaty
claacaatatagaagglcaagetatacgttatcanaatagattcetatatttacatgacaatatatattat ttig gtaataat
teanaageagelaciggliggelaaciatigalgglaatagataliaclicgagectaaacagslalg gglgcgaalg
gitataaaactatt gatantananattittactttagaaatggtitacctengataggagtgtitanagggctaat ggatit
gaatactttgcacctgctaatacggatgctaacaatatagaaggicaageratacgttatcaaaatagattectacattt
acliggaanaatalattacill gglaataaticasaageagliaclggalggeaaaclallaal gglanaglatattacit
algeclgalacigetalggelgeagelgglggaciiiicgagallgatgglgtialalaiticlilggtgtigalggagts
aaagccectggpatatategctaa

Secuencia de aminoacidos 6
de trdA (cepa 630) MSLISKEELIKLAYSIRPRENEYKTILTNLDEYNKLTTNNNENK YLQLKK

LNESIDVFMNKYKTSSRNRALSNLKKDILKEVILIKNSNTSPVEKNLHFV
WIGGEVSDIALEYIKQWADINAEYNIKLWYDSEAFLVNTLKKAIVESSTT
EALQLLEEEIQNPQFDNMKFYKKRMEFTYDRQKRFINY YKSQINKPTVPT
IDDIIKSHLVSEYNRDETVLESYRTNSLRKINSNHGIDIRANSLFTEQELLN
IYSQELLNRGNLAAASDIVRLLALKNFGGVYLDVDMLPGIHSDLFKTISR
PSSIGLDRWEMIKLEAIMKYKKYINNYTSENFDKLDQQLKDNFKLIIESK
SEKSEIFSKLENLNVSDLEIKIAFALGSVINQALISKQGSYLTNLVIEQVKN
RYQFLNQHLNPAIESDNNFTDTTKIFHDSLENSATAENSMFLTKIAPYLQ
VGFMPEARSTISLSGPGAYASAYYDFINLQENTIEKTLKASDLIEFKFPEN
NLSQLTEQEINSLWSFDQASAKYQFEKY VRDY TGGSLSEDNGYDFNKN
TALDKNYLLNNKIPSNNVEEAGSKNYVHYIQLQGDDISYEATCNLEFSK
NPKNSIIQRNMNESAKSYFLSDD GESILELNK YRIPERLKNKEK VK VTFI
GHGKDEFNTSEFARLSVDSLSNEISSFLDTIKLDISPENVEVNLLGCNMFES
YDFNVEETYPGKLLLSIMDKITSTLPDVNKNSITIGANQYEVRINSEGRKE
LLAHSGKWINKEEAIMSDLSSKEYIFFDSIDNKLK AKSKNIPGL ASISEDI
KTLLLDASVSPDTKFILNNLKLNIESSIGDYTY YEKLEPVKNITHNSIDDLI
DEFNLLENVSDELYELKKLNNLDEKYLISFEDISKNNSTY SVRFINKSNG
ESVYVETEKEIFSKYSEHITKEISTIKNSITDVNGNLLDNIQLDHTSQVNT
LNAAFFIQSLIDY SSNKDVLNDLSTSVKVQLY AQLFSTGLNTIYDSIQLYV
NLISNAVNDTINVLPTITEGIPIVSTILDGINLGAAIKELL DEHDPLLKKELE
AKVGVLAINMSLSIAATVASIVGIGAEVTIFLLPIAGISAGIPSLVNNELIL
HDKATSVVNYFNHLSESKKYGPLKTEDDKILVPIDDLVISEIDFNNNSIKL
GTCNILAMEGGSGHTVTGNIDHFFSSPSISSHIPSLSTY SAIGIETENLDFSK
KIMMLPNAPSRVFWWETGAVPGLRSLENDGTRLLDSIRDLYPGKFY WR
FYAFFDYAITTLKPVYEDTNIKIKLDKDTRNFIMPTITTNEIRNKLSYSFD
GAGGTYSLLLSSYPISTNINLSKDDLWIFNIDNEVREISIENGTIKK GKLIK
DVLSKIDINKNKLIIGNQTIDFSGDIDNKDRYTFLTCELDDKISLITEINL VA
KSYSLLLSGDKNYLISNLSNIIEKINTLGLDSKNIAYNYTDESNNKYFGAL
SKTSOKSUHHYKKDSKNILEFYNDSTLEFNSKDFIAEDINVEFMKDDINTITG
KYYVDNNTDKSIDFSISLYSKNQVKVNGLYLNESVYSSYLDFVKNSDGH
HNTSNFMNLFLDNISFWKLFGFENINFVIDK YFTLVGKTNLGY VEFICDN
NKNIDIYFGEWKTSSSKSTIFSGNGRNVVVEPLY NPDTGEDISTSLDFSYE
PLYGIDRYINKVLIAPDLYTSLININTNYYSNEYYPEIIVLNPNTFHKKVNI
NLDSSSFEYKWSTEGSDFIL VRYLEESNKKILOQKIRIK GILSNTQSFNKMSI
DFKDIKKLSLGYIMSNFKSFNSENELDRDHLGFKIDNKTY YYDEDSKLV
KGLININNSLFYFDPIEFNLVTGWOQTINGKKY YFDINTGAALISYKIINGK
HEYFNNDGVMQLGVFKGPDGFEY FAPANTQNNNIEGQAIVYQSKFLTL
NGKKYYFDNDSKAVTGWRIINNEKY YFNPNNATAAVGLOQVIDNNKYYF
NPDTAIISKGWQTVNGSRYYFDTD TAIAFNGYKTID GKHFYFDSDCVVK
IGVFSTSNGFEYFAPANTYNNNIEGQAIVYQSKFLTLNGKKY YFDNNSK
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AVTGWQTIDSKKYYFNTNTAEAATGWQTIDGKKYYFNTNTAEAATGW
QTIDGKKY YFNTNTAIASTGYTIINGKHFYFNTDGIMQIGVFKGPNGFEY
FAPANTDANNIEGQAILYOQNEFLTLNGKKYYFGSDSKAVTGWRIINNKK
YYFNPNNAIAAIHLCTINNDKYYFSYDGILONGYITIERNNFYFDANNES
KMVTGVFKGPNGFEYFAPANTHNNNIEGQAIVYQNKFLTLNGKKYYFD
NDSKAVTGWQTIDGKKY YFNLNTAEAATGWQTIDGKKYYFNLNTAEA
ATGWQTIDGKKY YFNTNTFIASTGYTSINGKHFYFNTDGIMQIGVFKGP
NGFEYFAPANTHNNNIEGQAILYQNKFLTLNGKKY YFGSDSKAVTGLRT
IDGKKYYFNTNTAVAVTGWOTINGKKY YENTNTSIASTGYTIISGKHFYF
NTDGIMOQIGVFKGPDGFEYFAPANTDANNIEGQAIRYQONRFLYLHDNIY
YFGNNSKAATGWVTIDGNRYYFEPNTAMGANGYKTIDNKNFYFRNGLP
QIGVFKGSNGFEYFAPANTDANNIEGQAIRYQNRFLHLLGKIYYFGNNS
KAVTGWQTINGKVYYFMPDTAMAAAGGLFEIDGVIYFFGVDGVK APGI
YG

Secuencia de acidos nucleicos de |7

trdB(cepa 630) atgagittagttaataganaacagttagaaanaatggcanatgtaagatiic gtactcaagaagat gaatatgitgean
lallggatgetttagaagaalalcalaalalglcagagaataciglaglc gaaaaalalllaaaattaaaagat ataaata
glilaacagalalllatalagalacatalaaaaaalctgglagaaatlaaagecttaaaaaaalllaaggaataclagita
cagaagtattagagctaangaataataatttaactccagtigagaaanatttacatittgiitggattggaggtcaaata
aalgacactgclallaaltatalaaalcaalggaaagatglaaataglgat lataatgltaalgtitittalgataglaatge
atttugataaacacattgaaaaaaaciglaglagaatcageaalaaal galacact igaalcatitagagaaaacilaa
atgaccolagatilgaciataatanaticlicagaanacglalggaaalaattialgalasacagaanaatticataaact
aclalaaagctcaaagagaagaaaalcclgaaclalaatigatgatat (glanagacatatciitcaaalgagtatica
aaggagatagatgaactiaatacclatatigaagaatcctianataaaatiacacagaatagtggaaatgatgitagaa
actttgangaatttananatggagagtcaticaacttatalgaacangagiiggtagaanggtggaatitagetgetge
lcigacatallaagaalatclgeallaaaagaaall gglg glalglatitagalgli galalgliaccag gaalacaace
agacttatttgagtctatagagaaacctagticagtancagiggattittigggaaatgacaaagttagaagetataatg
anatacaaagaatatataccagaatatacctcagaacattitzacatgtiagacgaagaagtticaaagtagttttgaat
clgltclagetictaagicagalaaalcagaaalat(clcalcactigglgatalggaggcatcaccaclagaagliaaa
attgcatttaatagtaagggtattataaatcaagggctaattictgtgaaagactcatatigtageaatitaatagtaaaa
canatcgagaatagatataaaataligaataalagitianalccagatallagegaggalaalgatt ilaatactacaac
gaatacctttattgatagtataatggetgaagetaatgeagataatggtagatitatgatggaactaggaaagtatttaa
gagttggltcticcecagatgttaaaactactattaacttaagtggecetgaageatatge ggeagettatcaagatitat
taatgtttaangaaggeagtatgaatatccatttgatagangetgatttangaaacttt gaaatctetanaactaatatet
cleaatcaacigaacangaaalggclageiiatggtealtigacgalgeaagagelaaageicaalligaagaatala
aaaggaattattitgaaggiictctiggtgaagatgataatcitgattittcicaaaatatagtagitgacaaggagtatct
tttagaaanaatatcticattagcnagaagticagagagaggatatatacactatattgttcagttacaag gagataaa
allagllalgaageagealglaactiatiigeaaagacicettatgalaglglaciglitcagaaaaalalagaagalica
gaaallgeatatlatlataalcclggagalgglgaaalacaagaaatagacaaglalaaaattccaaglalaaltictga
lagacclaagaltaaatiaacalllaligglcalggtaaagal gaalllaalactgalatattigeag gt galglagatl
cattatccacagaaatagaagcagcaatagatttagctaaagaggatattictcctaagtcaatagaaataaatttatta
gralglaalalgtiiagetacictalcaacglagaggagacilaleel ggaaaatiatiaciiaaagllaaa galaaaat
alcagaallaalgecatclataagtcaagactclallalag laagigeaaatcaatalgaagliagaalaaatagigaa
gpaagaagagaaltatiggatcal lclggl gaalggalaaataaagaaganaglallalaaaggatallicalcasaa
gaatatalatcatttaa‘[cctanagaﬂaataanattacﬂgtaaaatcumammtacctgagcm[ctacanamlcm
gaaattagaaataatictaattcaagigaratigaactagaagaaaaagiaaigitaacagaatgt gagataaatgteat
ticanatatagatacgcaaattgtigagganaggatigaagaagetaagaatttaactictgacictattaattatataaa
agalgaatlllaaaclaatagaalctatliclgalgecactalglgactiaaaacaacagaatgaatlagaagallcleatttt
atatcttttgaggacatatcagagactgatgagggatitagtataagatttatiaataaagaaactggagaatctatatit
gtagaaactgaaaanacaataticictgaatatgetaatcatataactgaagagattictangatannaggtactatatt
tgatactgtaaatggtaagttagtasaaaaagtagatttagatactacacacgaa gtaaatactttaaatgctgcattett
tatacaatcattaatagaatataatagtictaaagaateicttagtaatttaagtgtagcaatgaaagiccaagtitacget
caallatltaglaciggtitanatactattacagatlgeagocaaagtigitgaatlagtatcaactgeattagalgaaact
alagactlacticclacattalctgaaggaltacelataatlgeaac atiat agalg glglaagiilagglgcageaale
aaagagclaagtgaaacgagigacceattattaagacaagaaatagaagetaagataggtataatggeagtaaattt
aacaacagetacaactgcaatcattacttcatctitggpgatagetagtg gatttagtatacttitagticctttageagg
aallicageagglalaccaagellagtaaacaalgaaciigtaclicgagataaggcaacanagg ligtagatiatilta
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aacalglilcattagliganactgaag gaglatttacillaltagatgatanaalaalgalgceacaagalgatitaglga
tatcaganatagattttaataataaticaatagtittaggtanatgtgaaatctggagaatggaagglg gticaggtcat
actgtaactgatgatatagatcacttcttttcagecaccatcaataacatatagagagccacacttatctatatatgacgta
ttggaagtacanaaagaagaactigatttgtcaanagatttantggtattacctaatgetccaaatagagtatttgcttg
geaaacaggalggacaccaggtilaagangellagaaaalgalggcacasaacigttagaccglalaagagalan
ctatgaaggtgagtittattggagatattttgetittatagetgatgctitaataacancattanpaccaagatatgaagat
actaatataagaataaatttagatagtaatactagaagttitatagttccaataataactacagaatatataagagaana
attatcatattctitCtatggttcaggaggaacttatgeattgtctctttctcaatataatatg ggtatanatatagaattaag
(gaaagigalglilggattatagatgligataalgligtgagagalglaactalagaalclgataaaallaaaaaaggly
atttaatagaaggtattitatctacactangtattgaagagaataaaattatcttanatagccatgagattaatttetcetggt
gapglanatggaag laatggalligliiciWaacattttcaaltitagaag paatanatgeaaliatagaagtigatttatl
atctaaatcatataaattactiattictggcgaatiaaaaatatigatgttaaaticanatcataticaacagaaaatagatt
atataggattcaatagcgaattacagaaaaatataccatatagcitigtagatagtgaaggaanagagaatgpittiat
taalgglicaacaaaagaag gtitatitglatcigaallaccigalgtagiictiataag laag gtilatatggalgatag
aagccttcatttggatattatagtaataatttgaaagat gtcaaagttataactaaagataatgttaatatattaacaggtt
attatcttanggatgatataaaaatctetcttctitgacictacaagatgaaaaaactataaagttaaatagtgtgcattt
agulgaaaglggaglagelgagallitigaaglicatgaalagaaaagglaalacaaatacticagatlciliaalgage
tttitagaaagtatgaatatanaaagtattticgttaatttcttacaatctaatattaagtttatattagatgctaattttataat
aagtggtactacttctattggccaattigagtttatttgtgatgaaaatgataatatacaaccatatttcattaagttaata
cactagaaactaattatactttatatgtaggaaatagacaaaatatgatagtggaaccaaattatgatttagatgatictg
gagatatatcticaactgttatcaattictoicaaaagtatc tttatggaatagacagitgtgitaatasagitgtaatttca
ccaagatatttatacagatgaaataaatataacgectgtatatgaaacanataatacttatccagaagttattgtattagat
geagat (atathaatgaanaaalagatgltaatalcaalgalelatctatacgalalglatggagtaalgatggtaatgal
tttattcttatgtcaactagigaagaaaataag gtgtcacaagliaaaataagaticgliaatgtttitaangataagactt
tggcaaataagetatetittaactttagtgataaacaagatglacctgtaagtgaantaatctiatcatttacaccttcata
tatgaggatggatigatiggclatgattig gelclaglitctitalataat gagaaatttiatat (aataact g gaatgat
ggtatctggattaatatatattaatgattcattatattattitaaaccaccagtaaataatttgataactggattrgtgactgt
aggcgalgataaatactactttaatccaattaatgglggagetgceticaatiggagagacaataattigatgacaaaaat
tattatttcaaccaaagtggagtgttacanacaggtgtatttagtacagaagatggatttaaatattitgccceagetaat
acacllgatgaaaacclagaag gagaagcaallgattttaciggaaaatiaallatigacgaaaatalitatiatittgal
gataattatagaggagctgtagaatggaaagaattagatggtgaaatgcactattttageecagaaacaggtaaage
ttitaqaaggtctaaatcaaataggtgatiataaatactatticantictgatggagttatgcanaaaggattigttagiata
aatgataataaacactattttgatgatictzgtgttatganagtaggttacact gaaatagatggeaageatticiacttt
getganaacpgagaaalgeaaataggagtattlaatacagangatggattianatatitigelcatcataatgaagatl
taggaaalgaagaagglegaaganalcleatalicigglatat laaatlicaataalanaaliactatitigalgatteatit
acapctglagtiggalggaaagalliagagpatpeticanagtallaltitpalgaagatacagcagaagcatatata
ggtitgtcattaataaatgatggicaatattattttaatgatgatggaattatgcaagtiggatttgteactataaat gataa
agtctictactictctgactctggaatiatagaatctggagtacaaaacatagat gacaattatttctatatagatgataat
gelatagticanattgglgtlatttpalaciicagalg galataaalaliiigeacctgelaataclglaaalgataatatita
cggacaageagtigaatatagiggtttagttagagtiggtgaagatgtatatiattittggagaaacatatacaatigaga
ctggatggatatatgatatggaaaatgaaagtgataaatattatitcaatccagaaactaaanaageatgcaaaggla
ttaatttaattgatgatataaaatattattttgat gagaag ggcataatgagaacgggcttatatcatttgaaaataataa
tattactllaalgagaalggleaaatgeaattiggliatalanalatagaagataagalgtictatitigglgaagalggel
glcatgcagattg gagtatitaatacaccagatggatttaaatacittgcacatcaaaatactitggatgagaattitgag
ggagaatcaataaactatactggitg gitagatttagatganaagagatattattttacagatgaatatatigcageaac
tpgticagttattattoatgsteagoagtattatittgatcctgatacagctcaattagtgattagt gaatag

Secuencia de aminoacidos de 8

trdB (cepa 630) MSLYNRKQLEKMANVRFRTQEDEY VAL DALEEYHNMSENTVVEK YL
KLKDINSLTDIYIDTYKKSGRNKALKKFKEYLVTEVLELKNNNLTPVEK
NLHFVWIGGQINDTAINYINQWKDVNSDYNVNVFYDSNATLINTLKKT
VVESAINDTLESFRENLNDPRFDYNKFFRKRMENYDKQKNFINY YKAQR
EENPELIDDIVKTYLSNEYSKEIDELNTYIEESLNKITONSGND VRNFEEF
KNGESFNLYEQELVERWNLAAASDILRISALKEIGGMYLDVDMLEPGIQP
DLFESIEKPSSVTVDFWEMTKLEAIMKYKEYIPEY TSEHFDMLDEEVQSS
FESVLASKSDKSEIFSSLGDMEASPLEVKIAFNSK GIINQGLISYKDSYCSN
LIVKQIENRYKILNNSLNPAISEDNDFENTTTNTFIDSIMAEANADNGREFM
MELGKYLRYGFFPDVKTTINLSGPEAYAAAYQDLLMFKEGSMNIHLIEA
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C-TADCTB (secuencia de acidos
nucleicos)
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9

10
11
12
13
14
15
16
17

ES 2631032713

Secuencias

DLRNFEISKTNISQSTEQEMASLWSFDDARAKAQFEEYKRNYFEGSLGE
DDNLDFSOQNIVVDKEYLLEKISSLARSSERGYTHYIVQLQGDKISYEAAC
NLFAKTPYDSVLFQKNIEDSEIAY YYNPGDGEIQEIDKYKIPSIISDRPKIK
LTFIGHGKDEFNTDIFAGFDVDSLSTEIEAAIDLAKEDISPK SIFINLLGCN
MFESYSINVEETYPGKLLLK VKDKISELMPSISQDSUVSANQYEVRINSEG
RRELLDHSGEWINKEESITKDISSKEYISFNPKENKITVKSKNLPELSTLLQ
EIRNNSNSSDIELEEKVMLTECEINVISNIDTQIVEERIEEAKNLTSDSINY1
KDEFKLIESISDALCDLKQOQNELEDSHFISFEDISETDEGFSIRFINKETGES
IFVETEKTIFSEY ANHITEEISKIKGTIFDTVNGKL VKK VNLDTTHEVNTL
NAAFFIQSLIEYNSSKESLSNLSVAMKVQVYAQLFSTGLNTITDAAKVVE
LVSTALDETIDLLPTLSEGLPIIATIIDGVSLGAAIKELSETSDFLLRQEIEA
KIGIMAVNLTTATTAINITSSLGIASGFSILLVPLAGISAGIPSLYVNNELVLRD
KATKVVDYFKHVSLVETEGVFTLLDDKIMMPQDDLVISEIDFNNNSIVL
GKCEIWRMEGGSGHTVTDDIDHFFSAPSITYREPHLSIYDVLEVQKEELD
LSKDLMVLPNAPNRVFAWETGWTPGLRSLENDGTKLLDRIRDNYEGEF
YWRYFAFTADALITTLKPRYEDTNIRINLDSNTRSFIVPIITTEYTREKLSYS
FYGSGGTYALSLSQYNMGINIELSESDVWIIDVDNVVRDVTIESDKIKKG
DLIEGILSTLSIEENKIILNSHEINFSGEVNGSNGFVSLTFSILEGINAIIEVD
LLSKSYKLLISGELKILMLNSNHIQQKIDYIGFNSELQKNIPY SFYDSEGK
ENGFINGSTKEGLFVSELPDVVLISKVYMDDSKPSFGY YSNNLKDVKVIT
KDNVNILTGYYLKDDIKISLSLTLQDEKTIKLNSVHLDESGVAEILKFMN
RKGNTNTSDSLMSFLESMNIKSIFVNFLOQSNIKFILDANFIISGTTSIGQFEF
ICDENDNIQPYFIKITNTLETNYTLY VGNRONMIVEPNYDLDDSGDISSTVI
NFSQKYLYGIDSCVNKVVISPNIYTDEINITPVYETNNTYPEVIVLDANYL
NEKIN VNINDLSIRY VWSNDGNDFILMSTSEENKVSQVKIRFYNVFKDKT
LANKLSFNFSDKQDVPVSEILSFTPSY YEDGLIGYDLGLVSLYNEKFYIN
NFGMMVSGLIYINDSLYYFKPPYVNNLITGFVTVOGDDKYYFNPINGGAAS]
GETITDDKNYYFNQSGVLQTGVFSTEDGFKYFAPANTLDENLEGEAIDFT
GKLIIDENIYYFDDNYRGAVEWKELDGEMHYFSPETGKAFKGLNQIGDY
KYYFNSDGVMOQKGFVSINDNKHYFDDSGVMKVGYTEIDGKHFYFAEN
GEMQIGVFNTEDGFK YFAHHNEDLGNEEGEEISY SGILNFNNKIYYFDDS
FTAVVGWKDLEDGSKY YFDEDTAEAYIGLSLINDGQY YFNDDGIMQVG
FVYTINDKVFYFSDSGITESGVONIDDNYFYIDDNGIVQIGVFDTSDGYKYTF
APANTVNDNIYGQAVEYSGLVRVGEDVYYFGETYTIETGWIYDMENES
DKYYFNPETKKACKGINLIDDIKY YFDEKGIMRTGLISFENNNY YFNENG
EMOFGYINIEDKMFYFGEDGVMOQIGVEFNTPDGFKYFAHQNTLDENIFEG
ESINYTGWLDLDEKRYYFIDEYIAATGSVIIDGEEY YFDPDTAQLVISE

caccACTAGTatgaacttagtaactggatggc
CTCGAGttagccatatatcccaggggce
caccATGCATatgagtttagttaatagaaaacag
ggcCTCGAGctattcactaatcactaattgagc
AGATCTATGCATGAGCTCctcgagcccaaaacgaaaggctcage
cggtccggggccatatatcccaggggcttttactce
caccCCATTGatggtaacaggagtatttaaagga
CTCGAGctattcactaatcactaattgagctg
atgglaacaggaglattiaaaggacctaalggatiigagiatitigeaccigetaatactcacaataataacalagang
gtcaggctatagtttaccagaacaaaticttaacttigaatg gcaaaaaatattattttgataatgactcanangeagtta
clggalggcaaaccaligalgglaanaaatatiaciitaatctiaacaclgelgaageagelactggatp peanacial
tgatggtaaaaaatatiactitaatcttaacactgetgaageagetactggatggeaaactattgatggtanaaaatatt
acttlaatactaacactlicatagectcaactggliatacaaglatlaalgglasacattittatittaatact gatggatta
tgcagataggagtgtitanaggacctantggatttgaatactitgcacctgetaatacggatgctaacaacatagaag
glcaagelatactilaccaaaalaaaliclianct igaalggtaaaaaalallacitigglagtgactcaaaagcagita
ceggactgegaactattgatggtanaanatattactitaatactaacactgetgtigeagitaciggatggeaaactatt

