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DESCRIPCION
Composicion inmunogénica

Campo técnico

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

Antecedentes

C.difficile es la causa mas importante de las infecciones intestinales nosocomiales y es la principal causa de colitis
pseudomembranosa en seres humanos (Bartlett y col., Am. J. Clin. Nutr. 11 supl:2521-6 (1980)). La tasa de
mortalidad global asociada para individuos infectados con C.difficile se calculd en 5,99 % dentro de los 3 meses del
diagndstico, con una mortalidad mas alta asociada a la edad avanzada, que es 13,5 % en pacientes mayores de 80
afios (karas y col., Journal of Infection 561:1-9 (2010)). El tratamiento actual para la infeccion por C.difficile es la
administracion de antibiéticos (metronidazol y vancomicina), sin embargo, ha habido indicio de cepas que son
resistentes a estos antibiéticos (Shah y col., Expert Rev. Anti Infect. Ther. 8(5), 555-564 (2010)). Belyi louri F y col.,
(2003) FEMS Microbiology Letters, ya no publicado por Elsevier, paginas 325-329. Los documentos WO 00/61762 y
WO 2010/017383 desvelan proteinas de fusidon de toxinas clostridiales. Por consiguiente, existe la necesidad de
composiciones inmunogénicas que puedan inducir anticuerpos y/o una respuesta inmune protectora contra
C.difficile.

Breve sumario

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

Se ha determinado la estructura de un fragmento de 127 aa del extremo C del dominio de repeticion de la toxina A
(Ho y col.,, PNAS 102:18373-18378 (2005)). Este fragmento formd un pliegue tipo B-solenoide, compuesto
predominantemente por cadenas 3 con una baja proporcion de hélices a.

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

Se sabe que existe una dificultad de disefio de proteinas de fusién que se plieguen correctamente durante la
expresion. Los polipéptidos de la presente invencion son proteinas de fusién en las que se mantiene la estructura de
tipo 3 solenoide nativo, y que se ve que proporcionan una respuesta inmune tanto contra la toxina A como la toxina
B en ratones.

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

(i) el primer fragmento es un fragmento del dominio de repeticion de la toxina A y comprende al menos 100
aminoacidos;

(i) el segundo fragmento es un fragmento del dominio de repeticion de la toxina B y comprende al menos 100
aminoacidos;

(iii) el extremo proximal del primer fragmento esta situado dentro de una primera porcién de repeticion;
(iv) el extremo proximal del segundo fragmento esta situado dentro de una segunda porcién de repeticion y

en el que el primer fragmento y el segundo fragmento estan separados por menos de o exactamente 5 aminoacidos
en la estructura primaria, en la que los polipéptidos provocan anticuerpos que neutralizan la toxina A y la toxina B y
en el que la primera porcion de repeticion y la segunda porcion de repeticion tienen una identidad de secuencia entre
si superior a 50 %.

En un segundo aspecto de la invencion, se proporciona un polinucleétido que codifica el polipéptido de la invencion.
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En un tercer aspecto de la invencién, se proporciona un vector que comprende el polinucleétido de la invencion
unido a un promotor inducible.

En un cuarto aspecto de la invencion, se proporciona una célula huésped que comprende el vector de la invencion o
el polinucledtido de la invencion.

En un quinto aspecto de la divulgacién, se proporciona una composicién inmunogénica que comprende el polipéptido
de la invencion y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

En un sexto aspecto de la divulgacion, se proporciona una vacuna que comprende la composicion inmunogénica de
la invencion y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

En un séptimo aspecto de la divulgacion, se proporciona un uso de la composiciéon inmunogénica de la invencion o la
vacuna de la invencion en el tratamiento o la prevencion de la enfermedad de C.difficile.

En un octavo aspecto de la divulgacion, se proporciona un uso de la composicién inmunogénica de la invencion o la
vacuna de la invencion en la preparacién de un medicamento para la prevencion o el tratamiento de la enfermedad
de C.difficile.