aatggtaaaaaatactactttaatactaacactictatagettcaactggitatacaattattagtggtaaacattittattee
aatactgatggtattatgcagataggagtgittanaggacctgatggatttgaatactitgeacctgetaatacagatg
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ctaacaatatagaaggtcangctatacgttatcaaaatagattcetatatttacatgacaatatatattatttt g gtaataat
lcaaaageggotaciggliggglaactatigalgg taalagataltacticgagectaatacagelat gg glgegaat
gellalaaaaciatigataalaaaaalliitacllagaaatggillacctcagataggaglgtttaaagggiclaatggal
ttgaatactttgcacctgetaatacggatgetancaatataganggicaagetatacgttatcanaatagaticetacat
ttacttggaaaaatatattactitggtaataaticaaaageagtiactggatggeaaactattaatggiaaagtatattact
ttatgcetgatactgctatggetgeagetggtggacttttcgagattgatggtattatatattectttggtgttgatggagt
aaaagcccctgggatataiggc AGATCTATGCA Taatttgataactggatitgigacigtaggegatgata
aatactactttaatccaattaatggtggagetgeticaattggagagacaataattgatgacaaaaattattatticaacc
aaagtggagigttacaaacaggtgtatitagiacagaagatggatttaaatattitgecccagetaatacacttgatga
aaacctagaaggagaageaattgattttactggaaaattaattattgacgaaaatatitattattttgatgataattataga
ggagetgtagaatggaaagaattagatggteaaatgcactatittagceeaganacaggtaaagcettitaaaggict
analcaaataggigaltalaaatactallicaaticigalggagliatgcananaggatligliaglataaat gataataa
acactatttigalgalletgglgltatgaaaglagg ltacaclgaaalagalg geaagealliclaclilgel gaaaacy
gagaaatgeaaalaggaglatttaalacagaagalggatitaaataliiigeicatcataatgaagalitaggaaatga
agaaggtgaagaaatctcatatictggtatattaaatitcaataataaaatttactattttgatgaticatttacagergtag
tggatggaaagatitagaggatggticaaagtattatittgatgaagatacageagaageatatatagglgtceatta
ataaatgatggtcaatattatittaatgatgatggaattatgcaagitggattigtcactataaatgataaagtctictactt
cictgactctggaattatagaatctggagtacaanacatagatgacaattatttctatatagatgataatggtatagttca
aattggtgtatitgatacticagatggatataaatattttgecacctgetaatactgtaaatgataatatttacggacangea
gligaatatagiggtitagitagagttggggaagatgtatattattttiggagaancatatacaatigagactggatggat
atargatatggaaaatgaaagtgataaatattatttcaatccagaaactaaanaageat gcaaaggtattaatttaaitg
atgatataaaatattattitgatgagaagggcataatgagaacgggtcttatatcattiganaataataattattactttaa
(gagaalgglgaaalgcaaltiggtiatataaatatagaagataagat gliclatttigglgaagalpglglcalgeaga
ttggagtatttaatacaccagatggatttaaatactttgcacatcaaaatactitggatgagaattitgaggeagaatca
alpaactatactggliggtiagatitagatganaagagatattattitacagatgaatatattgcageaaciggticagtt
attaligalggtgaggaglaitaliugaleclgatacageicaatlaglgatiaglgaaCTCGAGggalttaatatat
attaatgattcattatattattttanaccaccagtaaataattitgataactggattigtgactgtaggcgatgatanatacta
cittaatcecaattaalgglp gagelgolicaallggagagacaataatigalgacaaaaatlatiatiicaaccaaagly
gaglgltacaaacaggigtatttagtacagaagatggatttaaatatitigeceecagetaatacactigatgaaaaccta
gaaggagaagcaaligatittactggaaaattaattatigacgaaaatatitattattttgatgaraatiatagaggagct
glagaatggaaagaattagatggtgaaat gcactattttageccagaaacaggtaaagettitasaggictaaatcaa
ataggtgatialaaataciatilcaallctgalggag talgeaaaaag galllg aglataaal gataataaacactat
ttgatgattctggtgttatgaaagtaggtiacactgaaatagatggcaageatttctactitgctgaanacggagaaat
geanataggagtatttaatacagaagatggatttanatattttgcteatcataatgaagatttag gaaatgaagaaggt
gaagaaalcteatatictgglalatlaaatttcaalaataaaalltaclatittgatgat icalllacagelgtagliggatgg
aaagatttagaggatggticaaagtattatittgatgaagatacageagangcatatataggtitgtcattaatanatga
lgglcaalatiattilaalgatgalggaatlatgeaaglt ggalll gleactataaalgalaaagleliclactictelgact
ctggaattatagaatctggagtacaaaacatagatgacaattatitctatatagatgataatggtatagitcaaattggtg
tatttgatacttcagatggzatataaatattitgcacctgetaatactgtaaatgataatatttacggacaageagttgaata
lagtggtitagliagagiiggggaagalglatatialittggagaaacatatacaatlgagaciggatggatatatgatat
ggaaaatgaaagigataantattatticaatccagaaactaanaaageatgeaaaggiattaatttaattgatgatataa
aatattattttgatgagaagggcataatgagaacgggictiatatcattigaaaataataattattactitaatgagaatg
glpaaalgeaatliggtiatataaatatagaagalaagatg liclalittggigaagalgete leatgeagatiggagtal
ttaatacaccagatggatitaaatactitgeacatcaaaatactitggat gagaatittgagggagaatcaataaactat
actggttgsttagatttagatganaagagatattattitacagatgaatatattgcageaactggticagttattattgatg
gigaggagtattattitgatcctgatacagetcaattagtgattagtgaatag

C-TADCTB (secuencia de 18

aminoacidos) MVTGVFKGPNGFEYFAPANTHNNNIEGQATVYQNKFLTLNGKKY YFDN
DSKAVTGWQTIDGKKYYFNLNTAEAATGWQTIDGKKYYFNLNTAEAA
TGWQTIDGKKYYFNTNTFIASTGYTSINGKHFYFNTDGIMOQIGVIK GPN
GFEYFAPANTDANNIEGQAILYQNKFLTLNGKKY YFGSDSKAVTGLRTL
DGKKYYFNTNTAVAVTGWOQTINGKKYYFNTNTSIASTGYTIISGKHFYF
NTDGIMQIGVFKGPDGFEYFAPANTDANNIEGQAIRYQNRFLYLHDNIY
YFGNNSKAATGWVTIDGNRY YFEPNTAMGANGYKTIDNKNFYFRNGLP
QIGVFKGSNGFEYTAPANTDANNIEGQAIRYONRFLHLLGKIYYIFGNNS
KAVTGWQTINGKVYYFMPDTAMAAAGGLFEIDGVIVFFGVDGVKAPGI
YGRSMHNLITGFVTVGDDKY YFNPINGGAASIGETIIDDKNY YFNQSGYV
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Nombre SECID Secuencias
NOs:

LQTGVFSTEDGFKYFAPANTLDENLEGEAIDFTGKLIIDENIY YFDDNYR
GAVEWKELDGEMHYFSPETGKAFKGLNQIGDYKYYFNSDGVMQKGFY
SINDNKHYFDDSGVMKVGY TEIDGKHFYFAENGEMQIGVFNTEDGFKY
FAHHNEDLGNEEGEEISY SGILNFNNKIY YFDDSFTAVVGWKDLEDGSK
YYFDEDTAEAYIGLSLINDGQYYFNDDGIMQVGFVTINDKVFYFSDSGIT
ESGVONIDDNYFYIDDNGIVQIGVFDTSDGYKYFAPANTVNDNIYGQAV
EYSGLVRVGEDVYYFGETYTIETGWIYDMENESDKYYFNPETKKACKGI
NLIDDIKY YFDEKGIMRTGLISFENNNY YFNENGEMQFGY INIEDKMFYF
GEDGVMQIGVFNTPDGFKYFAHQONTLDENFEGESINY TGWLDLDEKRY
YFTDEYTAATGSVIIDGEEY YFDPDTAQLVISELEGLIYINDSLY YFKPPV
NNLITGFVTVGDDKY YFNPINGGAASIGETIIDDENYYFNQSGVLQTGVF
STEDGFKYFAPANTLDENLEGEAIDFTGKLIIDENTY YFDDNYRGAVEW
KELDGEMHYFSPETGKAFKGLNQIGDYKYYFNSDGVMQKGFVSINDNK
HYFDDSGVMKVGYTEIDGKHFYFAENGEMQIGVFNTEDGFKYFAHHNE
DLGNEEGEEISY SGILNFNNKIYYFDDSFTAVVGWKDLEDGSKYYFDED
TAEAYIGLSLINDGQYYFNDDGIMQVGFVTINDKVFYFSD SGITESGVQNI
DDNYFYIDDNGIVQIGVFDTSDGYKYFAPANTYVNDNIYGQAVEYSGLVR
VGEDVYYFGETYTIETGWIYDMENESDKY YFNPETKKACKGINLIDDIK
YYFDEKGIMRTGLISFENNNYYFNENGEMQFGYINIEDKMFYFGEDGY
MOIGVENTPDGFK YFAHONTLDENFEGESINYTGWLDLDEKRY YFTDE
YIAATGSVIDGEEY YFDPDTAQLVISE

C-TANCTB (secuencia de acidos |19

nucleicos) atggtaacaggagtatttaaaggacctaatggattigagtattttgcacctgetaatactcacaataataacatagaag
gleaggcelalaglitaccagaacaaaticiiaactilgaalg gcaaaaaatallaliitgataalgacicasaagcaglla
ctggatggeaaaccaltgatggtaanaaatattactitaatcttaacactgetgaagcagetactggatggcaaactat
tgatggtaaaaaatattactttaatcttancactgetgaagcagetactggatggcaaactatigatggtannaaatatt
actttaatactaacactttcatagectcaactggitatacaagtattaatgstaancattittattttaatact gatggtatta
Lgcagataggaglglitaaaggacclaalggatilgaatactilgeaccigetaatacggalgelaacaacalagaag
glecaagelalactitaccaaaataaal (ctlaaclilgaalggtanaaaatattaclitg glagt gacicaaaageagtia
ceggaclgeganclatigalgglaanaaatallacittaalaclaacactgelgligeagliactggatpgcaaactatt
adtggtaaaaaatactactttaatactaacacttctatagettcaactggttatacaattattagt ggtaaacatttttatet
aatactgatggtattatgcagataggagigtitanaggacctgatggatttgaatactigeacctgetaatacagatg
ctaacaatatagaaggtcaagctatacgtiatcaaaatagattcctatatttacatgacaatatatattatittggtaataat
Icaaaageggctactggligggtaactatt gatggtaatagatattacticgagectaatacagetatgggtgcgaat
getlataaaactaligalaataaaaallittaciitagaaatgg itacclcagalaggagigtitagaggelclaat ggal
tgaataclitgcacctgelaatacg gatgctaacaatatagaagplcaagelalacg llalcaaaatlagattcclacal
ttactiggaaanatatatiactitggiaataaticaaaageagitactggatggcanactattaatgglaaagtatattact
ttatgectgataclgelatggelgeagelggleggaciiticgagatlgalggle tlatataticiiggletigalg gagt
aaaagccectgggatatatggc AGATCTATGC A Taatttgataactggatttgtgactgtaggegatgata
aatactactttaatccaattaatggtggagetgeticaattggagagacaataattgatgacaaaaattattatticaacc
aaagtggagtgttacaaacaggtgtatitagtacagaagatggatttanatattitgecceagetaatacacttgatga
aaacclagaaggagaagcaallgallitacliggaaaatiaattatigacgaanataltiatiatitigalgataatlalaga
geagclglagaalggaaagaaltagalgglgaaalpcacaliliageccagasacagglaaagctitanagpict
aaatcaaataggtgattatanatactatticaattctgatggagttatgcaaaaaggattigttagtataaat gataataa
acactattttgatgattctggtgttatgaaagtaggttacactgaaatagatggcaageatttctactttgctgaaaacg
gagaaalgcaaalaggaglalitaatacagaagatggalltaaatalittgelcaleataalgaagat ttaggaaatga
agaagglgaagaaatcicataticlg gtatat taaatttcaataataaaatitactalltgat gaticatltacagelgtag
ttggatggaaagatitagaggatggticanagtattattttgatgangatacagcagangcatatataggetgtcatta
alaaalgatggicaatattatitaatgatgalgpaatiatgcaagliggatitgtcactatanatpalaaagictictactt
cictgactctggaattatagaatctggaglacaaaacatagatgacaattattictatatagat gataatgglatagtica
aattggtgtatttgatacticagatggatataaatattttgcacctgetaatactgtanatgataatatitacg gacaagea
gligaatalaglggiitagliagagligpeeaagalglalatlatiiiggagaaacalatacaattgagactggatg gat
atatgatatggaaaatgaaagtgataaatattatttcaatccagaaactaanaaageatgeaaaggtattaatttaattg
atgatataaaatattatittgatgagaagggeataatgagaacgggictiatatcatitganaataataattattactitaa
tgagaatggtgaaatgcaatitggitatataaatatagaagataagatguictatitggtgaagatggtgicatgeaga
ttggagtatttaatacaccagatggatttaaatactttgcacatcaaaatactitggatgagaatttt gagggagaatca
alaaaclatactggitg eiiagatilagalgaaaagagatallatittacagat gaatatattgcagcaactgglicagtt
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Nombre SECID Secuencias
NOs:

allallgatgglgaggaglallatiigalcelgalacageicaallagligallaglgaaCTCGAGggatlaatatat
attaatgattcattatattattitaaaccaccagtaaataatttgatanctggatttgtgactgtaggegatgataaatacta
ctttaatccaattaatggtg gagetgettcaattggagagacaataattgatgacaaaaattattatticaaccaaagt g
gagtgitacaaacaggtgtatttagtacagaagatggatttaaatattitgccccagetaatacactigatgaaaaccta
gaaggagaageaallgaltitactg gaaaattaattallgacgaaaalatttatiatiligatgataatlatagag gagel
gtagaatggaaagaattagatggtgaaatgeactattttagcccagaaacaggtaqagetittaaaggictaaaicaa
ataggtgattataaatactatttcaatictgatggagttatgcaaaaaggattigttagtataaatgataataaacactatt
tigalgattciggtgllalgaaaglaggliacaclgaaatagatggcaageatticlactitgelgaaaacggagaaat
geaaataggagtatttaatacagaagatg gatttaaatattttgctcatcataatgaagatttaggaaatgaagaaget
gaagaaalcicalatict

C-TANCTB (secuencia de 20

aminoacidos) MVYTGVFKGPNGFEY FAPANTHNNNIEGQAIVYQNKFLTLNGKKY YFDN
DSKAVTGWQTIDGKKYYFNLNTAEAATGWQTIDGKKYYFNLNTAEAA
TGWQTIDGKKYYFNTNTFIASTGYTSINGKHFYFNTDGIMQIGVFKGPN
GFEYFAPANTDANNIEGQAILYONKFLTLNGKKY YFGSDSKAVTGLRTI
DGKKYYFNTNTAVAVTGWOQTINGKKYYFNTNTSIASTGYTIISGKHFYF
NTDGIMOQIGVFKGPDGFEYFAPANTDANNIEGOAIRYQNRFLYLHDNIY
YFGNNSKAATGWVTIDGNRY Y FEPNTAMGANGYKTIDNKNFYFRNGLP
QIGVFKGSNGFEYFAPANTDANNIEGQAIRYQNRFLHLLGKIYYFGNNS
KAVTGWQTINGKVYYFMPDTAMAAAGGLFEIDGVIYFFGVDGVKAPGI
YGRSMHNLITGFVTVGDDKYYFNPINGGAASIGETIIDDKNY YFNQSGVY
LOTGVFSTEDGFKYFAPANTLDENLEGEAIDFTGKLIIDENIY YFDDNYR
GAVEWKELDGEMHYFSPETGKAFKGLNQIGDYKYYFNSDGVMQKGFV
SINDNKHYFDDSGVMK VGY TEIDGKHIYFAENGEMQIGVINTEDGFKY
FAHHNEDLGNEEGEEISY SGILNFNNKIYYFDDSFTAVVGWKDLEDGSK
YYFDEDTAFEAYIGLSLINDGOQYYFNDDGIMQVGFVTINDKVEYFSDSGIT
ESGVQNIDDNYFYIDDNGIVQIGVFDTSDGY KYFAPANTVNDNLY GQAV
EYSGLVRVGEDVYYFGETYTIETGWIYDMENESDKYYFNPETKKACKGI
NLIDDIKY YFDEKGIMRTGLISFENNNY YFNENGEMOQFGY INIEDKMFYF
GEDGVMQIGVFNTPDGFKYFAHONTLDENFEGESINY TGWLDLDEKRY
YFTDEYIAATGSVIIDGEEY YFDPDTAQLVISELEGLIY INDSLY YFKPPV
NNLITGFVTVGDDKYYFNPINGGAASIGETIIDDRKNYYFNQSGVLQTGVF
STEDGFKYFAPANTLDENLEGEAIDFTGKLIIDENIYYFDDNYRGAVEW
KELDGEMHY FSPETGKAFKGLNQIGDYKY Y FNSDGVMQKGFVSINDNK
HYFDDSGVMKVGYTEIDGKHFYFAENGEMQIGVFNTEDGFK YFAHHNE
DLGNEEGEEISYS
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Intercell AG

Intercell USA, Inc.

<120> Polipéptido aislado de las proteinas toxina A y toxina B de C. Difficile y sus usos.

10

15

20

25

<130> ICP091/PCT

<150> US 61/379,892
<151> 03-09-2010

<160> 20

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1

<211> 2877

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> ADN de fusion de C-TAB.G5 ADN

<400> 1

atggtaacag gagtatttaa aggacctaat ggatttgagt attttgecace tgectaatact 60
cacaataata acatagaagg tcaggctata gtttaccaga acaaattectt aactttgaat 120
ggcaaaaaat attattttga taatgactca aaagecagtta ctggatggca aaccattgat 180
ggtaaaaaat attactttaa tcttaacact gctgaagcag ctactggatg gcaaactatt 240
gatggtaaaa aatattactt taatcttaac actgctgaag cagctactgg atggcaaact 300
attgatggta aaaaatatta ctttaatact aacacttteca tagectcaac tggttataca 360
agtattaatg gtaaacattt ttattttaat actgatggta ttatgcagat aggagtgttt 420
aaaggaccta atggatttga atactttgca cctgctaata ctcataataa caacatagaa 480
ggtcaagcta tactttacca aaataaattc ttaactttga atggtaaaaa atattacttt 540
ggtagtgact caaaagcagt taccggattg cgaactattg atggtaaaaa atattacttt 600
aatactaaca ctgctgttgc agttactgga tggcaaacta ttaatggtaa aaaatactac 660
tttaatacta acacttctat agcttcaact ggttatacaa ttattagtgg taaacatttt 720
tattttaata ctgatggtat tatgcagata ggagtgttta aaggacctga tggatttgaa 780
tactttgcac ctgctaatac agatgctaac aatatagaag gtcaagctat acgttatcaa 840
aatagattcc tatatttaca tgacaatata tattattttg gtaataattc aaaagcagct S00
actggttggg taactattga tggtaataga tattacttcg agcctaatac agctatgggt $60
gcgaatggtt ataaaactat tgataataaa aatttttact ttagaaatgg tttacctcag 1020
ataggagtgt ttaaagggte taatggattt gaatactttg cacetgetaa tacggatget 1080
aacaatatag aaggtcaagc tatacgttat caaaatagat tectacattt acttggaaaa 1140
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10

atatattact
gtatattact
ggtgttatat
atgcataatt
attaatggtg
aaccaaagtg
gccccageta
ttaattattg
aaagaattag
ctaaatcaaa
tttgttagta
tacactgaaa
gtatttaata
gaagaaggtg
tttgatgatt
tattttgatg
tattatttta
ttctacttet
ttetatatag
aaatattttg
agtggtttag
actggatgga
aaaaaagcat
ggcataatga
ggtgaaatgce
ggtgtcatge
aatactttgg
gatgaaaaga
gatggtgagg
<210> 2

<211> 958
<212> PRT

<213> artificial

<220>

ttggtaataa
ttatgecctga
atttctttgg
tgataactgg
gagctgettce
gagtgttaca
atacacttga
acgaaaatat
atggtgaaat
taggtgatta
taaatgataa
tagatggcaa
cagaagatgg
aagaaatcte
catttacage
aagatacagc
atgatgatgg
ctgactetgg
atgataatgg
cacctgctaa
ttagagttgg
tatatgatat
gceaaaggtat
gaacgggtet
aatttggtta
agattggagt
atgagaattt
gatattattt

agtattattt

ttcaaaagca
tactgetatg
tgttgatgga
atttgtgact
aattggagag
aacaggtgta
tgaaaaccta
ttattatttt
gcactatttt
taaatactat
taaacactat
gecatttetac
atttaaatat
atattectggt
tgtagttgga
agaagcatat
aattatgcaa
aattatagaa
tatagtteaa
tactgtaaat
ggaagatgta
ggaaaatgaa
taatttaatt
tatatcattt
tataaatata
atttaataca
tgagggagaa
tacagatgaa

tgatcectgat

<223> Proteina de fusién de C-TAB.G5

<400> 2

ES 2631032713

gttactggat
gctgecagetg
gtaaaagccc
gtaggcgatg
acaataattg
tttagtacag
gaaggagaag
gatgataatt
agoccagaaa
ttecaattetg
tttgatgatt
tttgetgaaa
tttgctcatc
atattaaatt
tggaaagatt
ataggtttgt
gttggatttg
tetggagtac
attggtgtat
gataatattt
tattattttg
agtgataaat
gatgatataa
gaaaataata
gaagataaga
ccagatggat
tcaataaact
tatattgcag

acagctcaat

ggcaaactat
gtggactttt
ctgggatata
ataaatacta
atgacaaaaa
aagatggatt
caattgattt
atagaggagc
caggtaaagce
atggagttat
ctggtgttat
acggagaaat
ataatgaaga
tcaataataa
tagaggatgg
cattaataaa
tcactataaa
aaaacataga
ttgatactte
acggacaagc
gagaaacata
attatttcaa
aatattattt
attattactt
tgttectattt
ttaaatactt
atactggttg
caactggtte

tagtgattag
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taatggtaaa
cgagattgat
tggcagatcet
ctttaatcca
ttattatttc
taaatatttt
tactggaaaa
tgtagaatgg
ttttaaaggt
gcaaaaagga
gaaagtaggt
gcaaatagga
tttaggaaat
aatttactat
ttcaaagtat
tgatggtcaa
tgataaagtce
tgacaattat
agatggatat
agttgaatat
tacaattgag
tccagaaact
tgatgagaag
taatgagaat
tggtgaagat
tgcacatcaa
gttagattta
agttattatt