En un noveno aspecto de la divulgacion, se proporciona un procedimiento para evitar o tratar la enfermedad de
C.difficile que comprende administrar la composicion inmunogénica de la invencion o la vacuna de la invencion a un
paciente.

Breve descripcion de los dibujos

Fig. 1-Fig.1- Listas de secuencias de los polipéptidos de la invencion.

Fig. 2- Representacion pictérica de los dominios C-terminales de ToxA y ToxB, con las repeticiones RC
representadas como recuadros blancos y los recuadros de RL representados como recuadros negro.

Fig. 3- Representacion pictérica de una unién entre la tercera RC VIII de ToxA y la cuarta RC Il de ToxB usadas
en Fusion 1.

Fig. 4- Representacion pictorica de una unién entre la segunda RC VIII de ToxA y la tercera RC Il de ToxB
usadas en Fusion 2.

Fig. 5- Representacion pictorica de una union entre la RL VIl de ToxA y la RL 1l de ToxB usadas en Fusion 3 (que
contiene solo parte de la RL VIl de ToxA y parte de la RL Il de Tox B).

Fig. 6- Representacion pictérica de una union entre la segunda RC VIII de ToxA y la tercera RC | de ToxB
usadas en Fusion 4.

Fig. 7- Representacion pictérica de una union que comprende un engarce de glicina entre el ultimo resto de la
secuencia de la proteina ToxA y el comienzo de la cuarta RC Il de ToxB usadas en Fusioén 5.

Fig 8.- Graficos que describen la distribucion de las fusiones 1-5 de ToxA-ToxB C.difficilecomo se determina por
ultracentrifugacion analitica de la velocidad de sedimentacion. El estudio de panel a) describe la distribucion de
Fusion 1, el estudio de panel b) describe la distribucion de Fusién 2, el estudio de panel c) describe la
distribucion de Fusion 3, el estudio de panel d) describe la distribucion de Fusion 4 y el estudio de panel e)
describe la distribucion de Fusion 5.

Fig. 9 -Grafico que describe el espectro UV lejano de las Fusiones, 2, 3, 4 y 5, medido usando dicroismo circular.
El espectro para la fusién 2 esta representado por una linea con los puntos representados como cuadrados
pequefios, el espectro para la fusidon 3 esta representado por una linea con los puntos representados como
pequefas formas de diamante, la fusién 4 esta representada por una linea con los puntos representados como
circulos, y la fusion 5 esta representada por una linea con los puntos representados como formas en cruz.

Fig. 10 -Grafico que describe el espectro UV cercano de las Fusiones 2, 3, 4 y 5 medidas usando dicroismo
circular. El espectro para la fusion 2 esta representado por una linea con los puntos representados como formas
en cruz, el espectro para la fusidon 3 esta representado por una linea con los puntos representados como
circulos, el espectro para la fusidon 4 esta representado por una linea con los puntos representados como
triangulos, y el espectro para la fusion 5 esta representado por una linea con los puntos representados como
pequefias formas de diamante.

Fig. 11- Grafico que muestra la inmunogenicidad anti-ToxA en ratones inmunizados con un fragmento del
extremo C de la toxina A (aa 2387-2706), un fragmento del extremo C de la toxina B (aa 1750-2360) o las
fusiones 1, 2, 3,4 0 5.

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

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

Fig. 14- Titulos de inhibiciéon de la citotoxicidad de ratones inmunizados con un fragmento del extremo C de la
toxina A (aa 2387-2706), un fragmento del extremo C de la toxina B (aa 1750-2360) o las fusiones 1, 2, 3, 4 0 5.

Fig. 15 -Graficos que describen la distribucion de las fusiones F52Nueva, F54Gli, F54Nueva y F5ToxB de ToxA-
ToxB C.difficile como se determina por ultracentrifugacion analitica de la velocidad de sedimentacion. El estudio
de panel a) describe la distribucion de F52Nueva, el estudio de panel b) describe la distribucion de F54Gili, el
estudio de panel c) describe la distribucion de F54Nueva y el estudio de panel d) describe la distribucion de
F5ToxB.