tgaatag

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1220

1580

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2877



Met

Pro

Gln

Asp

Tyr

65

Asp

Gly

Phe

Phe

Gly

145

Gly

Lys

Ile

Thr

val

Ala

Asn

Ser

50

Phe

Gly

Trp

Ile

Asn

130

Phe

Gln

Tyr

Asp

Gly
210

Thr

Asn

lys

35

Lys

Asn

Lys

Gln

Ala

115

Thr

Glu

Ala

Tyr

Gly

195

Trp

Gly

Thr

20

Phe

Ala

Leu

Lys

Thr

100

Ser

Asp

Tyr

Ile

Phe

180

Lys

Gln

Vval

His

Leu

Val

Asn

Tyr

85

Ile

Thr

Gly

FPhe

Leu

165

Gly

Lys

Thr

Phe

Asn

Thr

Thr

Thr

70

Tyr

Asp

Gly

Ile

Ala

150

Tyr

Ser

Tyr

Ile

Lys

Asn

Leu

Gly

55

Ala

Phe

Gly

Tyr

Met

135

Pro

Gln

Asgp

Tyr

Asn
215

Gly

Asn

Asn

40

Glu

Asn

Lys

Thr

120

Gln

Ala

Asn

Ser

Phe

200

Gly
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Pro

Ile

25

Gly

Gln

Ala

Leu

Lys

105

Ser

Ile

Asn

Lys

Lys

185

Asn

Lys

Asn

10

Glu

Lys

Thr

Ala

Asn

Tyr

Ile

Gly

Thr

Phe

170

Ala

Thr

Lys

Gly

Gly

Lys

Ile

Thr

75

Thr

Tyr

Asn

val

His

155

Leu

val

Asn

Tyr

Phe

Gln

Tyr

Asp

60

Gly

Ala

Phe

Gly

Phe

140

Asn

Thr

Thr

Thr

Tyr
220

56

Glu

Ala

Tyr

45

Gly

Trp

Glu

Asn

Lys

125

Lys

Asn

Leu

Gly

Ala

205

Phe

Tyr

Ile

30

Phe

Lys

Gln

Ala

Thr

110

His

Gly

Asn

Asn

Leu

130

Val

Asn

Phe

15

Val

Asp

Lys

Thr

Ala

95

Asn

Phe

Pro

Ile

Gly

175

Arg

Ala

Thr

Ala

Tyr

Asn

Tyr

Ile

80

Thr

Thr

Tyr

Asn

Glu

160

Lys

Thr

val

Asn



Thr

225

Tyr

Asp

Glu

Asn

Thr

305

Ala

Gly

Phe

Arg

Gly

385

Val

Phe

Ala

Val

Ala
465

Ser

Phe

Gly

Gly

Ile

290

Ile

Asn

Leu

Ala

Tyx

370

Asn

Tyr

Glu

Pro

Thr

450

Ala

Ile

Asn

Phe

Gln

275

Tyr

Asp

Gly

Pro

Proc

355

Gln

Asn

Tyr

Ile

Gly

435

Val

Ser

Ala

Thr

Glu

260

Ala

Tyr

Gly

Tyr

Gln

340

Ala

Asn

Ser

Phe

Asp

420

Ile

Gly

Ile

Ser

Asp

245

Tyr

Ile

Fhe

Asn

Lys

325

Ile

Asn

Arg

Lys

Met

405

Gly

Tyr

Asp

Gly

Thr

230

Gly

Phe

Arg

Gly

Arg

310

Thr

Gly

Thr

Phe

Ala

3390

Pro

Val

Gly

Asp

Glu
470

Gly

Ile

Ala

Tyxr

Asn

295

Tyr

Ile

Val

Asp

Leu

375

vVal

Asp

Ile

Arg

Lys

455

Thr

Tyr

Met

Pro

Gln

280

Asn

Tyr

Asp

Phe

Ala

360

His

Thr

Thr

Tyr

Ser

4490

Tyr

Ile

Thr

Gln

Ala

265

Asn

Ser

Phe

Asn

Lys

345

Asn

Leu

Gly

Ala

Phe

425

Met

Tyr

Ile
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Ile

Tle

250

Asn

Arg

Lys

Glu

Lys

330

Gly

Asn

Leu

Trp

Met

410

Phe

His

Phe

Asp

Ile

235

Gly

Thr

FPhe

Ala

Pro

315

Asn

Ser

Ile

Gly

Gln

395

Ala

Gly

Asn

Asn

Asp
475

Ser

Val

Asp

Leu

Ala

300

Asn

Phe

Asn

Glu

Lys

380

Thr

Ala

Val

Leu

Pro

460

Lys

57

Gly

Phe

Ala

Tyr

285

Thr

Thr

Tyr

Gly

Gly

365

Ile

Ile

Ala

Asp

Ile

445

Ile

Asn

Lys

Lys

Asn

270

Leu

Gly

Ala

Phe

Phe

350

Gln

Tyr

Asn

Gly

Gly

430

Thr

Asn

Tyr

His

Gly

255

Asn

His

Trp

Met

Arg

335

Glu

Ala

Tyr

Gly

Gly

415

Val

Gly

Gly

Tyr

Phe

240

Pro

Ile

Asp

val

Gly

320

Asn

Tyr

Ile

Phe

Lys

400

Leu

Lys

Phe

Gly

Phe
480



Asn

Phe

Glu

Tyr

Gly

545

Leu

Met

Asp

Phe

Glu

625

Glu

Lys

Asp

Ala

Asp

705

Phe

Gln

Lys

Ala

Phe

530

Glu

Agn

Gln

Ser

Tyr

610

Asp

Glu

Ile

Leu

Tyr

690

Asp

Tyr

Ser

Tyr

Ile

515

Asp

Met

Gln

Lys

Gly

595

Phe

Gly

Gly

Tyr

Glu

675

Ile

Gly

Phe

Gly

Phe

500

Asp

Asp

His

Ile

Gly

580

Val

Ala

Phe

Glu

Tyr

660

Asp

Gly

Ile

Ser

Val

485

Ala

Phe

Asn

Tyr

Gly

565

Phe

Met

Glu

Lys

Glu

645

Phe

Gly

Leu

Met

Asp
725

Leu

Pro

Thr

Tyr

FPhe

550

Asp

Val

Lys

Asn

Tyr

630

Ile

Asp

Ser

Ser

Gln

710

Ser

Gln

Ala

Gly

Arg

535

Ser

Tyr

Ser

Val

Gly

615

Phe

Ser

Asp

Lys

Leu

695

Val

Gly

Thr

Asn

Lys

520

Gly

Pro

Lys

Ile

Gly

600

Glu

Ala

Tyr

Ser

Tyr

680

Ile

Gly

Ile

Gly

Thr

505

Leu

Ala

Glu

Tyr

Asn

585

Tyr

Met

His

Ser

Phe

665

Tyr

Asn

Phe

Ile

ES 2631032713

val

490

Leu

Ile

val

Thr

Tyr

570

Asp

Thr

Gln

His

Gly

650

Thr

Phe

Asp

Val

Glu
730

Fhe

Asp

Ile

Glu

Gly

555

Phe

Asn

Glu

Ile

Asn

635

Ile

Ala

Asp

Gly

Thr

715

Ser

Ser

Glu

Asp

Trp

540

Lys

Asn

Lys

Ile

Gly

620

Glu

Leu

Val

Glu

Gln

700

Ile

Gly

58

Thr

Asn

Glu

525

Lys

Ala

Ser

His

Asp

605

Vval

Asp

Asn

Val

Asp

€85

Tyr

Asn

Val

Glu

Leu

510

Asn

Glu

Phe

Asp

Tyr

590

Gly

Phe

Leu

Phe

Gly

670

Thr

Tyr

Asp

Gln

Asp

485

Glu

Ile

Leu

Lys

Gly

575

Phe

Lys

Asn

Gly

Asn

655

Trp

Ala

Phe

Lys

Asn
735

Gly

Gly

Tyr

Asp

Gly

560

Val

Asp

His

Thr

Asn

640

Asn

Lys

Glu

Asn

Val

720

Ile
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Asp Asp Asn

Val Phe Asp
755

Val Asn Asp
770

Arg Val Gly
785

Thr Gly Trp

Asn Pro Glu

Ile Lys Tyr
835

Ser Phe Glu
850

Phe Gly Tyr
865

Gly val Met

Phe Ala His

Asn Tyr Thr
915

Asp Glu Tyr
930

Tyr Tyr Phe
945

<210> 3
<211> 2885
<212> ADN
<213> artificial

<220>

Tyr

740

Thr

Asn

EFlu

Ile

Thr

820

Tyr

Asn

Ile

Gln

Gln

900

Gly

Ile

Asp

Phe

Ser

Ile

Asp

Tyr

805

Lys

Phe

Asn

Asn

Ile

885

Asn

Trp

Ala

Pro

Tyr

Asp

Tyr

Val

790

Asp

Lys

Asp

Asn

Ile

870

Gly

Thr

Leu

Ala

Asp
950

Ile

Gly

Gly

775

Tyr

Met

Ala

Glu

Tyr

855

Glu

val

Leu

Asgp

Thr

935

Thr

Asp

Tyr

760

Gln

Tyr

Glu

Cys

Lys

840

Tyr

Asp

Phe

Asp

Leu

920

Gly

Ala

<223> ADN de fusion de C-TAB.G5.1

<400> 3

ES 2631032713

Asp

745

Lys

Ala

Phe

Asn

Lys

825

Gly

Phe

Lys

Asn

Glu

505

Asp

Ser

Gln

Asn

Tyr

val

Gly

Glu

810

Gly

Ile

Asn

Met

Thr

890

Asn

Glu

val

Leu

Gly

Phe

Glu

Glu

795

Ser

Ile

Met

Glu

Phe

875

Pro

Phe

Lys

Ile

val
955

Ile

Ala

Tyr

780

Thr

Agp

Asn

Arg

Asn

860

Tyr

Asp

Glu

Arg

Ile

940

Ile

59

Val

Pro

765

Ser

Tyr

Lys

Leu

Thr

845

Gly

Phe

Gly

Gly

Tyr

825

Asp

Ser

Gln

750

Ala

Gly

Thr

Tyr

Ile

830

Gly

Glu

Gly

Phe

Glu

910

Tyr

Gly

Glu

Ile

Asn

Leu

Ile

Tyr

B15

Asp

Leu

Met

Glu

Lys

895

Ser

Phe

Glu

Gly

Thr

val

@lu

800

Phe

BAsp

Ile

Gln

Asp

880

Tyr

Ile

Thr

Glu



ccatggttac
cccacaataa
acggcaaaaa
atggcaaaaa
tcgacggtaa
caatagatgg
ccagcattaa
ttaagggccc
aaggtcaggc
ttggtagcga
tcaatacaaa
acttcaacac
tttacttcaa
agtactttgce
agaatcgttt
ccaccggttg
gtgcaaatgg
agattggtgt
ccaacaacat
aaatttatta
aagtttatta
atggcgtgat
geatgecataa
cgattaatgg
ttaaccagag
ttgctectge
aactgatcat
ggaaagaact
gtcetgaatea

getttgtgag

aggtgttttc
taatattgaa
atactatttc
atattacttc
aaagtactat
gaagaagtat
tggcaaacac
taatggtttt
aattctgtac
ttcaaaagce
caccgcagtt
caataccagc
tacagacggc
ccctgcaaat
tctgtatctg
ggttacaatt
ttataaaacc
ttttaagggt
tgaaggccaa
ctttggcaac
tttcatgeceg
ttattttttt
tetgattace
tggtgeagea
cggtgttetg
gaatacactg
cgacgagaac
ggatggtgaa
gatcggegat

cattaacgac

aaaggtccga
ggccaggeca
gataacgata
aacctgaata
tttaacctga
tattttaata
ttctatttta
gagtacttcg
cagaacaaat
gttaccggtc
gccgtgacag
attgcaagta
attatgcaga
acagatgcaa
cacgataaca
gatggtaatec
atcgataaca
agcaatgget
gcgattcegtt
aatagcaaag
gataccgcta
ggcgtggatyg
ggttttgtta
agcattggtg
cagacaggtyg
gatgaaaatc
atctactatt
atgcactatt
tacaagtatt

aacaaacact

ES 2631032713

acggctttga
tcgtgtatea
gcaaageagt
ccgcagaage
acacagccga
ceaatacett
acaccgatgg
ctccggctaa
ttttaacgct
tgcgtacgat
gttggcagac
ccggttatac
ttggcgtttt
acaatattga
tctattactt
gttattactt
aaaattttta
tcgagtattt
atcaaaaccyg
cggtgacggg
tggcagcagc
gtgttaaagc
ccgtgggega
aaaccattat
tttttagecac
tggaaggtga
ttgatgataa
ttagtccgga
actttaatte

attttgacga

atattttgca
gaataaattt
taceggttgyg
agcaaccggce
agccgctaca
tattgecage
tattatgecag
taccgatgca
gaacggtaag
cgacggcaag
gataaatggt
cattatcagc
caaaggtccg
gggacaggca
cggcaataat
tgagccgaat
tttecgeaac
tgcgeceoagee
ctttctgeat
ctggcaaacce
cggtggtctg
accgggtatt
cgataaatac
cgatgacaaa
cgaagatgge
agcaattgat
ttatcgeggt
aaccggtaaa
agatggcgtyg

cageggtgtyg

60

caggcaaata
ctgaccctga
caaaccattyg
tggcagacga
ggctggeaga
adcggetata
atcggtgtgt
aataacatcg
aaatattact
aaatattatt
aagaagtact
ggcaaacact
gatggttteg
attcgctatc
tcaaaagcag
accgcaatgg
ggtctgecge
aacaccgatg
ctgctgggcea
attaacggta
tttgaaattg
tatggtcgta
tactttaatc
aactattatt
tteaaatatt
tttaceggea
gccgtggaat
gecctttaaag
atgcagaaag

atgaaagtgg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

8560

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800
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gttatacecga
gagtatttaa
atgaagaagg
atttcgatga
attattttga
agtattattt
tgttctattt
atttctacat
ataaatattt
attcaggtct
aaaccggetg
cgaaaaaagc
aaggcattat
acggtgagat
acggtgtgat
agaacaccct
tggatgagaa
ttgatggtga
tcgag
<210>4

<211> 957
<212> PRT

<213> artificial

<220>

aatcgacggyg
taccgaggac
cgaagaaatt
tagcttcacce
tgaagatacc
caacgatgat
cagcgatage
cgatgataac
cgcaccagec
ggttcgtgtt
gatctatgat
ctgcaaagge
gcgtaccggt
gcagtttgge
gcagataggg
ggatgaaaac
acgttattat

ggaatattac

aaacattttt
ggctttaaat
agctatageg
gcagttgttg
gcagaggcct
ggtatcatgc
ggcattattg
ggtattgttc
aataccgtga
ggcgaagatg
atggaaaacg
attaatctga
ctgattagct
tatatcaaca
gtttttaata
tttgaaggcg
ttcaccgacg

ttegatecgg

<223> Proteina de fusiéon de C-TAB.G5.1

<400> 4

ES 2631032713

attttgececga
actttgcceca
gcattctgaa
gttggaaaga
atattggtct
aggttggttt
aaagcggtgt
agattggcgt
acgataatat
tttattattt
agagcgacaa
tcegacgatat
ttgagaacaa
tcgaggacaa
caccggatgg
aaagcattaa
aatacattge

atacagcaca

Val Thr Gly vVal Phe Lys Gly Pro Asn Gly Phe

1

Ala Asn Thr Hisg Asn Asn Asn Ile Glu Gly Gln
25

Asn Lys Phe Leu Thr Leu Asn Gly Lys Lys Tyr

35

Ser Lys Ala Val Thr Gly Trp Gln Thr Ile Asp

5

20

40

10

aaacggcgaa
tcataatgaa
ttttaataac
tctggaagat
gagcctgatt
tgtgaccatc
tcagaacatc
gtttgatacc
ttatggtcag
tggcgaaacc
gtactatttc
taagtactac
caactattac
aatgttttat
gtttaagtat
ttataccggt
agcaaccggt

gotggttatt

Glu

Ala
30

Tyr
45

Gly

61

atgcagattg
gatctgggta
aagatctatt
ggcagcaaat
aatgatggcc
aacgataaag
gacgataact
tccgatggtt
gcagttgaat
tataccattg
aatccggaaa
tttgacgaaa
ttcaatgaga
tttggtgagg
tttgcacatce
tggctggatc
agcgttatta

agcgaataac

Tyr Phe Ala Pro

15

Ile Val Tyr Gln

Phe Asp Asn Asp

Lys Lys Tyr Tyr

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2885



Fhe

65

Gly

Trp

Tle

Aszn

Phe

145

Gln

Tyr

Asp

Gly

Ser

225

Phe

Gly

Gly

Ile

50

Asn

Lys

Gln

Ala

Thr

130

Glu

Ala

Tyr

Gly

Trp

210

Ile

Asn

Phe

Gln

Tyr
290

Leu

Lys

Thr

Ser

115

Asp

Tyr

Ile

FPhe

Lys

195

Gln

Ala

Thr

Glu

Ala

275

Tyr

Asn

Tyr

Ile

100

Thr

Gly

Phe

Leu

Gly

180

Lys

Thr

Ser

Asp

Tyr

260

Ile

Phe

Thr

Tyr

85

Asp

Gly

Ile

Ala

Tyr

165

Ser

Tyr

Ile

Thr

Gly

245

Phe

Arg

Gly

Ala

70

Phe

Gly

Tyr

Met

Pro

150

Gln

Asp

Tyr

Asn

Gly

230

Ile

Ala

Tyr

Asn

55

Glu

Asn

Lys

Thr

Gln

135

Ala

Asn

Ser

Phe

Gly

215

Tyr

Met

Pro

Gln

Asn
2385

Ala

Leu

Lys

Ser

120

Ile

Asn

Lys

Lys

Asn

200

Lys

Thr

Gln

Ala

Asn

280

Ser

ES 2631032713

Ala

Asn

Tyr

105

Ile

Gly

Thr

Phe

Ala

185

Thr

Lys

Ile

Ile

Asn

265

Arg

Lys

Thr

Thr

90

Tyr

Asn

Val

Asp

Leu

170

val

Asn

Tyr

Ile

Gly

250

Thr

Phe

Ala

Gly

75

Ala

Phe

Gly

Phe

Ala

155

Thr

Thr

Thr

Tyr

Ser

235

vVal

Asp

Leu

Ala

60

Trp

Glu

Asn

Lys

Lys

140

Asn

Leu

Gly

Ala

Phe

220

Gly

Phe

Ala

Tyr

Thr
300

62

Gln

Ala

Thr

His

125

Gly

Asn

Asn

Leu

Val

205

Asn

Lys

Lys

Asn

Leu
285

Thr

Ala

Asn

110

Phe

Pro

Ile

Gly

Arg

190

Ala

Thr

His

Gly

Asn

270

His

Trp

Ile

Thr

95

Thr

Tyr

Asn

Glu

Lys

175

Thr

Val

Asn

Phe

Pro

2585

Ile

Asp

Val

Asp

Gly

Phe

Phe

Gly

Gly

160

Lys

Ile

Thr

Thr

Tyr

240

Asp

Glu

Asn

Thr



Ile

305

Asn

Leu

Ala

Tyr

Asn

385

Tyr

Glu

Pro

Thr

Ala

465

Gln

Lys

Ala

Phe

Glu
545

Asp

Gly

Pro

Pro

Gln

370

Agn

Tyr

Ile

Gly

val

450

Ser

Ser

Tyr

Ile

Asp

530

Met

Gly

Tyr

Gln

Ala

355

Asn

Ser

Phe

Asp

Ile

435

Gly

Ile

Gly

Phe

Asp

515

Asp

His

Asn

Lys

Ile

340

Asn

Arg

Lys

Met

Gly

420

Tyxr

Asp

Gly

Val

Ala

500

Phe

Asn

Tyr

Arg

Thr

325

Gly

Thr

Phe

Ala

Pro

405

Val

Gly

Asp

Glu

Leu

485

Pro

Thr

Tyr

Phe

Tyr

310

Ile

Val

Asp

Leu

Val

390

Asp

Ile

Arg

Lys

Thr

470

Gln

Ala

Gly

Arg

Ser
550

Tyr

Asp

Phe

Ala

His

375

Thr

Thr

Tyr

Ser

Tyr

455

Ile

Thr

Asn

Lys

Gly

535

Pro

Phe

Asn

Lys

Asn

360

Leu

Gly

Ala

Phe

Met

440

Tyr

Ile

Gly

Thr

Leu

520

Ala

Glu

Glu

Lys

Gly

345

Asn

Leu

Trp

Met

Phe

425

His

Phe

Asp

Val

Leu

505

Ile

Val

Thr

ES 2631032713

Pro

Asn

330

Ser

Ile

Gly

Gln

Ala

410

Gly

Asn

Asn

Asp

Phe

490

Asp

Ile

Glu

Gly

Asn

315

Phe

Asn

Glu

Lys

Thr

395

Ala

Val

Leu

Pro

Lys

475

Ser

Glu

Asp

Trp

Lys
555

Thr

Tyr

Gly

Gly

Ile

380

Ile

Ala

Asp

Ile

Ile

460

Asn

Thr

Asn

Glu

Lys

540

Ala

63

Ala

Phe

Phe

Gln

365

Tyr

Asn

Gly

Gly

Thr

445

Asn

Tyr

Glu

Leu

Asn

525

Glu

Phe

Met

Arg

Glu

350

Ala

Tyr

Gly

Gly

Val

430

Gly

Gly

Tyr

Asp

Glu

510

Ile

Leu

Lys

Gly

Asn

335

Tyr

Ile

Phe

Lys

Leu

415

Lys

Phe

Gly

Phe

Gly

485

Gly

Tyr

Asp

Gly

Ala

320

Gly

Phe

Arg

Gly

Val

400

Phe

Ala

val

Ala

Asn

480

Phe

Glu

Tyr

Gly

Leu
560



Asn

Gln

Ser

Tyr

Asp

625

Glu

Tle

Leu

Tyr

Asp

705

Tyr

Asp

Phe

Asn

Val

785

Gly

Gln

lys

Gly

Phe

610

Gly

Gly

Tyr

Glu

Ile

690

Gly

Phe

Asn

Asp

Asp

770

Gly

Trp

Ile

Gly

Val

595

Ala

Phe

Glu

Tyr

Asp

675

Gly

Ile

Ser

Tyr

Thr

755

Asn

Glu

Ile

Gly

Phe

580

Met

Glu

Lys

Glu

Fhe

€60

Gly

Leu

Met

Asp

Phe

740

Ser

Ile

Asp

Tyr

Asp

565

Val

Lys

Asn

Tyr

Ile

645

Asp

Ser

Ser

Gln

Ser

725

Tyr

Asp

Tyr

Val

Asp
805

Tyr

Ser

Val

Gly

Fhe

630

Ser

Asp

Lys

Leu

val

710

Gly

Ile

Gly

Gly

Tyr

780

Met

Lys

Ile

Gly

Glu

615

Ala

Tyr

Ser

Tyr

Ile

6285

Gly

Ile

Asp

Tyr

Gln

775

Tyr

Glu

Tyr

Asn

Tyr

€00

Met

His

Ser

Phe

Tyr

680

Asn

Phe

Ile

Asp

Lys

760

Ala

Phe

Asn

Tyr

Asp

585

Thr

Gln

His

Gly

Thr

665

Phe

Asp

val

Glu

Asn

745

Tyr

Val

Gly

Glu

ES 2631032713

Phe

570

Asn

Glu

Ile

Asn

Ile

650

Ala

Asp

Gly

Thr

Ser

730

Gly

Phe

Glu

Glu

Ser
810

Asn

Lys

Ile

Gly

Glu

635

Leu

Val

Glu

Gln

Ile

715

Gly

Ile

Ala

Tyr

Thr

795

Asp

Ser

His

Asp

val

620

Asp

Asn

Val

Asp

Tyr

700

Asn

Val

Val

Pro

Ser

780

Tyr

Lys

64

Asp

Tyr

Gly

605

Phe

Leu

Phe

Gly

Thr

685

Tyr

Asp

Gln

Gln

Ala

765

Gly

Thr

Tyr

Gly

Phe

5390

Lys

Asn

Gly

Agn

Trp

€70

Ala

Phe

Lys

Asn

Ile

750

Asn

Leu

Ile

Tyr

Val

575

Aszp

His

Thr

Asn

Asn

655

Lys

Glu

Asn

val

Ile

735

Gly

Thr

Val

Glu

Phe
815

Met

Asp

Phe

Glu

Glu

640

Lys

Asp

Ala

Asp

Phe

720

Asp

Val

val

Arg

Thr

800

Asn
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Pro Glu

Lys Tyr

Phe Glu

850

Gly
865

Tyr

vVal Met

Ala His

Tyr Thr

Glu Tyr

930

Tyr Phe

845

<210>5
<211> 8133
<212> DNA

Thr

Tyr

B35

Asn

Ile

Gln

Gln

Gly

915

Ile

Asp

Lys
820

Lys
Phe Asp
Asn

Asn

Asn Ile

Ala

Glu

Tyr

Glu

Cys Lys

Lys Gly

840

Tyr Phe

855

Asp Lys

870

Ile Gly

885

Agn Thr

900

Leu
Ala

Ala

Pro Asp

Val

Leu

Asp

Thr

Thr

Phe Asn

Asp Glu

Leu Asp

920

Gly Ser

935

Ala Gln

950

<213> Clostridium difficile cepa 630

<400> 5
atgtctttaa

aatgagtata
aatgaaaata
aaatataaaa
gaagtaatte
tggataggtyg
aatgcagaat
aaaaaggcta
caaaatccte

agacaaaaaa

tatctaaaga
aaactatact
aatatttaca
cttcaagcag
ttattaaaaa
gagaagtcag
ataatattaa
tagttgaatc
aatttgataa

ggtttataaa

agagttaata
aactaattta
attaaaaaaa
aaatagagca
tteccaataca
tgatattget
actgtggtat
ttctaccact
tatgaaattt

ttattataaa

ES 2631032713

Gly Ile Asn

825

Ile Met Arg

Asn Glu Asn

Met Phe Tyr

875

Thr Pro

890

Asp

Asn Phe Glu

205

Glu Lys Arg

Val Tle Ile

val Ile

955

Leu

aaactcgcat
gacgaatata
ctaaatgaat
ctectcotaate
agccctgtag
cttgaataca
gatagtgaag
gaagcattac
tacaaaaaaa

tctcaaatca

Leu Ile

Thr Gly

845

Gly Glu

860

Phe Gly

Gly Phe

Gly Glu

Tyr Tyr

925

Asp
940

Gly

Ser Glu

atagcattag
ataagttaac
caattgatgt
taaaaaaaga
aaaaaaattt
taaaacaatg
cattcttagt
agctactaga
ggatggaatt

ataaacctac

65

Asp

830

Leu

Met

Glu Asp

Lys

Ser

9210

Phe

Glu

Asp Ile

Ile Ser

Gln Phe

Gly
880

Tyr Phe

895

Ile Asn

Thr Asp

Glu Tyr

accaagagaa
tacaaacaat
ttttatgaat
tatattaaaa
acattttgta
ggcetgatatt
aaatacacta
ggaagagatt
tatatatgat

agtacctaca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



atagatgata
gaatcatata
gctaatagtt
cgtggaaatt
ggagtatatt
tetagaccta
aagtataaaa
ttaaaagata
aaattagaaa
gttataaatc
caagtaaaaa
aataacttca
gaaaactcta
getegeteca
ataaatttac
aaattceccag
tttgatcaag
tctctttctg
ttattaaata
cattatatca
tctaaaaatce
tactttttaa
agattaaaaa
aacacaagcg
ttagatacca
aatatgttta
attatggaca
gcaaatcaat
ggtaaatgga
ttttttgatt

tcaatatcag

ttataaagtc
gaacaaattc
tgtttacaga
tagctgeage
tagatgttga
getetattgg
aatatataaa
attttaaact
atttaaatgt
aagccttgat
atagatatca
cagatactac
tgtttttaac
caataagttt
aagaaaatac
aaaataatct
caagtgcaaa
aagacaatgg
ataaaattcc
tacagttaca
ctaaaaatag
gtgatgatgg
ataaggaaaa
aatttgctag
taaaattaga
gttatgattt
aaattactte
atgaagtaag
taaataaaga
ctatagataa

aagatataaa

tcatctagta
tttgagaaaa
acaagagtta
atctgacata
tatgcotteca
actagaccogt
taattataca
cattatagaa
atctgatett
atcaaaacaa
atttttaaac
taaaattttt
aaaaatagca
aagtggteca
tatagaaaaa
atctcaattg
atatcaattt
ggtagacttt
atcaaacaat
aggagatgat
tattattata
agaatctatt
agtaaaagta
attaagtgta
tatatcacct
taatgttgaa
cactttacct
aattaatagt
agaagctatt
taagctaaaa

aacattatta
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tctgaatata
ataaatagta
ttaaatattt
gtaagattat
ggtattcact
tgggaaatga
tcagaaaact
agtaaaagtg
gaaattaaaa
ggttcatatc
caacacctta
catgattcat
ccatacttac
ggagcttatg
actttaaaag
acagaacaag
gagaaatatg
aataaaaata
gtagaagaag
ataagttatg
caacgaaata
ttagaattaa
acctttattg
gattcacttt
aaaaatgtag
gaaacttatc
gatgtaaata
gagggaagaa
atgagcgatt
gcaaagtcoca

cttgatgcaa

atagagatga
atcatgggat
atagtcagga
tageectaaa
ctgatttatt
taaaattaga
ttgataaact
aaaaatctga
tagetttege
ttactaacct
acccagccat
tatttaattc
aagtaggttt
cgtcagetta
catcagattt
aaataaatag
taagagatta
ctgccctcga
ctggaagtaa
aagcaacatg
tgaatgaaag
ataaatatag
gacatggtaa
ccaatgagat
aagtaaactt
ctgggaagtt
aaaattctat
aagaacttct
tatctagtaa
agaatattce

gtgttagtcc

66

aactgtatta
agatatcagg
gttgttaaat
aaattttgge
taaaacaata
ggctattatyg
tgatcaacaa
gatattttet
tttaggcagt
agtaatagaa
agagtctgat
agctaccgca
tatgccagaa
ctatgattte
aatagaattt
tctatggage
tactggtgga
caaaaactat
aaattatgtt
caatttattt
tgcaaaaage
gatacctgaa
agatgaattc
aagttcattt
acttggatgt
gctattaagt
tactatagga
ggctecactca
agaatacatt
aggattagea

tgatacaaaa

6€0

720

780

840

900

260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460



tttattttaa
gaaaaattag
ttcaatctac
gatgagaagt
agatttatta
tcaaaatata
gatgttaatg
ttaaacgecag
aatgatttaa
aatactatat
ataaatgtac
ataaacttag
gaattagaag
gtagcttcaa
atatctgcag
tcagtggtaa
gaagatgata
aataattcga
acagtgactg
tecattatcaa
ataatgatgt
ggtttaagat
ccaggtaaat
ccagtttatg
atgccaacta
ggaggaactt
aaagatgatt
ggtactatta
aataaactta
agatatatat
cttgttgecaa

ttatctaata

ataatcttaa
agecctgttaa
ttgaaaatgt
atttaatate
acaaaagtaa
gcgaacatat
gtaatttatt
cattctttat
gtacctcagt
atgactctat
tacctacaat
gtgcagcaat
ctaaggtggg
ttgttggaat
gaataccttc
actattttaa
aaattttagt
taaaactagg
gtaatataga
tttattcotge
tacctaatge
cattggaaaa
tttactggag
aagacactaa
taactactaa
actctttatt
tatggatatt
aaaaaggaaa
ttataggcaa
tettgacttg
aatcttatag

ttattgagaa

gcttaatatt
aaatataatt
atctgatgaa
ttttgaagat
tggtgagtca
tacaaaagaa
ggataatata
tcaatcatta
taaggttcaa
ccaattagta
aacagagggg
taaggaatta
tgttttagca
aggtgctgaa
attagttaat
tcatttgtect
tectattgat
aacatgtaat
troacttttte
aataggtata
tocttcaaga
tgacggaact
attctatgct
tattaaaatt
cgaaattaga
attatcttca
taatattgat
gttaataaaa
tcaaacaata
tgagttagat
tttgttattg

aatcaatact

ES 2631032713

gaatcttcta
cacaattcta
ttatatgaat
atctcaaaaa
gtttatgtag
ataagtacta
cagttagatc
atagattata
ctttatgecte
aatttaatat
atacectattg
ctagacgaac
ataaatatgt
gttactattt
aatgaattaa
gaatctaaaa
gatttagtaa
atattagcaa
tcatctccat
gaaacagaaa
gtgttttggt
agattacttg
tttttcgatt
aaactagata
aacaaattat
tatccaatat
aatgaagtaa
gatgttttaa
gatttttcag
gataaaatta
tetggggata

ttaggcctag

ttggtgatta
tagatgattt
taaaaaaatt
ataattcaac
aaacagaaaa
taaagaatag
atacttctea
gtagcaataa
aactatttag
caaatgcagt
tatctactat
atgacccatt
cattatctat
tcttattace
tattgcatga
aatatggcec
tatcagaaat
tggaggaggg
ctataagttc
atectagattt
gggaaactgg
attcaataag
atgcaataac
aagatactag
cttattcatt
caacgaatat
gagaaatatc
gtaaaattga
gegatataga
gtttaataat
aaaattattt

atagtaaaaa

67

catttattat
aatagatgag
aaataatcta
ttactetgta
agaaattttt
tataattaca
agttaataca
agatgtactg
tacaggttta
aaatgatact
attagacgga
actaaaaaaa
agctgcaact
tatagctggt
taaggcaact
tcttaaaaca
agattttaat
atcaggacac
tcatattcet
ttcaaaaaaa
agcagttcca
agatttatac
tacattaaaa
aaacttcata
tgatggagca
aaatttatct
tatagaaaat
tataaataaa
taataaagat
agaaataaat
gatatccaat

tatagcgtac

2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2840
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3200
3560
4020
4080
4140
4200
4260
4320

4380



aattacactg
agcataatac
ttagaattta
attaatacta
tetatttett
gtatactcat
tttatgaatt
aattttgtaa
tttatttgtyg
tctaaaagca
cctgatacgg
atagatagat
attaatacca
acattccaca
acagaaggaa
caaaaaataa
gattttaaag
aattctgaaa
tattactatg
ttectattttg
aaatattatt
aaacactttt
ggatttgaat
gtttatcaaa
aaagcagtca
gctattgetg
actgctatca
gataccgcta
agtgattgtg
cotgetaata

ttaactttga

atgaatctaa
attataaaaa
acagtaaaga
taacaggaaa
tagttagtaa
cttacettga
tatttttgga
tcgataaata
acaataataa
ctatatttag
gtgaagatat
atatcaataa
attattattc
aaaaagtaaa
gtgactttat
gaatcaaagg
atattaaaaa
atgaattaga
atgaagatag
atcctataga
ttgatataaa
attttaataa
attttgcacc
gtaaattctt
ctggatggag
cagtcggatt
tctcaaaagyg
ttgectttaa
tagtgaaaat
cttataataa

atggtaaaaa

taataaatat
agacagtaaa
ttttattgct
atactatgtt
aaatcaagta
ttttgtgaaa
caatataagt
ctttaccett
aaatatagat
cggaaatggt
atctacttca
agtattgata
aaatgagtac
tataaattta
tttagttaga
tatcttatet
actatcatta
tagagatcat
taaattagtt
atttaactta
tactggagca
tgatggtgtg
tgccaatact
aactttgaat
aattattaac
gcaagtaatt
ttggcagact
tggttataaa
aggtgtgttt
taacatagaa

atattacttt
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tttggagcta
aatatattag
gaagatataa
gataataata
aaagtaaatqg
aattcagatg
ttctggaaat
gttggtaaaa
atatattttg
agaaatgttg
ctagattttt
gcacctgatt
taccctgaga
gatagttctt
tacttagaag
aatactcaat
ggatatataa
ttaggattta
aaaggattaa
gtaactggat
gectttaatta
atgcagttgg
caaaataata
ggcaaaaaat
aatgagaaat
gacaataata
gttaatggta
actattgatg
agtacctcta
ggtcaggeta

gataataact

tatctaaaac
aattttataa
atgtatttat
ctgataaaag
gattatattt
gacaccataa
tgtttgggtt
ctaatettgg
gtgaatggaa
tagtagagcc
cctatgaacc
tatatacaag
ttatagttct
cttttgagta
aaagtaataa
catttaataa
tgagtaattt
aaataataga
tcaatataaa
ggcaaactat
gttataaaat
gagtatttaa
acatagaagg
attattttga
attactttaa
agtattattt
gtagatacta
gtaaacactt
atggatttga
tagtttatca

caaaagcagt

68

aagtcaaaaa
tgacagtaca
gaaagatgat
tatagattte
aaatgaatce
tacttctaat
tgaaaatata
atatgtagaa
aacategtca
tatatataat
tctctatgga
tttaataaat
taacccaaat
taaatggtcet
aaaaatatta
aatgagtata
taaatcattt
taataaaact
taattcatta
caatggtaaa
tattaatggt
aggacctgat
tcaggctata
taatgactca
toctaataat
caatcctgac
ctttgatact
ttattttgat
atattttgca
aagtaaattc

taccggatgg

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5540

6000

6060

6120

6180

6240



caaactattg
tggcaaacta
ggatggcaaa
actggttata
ataggagtgt
aacaacatag
aaatattact
aaatattact
gacaagtatt
aataatttct
cctaatggat
gctatagttt
gactcaaaag
aacactgctg
cttaacactg
aatactaaca
tttaatactg
tttgcacctg
aaattcttaa
ggattgegaa
actggatgge
tcaactggtt
cagataggag
gctaacaata
aatatatatt
aatagatatt
aataaaaatt
ggatttgaat
cgtbtatcaza
aaagcagtta
gctatggetg
gatggagtaa

<210> 6
<211> 2710
<212> PRT

atagtaaaaa
ttgatggtaa
ctattgatgg
caattattaa
ttaaaggacc
aaggtcaagce
ttggtagtga
ttaatectaa
actttagtta
attttgatge
ttgagtattt
accagaacaa
cagttactgg
aagcagctac
ctgaagcagc
ctttcatage
atggtattat
ctaatactca
ctttgaatgg
ctattgatgg
aaactattaa
atacaattat
tgtttaaagg
tagaaggtca
attttggtaa
acttcgagcc
tttactttag
actttgcace
atagattect
ctggatggea
cagcetggtgg

aagcccctgg

atattacttt
aaaatattac
taaaaaatat
tggtaaacat
taatggattt
tatactttac
ctcaaaagca
taatgctatt
tgatggaatt
taataatgaa
tgcacctget
attcttaact
atggcaaacc
tggatggcaa
tactggatgg
ctcaactggt
gcagatagga
taataataac
taaaaaatat
taaaaaatat
tggtaaaaaa
tagtggtaaa
acctgatgga
agctatacgt
taattcaaaa
taatacagct
aaatggttta
tgctaatacg
acatttactt
aactattaat
acttttegag

gatatatggce

<213> Clostridium difficile cepa 630

<400> 6
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aatactaaca
tttaatacta
tactttaata
ttttatttta
gaatattttg
caaaatgaat
gttactggat
gctgeaatte
cttcaaaatg
tctaaaatgg
aatactcaca
ttgaatggca
attgatggta
actattgatg
caaactattg
tatacaagta
gtgtttaaag
atagaaggte
tactttggta
tactttaata
tactacttta
catttttatt
tttgaatact
tatcaaaata
gcagctactg
atgggtgcga
cctecagatag
gatgctaaca
ggaaaaatat
ggtaaagtat
attgatggtg

taa

ctgetgaage
acactgctga
ctaacactgce
atactgatgg
cacctgctaa
tottaacttt
ggagaattat
atctatgeac
gatatattac
taacaggagt
ataataacat
aaaaatatta
aaaaatatta
gtaaaaaata
atggtaaaaa
ttaatggtaa
gacctaatgg
aagctatact
gtgactcaaa
ctaacactge
atactaacac
ttaatactga
ttgcacctgce
gattcctata
gttgggtaac
atggttataa
gagtgtttaa
atatagaagg
attactttgg
attactttat

ttatatattt

69

agctactgga
agcagctact
tatagcttca
tattatgecag
tacggatgct
gaatggtaaa
taacaataag
tataaataat
tattgaaaga
atttaaagga
agaaggtcag
ttttgataat
ctttaatctt
ttactttaat
atattacttt
acatttttat
atttgaatac
ttaccaaaat
agcagttacc
tgttgeagtt
ttctataget
tggtattatg
taatacagat
tttacatgac
tattgatggt
aactattgat
agggtctaat
tcaagctata
taataattca
gectgatact

ctttggtgtt

6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100

8133



Met

Arg

Tyr

Lys

Ser

65

Glu

Len

Tyr

Trp

val

145

Gln

Phe

Ile

Leu

Ser

Pro

Asn

Lys

50

Ser

val

His

Ile

Tyr

130

Glu

Asn

Ile

Asn

val
210

Leu

Arg

Llys

35

Leu

Arg

Ile

Phe

Lys

115

Asp

Ser

Pro

Tyr

Lys

195

Ser

Ile

Glu

20

Leu

Asn

Agn

Leu

Val

100

Gln

Ser

Ser

Gln

Asp

180

Pro

Glu

Ser

Asn

Thr

Glu

Arg

Ile

85

Trp

Trp

Glu

Thr

Phe

165

Arg

Thr

Tyr

Lys

Glu

Thr

Ser

Ala

70

Lys

Ile

Ala

Ala

Thr

150

Asp

Gln

val

Asn

Glu

Tyr

Asn

Ile

55

Leu

Asn

Gly

Asp

Phe

135

Glu

Asn

Lys

Pro

Arg
215

Glu

Lys

Asn

40

Asp

Ser

Ser

Gly

Ile

120

Leu

Ala

Met

Arg

Thr

200

Asp
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Leu

Thr

25

Asn

Val

Agn

Asn

Glu

105

Asn

val

Leu

Lys

Phe

185

Ile

Glu

Ile

10

Ile

Glu

Phe

Leu

Thr

90

Val

Ala

Asn

Gln

Phe

170

Ile

Asp

Thr

Lys

Leu

Asn

Met

Lys

75

Ser

Ser

Glu

Thr

Leu

155

Tyr

Asn

Asp

val

Leu

Thr

Lys

Asn

60

Lys

Pro

Asp

Tyr

Leu

140

Leu

Lys

Tyr

Ile

Leu
220

70

Ala

Asn

Tyr

45

Lys

Agp

Val

Ile

Asn

125

Lys

Glu

Lys

Tyr

Ile

205

Glu

Tyr

Leu

30

Leu

Tyr

Ile

Glu

Ala

110

Ile

Lys

Glu

Arg

Lys

130

Lys

Ser

Ser

15

AspP

Gln

Lys

Leu

Lys

85

Leu

Lys

Ala

Glu

Met

175

Ser

Ser

Tyr

Ile

Glu

Leu

Thr

Lys

80

AsD

Glu

Leu

Ile

Ile

160

Glu

Gln

His

Arg



Thr

225

Ala

Glu

Leu

Leu

Ser

305

Lys

Leu

Ser

Asp

Ala

385

Gln

Ile

Ser

Ile

Ile

Asn

Asn

Leu

Leu

Pro

290

Ile

Tyr

Asp

Glu

Leu

370

Leu

val

Glu

Leu

Ala

450

Ser

Ser

Ser

Leu

Ala

275

Gly

Gly

Lys

Gln

Lys

355

Glu

Ile

Lys

Ser

Phe

435

Pro

Leu

Leu

Leu

Asn

260

Leu

Ile

Leu

Lys

Gln

340

Ser

Ile

Ser

Asn

Asp

420

Asn

Tyr

Ser

Arg

Phe

245

Arg

Lys

His

Asp

Tyr

325

Leu

Glu

Lys

Lys

Arg

405

Asn

Ser

Leu

Gly

Lys

230

Thr

Gly

Asn

Ser

Arg

310

Ile

Lys

Ile

Ile

Gln

390

Tyr

Asn

Ala

Gln

Pro

Ile

Glu

Asn

Phe

Asp

295

Trp

Asn

Asp

Phe

Ala

375

Gly

Gln

Phe

Thr

Val

455

Gly

Asn

Gln

Leu

Gly

280

Leu

Glu

Asn

Asn

Ser

360

Fhe

Ser

Fhe

Thr

Ala

440

Gly

Ala
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Ser

Glu

Ala

265

Gly

Phe

Met

Tyr

Phe

345

Lys

Ala

Tyr

Leu

Asp

425

Glu

Phe

Tyr

Asn

Leu

250

Ala

Val

Lys

Ile

Thr

330

Lys

Leu

Leu

Leu

Asn

410

Thr

Asn

Met

Ala

His

235

Leu

Ala

Tyr

Thr

Lys

315

Ser

Leu

Glu

Gly

Thr

395

Gln

Thr

Ser

Pro

Ser

Gly

Asn

Ser

Leu

Ile

300

Leu

Glu

Ile

Asn

Ser

380

Asn

Hig

Lys

Met

Glu

460

Ala

71

Ile

Ile

Asp

Asp

285

Ser

Glu

Asn

Ile

Leu

365

val

Leu

Leu

Ile

Phe

445

Ala

Tyr

Asp

Tyr

Ile

270

Val

Arg

Ala

Phe

Glu

350

Asn

Ile

Val

Asn

Phe

430

Leu

Arg

Tyr

Ile

Ser

255

Val

Asp

Pro

Ile

Asp

335

Ser

Val

Asn

Ile

Pro

415

His

Thr

Ser

Asp

Arg

249

Gln

Arg

Met

Ser

Met

320

Lys

Lys

Ser

Gln

Glu

400

Ala

Asp

Lys

Thr

Phe



465

Ile

Leu

Gln

Gln

Asp

545

Leu

Lys

Tyr

Ile

Asp

625

Arg

Lys

Leu

Ser

Tyr
705

Asn

Ile

Glu

Phe

530

Asn

Leu

Asn

Glu

Ile

610

Asp

Leu

Asp

Ser

Pro

630

Asp

Leu

Glu

Ile

515

Glu

Gly

Asn

Tyr

Ala

595

Gln

Gly

Lys

Glu

Asn

675

Lys

Phe

Gln

Phe

500

Asn

Lys

Val

Asn

Val

580

Thr

Arg

Glu

Asn

Phe

660

Glu

Asn

Asn

Glu

485

Lys

Ser

Tyr

Asp

Lys

565

His

Cys

Asn

Ser

Lys

645

Asn

Ile

Val

Val

470

Asn

Phe

Leu

val

Phe

550

Ile

Tyr

Asn

Met

Ile

630

Glu

Thr

Ser

Glu

Glu
710

Thr

Fro

Trp

Arg

535

Asn

Pro

Ile

Leu

Asn

€15

Leu

Lys

Ser

Ser

val

€85

Glu

Ile

Glu

Ser

520

Asp

Lys

Ser

Ile

Phe

600

Glu

Glu

val

Glu

Phe

680

Asn

Thr
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Glu

Asn

505

Phe

Tyr

Asn

Asn

Gln

585

Ser

Ser

Leu

Lys

Phe

665

Leu

Leu

Tyr

Lys

4380

Asn

Asp

Thr

Thr

Asn

570

Leu

Lys

Ala

Asn

val

650

Ala

Asp

Leu

Pro

475

Thr

Leu

Gln

Gly

Ala

555

Val

Gln

Asn

Lys

Lys

635

Thr

Arg

Thr

Gly

Gly
715

Leu

Ser

Ala

Gly

540

Leu

Glu

Gly

Pro

Ser

620

Tyr

Phe

Leu

Ile

Cys

700

Lys

72

Lys

Gln

Ser

525

Ser

Asp

Glu

Asp

Lys

€605

Tyr

Ile

Ser

Lys

685

Asn

Leu

Ala

Leu

510

Ala

Leu

Lys

Ala

Asp

590

Asn

Phe

Ile

Gly

Val

670

Leu

Met

Leu

Ser

495

Thr

Lys

Ser

Asn

Gly

575

Ile

Ser

Leu

Pro

His

655

Asp

Asp

Phe

Leu

480

Asp

Glu

Tyr

Glu

Tyr

560

Ser

Ser

Ile

Ser

Glu

640

Gly

Ser

Ile

Ser

Ser
720



Ile

Ile

Arg

Ala

Ile

785

Ser

Pro

Ser

Ile

Glu

865

Asp

Thr

Val

Lys

Asn

245

Leu

Met

Thr

Lys

Ile

770

Asp

Ile

Asp

Ile

Ile

850

Asn

Glu

Tyr

Glu

Glu

930

Leu

Asn

Asp

Ile

Glu

755

Met

Asn

Ser

Thr

Gly

835

His

val

Lys

Ser

Thr

915

Ile

Leu

Ala

Lys

Gly

740

Leu

Ser

Lys

Glu

Lys

820

Asp

Aszn

Ser

Tyr

Val

900

Glu

Ser

Asp

Ala

Ile

725

Ala

Len

Asp

Leu

Asp

805

Phe

Tyr

Ser

Asp

Leu

885

Arg

Lys

Thr

Asn

Phe
965

Thr

Asgn

Ala

Leu

Lys

730

Ile

Ile

Ile

Ile

Glu

870

Ile

Phe

Glu

Ile

Ile

950

Phe

Ser

Gln

His

Ser

775

Ala

Lys

Leu

Tyr

Asp

855

Leu

Ser

Ile

Ile

Lys

935

Gln

Ile

Thr

Tyr

Ser

760

Ser

Lys

Thr

Asn

Tyr

840

Asp

Tyr

Fhe

Asn

Phe

920

Asn

Leu

Gln

Leu

Glu

745

Gly

Lys

Ser

Len

Asn

825

Glu

Leu

Glu

Glu

Lys

905

Ser

Ser

Asp

Ser
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Pro

730

Val

Lys

Glu

Lys

Leu

810

Leu

Lys

Ile

Leu

Asp

890

Ser

Lys

Ile

His

Leu
970

Asp

Arg

Trp

Tyr

Asn

795

Leu

Lys

Leu

Asp

Lys

875

Ile

Asn

Tyr

Ile

Thr

355

Ile

Val

Ile

Ile

Ile

780

Ile

Asp

Leu

Glu

Glu

860

Lys

Ser

Gly

Ser

Thr

940

Ser

Asp

73

Asn

Asn

Asn

765

Phe

Pro

Ala

Asn

Pro

845

Phe

Leu

Lys

Glu

Glu

925

Asp

Gln

Tyr

Lys

Ser

750

Lys

Phe

Gly

Ser

Ile

830

Val

Asn

Asn

Asn

Ser

910

His

Val

Val

Ser

Asn

735

Glu

Glu

Asp

Leu

Val

815

Glu

Lys

Leu

Asn

Asn

BSS

Val

Ile

Asn

Asn

Ser
975

Ser

Gly

Glu

Ser

Ala

800

Ser

Ser

Asn

Leu

Leu

880

Ser

Tyr

Thr

Gly

Thr

960

Asn



ES 2631032713

Lys Asp Val Leu Asn Asp lLeu Ser Thr Ser Val Lys Val Gln Leu Tyr
980 985 $90

Ala Gln Leu Phe Ser Thr Gly Leu Asn Thr Ile Tyr Asp Ser Ile Gln
9385 1000 1005

Leu Val Asn Leu Ile Ser Asn Ala Val Asn Asp Thr Ile Asn Val
1010 1015 1020

Leu Pro Thr Ile Thr Glu Gly 1Ile Pro Ile Val Ser Thr Ile Leu
1025 1030 1038

Asp Gly Ile Asn Leu Gly Ala Ala Ile Lys Glu Leu Leu Asp Glu
1040 1045 1050

His Asp Pro Leu Leu Lys Lys Glu Leu Glu Ala Lys Val Gly Val
1055 1060 1065

Leu Ala Tle Asn Met Ser Leu Ser Ile Ala Ala Thr Val Ala Ser
1070 1075 1080

Ile Val Gly Ile Gly Ala Glu Val Thr Ile Phe Leu Leu Pro Ile
1085 1090 1095

Ala Gly Ile Ser Ala Gly Ile Pro Ser Leu Val Asn Asn Glu Leu
1100 1105 1110

Ile Leu His Asp Lys Ala Thr Ser val val Asn Tyr Phe Asn His
1115 1120 1125

Leu Ser Glu Ser Lys Lys Tyr Gly Pro Leu Lys Thr Glu Asp Asp
1130 1135 1140

Lys Ile ILeu Val Pro Ile Asp Asp Leu Val Ile Ser Glu Ile Asp
1145 1150 1158

Phe Asn Asn Asn Ser Ile Lys Leu Gly Thr Cys Asn Ile Leu Ala
1160 1165 1170

Met Glu Gly Gly Ser Gly His Thr Val Thr Gly Asn Ile Asp His
1175 1180 1185

Phe Phe Ser Ser Pro Ser Ile Ser Ser His Ile Pro Ser LlLeu Ser
1190 1195 1200

Ile Tyr Ser Ala Ile Gly Ile Glu Thr Glu Asn Leu Asp Phe Ser
1205 1210 1215

74



Lys

Trp

Gly

Phe

Leu

Lys

Ile

Tyr

Leu

Arg

Ile

Ile

Lys

Ser

Leu

Ile

Lys
1229

Glu
1235

Thr
1250

Tyr
1265

Lys
1280

Asp
1295

Arg
1310

Ser
1325

Ser
1340

Glu
1355

Lys
1370

Ile
1385

Asp
1400

Leu
1415

Leu
1430

Ile

Ile

Thr

Arg

Trp

Pro

Thr

Asn

Leu

Lys

Ile

Asp

Gly

Arg

Ile

Ser

Glu

Met

Gly

Leu

Arg

val

Arg

Lys

Leu

As=p

Ser

Val

Asn

Tyr

Ile

Gly

Lys

Met

Ala

Leu

Phe

Tyr

Asn

Leu

Leu

Aszp

Ile

Leu

Gln

Ile

Glu

Asp

Ile

Len

val

Asp

Tyr

Glu

Phe

Ser

Ser

Leu

Glu

Ser

Thr

Phe

Ile

Lys

Asn

Pro
1225

Pro
1240

Ser
1255

Ala
1270

Asp
1285

Ile
1300

Tyr
1315

Ser
1330

Trp
1345

Asn
1360

Lys
1375

Ile
1390

Leu
1405

Asn
1420

Asn
1435

Thr

Asn

Gly

Ile

Phe

Thr

Met

Ser

Tyr

Ile

Gly

Ile

Asp

Thr

Leu

Tyr

Leu
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Ala

Leu

Arg

Phe

Asn

Pro

Phe

Pro

Phe

Thr

Asp

Phe

Cys

val

Leu

Gly

Pro

Arg

Asp

Asp

Ile

Thr

Asp

Ile

Asn

Ile

Ile

Ser

Glu

Ala

Ile

Leu

Ser

Ser

Leu

Tyr

Lys

Ile

Gly

Ser

Ile

Lys

Asn

Gly

Leu

Lys

Ser

Asp

Arg
1230

Leu
1245

Tyr
1260

Ala
1275

Ile
1290

Thr
1305

Ala
1320

Thr
1335

Aszp
1350

Lys
1365

Lys
1380

Asp
1395

Asp
1410

Ser
1425

Asn
1440

Ser

75

Val

Glu

Pro

Ile

Lys

Thr

Gly

Asn

Asn

Gly

Asn

Ile

Asp

Tyr

Leu

Lys

Fhe

Asn

Gly

Thr

Leu

Asn

Gly

Ile

Glu

Lys

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

Asn

Trp

Asp

Lys

Thr

Asp

Glu

Thr

Asn

Val

Leu

Leu

Asn

Ile

Leu

Asn

Ile



Ala

Ile

Ser

Asn

Asp

Thr

Gln

Ser

Ser

Leu

Thr

Asp

Ser

val

Thr

1445

Tyr
1460

Ser
1475

Lys
1490

Ser
1505

Asp
1520

Asp
1535

Val
1550

Tyr
1565

Asn
1580

Phe
1595

Leu
1610

Asn
1625

Ser
1640

Vval
1655

Ser
1670

Asn

Lys

Asn

Lys

Ile

Lys

Lys

Leu

Phe

Gly

val

Asn

Ser

Glu

Leu

Tyr

Thr

Ile

Asp

Asn

Ser

Val

Asp

Met

Phe

Gly

Lys

Lys

Pro

Asp

Thr

Ser

Leu

Phe

Thr

Ile

Asn

Phe

Asn

Glu

Lys

Asn

Ser

Ile

Phe

Asp

Gln

Glu

Ile

Ile

Asp

Gly

Vval

Leu

Asn

Thr

Ile

Thr

Tyr

Ser

1450

Glu
1465

Lys
1480

Phe
1495

Ala
1510

Thr
1525

Phe
1540

Leu
1555

Lys
1570

Phe
1585

Ile
1600

Asn
1615

Asp
1630

Ile
1645

Asn
1660

Tyr
1675

Ser

Ser

Tyr

Glua

Gly

Ser

Tyr

Asn

Leu

Asn

Leu

Ile

Phe

Pro

Glu
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Asn

Ile

Asn

Asp

Lys

Ile

Leu

Ser

Asp

Phe

Gly

Tyr

Ser

Asp

Pro

Asn

Ile

Asp

Ile

Tyr

Ser

Asn

Asp

Asn

Val

Tyr

Phe

Gly

Thr

Leu

Lys

His

Ser

Asn

Tyr

Leu

Glu

Gly

Ile

Ile

val

Gly

Asn

Gly

Tyr

1455

Tyr
1470

Tyr
1485

Thr
1500

val
1515

Val
1530

Val
1545

Ser
1560

His
1575

Ser
1580

Asp
1605

Glu
1620

Glu
1635

Gly
1650

Glu
1665

Gly
1680

76

Phe

Lys

Leu

Phe

Asp

Ser

Val

His

Phe

Lys

Fhe

Trp

Arg

Asp

Ile

Gly

Lys

Glu

Met

Asn

Lys

Tyr

Asn

Trp

Tyr

Ile

Lys

Asn

Ile

Asp

Ala

Asp

Phe

Lys

Asn

Asn

Ser

Thr

Lys

Phe

Cys

Thr

val

Ser

Arg



Tyr

Ile

Ile

Asn

Ser

Ile

Ser

Ser

Asn

Lys

Ile

Asn

Phe

Asn

Gly

Asn

Ile
1685

Asn
1700

Ile
1715

Leu
1730

Asp
1745

Leu
1760

Phe
1775

Leu
1790

Glu
1805

Thr
1820

Asn
1835

Leu
1850

Asp
1865

Gly
1880

Val
1895

Thr
1910

Asn

Ile

Val

Asp

Phe

Gln

Asn

Gly

Leu

Tyr

Ile

Val

Ile

Lys

Phe

Gln

Lys

Asn

Leu

Ser

Ile

Lys

Lys

Tyr

Asp

Iyr

Asn

Thr

Asn

His

Lys

Asn

Val

Thr

Agn

Ser

Leu

Ile

Met

Ile

Arg

Tyr

Asn

Gly

Thr

Phe

Gly

Asn

Leu

Asn

Pro

Ser

val

Arg

Ser

Met

Asp

Asp

Ser

Trp

Gly

Tyr

Pro

Asn

Ile
1690

Tyr
1705

Asn
1720

Phe
1735

Arg
1750

Ile
1765

Ile
1780

Ser
1795

His
1810

Glu
1825

Leu
1840

Gln
1855

Ala
1870

Phe
1885

Asp
1900

Ile
1915

Ala

Tyr

Thr

Glu

Tyr

Lys

Asp

Asn

Leu

Asp

Phe

Thr

Ala

Asn

Gly

Glu
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Pro

Ser

Phe

Tyxr

Leu

Gly

Phe

Phe

Gly

Ser

Tyr

Ile

Leu

Asn

Phe

Gly

Asp

Asn

His

Lys

Glu

Ile

1ys

Lys

Phe

Lys

Phe

Asn

Ile

Asp

Glu

Gln

Leu Tyr
1695

Glu Tyr
1710

Lys Lys
1725

Irp Ser
1740

Glu Ser
1755

Leu Ser
1770

Asp Ile
1785

Ser Phe
1800

Lys Ile
1815

Leu Val
1830

Asp Pro
1845

Gly Lys
1860

Ser Tyr
1875

Gly Val
1890

Tyr Phe
1305

Ala Tle
1920

77

Thr

Tyr

Val

Thr

Asn

Asn

Lys

Asn

Ile

Lys

Ile

Lys

Lys

Met

Ala

val

Ser

Pro

Asn

Glu

Lys

Thr

Lys

Ser

Asp

Gly

Glu

Tyr

Tle

Gln

Pro

Tyr

Leu

Glu

Ile

Gly

Lys

Gln

Leu

Glu

Asn

Leu

Fhe

Tyr

Ile

Leu

Ala

Gln



Ser

Asp

Tyr

val

Ile

Asp

Gly

Val

Thr

Lys

Ser

Tyr

Ile

Ala

Thr

Lys

Lys
1925

Ser
1940

Tyr
1955

Ile
1870

Ser
1985

Thr
2000

Lys
2015

Phe
2030

Tyr
2045

Phe
2060

Lys
2075

Phe
2090

Asp
2105

Thr
2120

Asn
2135

His
2150

Phe

Lys

Phe

Asp

Lys

Asp

His

Ser

Asn

Leu

Ala

Asn

Gly

Gly

Thr

Phe

Leu

Ala

Asn

Asn

Gly

Thr

Phe

Thr

Asn

Thr

val

Thr

Lys

Trp

Ala

Tyr

Thr

Val

Pro

Asn

Trp

Ala

Tyr

Ser

Asn

Leu

Thr

Asn

Lys

Gln

Ile

Phe

Leu

Thr

Asn

Lys

Gln

Ile

Phe

Asn

Ile

Asn

Gly

Thr

Tyr

Thr

Ala

Asn

Asn
1930

Gly
1945

Asn
1960

Tyr
1975

Thr
1990

Ala
2005

Asp
2020

Gly
2035

Glu
2050

Gly
2065

Trp
2080

Ala
2085

Tyr
2110

Ile
2125

Ser
2140

Thr
2155

Gly

Trp

Ala

Tyr

val

Phe

Ser

Phe

Gly

Lys

Gln

Glu

Phe

Asp

Thr

Asp
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Lys

Arg

Ile

Phe

Asn

Asn

Asp

Glu

Gln

Lys

Thr

Ala

Asn

Gly

Gly

Gly

Lys

Ile

Ala

Asn

Gly

Gly

Cys

Tyr

Ala

Tyr

Ile

Ala

Thr

Lys

Tyr

Ile

Tyr Tyr
1935

Tle Asn
1950

Ala Val
1965

Pro Asp
1980

Ser Arg
1995

Tyr Lys
2010

Val Val
2025

Phe Ala
2040

Ile Val
2055

Tyr Phe
2070

Asp Ser
2085

Thr Gly
2100

Asn Thr
2115

Lys Tyr
2130

Thr Ile
2145

Met Gln
2160

78

Phe

Asn

Gly

Thr

Tyr

Thr

Lys

Pro

Tyr

Asp

Lys

Trp

Ala

Tyr

Ile

Ile

Asp

Glu

Leu

Ala

Tyr

Ile

Tle

Ala

Gln

Asn

Lys

Gln

Glu

Phe

Asn

Gly

Asn

Lys

Gln

Ile

FPhe

Asp

Gly

Asn

Ser

Asn

Tyr

Thr

Ala

Asn

Gly

Val



Phe

Asp

Phe

Lys

Phe

Asn

Gly

Asn

Phe

Gly

Lys

Gln

Glu

Phe

Asp

Thr

Lys
2165

Ala
2180

Leu
2195

Ala
2210

Asn
2225

Asn
2240

Tyr
2255

Glu
2270

Glu
2285

Gln
2300

Lys
2315

Thr
2330

Ala
2345

Asn
2360

Gly
2375

Gly

Gly

Asn

Thr

Val

Pro

Aszp

Ile

Ser

Tyr

Ala

Tyr

Ile

Ala

Leu

Lys

Tyr

Bro

Asn

Leu

Thr

Asn

Lys

Thr

Lys

Ehe

Ile

Tyr

Asp

Thr

Asn

Lys

Thr

Asn

Ile

Asn

Gly

Asn

Tyr

Ile

Met

Ala

val

Phe

Gly

Gly

Thr

Tyr

Ser

Gly

Glu

Gly

Trp

Ala

Tyr

Glu

val

Pro

Tyr

Asp

Lys

Trp

Ala

Tyr

Ile

Phe
2170

Gly
2185

Lys
2200

Arg
2215

Ile
2230

Phe
2245

Arg
2260

Thr
2275

Ala
2290

Gln
2305

Asn
2320

Lys
2335

Gln
2350

Glu
2365

Phe
2380

Asn

Glu

Gln

Lys

Ile

Ala

Ser

Asn

Gly

Asn

Asn

Asp

Tyr

Thr

Ala

Asn

Gly
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Tyr

Ala

Tyr

Ile

Ala

Tyr

Asn

val

Thr

Lys

Ser

Tyr

Ile

Ala

Thr

Lys

Phe

Ile

Tyr

Asn

Ile

Asp

Phe

Phe

His

FPhe

Lys

Phe

Asp

Thr

Asn

His

Ala

Leu

Phe

Asn

His

Gly

Tyr

Lys

Asn

Leu

Ala

Asn

Gly

Gly

Thr

Phe

Fro
2175

Tyr
2130

Gly
2205

Lys
2220

Leu
2235

Ile
2250

FPhe
2265

Gly
2280

Asn
2295

Thr
2310

Val
2325

Leu
2340

Lys
2355

Trp
2370

Fhe
2385

Tyr

79

Ala

Gln

Ser

Lys

Cys

Leu

Asp

Pro

Asn

Leu

Thr

Asn

Lys

Gln

Ile

Phe

Asn

Asn

Asp

Tyr

Thr

Gln

Ala

Asn

Ile

Asn

Gly

Thr

Tyr

Thr

Ala

Asn

Thr

Glu

Ser

Tyr

Ile

Asn

Asn

Gly

Glu

Gly

Trp

Ala

Tyr

Ile

Ser

Thr



Asp

Glu

Gln

Lys

Thr

Ala

Asn

Gly

Val

Thr

Arg

Ser

Tyr

Ile

Gly

2390

Gly
2405

Tyr
2420

Ala
2435

Tyr
2450

Ile
2465

Val
2480

Thr
2495

Lys
2510

Phe
2525

Asp
2540

Phe
2555

Lys
2570

Phe
2585

Asp
2600

Val
2615

Ile

Phe

Ile

Tyr

Asp

Thr

Asn

His

Lys

Ala

Leu

Ala

Glu

Asn

Phe

Met

Ala

Leu

Phe

Gly

Gly

Thr

FPhe

Gly

Asn

Tyr

Ala

Pro

Lys

Lys

Gln

Pro

Tyr

Gly

Lys

Trp

Ser

Tyr

Pro

Asn

Leu

Thr

Asn

Asn

Gly

Ile

Ala

Gln

Ser

Lys

Gln

Ile

Phe

Asp

Ile

His

Gly

Thr

Phe

Ser

2395

Gly
2410

Asn
2425

Asn
2440

Asp
2455

Tyr
2470

Thr
2485

Ala
2500

Asn
2515

Gly
2530

Glu
2545

Asp
2560

Trp
2875

Ala
2590

Tyr
2605

Asn
2620

Val

Thr

Lys

Ser

Tyr

Ile

Ser

Thr

Phe

Gly

Asn

Val

Met

Phe

Gly
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Phe

His

Phe

Lys

Phe

Asn

Thr

Asp

Glu

Gln

Ile

Thr

Gly

Arg

Phe

Lys

Asn

Leu

Ala

Asn

Gly

Gly

Gly

Tyr

Ala

Tyr

Ile

Ala

Asn

Glu

Gly

Asn

Thr

Val

Thr

Lys

Tyr

Ile

Fhe

Ile

Tyr

Asp

Asn

Gly

Tyr

2400

Pro
2415

Asn
2430

Leu
2445

Thr
2460

Asn
2475

Lys
24%0

Thr
2505

Met
2520

Ala
2535

Arg
2550

Phe
2565

Gly
2580

Gly
2585

Leu
2610

Phe
2625

80

Agn

Ile

Asn

Gly

Thr

Tyr

Ile

Gln

Bro

Tyr

Gly

Asn

Tyr

Pro

Ala

Gly

Glu

Gly

Leu

Ala

Tyr

Ile

Ile

Ala

Gln

Asn

Arg

Lys

Gln

Pro

Phe

Gly

Lys

Arg

Val

Phe

Ser

Gly

Asn

Asn

Asn

Tyr

Thr

Ile

Ala
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Thr
2630

Asn

Asn Arg

2645

Ser
2660

Asn

Tyr Tyr

2675

Phe Glu

2690

Lys Ala
2705

<210>7
<211> 7101
<212> ADN

Asp

Phe

Lys

Phe

Ile

Pro

Ala Asn

Leu His
Ala val
Met Pro
Asp

Gly

Gly Ile

Asn

Leu

Thr

Asp

val

Tyr

Ile
2635

Glu

Leu
2650

Gly

Gly
2665

Trp

Thr
2680

Ala

Ile
2695

Tyr

Gly
2710

<213> Clostridium difficile cepa 630

<400> 7
atgagtttag

gaagatgaat
actgtagtcg
gatacatata
acagaagtat
gtttggattg
gtaaatagtg
ttgaaaaaaa
ttaaatgace
gataaacaga
ataattgatg
cttaatacct
agaaactttg
gaaaggtgga
ggtggtatgt
atagagaaac

atgaaataca

ttaatagaaa
atgttgcaat
aaaaatattt
aaaaatctgg
tagagctaaa
gaggtcaaat
attataatgt
ctgtagtaga
ctagatttga
aaaatttecat
atattgtaaa
atattgaaga
aagaatttaa
atttagctgce
atttagatgt
ctagttcagt

aagaatatat

acagttagaa
attggatget
aaaattaaaa
tagaaataaa
gaataataat
aaatgacact
taatgttttt
atcagcaata
ctataataaa
aaactactat
gacatatectt
atccttaaat
aaatggagag
tgcttctgac
tgatatgtta
aacagtggat

accagaatat

ES 2631032713

Gly Gln

Lys Ile

Gln Thr

Met Ala

Phe Phe

aaaatggcaa
ttagaagaat
gatataaata
gcecttaaaaa
ttaactccag
gctattaatt
tatgatagta
aatgatacac
ttcttecagaa
aaagctcaaa
tcaaatgagt
aaaattacac
tcattcaact
atattaagaa
ccaggaatac
ttttgggaaa

acctcagaac

Ala

Tyr

Ile

Ala

Gly

Ile
2640

Arg

Tyr Phe

2655

Asn
2670

Gly

Ala
2685

Gly

val
2700

Asp

atgtaagatt
atcataatat
gtttaacaga
aatttaagga
ttgagaaaaa
atataaatca
atgeattttt
ttgaatcatt
aacgtatgga
gagaagaaaa
attcaaagga
agaatagtgg
tatatgaaca
tatctgcatt
aaccagactt
tgacaaagtt

attttgacat

81

Tyr Gln

Gly Asn

Lys Val

Gly Leu

Gly val

tcgtactcaa
gtcagagaat
tatttatata
atatctagtt
tttacatttt
atggaaagat
gataaacaca
tagagaaaac
aataatttat
tecctgaactt
gatagatgaa
aaatgatgtt
agagttggta
aaaagaaatt
atttgagtct
agaagctata

gttagacgaa

60

120

180

240

300

360

420

4380

540

600

660

720

780

840

800

960

1020



gaagttcaaa
tcatcacttg
ggtattataa
azacaaatceg
gataatgatt
gcagataatg
gatgttaaaa
ttattaatgt
tttgaaatct
tcatttgacg
ggttctcttg
tatcttttag
attgttecagt
actcettatg
tataatcctg
tetgatagac
gatatatttg
ttagctaaag
tttagctact
gataaaatat
caatatgaag
tggataaata
aatcctaaag
ttacaagaaa
ttaacagaat
attgaagaag
ctaatagaat
tctecatttta
attaataaag
tatgctaatce

aatggtaagt

gtagttttga
gtgatatgga
atcaaggget
agaatagata
ttaatactac
gtagatttat
ctactattaa
ttaaagaagg
ctaaaactaa
atgcaagagc
gtgaagatga
aaaaaatatc
tacaaggaga
atagtgtact
gagatggtga
ctaagattaa
caggttttga
aggatatttc
ctatcaacgt
cagaattaat
ttagaataaa
aagaagaaag
aaaataaaat
ttagaaataa
gtgagataaa
ctaagaattt
ctatttctga
tatcttttga
aaactggaga
atataactga

tagtaaaaaa

atctgtteta
ggcatcacca
aatttctgtyg
taaaatattg
aacgaatace
gatggaacta
cttaagtgge
cagtatgaat
tatttctcaa
taaagctcaa
taatcttgat
ttcattagca
taaaattagt
gtttcagaaa
aatacaagaa
attaacattt
tgtagattca
tcctaagtca
agaggagact
gccatctata
tagtgaagga
tattataaag
tacagtaaaa
ttctaattca
tgttatttca
aacttctgac
tgcactatgt
ggacatatca
atctatattt
agagatttet

agtaaattta
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gcttetaagt
ctagaagtta
aaagactcat
aataatagtt
tttattgata
ggaaagtatt
cctgaageat
atcecatttga
tcaactgaac
tttgaagaat
ttttctcaaa
agaagttcag
tatgaagcag
aatatagaag
atagacaagt
attggtcatg
ttatccacag
atagaaataa
tatcctggaa
agtcaagact
agaagagaat
gatatttcat
tctaaaaatt
agtgatattg
aatatagata
tctattaatt
gacttaaaac
gagactgatg
gtagaaactg
aagataaaag

gatactacac

cagataaatc
aaattgcatt
attgtagcaa
taaatccage
gtataatggce
taagagttygg
atgeocggeage
tagaagctga
aagaaatgge
ataaaaggaa
atatagtagt
agagaggata
catgtaactt
attcagaaat
ataaaattcc
gtaaagatga
aaatagaage
atttattagg
aattattact
ctattatagt
tattggatca
caaaagaata
tacctgaget
aactagaaga
cgcaaattgt
atataaaaga
aacagaatga
agggatttag
aaaaaacaat
gtactatatt

acgaagtaaa

82

agaaatattc
taatagtaag
tttaatagta
tattagcgag
tgaagctaat
tttecttecca
ttatcaagat
tttaagaaac
tagettatgyg
ttattttgaa
tgacaaggag
tatacactat
atttgcaaag
tgcatattat
aagtataatt
atttaatact
agcaatagat
atgtaatatg
taaagttaaa
aagtgcaaat
ttetggtgaa
tatatcattt
atctacatta
aaaagtaatg
tgaggaaagg
tgaatttaaa
attagaagat
tataagattt
attctctgaa
tgatactgta

tactttaaat

1080

1140

1200

1260

1320

1380

14490

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2229

2280

2340

2400

2460

2520

2580

26490

2700

2760

2820

2880



gctgecatttt
ttaagtgtag
attacagatg
ttacttecta
ttaggtgcag
gaagctaaga
tcatctttgg
gcaggtatac
gtagattatt
gataaaataa
tecaatagttt
actgatgata
tctatatatg
gtattaccta
agaagcttag
gagttttatt
agatatgaag
ccaataataa
ggaacttatg
agtgatgttt
aaaattaaaa
aaaattatct
tttgtttctt
ttatctaaat
aatcatattc
ccatatagct
gaaggtttat
gatagtaage
aaagataatyg
tetttgacte
ggagtagctg

ttaatgaget

ttatacaatc
caatgaaagt
cagccaaagt
cattatctga
caatcaaaga
taggtataat
ggatagctag
caagcttagt
ttaaacatgt
tgatgccaca
taggtaaatg
tagatcactt
acgtattgga
atgctccaaa
aaaatgatgg
ggagatattt
atactaatat
ctacagaata
cattgtctet
ggattataga
aaggtgattt
taaatagcca
taacattttc
catataaatt
aacagaaaat
ttgtagatag
ttgtatetga
ctteatttgg
ttaatatatt
tacaagatga
agattttgaa

ttttagaaag

attaatagaa
ccaagtttac
tgttgaatta
aggattacet
gctaagtgaa
ggcagtaaat
tggatttagt
aaacaatgaa
ttcattagtt
agatgattta
tgaaatectgg
cttttcageca
agtacaaaaa
tagagtattt
cacaaaactg
tgcttttata
aagaataaat
tataagagaa
ttectecaatat
tgttgataat
aatagaaggt
tgagattaat
aattttagaa
acttatttet
agattatata
tgaaggaaaa
attacctgat
atattatagt
aacaggttat
aaaaactata
gttcatgaat

tatgaatata
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tataatagtt
gctcaattat
gtatcaactg
ataattgecaa
acgagtgacc
ttaacaacag
atacttttag
cttgtactte
gaaactgaag
gtgatatcag
agaatggaag
ccatcaataa
gaagaacttg
gcttgggaaa
ttagaccgta
gctgatgctt
ttagatagta
aaattatcat
aatatgggta
gttgtgagag
attttatcta
ttttectggtg
ggaataaatg
ggcgaattaa
ggattcaata
gagaatggtt
gtagttectta
aataatttga
tatcttaagg
aagttaaata
agaaaaggta

aaaagtattt

ctaaagaatc
ttagtactgg
cattagatga
ctattataga
cattattaag
ctacaactgc
ttcetttage
gagataaggc
gagtatttac
aaatagattt
gtggttecagg
catatagaga
atttgtcaaa
caggatggac
taagagataa
taataacaac
atactagaag
attctttcta
taaatataga
atgtaactat
cactaagtat
aggtaaatgg
caattataga
aaatattgat
gcgaattaca
ttattaatgg
taagtaaggt
aagatgtcaa
atgatataaa
gtgtgeattt
atacaaatac

tcgttaattt

83

tecttagtaat
tttaaatact
aactatagac
tggtgtaagt
acaagaaata
aatcattact
aggaatttca
aacaaaggtt
tttattagat
taataataat
tcatactgta
gccacactta
agatttaatg
accaggttta
ctatgaaggt
attaaaacca
ttttatagtt
tggttcagga
attaagtgaa
agaatctgat
tgaagagaat
aagtaatgga
agttgattta
gttaaatteca
gaaaaatata
ttcaacaaaa
ttatatggat
agttataact
aatctetett
agatgaaagt
ttcagattet

cttacaatct

2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3500
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740

4800



aatattaagt
tttgagttta
ctagaaacta
tatgatttag
ctttatggaa
gaaataaata
gatgcaaatt
gtatggagta
tcacaagtta
tcttttaact
ccttcatatt
gagaaatttt
tcattatatt
gatgataaat
attgatgaca
acagaagatg
gaagcaattg
aattatagag
gaaacaggta
tctgatggag
gattetggtg
gaaaacggayg
catcataatg
aatttcaata
gatttagagg
ttgtcattaa
tttgtcacta
gtacaaaaca
gtatttgata
atttacggac

tttggagaaa

ttatattaga
tttgtgatga
attatacttt
atgattctgg
tagacagttg
taacgectgt
atataaatga
atgatggtaa
aaataagatt
ttagtgataa
atgaggatgg
atattaataa
attttaaacc
actactttaa
aaaattatta
gatttaaata
attttactgg
gagctgtaga
aagcttttaa
ttatgcaaaa
ttatgaaagt
aaatgcaaat
aagatttagg
ataaaattta
atggttcaaa
taaatgatgg
taaatgataa
tagatgacaa
cttcagatgg
aagcagttga

catatacaat

tgctaatttt
aaatgataat
atatgtagga
agatatatct
tgttaataaa
atatgaaaca
aaaaataaat
tgattttatt
cgttaatgtt
acaagatgta
attgattgge
ctttggaatyg
accagtaaat
teccaattaat
tttcaaccaa
ttttgececea
aaaattaatt
atggaaagaa
aggtctaaat
aggatttgtt
aggttacact
aggagtattt
aaatgaagaa
ctattttgat
gtattatttt
tcaatattat
agtcttetac
ttatttetat
atataaatat
atatagtggt

tgagactgga
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ataataagtg
atacaaccat
aatagacaaa
tcaactgtta
gttgtaattt
aataatactt
gttaatatca
cttatgtcaa
tttaaagata
cctgtaagtg
tatgatttgg
atggtatctg
aatttgataa
ggtggagetg
agtggagtgt
gctaatacac
attgacgaaa
ttagatggtg
caaataggtg
agtataaatg
gaaatagatg
aatacagaag
ggtgaagaaa
gattcattta
gatgaagata
tttaatgatg
ttectetgact
atagatgata
tttgcacctg
ttagttagag

tggatatatg

gtactactte
atttcattaa
atatgatagt
tcaatttete
caccaaatat
atccagaagt
atgatctatc
ctagtgaaga
agactttgge
aaataatctt
gtctagtttc
gattaatata
ctggatttgt
cttcaattgg
tacaaacagg
ttgatgaaaa
atatttatta
aaatgcacta
attataaata
ataataaaca
gcaageattt
atggatttaa
tctecatattc
cagctgtagt
cagcagaage
atggaattat
ctggaattat
atggtatagt
ctaatactgt
ttggtgaaga

atatggaaaa

84

tattggccaa
gtttaataca
ggaaccaaat
tcaaaagtat
ttatacagat
tattgtatta
tatacgatat
aaataaggtg
aaataageta
atcatttaca
tttatataat
tattaatgat
gactgtaggc
agagacaata
tgtatttagt
cctagaagga
ttttgatgat
ttttagccca
ctatttcaat
ctattttgat
ctactttget
atattttgct
tggtatatta
tggatggaaa
atatataggt
gcaagttgga
agaatctgga
tcaaattggt
aaatgataat
tgtatattat

tgaaagtgat

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5229

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

642Q

6480

6540

6600

6660



10

aaatattatt
ataaaatatt
aataattatt
aagatgttct
ggatttaaat
aactatactg
gcagcaactg

caattagtga

<210> 8
<211> 2366
<212> PRT

tcaatccaga
attttgatga
actttaatga
attttggtga
actttgcaca
gttggttaga
gttcagttat

ttagtgaata

aactaaaaaa
gaagggeata
gaatggtgaa
agatggtgtc
tcaaaatact
tttagatgaa
tattgatggt

g

<213> Clostridium difficile cepa 630

<400> 8

Met Ser Leu Val Asn

1

Phe Arg

Glu Tyr

Leu Lys

50

Lys Ser

65

Thr Glu

Asn Leu

Asn Tyr

val Phe

130

val
145

val

Thr

His

Asp

Gly

Val

His

Ile

115

Tyr

Glu

Ar
5

Gln
20

Glu As

Asn Met Se

Ile Asn Se

Arg Asn Ly

70

Glu
85

Leu Le

Phe
100

Val Tr

Agsn Gln Tr

Asp Ser As

Il
15

Ser Ala

g Lys Gln

 Glu Tyr

r Glu Asn

40

r Leu Thr

55

s Ala Leu

1u Lys Asn
p Ile

Gly

Asp
120

p Lys

n Ala
135

Phe

e Asn
0

Asp

Val

Asp

Asn

Val
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gcatgcaaag
atgagaacgg
atgcaatttg
atgcagattg
ttggatgaga
aagagatatt

gaggagtatt

Glu
10

Leu Lys

Ala Tle

25

Thr Val Val

Ile

Tyr

Phe
75

Lys Lys

Asn Leu

Gly Gln Ile

105

Asn Ser

Leu Ile Asn

Thr Glu

155

Leu

gtattaattt
gtettatate
gttatataaa
gagtatttaa
attttgaggg
attttacaga

attttgatce

Met Ala

Leu Asp

30

Glu Lys

45

Ile
60

Asp

Lys Glu

Thr Pro

Asn Asp

Asp Tyr

125

Thr
140

Leu

Ser Phe

85

Asn

Ala

Tyr

Thr

Tyr

val

Thr

110

Asn

Lys

aattgatgat
atttgaaaat
tatagaagat
tacaccagat
agaatcaata
tgaatatatt

tgatacaget

val
15

Arg
Leu Glu
Leu Lys
Tyr

Lys

Val
80

Leu

Glu
85

Lys

Ala Ile

Val Asn

Lys Thr

Glu Asn

160

6720

6780

6840

6500

6960

7020

7080

7101



Leu

Glu

Gln

Tyr

Ile

225

Arg

Gln

Arg

Met

Ser

305

Met

Met

Lys

Ser

Gln

385

Lys

Asn

Ile

Arg

Leu

210

Glu

Agn

Glu

Ile

Leu

290

Ser

Lys

Leu

Ser

Pro

370

Gly

Gln

Asp

Ile

Glu

195

Ser

Glu

Phe

Leu

Ser

275

Proc

val

Tyr

Asp

Asp

355

Leu

Leu

Ile

PFro

Tyr

180

Glu

Asn

Ser

Glu

Val

260

Ala

Gly

Thr

Lys

Glu

340

Lys

Glu

Ile

Glu

Arg

165

Asp

Asn

Glu

Leu

Glu

245

Glu

Leu

Ile

val

Glu

325

Glu

Ser

Val

Ser

Asn
405

Phe

Lys

Pro

Tyr

Asn

230

Phe

Arg

Lys

Gln

Asp

310

Tyr

Val

Glu

Lys

Val

390

Arg

Asp

Gln

Glu

Ser

215

Lys

Lys

Trp

Glu

Dro

295

Phe

Ile

Gln

Ile

Ile

375

Lys

Tyr

Tyr

Lys

Leu

200

Lys

Ile

Asn

Asn

Ile

280

Asp

Trp

Pro

Ser

Phe

360

Ala

Asp

Lys

Asn

Asn

185

Ile

Glu

Thr

Gly

Leu

265

Gly

Leu

Glu

Glu

Ser

345

Ser

Phe

Ser

Ile
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Lys

170

Phe

Ile

Ile

Gln

Glu

250

Ala

Gly

Phe

Met

Tyr

330

Phe

Ser

Asn

Tyr

Leu
410

Fhe

Tle

Asp

Asp

Asn

235

Ser

Ala

Met

Glu

Thr

315

Thr

Glu

Leu

Ser

Cys

395

Asn

Phe

Asn

Asp

Glu

220

Ser

Phe

Ala

Tyr

Ser

300

Lys

Ser

Ser

Gly

Lys

380

Ser

Asn

86

Arg

Tyr

Ile

205

Leu

Gly

Asgn

Ser

Leu

285

Ile

Leu

Glu

Val

Asp

365

Gly

Asn

Ser

Lys

Tyr

190

Val

Asn

Asn

Leu

Asp

270

Asp

Glu

Glu

His

Leu

350

Met

Ile

Leu

Leu

Arg

175

Lys

Lys

Thr

Asp

Tyr

255

Ile

Val

Lys

Ala

Phe

335

Ala

Glu

Ile

Ile

Asn
415

Met

Ala

Thr

Tyr

val

240

Glu

Leu

Asp

Pro

Ile

320

Asp

Ser

Ala

Asn

Val

400

Pro



Ala

Asp

Glu

Thr

465

Leu

Asp

Glu

Ala

Glu

545

Tyr

Tyr

Ala

Gln

Asp

€25

Ser

Glu

Ile

Ser

Leu

450

Ile

Leu

Leu

Gln

Gln

530

Asp

Leu

Ile

Ala

Lys

610

Gly

Asp

Phe

Ser

Ile

435

Gly

Asn

Met

Arg

Glu

515

Phe

Asp

Leu

His

Cys

595

Asn

Glu

Arg

Asn

Glu

420

Met

Lys

Leu

Fhe

Asn

500

Met

Glu

Asn

Glu

Tyr

580

Asn

Ile

Ile

Pro

Thr

Asp

Ala

Tyr

Ser

Lys

485

Phe

Ala

Glu

Leu

Lys

265

Ile

Leu

Glu

Gln

Lys

645

Asp

Asn

Glu

Leu

Gly

470

Glu

Glu

Ser

Tyr

Asp

550

Ile

val

Fhe

Asp

Glu

€30

Ile

Ile

Asp

Ala

Arg

455

Pro

Gly

Ile

Leu

Lys

535

Phe

Ser

Gln

Ala

Ser

615

Ile

Lys

Phe

FPhe

Asn

440

val

Glu

Ser

Ser

Trp

520

Arg

Ser

Ser

Leu

Lys

600

Glu

Asp

Leu

Ala
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Asn

425

Ala

Gly

Ala

Met

Lvys

505

Ser

AsSn

Gln

Leu

Gln

585

Thr

Ile

Lys

Thr

Gly

Thr

Asp

Phe

Tyr

Asn

490

Thr

Phe

Tyr

Asn

Ala

570

Gly

Pro

Ala

Tyr

Phe

650

Phe

Thr

Asn

Phe

Ala

475

Ile

Asn

Asp

FPhe

Ile

555

Arg

Asp

Tyr

Tyr

Lys

635

Ile

Asp

Thr

Gly

Pro

460

Ala

His

Ile

Asp

Glu

540

Val

Ser

Lys

Asp

Tyr

620

Ile

Gly

val

87

Asn

Arg

445

Asp

Ala

Leu

Ser

Ala

525

Gly

Val

Ser

Ile

Ser

605

Tyr

Pro

His

Asp

Thr

430

Phe

val

Tyr

Ile

Gln

510

Arg

Ser

Azp

Glu

Ser

590

val

Asn

Ser

Gly

Ser

Phe

Met

Lys

Gln

Glu

495

Ser

Ala

Leu

Lys

Arg

575

Tyr

Leu

Pro

Ile

Lys

655

Leu

Ile

Met

Thr

Asp

480

Ala

Thr

Lys

Gly

Glu

560

Gly

Glu

Phe

Gly

Ile

640

Asp

Ser



Thr

Lys

Ile

705

Asp

Val

Glu

Ile

Asn

785

Leu

Glu

Asp

Ser

Ile

865

Ser

Ser

Glu

Ser

690

Asn

Lys

Ser

Leu

Lys

770

Lys

Gln

Lys

Thr

Asp

850

Ser

His

Ile

Ile

675

Ile

val

Ile

Ala

Leu

755

Asp

Ile

Glu

Val

Gln

835

Ser

Asp

Phe

Arg

660

Glu

Glu

Glu

Ser

Asn

740

Asp

Ile

Thr

Ile

Met

820

Ile

Ile

Ala

Ile

Phe
200

Ala

Ile

Glu

Glu

125

Gln

His

Ser

val

Arg

805

Leu

val

Asn

Leu

Ser

885

Ile

Ala

Asn

Thr

710

Leu

Tyr

Ser

Ser

Lys

750

Asn

Thr

Glu

Tyr

Cy¥s

870

Phe

Asn

Ile

Leu

695

Tyr

Met

Glu

Gly

Lys

775

Ser

Asn

Glu

Glu

Ile

855

Asp

Glu

Lys

Asp

680

Leu

Pro

Pro

Val

Glu

760

Glu

Lys

Ser

Cys

Arg

840

Lys

Leu

Asp

Glu
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665

Leu

Gly

Gly

Ser

Arg

745

Trp

Tyr

Asn

Asn

Glu

825

Ile

Asp

Lys

Ile

Thr
305

Ala

Cys

Lys

Ile

730

Ile

Ile

Ile

Leu

Ser

810

Ile

Glu

Glu

Gln

Ser

890

Gly

Lys

Asn

Leu

715

Ser

Asn

Asn

Ser

Pro

795

Ser

Asn

Glu

Phe

Gln

875

Glu

Glu

Glu

Met

700

Leu

Gln

Ser

Lys

Phe

780

Glu

Asp

Val

Ala

Lys

860

Asn

Thr

Ser

88

Asp

685

Phe

Leu

Asp

Glu

Glu

765

Asn

Leu

Ile

Ile

Lys

845

Leu

Glu

Asp

Ile

670

Ile

Ser

Lys

Ser

Gly

750

Glu

Pro

Ser

Glu

Ser

830

Asn

Ile

Leu

Glu

Phe
910

Ser

Tyr

val

Ile

735

Arg

Ser

Lys

Thr

Leu

815

Asn

Leu

Glu

Glu

Gly

895

Val

Pro

Ser

Lys

720

Ile

Arg

Ile

Glu

Leu

800

Glu

Ile

Thr

Ser

Asp

880

Phe

Glu
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Thr Glu Lys Thr Ile Phe Ser Glu Tyr Ala Asn His Ile Thr Glu Glu
915 920 925

Ile Ser Lys Ile Lys Gly Thr Ile Phe Asp Thr Val Asn Gly Lys Leu
930 935 940

Val Lys Lys Val Asn Leu Asp Thr Thr His Glu Val Asn Thr Leu Asn
945 950 955 960

Ala Ala Phe Phe Ile Gln Ser Leu Ile Glu Tyr Asn Ser Ser Lys Glu
965 70 975

Ser Leu Ser Asn Leu Ser Val Ala Met Lys val Gln val Tyr Ala Gln
980 985 950

Leu Phe Ser Thr Gly Leu Asn Thr TIle Thr Asp Ala Ala Lys Val Val
995 1000 1005

Glu Leu Val Ser Thr Ala Leu Asp Glu Thr Ile Asp Leu Leu Pro
1010 1015 1020

Thr Leu Ser Glu Gly Leu Pro Ile Ile Ala Thr Ile Ile Asp Gly
1025 1030 1035

Val Ser Leu Gly Ala Ala Ile Lys Glu Leu Ser Glu Thr Ser Asp
1040 1045 1050

Pro Leu Leu Arg Gln Glu Ile Glu Ala Lys Ile Gly Ile Met Ala
1055 1060 1065

Val Asn Leu Thr Thr Ala Thr Thr Ala Ile Ile Thr Ser Ser Leu
1070 1075 1080

Gly Ile Ala Ser Gly Phe Ser TIle Leu Leu Val Pro Leu Ala Gly
1085 1090 1095

Ile Ser Ala Gly Ile Pro Ser Leu Val Asn Asn Glu Leu Val Leu
1100 1105 1110

Arg Asp Lys Ala Thr Lys Val Val Asp Tyr Phe Lys His Val Ser
1115 1120 1125

Leu Val Glu Thr Glu Gly Val Phe Thr Leu Leu Asp Asp Lys Ile
1130 1135 1140

Met Met Pro Gln Asp Asp Leu Val Ile Ser Glu Ile Asp Phe Asn
1145 1150 1155

89



Asn

Gly

Ser

Asp

Leu

Thr

Lys

Trp

Lys

Asn

Arg

Ala

Ser

Asp

Glu

Leu

Asn
1160

Gly
1175

Ala
1190

val
1205

Met
1220

Gly
1235

Leu
1250

Arg
1265

Pro
1280

Thr
1295

Glu
1310

Leu
1325

Glu
1340

Val
1355

Gly
1370

Asn
1385

Ser

Ser

Pro

Leu

val

Trp

Leu

Tyr

Arg

Arg

Lys

Ser

Ser

Thr

Ile

Ser

Ile

Gly

Ser

Glu

Leu

Thr

Asp

Phe

Tyr

Ser

Leu

Leu

Asp

Ile

Leu

His

Val

His

Ile

val

Fro

Fro

Arg

Ala

Glu

Fhe

Ser

Ser

val

Glu

Ser

Glu

Leu

Thr

Thr

Gln

Asn

Gly

Ile

Phe

Asp

Ile

Tyr

Gln

Trp

Ser

Thr

Ile

Gly
1165

Val
1180

Tyr
1195

Lys
1210

Ala
1225

Leu
1240

Arg
1255

Ile
1270

Thr
1285

val
1300

Ser
1315

Tyr
1330

Ile
1345

Asp
1360

Leu
1375

Asn
1390

Lys

Thr

Arg

Glu

Pro

Arg

Asp

Ala

Asn

Pro

Fhe

Asn

Ile

Lys

Ser

Phe
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Cys

Asp

Glu

Glu

Asn

Ser

Asn

Asp

Ile

Ile

Tyr

Met

Asp

Ile

Ile

Ser

Glu

Asp

Pro

Leu

Arg

Leu

Tyr

Ala

Arg

Ile

Gly

Gly

Val

Lys

Glu

Gly

Ile Trp
1170

Ile Asp
1185

His Leu
1200

Asp Leu
1215

Val Phe
1230

Glu Asn
1245

Glu Gly
1260

Leu Ile
1275

Ile Asn
1290

Thr Thr
1305

Ser Gly
1320

Ile Asn
1335

Asp Asn
1350

Lys Gly
1365

Glu Asn
1380

Glu Val
13985
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Arg

Hisg

Ser

Ser

Ala

Asp

Glu

Thr

Leu

Glu

Gly

Ile

Val

Asp

Lys

Asn

Met

Phe

Ile

Lys

TEp

Gly

Phe

Thr

Asp

Tyr

Thr

Glu

val

Leu

Ile

Gly

Glu

Phe

Tyr

Asp

Glu

Thr

Tyr

Leu

Ser

Ile

Tyr

Leu

Arg

Ile

Ile

Ser



Asn

Ala

Ile

Gln

Asn

Phe

Pro

Pro

Ile

Asp

Thr

Glu

Asgp

Phe

Asn

Ile

Gly
1400

Ile
1415

Ser
1430

Gln
1445

Ile
1460

Ile
1475

Asp
1490

Ser
1505

Thr
1520

Asp
1535

Ile
1550

Ile
1565

Ser
1580

val
1595

Phe
1610

Cys

Phe

Ile

Gly

Lys

Pro

Aszn

val

Phe

Lys

Ile

Lys

Leu

Leu

Asn

Ile

Asp

Val

Glu

Glu

Ile

Iyr

Gly

vVal

Gly

As=p

Lys

Leu

Lys

Met

Fhe

Ile

Glu

Ser

val

Leu

Asp

Ser

Ser

Leu

Tyr

Asn

Ile

Asn

Phe

Ser

Leu

Ser

Asn

Len

Asp

Lys

Tyr

Phe

Thr

Ile

Tyxr

val

Ser

Ser

Met

Phe

Gln

Gly

Asp

Thr
1405

Leu
1420

Ile
1435

Ile
1450

val
1465

Lys
1480

Ser
1495

Ser
1510

Asn
1525

Leu
1540

Val
1555

Asn
1570

Leu
1585

Ser
1600

Thr
1615

Asn

Phe

Leu

Leu

Gly

Asp

Glu

Lys

Asn

Ile

Ser

His

Arg

Glu

Asn

Thr

Ile
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Ser

Ser

Met

Phe

Ser

Gly

Val

Asn

Leu

Leu

Leu

Lys

Ser

Ile

Ser

Gln

Ile

Lys

Leu

Asn

Glu

Leu

Tyr

Leu

Thr

Thr

Asp

Gly

Met

Lys

Ile

Pro

Leu

Ser

Asn

Ser

Gly

Phe

Met

Lys

Gly

Leu

Glu

Asn

Asn

Phe

Gly

Tyr

Glu
1410

Tyr
1425

Ser
1440

Glu
1455

Lys
1470

Val
1485

Asp
1500

Asp
1515

Tyr
1530

Gln
1545

Ser
1560

Thr
1575

Ile
1530

Ile
1605

Gln
1620

Phe
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Gly

Lys

Asn

Leu

Glu

Ser

Asp

Val

Tyr

Asp

Gly

Asn

Lys

Leu

Phe

Ile

Ile

Leu

His

Gln

Asn

Glu

Ser

Lys

Leu

Glu

Val

Thr

Ser

Asp

Glu

Lys

Asn

Leu

Ile

Lys

Gly

Leu

Lys

Val

Ly=s

Lys

Ala

Ser

Ile

Ala

Phe

Phe



Asn

Asn

Ile

Tle

Thr

Tyr

Ile

Asn

Lys

Lys

Asp

Tyr

Tyr

Gly

Val

1625

Thr
1640

Met
1655

Ser
1670

Asp
1685

Asp
1700

Pro
1715

Asn
1730

Asp
1745

Val
1760

Thr
1775

val
1790

Glu
1805

Asn
1820

Leu
1835

Asn
1850

Leu

Ile

Ser

Ser

Glu

Glu

Val

Gly

Ser

Leu

Pro

Asp

Glu

Ile

Asn

Glu

Val

Thr

Cys

Ile

Val

Asn

Asn

Gln

Ala

val

Gly

Lys

Tyr

Leu

Thr

Glu

val

val

Asn

Ile

Ile

Asp

Vval

Asn

Ser

Leu

Phe

Ile

Ile

Asn

Pro

Ile

Asn

Ile

Val

Asn

Phe

Lys

Lys

Glu

Ile

Tyr

Asn

Thr

1630

Tyr
1645

Asn
1660

Asn
1675

Lys
1690

Thr
1705

Leu
1720

Asp
1735

Ile
1750

Ile
1765

Leu
1780

Ile
1795

Gly
1810

Ile
1825

Asp
1840

Gly
1855

Thr

Tyr

Phe

val

Pro

Asp

Leu

Leu

Arg

Ser

Ile

Tyr

Asn

Ser

Phe
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Leu

Asp

Ser

val

Val

Ala

Ser

Met

Phe

Phe

Leu

Asp

Asn

Leu

val

Tyr

Leu

Gln

Ile

Tyr

Asn

Ile

Ser

val

Asn

Ser

Leu

Phe

Tyr

Thr

Val

Asp

Lys

Ser

Glu

Tyr

Arg

Thr

Asn

Phe

Phe

Gly

Gly

Tyr

val

1635

Gly
1650

Asp
1665

Tyr
1680

Pro
1695

Thr
1710

Ile
1725

Tyr
1740

Ser
1755

Val
1770

Ser
1785

Thr
1800

Leu
1815

Met
1830

Phe
1845

Gly
1860
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Asn

Ser

Leu

Asn

Asn

Asn

Val

Glu

Phe

Asp

Pro

val

Met

Lys

Asp

Arg

Gly

Tyr

Ile

Asn

Glu

Trp

Glu

Lys

Lys

Ser

Ser

Val

Pro

Asp

Gln

Asp

Gly

Tyr

Thr

Lys

Ser

Asn

Asp

Gln

Tyr

Leu

Ser

Pro

Lys



Tyr

Thr

Leu

Ala

Asp

Asp

Glu

Leu

Val

Phe

Gly

Val

Glu

Ile

Thr

Tyr

Tyr
1865

Ile
1880

Gln
1895

Pro
1810

Phe
1925

Asp
1940

Met
1955

Asn
1970

Met
1985

Asp
2000

Lys
2015

Phe
2030

Asp
2045

Leu
2060

Ala
2075

Phe
2090

Phe

Ile

Thr

Ala

Thr

Asn

His

Gln

Gln

Asp

His

Asn

Leu

Asn

Val

Asp

Asn

Asp

Gly

Asn

Gly

Tyr

Tyr

Ile

Lys

Ser

Phe

Thr

Gly

Phe

Val

Glu

Fro

Asp

Val

Thr

Lys

Arg

Fhe

Gly

Gly

Gly

Tyr

Glu

Asn

Asn

Gly

Asp

Ile

1ys

Phe

Leu

Leu

Gly

Ser

Asp

Phe

val

Fhe

Asp

Glu

Asn

Trp

Thr

Asn
1870

Asn
1885

Ser
1900

Asp
1915

Ile
1930

Ala
1945

Pro
1960

Tyr
1975

val
1990

Met
2005

Ala
2020

Gly
2035

Glu
2050

Lys
2065

Lys
2080

Ala
2095

Gly

Tyr

Thr

Glu

Ile

Val

Glu

Lys

Ser

Lys

Glu

Phe

Gly

Ile

Asp

Glu
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Gly

Tyr

Glu

Asn

Asp

Glu

Thr

Tyr

Ile

val

Asn

Lys

Glu

Tyr

Leu

Ala

Ala

Phe

Asp

Leu

Glu

Trp

Gly

Tyr

Asn

Gly

Gly

Tyr

Glu

Tyr

Glu

Tyr

Ala Ser
1875

Asn Gln
1890

Gly Phe
1305

Glu Gly
1920

Asn Ile
1935

Lys Glu
1950

Lys Ala
1965

Phe Asn
1980

Asp Asn
1395

Tyr Thr
2010

Glu Met
2025

Phe Ala
2040

Tle Ser
2055

Phe Asp
2070

Asp Gly
2085

Ile Gly
2100

93

Ile

Ser

Lys

Glu

Tyr

Leu

Phe

Ser

Lys

Glu

Gln

His

Tyr

Asp

Ser

Leu

Gly

Gly

Tyr

Ala

Tyr

Asp

Lys

Asp

His

Ile

Ile

His

Ser

Ser

Lys

Ser

Glu

Val

Phe

Ile

FPhe

Gly

Gly

Gly

Tyr

Asp

Gly

Asn

Gly

Phe

Tyr

Leu
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Ile Asn Asp Gly Gln Tyr Tyr Phe Asn Asp Asp Gly Ile Met Gln
2105 2110 2115

Val Gly Phe Val Thr Ile Asn Asp Lys Val Phe Tyr Phe Ser Asp
2120 2125 2130

Ser Gly Ile Ile Glu Ser Gly Val Gln Asn Ile Asp Asp Asn Tyr
2135 2140 2145

Phe Tyr TIle Asp Asp Asn Gly Ile Val Gln Ile Gly Val Phe Asp
2150 2155 2160

Thr Ser Asp Gly Tyr Lys Tyr Phe Ala Pro Ala Asn Thr val Asn
2165 2170 2175

Asp Asn Ile Tyr Gly Gln Ala Val Glu Tyr Ser Gly Leu Val Arg
2180 2185 2190

Val Gly Glu Asp Val Tyr Tyr Phe Gly Glu Thr Tyr Thr Ile Glu
2195 2200 2205

Thr Gly Trp Ile Tyr Asp Met Glu Asn Glu Ser Asp Lys Tyr Tyr
2210 2215 2220

Phe Asn Pro Glu Thr Lys Lys Ala Cys Lys Gly Ile 2asn Leu Ile
2225 2230 2235

Asp Asp Ile Lys Tyr Tyr Phe Asp Glu Lys Gly Ile Met Arg Thr
2240 2245 2250

Gly Leu Ile Ser Phe Glu Asn Asn Asn Tyr Tyr Phe Asn Glu Asn
2255 2260 2265

Gly Glu Met Gln Phe Gly Tyr TIle Asn Ile Glu Asp Lys Met Phe
2270 2275 2280

Tyr Phe Gly Glu Asp Gly Val Met Gln Ile Gly Val Phe Asn Thr
2285 2290 2295

Pro Asp Gly Phe Lys Tyr Phe Ala His Gln Asn Thr Leu Asp Glu
2300 2305 2310

Asn Phe Glu Gly Glu Ser Ile Asn Tyr Thr Gly Trp Leu Asp Leu
2315 2320 2325

Asp Glu Lys Arg Tyr Tyr Phe Thr Agp Glu Tyr Ile Ala Ala Thr
2330 2335 2340

Gly Ser Val Ile Ile Asp Gly Glu Glu Tyr Tyr Phe Asp Pro Asp
2345 2350 2355

Thr Ala Gln Leu Val Ile Ser Glu
2360 2365

<210>9
<211> 32
<212> ADN

94



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65
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<213> artificial

<220>
<223> Cebador directo

<400> 9
caccactagt atgaacttag taactggatg gc 32

<210> 10
<211> 27
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador inverso

<400> 10
ctcgagttag ccatatatcc cagggge 27

<210> 11
<211> 34
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador directo

<400> 11
caccatgcat atgagtttag ttaatagaaa acag 34

<210> 12
<211> 33
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador inverso

<400> 12
ggcctcgagc tattcactaa tcactaattg age 33

<210> 13
<211> 44
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador directo

<400> 13
agatctatgc atgagctcct cgagcccaaa acgaaaggct cagc

<210> 14
<211> 36
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador inverso

<400> 14
cggtccgggg ccatatatcc caggggcttt tactcc 36

<210> 15
<211> 34

44

95



10

15

20

25

30

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> Cebador directo

<400> 15

caccccattg atggtaacag gagtatttaa agga

<210> 16
<211> 32
<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> Cebador inverso

<400> 16

ctcgagctat tcactaatca ctaattgagc tg

<210> 17
<211> 4482
<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> ADN de fusion de C-TADCTB

<400> 17
atggtaacag

cacaataata
ggcaaaaaat
ggtaaaaaat

gatggtaaaa

attgatggta

gagtatttaa
acatagaagg
attattttga
attactttaa
aatattactt

aaaaatatta

aggacctaat
tcaggectata
taatgactca
tcttaacact
taatcttaac

ctttaatact

ES 2 63

34

32

ggatttgagt
gtttaccaga
aaagecagtta
gctgaagcag
actgctgaag

aacactttca

1032 T3

attttgcace
acaaattctt
ctggatggea
ctactggatg
cagctactgg

tagcctcaac

96

tgetaatact
aactttgaat
aaccattgat
gcaaactatt
atggcaaact

tggttataca

60

120

180

240

300

360



agtattaatg
aaaggaccta
ggtcaagcta
ggtagtgact
aatactaaca
tttaatacta
tattttaata
tactttgcac
aatagattce
actggttggg
gcgaatggtt
ataggagtgt
aacaatatag
atatattact
gtatattact
ggtgttatat
atgeataatt
attaatggtg
aaccaaagtg
gceeccageta
ttaattattg
aaagaattag
ctaaatcaaa
tttgttagta
tacactgaaa
gtatttaata
gaagaaggtyg
tttgatgatt
tattttgatg
tattatttta

ttectacttct

gtaaacattt
atggatttga
tactttacca
caaaagcagt
ctgetgttge
acacttctat
ctgatggtat
ctgotaatac
tatatttaca
taactattga
ataaaactat
ttaaagggtce
aaggtcaagc
ttggtaataa
ttatgcctga
atttetttgg
tgataactgg
gagctgcttc
gagtgttaca
atacacttga
acgaaaatat
atggtgaaat
taggtgatta
taaatgataa
tagatggcaa
cagaagatgqg
aagaaatcte
catttacagc
aagatacagc
atgatgatgg

ctgactctgg

ttattttaat
atactttgca
aaataaattce
tacecggactg
agttactgga
agcettcaact
tatgoagata
agatgctaac
tgacaatata
tggtaataga
tgataataaa
taatggattt
tatacgttat
ttcaaaagcea
tactgctatg
tgttgatgga
atttgtgact
aattggagag
aacaggtgta
tgaaaaccta
ttattatttt
gcactatttt
taaatactat
taaacactat
gcatttctac
atttaaatat
atattctggt
tgtagttgga
agaagcatat
aattatgeaa

aattatagaa
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actgatggta
cctgctaata
ttaactttga
cgaactattg
tggcaaacta
ggttatacaa
ggagtgttta
aatatagaag
tattattttg
tattactteg
aatttttact
gaatactttg
caaaatagat
gttactggat
gctgecagetg
gtaaaagccc
gtaggegatg
acaataattg
tttagtacag
gaaggagaag
gatgataatt
agcccagaaa
ttcaattctg
tttgatgatt
tttgctgaaa
tttgctcatc
atattaaatt
tggaaagatt
ataggtttgt
gttggatttg

tctggagtac

ttatgcagat
cggatgctaa
atggtaaaaa
atggtaaaaa
ttaatggtaa
ttattagtygg
aaggacctga
gtcaagetat
gtaataattc
agcctaatac
ttagaaatgg
cacctgetaa
tcocctacattt
ggcaaactat
gtggactttt
ctgggatata
ataaatacta
atgacaaaaa
aagatggatt
caattgattt
atagaggage
caggtaaagc
atggagttat
ctggtgttat
acggagaaat
ataatgaaga
tcaataataa
tagaggatgg
cattaataaa
tcactataaa

aaaacataga
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aggagtgttt
caacatagaa
atattacttt
atattacttt
aaaatactac
taaacatttt
tggatttgaa
acgttatcaa
aaaageggct
agctatgggt
tttacctcag
tacggatgct
acttggaaaa
taatggtaaa
cgagattgat
tggcagatct
ctttaateca
ttattatttc
taaatatttt
tactggaaaa
tgtagaatgg
ttttaaaggt
gcaaaaagga
gaaagtaggt
gcaaatagga
tttaggaaat
aatttactat
ttcaaagtat
tgatggtcaa
tgataaagtce

tgacaattat

420

480

540

600

660

720

780

840

S00

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220



ttctatatag
aaatattttg
agtggtttag
actggatgga
aaaaaagcat
ggcataatga
ggtgaaatgc
ggtgtcatge
aatactttgg
gatgaaaaga
gatggtgagg
ggattaatat
actggatttg
gcttcaattg
ttacaaacag
cttgatgaaa
aatatttatt
gaaatgcact
gattataaat
gataataaac
ggcaagcatt
gatggattta
atctcatatt
acagctgtag
acagcagaag
gatggaatta
tectggaatta
aatggtatag
gctaatactyg
gttggggaag
gatatggaaa

ggtattaatt

atgataatgg
cacctgctaa
ttagagttgg
tatatgatat
gcaaaggtat
gaacgggtct
aatttggtta
agattggagt
atgagaattt
gatattattt
agtattattt
atattaatga
tgactgtagg
gagagacaat
gtgtatttag
acctagaagg
attttgatga
attttageccc
actatttcaa
actattttga
tctactttge
aatattttge
ctggtatatt
ttggatggaa
catatatagg
tgcaagttgg
tagaatctgg
ttcaaattgg
taaatgataa
atgtatatta
atgaaagtga

taattgatga

tatagttcaa
tactgtaaat
ggaagatgta
ggaaaatgaa
taatttaatt
tatatcattt
tataaatata
atttaataca
tgagggagaa
tacagatgaa
tgatcctgat
ttcattatat
cgatgataaa
aattgatgac
tacagaagat
agaagcaatt
taattataga
agaaacaggt
ttectgatgga
tgattotggt
tgaaaacgga
tcatcataat
aaatttcaat
agatttagag
tttgtcatta
atttgtcact
agtacaaaac
tgtatttgat
tatttacgga
ttttggagaa
taaatattat

tataaaatat

ES 2631032713

attggtgtat
gataatattt
tattattttg
agtgataaat
gatgatataa
gaaaataata
gaagataaga
ccagatggat
tcaataaact
tatattgcag
acagcetcaat
tattttaaac
tactacttta
aaaaattatt
ggatttaaat
gattttactg
ggagctgtag
aaagctttta
gttatgcaaa
gttatgaaag
gaaatgcaaa
gaagatttag
aataaaattt
gatggttcaa
ataaatgatg
ataaatgata
atagatgaca
acttecagatg
caagecagttg
acatatacaa
ttecaatcecag

tattttgatg

ttgatactte
acggacaagc
gagaaacata
attatttcaa
aatattattt
attattactt
tgttctattt
ttaaatactt
atactggttg
caactggttc
tagtgattag
caccagtaaa
atccaattaa
atttcaacca
attttgccce
gaaaattaat
aatggaaaga
aaggtctaaa
aaggatttgt
taggttacac
taggagtatt
gaaatgaaga
actattttga
agtattattt
gtcaatatta
aagtcttcta
attatttecta
gatataaata
aatatagtgg
ttgagactgg
aaactaaaaa

agaagggcat

98

agatggatat
agttgaatat
tacaattgag
tocagaaact
tgatgagaag
taatgagaat
tggtgaagat
tgcacatcaa
gttagattta
agttattatt
tgaactcgag
taatttgata
tggtggagct
aagtggagtyg
agctaataca
tattgacgaa
attagatggt
tcaaataggt
tagtataaat
tgaaatagat
taatacagaa
aggtgaagaa
tgattcattt
tgatgaagat
ttttaatgat
cttctctgac
tatagatgat
ttttgecacect
tttagttaga
atggatatat
agcatgcaaa

aatgagaacg

2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3800
3860
4020
4080

4140
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ggtcttatat
ggttatataa
ggagtattta
aattttgagg
tattttacag

tattttgate

<210> 18
<211> 1493
<212> PRT

<213> artificial

<220>

catttgaaaa
atatagaaga
atacaccaga
gagaatcaat
atgaatatat

ctgatacage

taataattat
taagatgttc
tggatttaaa
aaactatact
tgcagcaact

tcaattagtg

<223> Proteina de fusiéon de C-TADCTB

<400> 18

Met Val Thr Gly Val Phe Lys Gly

1

Pro Ala

Gln Asn

35

Ser
50

Asp

Tyr Phe

65

Asp Gly

Gly Trp

Phe Ile

Phe Asn

130

Gly
145

Phe

Asn

Lys

Lys

Asn

Lys

Gln

Ala

115

Thr

Glu

5

Thr
20

His

Phe Leu

Ala Val

Leu Asn

Lys Tyr

85

Thr
100

Ile
Ser Thr
Asp

Gly

Tyr Fhe

Asn

Thr

Thr

Thr

70

Tyr

Asp

Gly

Ile

Ala

Asn Asn

Asn
40

Leun

Gly
55

Trp
Ala Glu
Phe Asn
Gly

Lys

Thr
120

Tyr

Met
135

Gln

Pro Ala

150

ES 2631032713

tactttaatg
tattttggtg
tactttgcac
ggttggttag
ggttcagtta

attagtgaat

Asn
10

Pro Gly

Ile
25

Glu Gly

Gly Lys Lys

Gln Thr Ile

Thr
75

Ala Ala

Leu Asn Thr

Lys
105

Tyr Tyr

Ser Tle Asn

Ile Gly val

Asn Thr Asp

155

agaatggtga
aagatggtgt
atcaaaatac
atttagatga

ttattgatgg

ag

Phe Glu

Gln Ala

30

Tyr Tyr

45

Asp
60

Gly

Gly Trp

Ala Glu

Phe Asn

Gly Lys

125

Phe
140

Lys

Ala Asn

99

Tyr

Ile

Phe

Lys

Gln

Ala

Thr

110

Hig

Gly

Asn

aatgcaattt
catgcagatt
tttggatgag
aaagagatat

tgaggagtat

Phe
15

Ala

Val Tyr

Asp Asn

Lys Tyr

Thr Ile

80

Ala
95

Thr

Asn Thr

Phe Tyr

Pro Asn

Ile Glu

160

4200

4260

4320

4380

4440

44382



Gly

Lys

Ile

Thr

Thr

225

Tyr

Asp

Glu

Asn

Thr

305

Ala

Gly

Phe

Arg

Gly

385

Val

Gln

Tyr

Asp

Gly

210

Ser

Phe

Gly

Gly

Ile

290

Ile

Asn

Leu

Ala

Tyr

370

Asn

Tyr

Ala

Tyr

Gly

195

rp

Ile

Asn

Phe

Gln

275

Tyr

Asp

Gly

Pro

Pro

355

Gln

Asn

Tyr

Ile

Phe

180

Lys

Gln

Ala

Thr

Glu

260

Ala

Tyr

Gly

Tyr

Gln

340

Ala

Asn

Ser

Phe

Leu

165

Gly

Lys

Thr

Ser

Asp

245

Tyr

Ile

Phe

Asn

Lys

325

Ile

Asn

Arg

Lys

Met
405

Tyr

Ser

Tyr

Ile

Thr

230

Gly

Phe

Arg

Gly

Arg

310

Thr

Gly

Thr

Phe

Ala

390

Pro

Gln

Asp

Tyr

Asn

215

Gly

Ile

Ala

Tyr

Asn

295

Tyr

Ile

Val

Asp

Leu

375

Val

Asp

Asn

Ser

Phe

200

Gly

Tyr

Met

Pro

Gln

280

Asn

Tyr

Asp

Phe

Ala

360

His

Thr

Thr

Lys

Lys

185

Agn

Lys

Thr

Gln

Ala

265

Asn

Ser

Phe

Asn

Lys

345

Asn

Leu

Gly

Ala

ES 2631032713

Phe

170

Ala

Thr

Lys

Ile

Ile

250

Asn

Arg

Lys

Glu

Lys

330

Gly

Asn

Leu

Trp

Met.
410

Leu

Val

Asn

Tyr

Ile

235

Gly

Thr

Phe

Ala

Pro

315

Asn

Ser

Tle

Gly

Gln

395

Ala

Thr

Thr

Thr

Tyr

220

Ser

Val

Asp

Leu

Ala

300

Asn

Phe

Asn

Glu

Lys

380

Thr

Ala

100

Leu

Gly

Ala

205

Phe

Gly

Phe

Ala

Tyr

285

Thr

Thr

Tyr

Gly

Gly

365

Ile

Ile

Ala

Asn

Leu

190

Val

Asn

Lys

Lys

Asn

270

Leu

Gly

Ala

Phe

Phe

350

Gln

Tyr

Asn

Gly

Gly

175

Arg

Ala

Thr

His

Gly

255

Asn

His

Trp

Met

Arg

335

Glu

Ala

Tyr

Gly

Gly
415

Lys

Thr

Val

Asn

Phe

240

Pro

Tle

Asp

Val

Gly

320

Asn

Tyr

Ile

Phe

Lys

400

Leu



Phe

Ala

Val

Ala

465

Asn

Phe

Glu

Tyr

Gly

545

Leu

Met

Asp

Phe

Glu

€25

Glu

Lys

Glu

Pro

Thr

450

Ala

Gln

Lys

Ala

Phe

530

Glu

Asn

Gln

Ser

Tyr

610

Asp

Glu

Ile

Ile

Gly

435

val

Ser

Ser

Tyrx

Ile

515

Asp

Met

Gln

Lys

Gly

595

Phe

Gly

Gly

Tyr

Asp

420

Ile

Gly

Ile

Gly

Phe

500

Asp

Asp

His

Ile

Gly

580

val

Ala

Phe

Glu

Tyr

Gly

Tyxr

Asp

Gly

val

485

Ala

Phe

Asn

Tyr

Gly

265

Phe

Met

Glu

Lys

Glu

645

Phe

Vval

Gly

Asp

Glu

470

Leu

Pro

Thr

Tyr

Phe

550

Asp

val

Lys

Asn

Tyr

€30

Ile

Asp

Ile

Arg

Lys

455

Thr

Gln

Ala

Gly

Arg

535

Ser

Tyr

Ser

val

Gly

615

Phe

Ser

Asp

Tyr

Ser

440

Tyr

Ile

Thr

Asn

Lys

520

Gly

Pro

Lys

Ile

Gly

600

Glu

Ala

Tyxr

Ser
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Phe

425

Met

Tyr

Ile

Gly

Thr

505

Leu

Ala

Glu

Tyr

Asn

585

Tyr

Met

His

Ser

Phe

Phe

His

Phe

Asp

Val

490

Leu

Ile

Val

Thr

Tyr

570

Asp

Thr

Gln

His

Gly

650

Thr

Gly

Asn

Asn

Asp

475

Fhe

Asp

Ile

Glu

Gly

555

Phe

Asn

Glu

Ile

Asn

635

Ile

Ala

val

Leu

Pro

460

Lys

Ser

Glu

Asp

Trp

540

Lys

Asn

Lys

Ile

Gly

620

Glu

Leu

val

101

Asp

Ile

445

Ile

Asn

Thr

Asn

Glu

525

Lys

Ala

Ser

His

Asp

605

Val

Asp

Asn

Vval

Gly

430

Thr

Asn

Tyr

Glu

Leu

510

Asn

Glu

Phe

Asp

Tyr

590

Gly

Phe

Leu

Phe

Gly

val

Gly

Gly

Tyr

Asp

495

Glu

Ile

Leu

Lys

Gly

575

Phe

Lys

Asn

Gly

Asn

655

Trp

Lys

Phe

Gly

Phe

480

Gly

Gly

Tyr

Asp

Gly

560

val

Asgp

Hisg

Thr

Asn

640

Asn

Lys



Asp

Ala

Asp

705

Phe

Asp

Val

Val

Arg

785

Thr

Asn

Ile

Ser

Phe

865

Gly

Phe

Leu

Tyr

690

Asp

Tyr

Asp

Phe

Asn

770

Val

Gly

Pro

Lys

Phe

850

Gly

Val

Ala

Glu

675

Ile

Gly

Phe

Asn

Asp

755

Asp

Gly

Trp

Glu

Tyr

835

Glu

Tyr

Met

His

660

Asp

Gly

Ile

Ser

Tyr

740

Thr

Asn

Glu

Ile

Thr

820

Tyr

Asn

Ile

Gln

Gln
900

Gly

Leu

Met

Asp

725

Phe

Ser

Ile

Asp

Tyr

805

Lys

Phe

Asn

Asn

Ile

885

Asn

Ser

Ser

Gln

710

Ser

Tyr

Asp

Tyr

val

790

Asp

Lys

Asp

Asn

Ile

870

Gly

Thr

Lys

Leu

6985

val

Gly

Ile

Gly

Gly

775

Tyr

Met

Ala

Glu

Tyr

855

Glu

val

Leu

Tyxr

680

Ile

Gly

Ile

Asp

Tyr

760

Gln

Tyr

Glu

Cys

Lys

840

Tyr

Asp

Phe

Asp

ES 2631032713

665

Tyr

Asn

Phe

Ile

Asp

745

Lys

Ala

Phe

Asn

Lys

825

Gly

Phe

Lys

Asn

Glu
205

Phe

Asp

val

Glu

730

Asn

Tyr

Val

Gly

Glu

810

Gly

Ile

Asn

Met

Thr

890

Asn

Asp

Gly

Thr

715

Ser

Gly

Phe

Glu

Glu

795

Ser

Ile

Met

Glu

Phe

875

Pro

Phe

Glu

Gln

700

Ile

Gly

Ile

Ala

Tyr

780

Thr

Asp

Asn

Arg

Asn

860

Tyr

Asp

Glu

102

Asp

685

Tyr

Asn

Val

val

Pro

765

Ser

Tyr

Lys

Leu

Thr

845

Gly

Phe

Gly

Gly

670

Thr

Tyr

Asp

Gln

Gln

750

Ala

Gly

Thr

Tyr

Ile

830

Gly

Glu

Gly

Phe

Glu
910

Ala

Phe

Lys

Asn

735

Ile

Asn

Leu

Ile

Tyr

815

Asp

Leu

Met

Glu

Lys

895

Ser

Glu

Asn

val

720

Ile

Gly

Thr

Val

Glu

800

Phe

Asp

Ile

Gln

Asp

880

Tyr

Ile
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Asn Tyr Thr Gly Trp Leu Asp Leu Asp Glu Lys Arg Tyr Tyr Phe Thr
915 920 925

Asp Glu Tyr Ile Ala Ala Thr Gly Ser Val Ile Ile Asp Gly Glu Glu
930 935 940

Tyr Tyr Phe Asp Pro Asp Thr Ala Gln Leu Val Ile Ser Glu Leu Glu
945 950 955 960

Gly Leu Ile Tyr Ile Asn Asp Ser Leu Tyr Tyr Phe Lys Pro Pro Val
965 970 975

Asn Asn Leu Ile Thr Gly Phe val Thr val Gly Asp Asp Lys Tyr Tyr
980 985 890

Phe Asn Pro Ile Asn Gly Gly Ala Ala Ser Ile Gly Glu Thr Ile Ile
295 1000 1005

Asp Asp Lys Asn Tyr Tyr Phe Asn Gln Ser Gly Val Leu Gln Thr
1010 1015 1020

Gly Val Phe Ser Thr Glu Asp Gly Phe Lys Tyr Phe Ala Pro Ala
1025 1030 1035

Asn Thr Leu Asp Glu Asn Leu Glu Gly Glu Ala Ile Asp Phe Thr
1040 1045 1050

Gly Lys Leu Ile Ile Asp Glu Asn Ile Tyr Tyr Phe Asp Asp Asn
1055 1060 1065

Tyr Arg Gly Ala Val Glu Trp Lys Glu Leu Asp Gly Glu Met His
1070 1075 1080

Tyr Phe Ser Pro Glu Thr Gly Lys Ala Phe Lys Gly Leu Asn Gln
1085 1090 1095

Ile Gly Asp Tyr Lys Tyr Tyr Phe Asn Ser Asp Gly Val Met Gln
1100 1105 1110

Lys Gly Phe Val Ser Ile Asn Asp Asn Lys His Tyr Phe Asp Asp
1115 1120 1125

Ser Gly Val Met Lys Val Gly Tyr Thr Glu Ile Asp Gly Lys His
1130 1135 1140

Phe Tyr Phe Ala Glu Asn Gly Glu Met Gln Ile Gly Val Phe Asn
1145 1150 1155

103



Thr

Gly

Phe

val

Glu

Gly

Val

Ile

Asp

Gly

Tyr

Asp

Ile

Glu

Lys

Ser

Glu
1160

Asn
1175

Asn
1190

Gly
1205

Asp
1220

Gln
1235

Thr
1250

Glu
1265

Asp
1280

Tyx
1295

Gly
1310

Val
1325

Tyr
1340

Thr
1355

Tyr
1370

Phe
1385

Asp

Glu

Asn

Trp

Thr

Tyr

Ile

Ser

Asn

Lys

Gln

Tyr

Asp

Lys

Tyr

Glu

Gly

Glu

Lys

Lys

Ala

Tyr

Asn

Gly

Gly

Iyr

Ala

Tyr

Met

Lys

Phe

Asn

Phe

Gly

Ile

Asp

Glu

Phe

Asp

Val

Ile

Fhe

Val

Phe

Glu

Ala

Asp

Asn

1lys

Glu

Tyr

Leu

Ala

Asn

Lys

Gln

val

Ala

Glu

Gly

Asn

Cys

Glu

Asn

Tyr
1165

Glu
1180

Tyr
1195

Glu
1210

Tyr
1225

Asp
1240

Val
1255

Asn
1270

Gln
1285

Pro
1300

Tyr
1315

Glu
1330

Glu
1345

Lys
1360

Lys
1375

Tyr
1390

Phe

Ile

Phe

Asp

Ile

Asp

Phe

Ile

Ile

Ala

Ser

Thr

Ser

Gly

Gly

Tyr
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Ala

Ser

Asp

Gly

Gly

Gly

Tyr

Asp

Gly

Asn

Gly

Tyr

Asp

Ile

Ile

Phe

His

Tyr

Asp

Ser

Leu

Ile

Phe

Asp

val

Thr

Leu

Thr

Lys

Asn

Met

Asn

His Asn
1170

Ser Gly
1185

Ser Phe
1200

Lys Tyr
1215

Ser Leu
1230

Met Gln
1245

Ser Asp
1260

Asn Tyr
1275

Phe Asp
1290

Val Asn
1305

Val Arg
1320

Tle Glu
1335

Tyr Tyr
1350

Leu Ile
1365

Arg Thr
1380

Glu Asn
1395

104

Glu

Ile

Thr

Tyr

Ile

val

Ser

Phe

Thr

Asp

val

Thr

Phe

Asp

Gly

Gly

Asp

Leu

Ala

Phe

Asn

Gly

Gly

Tyr

Ser

Asn

Gly

Gly

Asn

Asp

Leu

Glu

Leu

Asn

Val

Asp

Asp

Phe

Tle

Ile

Asp

Ile

Glu

Trp

Pro

Ile

Ile

Met



10

Gln Phe Gly Tyr Ile Asn Ile Glu
1400 1405

Glu Asp Gly Val Met Gln Ile Gly
1415 1420

Phe Lys Tyr Phe Ala His Gln Asn
1430 1435

Gly Glu Ser Ile Asn Tyr Thr Gly
1445 1450

Arg Tyr Tyr Phe Thr Asp Glu Tyr
1460 1465

Ile Ile Asp Gly Glu Glu Tyr Tyr
1475 1480

Leu Val Ile Ser Glu
1490

<210>19

<211> 3552

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> ADN de fusién de C-TANCTB

<400> 19

atggtaacag gagtatttaa aggacctaat

cacaataata acatagaagg tcaggctata

ggcaaaaaat attattttga taatgactca

ggtaaaaaat attactttaa tcttaacact

gatggtaaaa aatattactt taatcttaac

attgatggta aaaaatatta ctttaatact

agtattaatg gtaaacattt ttattttaat

aaaggaccta atggatttga atactttgca

ggtcaagcta tactttacca aaataaattc

ggtagtgact caaaagcagt taccggactg

aatactaaca ctgctgttge agttactgga

tttaatacta acacttctat agcttcaact

ES 2631032713

Asp Lys

Val Phe

Thr Leu

Trp Leu

Ile Ala

Phe Asp

ggatttgagt
gtttaccaga
aaagcagtta
gctgaagcag
actgctgaag
aacactttca
actgatggta
cctgctaata
ttaactttga
cgaactattg
tggcaaacta

ggttatacaa

Met

Asn

Asp

Asp

Ala

Pro

Phe
1410

Tyr

Thr
1425

Pro

Glu
1440

Asn

Leu
1455

Asp

Thr
1470

Gly

Asp Thr

1485

attttgcacc
acaaattett
ctggatggea
ctactggatg
cagctactgg
tageccteoaac
ttatgcagat
cggatgctaa
atggtaaaaa
atggtaaaaa
ttaatggtaa

ttattagtgg

105

Phe Gly

Agp Gly

Phe Glu

Glu Lys

Ser val

Ala Gln

tgctaatact
aactttgaat
aaccattgat
gcaaactatt
atggcaaact
tggttataca
aggagtgttt
caacatagaa
atattacttt
atattacttt
aaaatactac

taaacatttt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



tattttaata
tactttgecac
aatagattcc
actggttggg
gcgaatggtt
ataggagtgt
aacaatatag
atatattact
gtatattact
ggtgttatat
atgcataatt
attaatggtg
aaccaaagtg
gccccagceta
ttaattattg
aaagaattag
ctaaatcaaa
tttgttagta
tacactgaaa
gtatttaata
gaagaaggtg
tttgatgatt
tattttgatg
tattatttta
ttctacttct
ttctatatag
aaatattttg
agtggtttag
actggatgga
aaaaaagcat
ggcataatga

ggtgaaatgce

ctgatggtat
ctgctaatac
tatatttaca
taactattga
ataaaactat
ttaaagggtc
aaggtcaagc
ttggtaataa
ttatgecctga
atttctttgg
tgataactgg
gagctgectte
gagtgttaca
atacacttga
acgaaaatat
atggtgazat
taggtgatta
taaatgataa
tagatggcaa
cagaagatgg
aagaaatctc
catttacagc
aagatacagc
atgatgatgg
ctgactctgg
atgataatgg
cacctgcetaa
ttagagttgg
tatatgatat
gcaaaggtat
gaacgggtct

aatttggtta

tatgcagata
agatgctaac
tgacaatata
tggtaataga
tgataataaa
taatggattt
tatacgttat
ttcaaaageca
tactgctatg
tgttgatgga
atttgtgact
aattggagag
aacaggtgta
tgaaaaccta
ttattatttt
gcactatttt
taaatactat
taaacactat
gecatttctac
atttaaatat
atattctggt
tgtagttgga
agaagcatat
aattatgcaa
aattatagaa
tatagttcaa
tactgtaaat
ggaagatgta
ggaaaatgaa
taatttaatt
tatatcattt

tataaatata

ES 2631032713

ggagtgttta
aatatagaag
tattattttg
tattacttecg
aatttttact
gaatactttg
caaaatagat
gttactggat
gctgecagetg
gtaaaagccce
gtaggegatg
acaataattg
tttagtacag
gaaggagaag
gatgataatt
agcccagaaa
ttcaattctg
tttgatgatt
tttgctgaaa
tttgctcate
atattaaatt
tggaaagatt
ataggtttgt
gttggatttg
tctggagtac
attggtgtat
gataatattt
tattattttg
agtgataaat
gatgatataa
gaaaataata

gaagataaga

aaggacctga
gtcaagctat
gtaataattc
agectaatac
ttagaaatgg
cacctgctaa
tcctacattt
ggcaaactat
gtggactttt
ctgggatata
ataaatacta
atgacaaaaa
aagatggatt
caattgattt
atagaggagc
caggtaaagc
atggagttat
ctggtgttat
acggagaaat
ataatgaaga
tcaataataa
tagaggatgg
cattaataaa
tcactataaa
aaaacataga
ttgatacttc
acggacaagce
gagaaacata
attatttcaa
aatattattt
attattactt

tgttctattt

106

tggatttgaa
acgttatcaa
aaaagcggct
agctatgggt
tttacctcag
tacggatgct
acttggaaaa
taatggtaaa
cgagattgat
tggcagatct
ctttaatceca
ttattatttc
taaatatttt
tactggaaaa
tgtagaatgg
ttttazaggt
gcaaaaagga
gaaagtaggt
gcaaatagga
tttaggaaat
aatttactat
ttcaaagtat
tgatggtcaa
tgataaagtc
tgacaattat
agatggatat
agttgaatat
tacaattgag
tecagaaact
tgatgagaag
taatgagaat

tggtgaagat

780

840

%00

860
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1280
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580

2640
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ggtgtcatge
aatactttgg
gatgaaaaga
gatggtgagg
ggattaatat
actggatttg
gcttecaattg
ttacaaacaqg
cttgatgaaa
aatatttatt
gaaatgcact
gattataaat
gataataaac
ggcaagcatt
gatggattta
atctcatatt
<210> 20

<211> 1184
<212> PRT

<213> artificial

<220>

agattggagt
atgagaattt
gatattattt
agtattattt
atattaatga
tgactgtagg
gagagacaat
gtgtatttag
acctagaagqg
attttgatga
attttagcce
actatttcaa
actattttga
tctactttge
aatattttgc

ct

atttaataca
tgagggagaa
tacagatgaa
tgatcctgat
ttcattatat
cgatgataaa
aattgatgac
tacagaagat
agaagcaatt
taattataga
agaaacaggt
ttctgatgga
tgattctggt
tgaaaacgga

tcatcataat

<223> Proteina de fusién de C-TANCTB

<400> 20

Met Val Thr Gly

1

Pro Ala Asn

Gln Asn Lys

35

hsp Ser Lys

50

Tyr Phe Asn

€5

5

Thr
20

His As

Phe

Ala

Leu
70

Val Phe Lys Gly

n Asn Asn

Leu Thr Leu Asn

40

Val Thr Gly Trp

55

Asn Thr Ala Glu

ES 2631032713

ccagatggat
tcaataaact
tatattgcag
acagctcaat
tattttaaac
tactacttta
aaaaattatt
ggatttaaat
gattttactg
ggagctgtag
aaagctttta
gttatgcaaa
gttatgaaag
gaaatgcaaa

gaagatttag

Asn
10

Pro Gly

Ile
25

Glu Gly

Gly Lys Lys

Gln Thr Ile

Ala Ala Thr

75

ttaaatactt
atactggttg
caactggttce
tagtgattag
caccagtaaa
atccaattaa
atttcaacca
attttgcecce
gaaaattaat
aatggaaaga
aaggtctaaa
aaggatttgt
taggttacac
taggagtatt

gaaatgaaga

Phe Glu

Gln Ala

30

Tyr Tyr

45

Asp Gly

Gly Trp

107

Tyr

Ile

Phe

Lys

Gln

tgcacatcaa
gttagattta
agttattatt
tgaactcgag
taatttgata
tggtggaget
aagtggagtg
agctaataca
tattgacgaa
attagatggt
tcaaataggt
tagtataaat
tgaaatagat

taatacagaa

aggtgaagaa

Phe
15

Ala

Val Tyr

Asp Asn

Lys Tyr

Thr Ile

80

2700

2760

2820

2880

2340

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3552



Asp

Gly

Phe

Phe

Gly

145

Gly

Lys

Ile

Thr

Thr

225

Tyr

Asp

Glu

Asn

Thr

305

aAla

Gly

Trp

Ile

Asn

130

Phe

Gln

Tyr

Asp

Gly

210

Ser

Phe

Gly

Gly

Ile

290

Ile

Asn

Lys

Gln

Ala

115

Thr

Glu

Ala

Tyr

Gly

195

Trp

Ile

Asn

Phe

Gln

275

Tyr

Asp

Gly

Lys

Thr

100

Ser

Asp

Tyr

Ile

Fhe

180

Lys

Gln

Ala

Thr

Glu

260

Ala

Tyr

Gly

Tyr

Tyr

85

Ile

Thr

Gly

Fhe

Leu

165

Gly

Lys

Thr

Ser

Asp

245

Tyr

Ile

Phe

Asn

Lys
325

Tyr

Asp

Gly

Ile

Ala

150

Tyr

Ser

Tyxr

Ile

Thr

230

Gly

Phe

Arg

Gly

Arg

310

Thr

Phe

Gly

Tyr

Met

135

Pro

Gln

Asp

Tyr

Asn

215

Gly

Ile

Ala

Tyr

Asn

295

Tvr

Ile

Asn

Lys

Thr

120

Gln

Ala

Asn

Ser

Phe

200

Gly

Tyr

Met

Pro

Gln

280

Asn

Tyr

Asgp

Leu

Lys

105

Ser

Ile

Asn

Lys

Lys

185

Asn

Lys

Thr

Gln

Ala

265

Asn

Ser

Phe

Asn

ES 2631032713

Asn

Tyr

Ile

Gly

Thr

Phe

170

Ala

Thr

Lys

Ile

Ile

250

Asn

Arg

Lys

Glu

Lys
330

Thr

Tyr

Asn

val

Asp

155

Leu

val

Asn

Tyxr

Ile

235

Gly

Thr

Fhe

Ala

Fro

315

Asn

Ala

Phe

Gly

Phe

140

Ala

Thr

Thr

Thr

Tyr

220

Ser

val

Asp

Leu

Ala

300

Asn

Phe

108

Glu

Asn

Lys

125

Lys

Asn

Leu

Gly

Ala

205

Phe

Gly

Phe

Ala

Tyr

285

Thr

Thr

Tyr

Ala

Thr

110

His

Gly

Asn

Asn

Leu

190

Val

Asn

Lys

Lys

Asn

270

Leu

Gly

Ala

Phe

Ala

Asn

Phe

Pro

Ile

Gly

175

Arg

Ala

Thr

His

Gly

255

Asn

His

Trp

Met

Arg
335

Thr

Thr

Tyr

Asn

Glu

160

Lys

Thr

Val

Asn

Phe

240

Pro

Ile

Asp

Val

Gly

320

Asn



Gly

Phe

Arg

Gly

385

Vval

Phe

Ala

Val

Ala

465

Asn

Phe

Glu

Tyr

Gly

545

Leu

Met

Leu

Ala

Tyr

370

Asn

Tyxr

Glu

Pro

Thr

450

Ala

Gln

Lys

Ala

Phe

530

Glu

Asn

Gln

Pro

Pro

355

Gln

Asn

Tyr

Ile

Gly

435

Val

Ser

Ser

Tyr

Ile

515

Asp

Met

Gln

Lys

Gln

340

Ala

Asn

Ser

Fhe

Asp

420

Ile

Gly

Ile

Gly

Phe

500

Asp

Asp

His

Ile

Gly

Ile

Asn

Arg

Lys

Met

405

Gly

Tyr

Asp

Gly

val

485

Ala

Phe

Asn

Tyr

Gly

565

Phe

Gly

Thr

Phe

Ala

390

Pro

val

Gly

Asp

Glu

470

Leu

Pro

Thr

Tyr

FPhe

550

Asp

val

Val

Asp

Leu

375

Val

Asp

Ile

Arg

Lys

455

Thr

Gln

Ala

Gly

Arg

535

Ser

Tyr

Ser

FPhe

Ala

360

His

Thr

Thr

Tyr

Ser

440

Tyr

Ile

Thr

Asn

Lys

520

Gly

Pro

Lys

Ile

ES 2631032713

Lys

345

Asn

Leu

Gly

Ala

Phe

425

Met

Tyr

Ile

Gly

Thr

505

Leu

Ala

Glu

Tyr

Asn

Gly

Asn

Leu

Trp

Met

410

Phe

His

Phe

Asp

val

490

Leu

Ile

Val

Thr

Tyr

570

Asp

Ser

Ile

Gly

Gln

395

Ala

Gly

Asn

Asn

As=p

475

Phe

Asp

Ile

Glu

Gly

555

Phe

Asn

Asn

Glu

Lys

380

Thr

Ala

Val

Leu

Pro

460

Lys

Ser

Glu

Asp

Trp

540

Lys

Asn

Lys

109

Gly

Gly

365

Ile

Ile

Ala

Asp

Ile

445

Ile

Asn

Thr

Asn

Glu

525

Lys

Ala

Ser

His

Phe

350

Gln

Tyr

Asn

Gly

Gly

430

Thr

Asn

Tyr

Glu

Leu

510

Asn

Glu

Phe

Asp

Tyr

Glu

Ala

Tyr

Gly

Gly

415

Val

Gly

Gly

Tyr

Asp

495

Glu

Ile

Leu

Lys

Gly

575

Phe

Tyr

Ile

Phe

Lys

400

Leu

Lys

Phe

Gly

Phe

480

Gly

Gly

Tyr

Asp

Gly

560

Val

Asp



Asp

Phe

Glu

625

Glu

Lys

Asp

Ala

Asp

705

Phe

Asp

val

Val

Arg

785

Thr

Asn

Ser

Tyr

610

Asp

Glu

Ile

Leu

Tyr

630

Asp

Tyr

Asp

Phe

Asn

170

val

Gly

Pro

Gly

595

Phe

Gly

Gly

Tyr

Glu

675

Ile

Gly

Phe

Asn

Asp

755

Asp

Gly

Trp

Glu

580

Val

Ala

Phe

Glua

Tyr

660

Asp

Gly

Ile

Ser

Tyr

740

Thr

Asn

Glu

Ile

Thr
820

Met

Glu

Lys

Glu

645

Phe

Gly

Leu

Met

Asp

725

Phe

Ser

Ile

Asp

Tyr

805

Lys

Lys

Asn

Tyr

630

Ile

Asp

Ser

Ser

Gln

710

Ser

Tyr

Asp

Tyr

val

790

Asp

Lys

Val

Gly

615

Phe

Ser

Asp

Lys

Leu

695

val

Gly

Ile

Gly

Gly

775

Tyr

Met

Ala

Gly

600

Glu

Ala

Tyr

Ser

Tyr

680

Ile

Gly

Ile

Asp

Tyxr

760

Gln

Tyr

Glu

Cys

ES 2631032713

585

Tyr

Met

His

Ser

Phe

665

Tyr

Asn

Phe

Ile

Asp

745

Lys

Ala

Phe

Asn

Lys
825

Thr

Gln

His

Gly

650

Thr

Phe

Asp

val

Glu

730

Asn

Tyr

Val

Gly

Glu

810

Gly

Glu

Ile

Asn

635

Tle

Ala

Asp

Gly

Thr

715

Ser

Gly

Phe

Glu

Glu

795

Ser

Ile

Ile

Gly

620

Glu

Leu

Val

Glu

Gln

700

Ile

Gly

Ile

Ala

Tyxr

780

Thr

Asp

Asn

110

Asp

605

Val

Asp

Asn

val

Asp

685

Tyr

Asn

Val

Val

Pro

765

Ser

Tyr

Lys

Leu

580

Gly

Phe

Leu

Phe

Gly

670

Thr

Tyr

Asp

Gln

Gln

750

Ala

Gly

Thr

Tyr

Ile
830

Lys

Asn

Gly

Asn

655

Trp

Ala

Phe

Lys

Asn

735

Ile

Asn

Leu

Ile

Tyr

815

Asp

His

Thr

Asn

640

Asn

Lys

Glu

Asn

val

720

Ile

Gly

Thr

val

Glu

800

Phe

Asp
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Ile 1Lys Tyr Tyr Phe Asp Glu Lys Gly Ile Met Arg Thr Gly Leu Ile
835 840 845

Ser Phe Glu Asn Asn Asn Tyr Tyr Phe Asn Glu Asn Gly Glu Met Gln
850 855 860

Phe Gly Tyr Ile Asn Ile Glu Asp Lys Met Phe Tyr Phe Gly Glu Asp
865 870 875 880

Gly val Met Gln Ile Gly Val Phe Asn Thr Pro Asp Gly Phe Lys Tyr
885 830 895

Phe Ala His Gln Asn Thr Leu Asp Glu Asn Phe Glu Gly Glu Ser Ile
200 205 g10

Asn Tyr Thr Gly Trp Leu Asp Leu Asp Glu Lyg& Arg Tyr Tyr Phe Thr
215 920 925

Asp Glu Tyr Tle Ala Ala Thr Gly Ser Val Ile Tle Asp Gly Glu Glu
930 935 940

Tyr Tyr Phe Asp Pro Asp Thr Ala Gln Leu Val Ile Ser Glu Leu Glu
945 950 355 260

Gly lLeu Ile Tyr Ile Asn Asp Ser Leu Tyr Tyr Phe Lys Pro Pro Val
965 970 975

Asn Asn Leu Ile Thr Gly Phe val Thr val Gly Asp Asp Lys Tyr Tyr
980 985 890

Phe Asn Pro Ile Asn Gly Gly Ala Ala Ser Ile Gly Glu Thr Ile Ile
985 1000 1005

Asp Asp Lys Asn Tyr Tyr Phe Asn Gln Ser Gly Val Leu Gln Thr
1010 1015 1020

Gly Val Phe Ser Thr Glu Asp Gly Phe Lys Tyr Phe Ala Pro Ala
1025 1030 1035

Asn Thr Leu Asp Glu Asn Leu Glu Gly Glu Ala Ile Asp Phe Thr
1040 1045 1050

Gly Lys Leu Ile Ile Asp Glu Asn Ile Tyr Tyr Phe Asp Asp Asn
1055 1060 1065

Tyr Arg Gly Ala Val Glu Trp Lys Glu Leu Asp Gly Glu Met His
1070 1075 1080
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Tyr

Ile

Lys

Ser

Phe

Thr

Gly

Phe
1085

Gly
1100

Gly
1115

Gly
1130

Tyr
1145

Glu
1160

Asn
1175

Ser

Asp

Phe

val

Phe

Asp

Glu

Pro

Tyr

Val

Met

Ala

Gly

Glu

Glu

Lys

Ser

Lys

Glu

Phe

Gly

Thr

Tyr

Ile

val

AsSn

Lys

Glu

Gly
1080

Tyr
1105

Asn
1120

Gly
1135

Gly
1150

Tyr
1165

Glu
1180

Lys

Phe

Asp

Tyr

Glu

Phe

Ile

ES 2631032713

Ala

Asn

Asn

Thr

Met

Ala

Ser

FPhe

Ser

Lys

Glu

Gln

His

Tyr

Lys

Asp

His

Ile

Ile

His

Ser

Gly
1095

Gly
1110

Tyr
1125

Asp
1140

Gly
1155

Asn
1170

112

Leu

val

Phe

Gly

val

Glu

Asn

Met

Asp

Lys

Phe

Asp

Gln

Gln

Asp

His

Asn

Leu
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REIVINDICACIONES

1. Una composiciéon inmunégena o de vacuna que comprende un polipéptido aislado que tiene al menos 85 % de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID N.°: 4 y un vehiculo o excipiente
farmacéuticamente aceptable.

2. La composicion de la reivindicacion 1, en la que dicho polipéptido proporciona 100 % de supervivencia de
hamsteres vacunados con dicho polipéptido tras administracion intragastrica de una dosis de 10% 10° 0 10* de
esporas de Clostridium difficile.

3. La composicion de la reivindicacion 1 o 2, en la que el polipéptido comprende 19 unidades repetitivas derivadas
del dominio del extremo C de la toxina A de Clostridium difficile.

4. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que el polipéptido comprende 23 unidades
repetitivas derivadas del dominio del extremo C de la toxina B de Clostridium difficile.

5. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que el polipéptido tiene al menos 90 %, mas
preferiblemente 95 %, lo mas preferiblemente 99 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos
establecida en la SEQ ID N.°: 4.

6. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que el polipéptido tiene la secuencia establecida
enla SEQID N.°: 2 0la SEQ ID N.°: 4.

7. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que ademas comprende un adyuvante.
8. La composicion de la reivindicacion 7, en la que el adyuvante comprende alumbre.

9. Un polipéptido aislado que tiene al menos 85 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos
establecida en la SEQ ID N.% 4, o la composicion de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, para uso en el
tratamiento o la prevencion de una enfermedad asociada a C. difficile (EACD).

10. El polipéptido o composicién para uso de la reivindicacién 9, para uso en la prevencion de EACD en un sujeto en
riesgo de padecer una EACD.

11. El polipéptido o composicion para uso en la reivindicacion 10, en el que dicho sujeto en riesgo de padecer una
EACD es: i) un sujeto anciano; ii) un sujeto con SIDA; iii) un sujeto que toma o planea tomar farmacos
inmunosupresores; iv) un sujeto con una hospitalizacion planeada o un sujeto que esta en un hospital; v) un sujeto
que esta o se espera que vaya a una unidad de cuidados intensivos; vi) un sujeto que se esta sometiendo o planea
someterse a cirugia gastrointestinal; vii) un sujeto que esta o planea ir a un centro de asistencia para una estancia
prologada, tal como una residencia de ancianos; viii) un sujeto con comorbilidades que requiere un uso frecuente y/o
prolongado de antibiéticos; ix) un sujeto con EACD recurrente; x) un sujeto menor de 18 afios; xi) un sujeto de 18 a
65 afios; o xii) un sujeto mayor de 65 afios.

12. El polipéptido o composicion para uso de la reivindicacion 10, en el que dicho sujeto en riesgo de padecer una
EACD es mayor de 65 afios.

13. El polipéptido o composicién para uso de la reivindicacion 9, en el que el tratamiento de EACD incluye reducir la
gravedad y/o la duracion de la enfermedad, mejorar los sintomas de la enfermedad o sus combinaciones.

14. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, que comprende ademas un antigeno adicional.

15. La composiciéon de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, que comprende ademas un agente terapéutico
seleccionado del grupo que consiste en anestésicos, analgésicos, antiinflamatorios, esteroides, antibidticos,
antiartriticos, anorexigenos, antihistaminicos y antineoplasicos.
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