Fig. 16 -Grafico que describe el espectro UV lejano de las fusiones F52Nueva, F54Gli, F54Nueva y F5ToxB
medido usando dicroismo circular. El espectro para F52Nueva esta representado por una linea con los puntos
representados como cruces dobles, el espectro para F54Gli esta representado por una linea con los puntos
representados como triangulos, F54Nueva esta representada por una linea con los puntos representados como
cuadrados, y F5ToxB esta representada por una linea con los puntos representados como formas en cruz.

Fig. 17 -Grafico que describe el espectro UV cercano de las fusiones F52Nueva, F54Gli, F54Nueva y F5ToxB
medido usando dicroismo circular. El espectro para F52Nueva esta representado por una linea con los puntos
representados como cruces dobles, el espectro para F54Gli esta representado por una linea con los puntos
representados como triangulos, F54Nueva esta representada por una linea con los puntos representados como
cuadrados, y F5ToxB esta representada por una linea con los puntos representados como formas en cruz.

Fig. 18- Grafico que muestra los resultados de ELISA anti-ToxA para ratones inmunizados con las fusiones F2,
F52Nueva, F54Gli, G54Nueva o F5ToxB.

Fig. 19- Grafico que muestra los resultados de ELISA anti-ToxB para ratones inmunizados con las fusiones F2,
F52Nueva, F54Gli, F54Nueva o F5ToxB.

Fig. 20- Grafico que muestra la inhibiciéon de la hemaglutinacién en ratones inmunizados con las fusiones F2,
F52Nueva, F54Gli, F54Nueva o F5ToxB.

Fig. 21- Grafico que muestra los titulos de citotoxicidad en células HT29 de ratones inmunizados con las fusiones
F2, F52Nueva, F54Gli, F54Nueva o F5ToxB.

Fig. 22- Grafico que muestra los titulos de citotoxicidad en células IMR90 de ratones inmunizados con las
fusiones F2, F52Nueva, F54Gli, F54Nueva o F5ToxB.

Descripcion detallada

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

(i) el primer fragmento es un fragmento del dominio de repeticion de la toxina A y comprende al menos 100
aminoacidos;

(i) el segundo fragmento es un fragmento del dominio de repeticion de la toxina B y comprende al menos 100
aminoacidos;

(iii) el extremo proximal del primer fragmento esta situado dentro de una primera porcién de repeticion;
(iv) el extremo proximal del segundo fragmento esta situado dentro de una segunda porcién de repeticion y

en el que el primer fragmento y el segundo fragmento estan separados por menos de o exactamente 5 aminoacidos
en la estructura primaria, en la que los polipéptidos provocan anticuerpos que neutralizan la toxina A y la toxina B y
en el que la primera porcion de repeticion y la segunda porcién de repeticion tienen una identidad de secuencia entre
si superior a 50 %.

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

El término "dominio de repeticion de la toxina A" se refiere al dominio C-terminal de la proteina de la toxina A de
C.difficile, que comprende secuencias repetidas. Este dominio se refiere a los aminoacidos 1832-2710 de la toxina A
de la cepa VPI10463 (ATCC43255) y sus equivalentes en una cepa diferente, la secuencia de aminoacidos 1832-
2710 de la cepa VPI10463 (ATCC43255) corresponde a los aminoacidos 1832-2710 de la SEQ ID NO:1.
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El término "dominio de repeticion de la toxina B" se refiere al dominio C-terminal de la proteina de la toxina B de
C.difficile. Este dominio se refiere a los aminoacidos 1834-2366 de la cepa VPI10463 (ATCC43255) y sus
equivalentes en una cepa diferente, la secuencia de aminoacidos 1834-2366 de la cepa VPI10463 (ATCC43255)
corresponde a los aminoacidos 1834-2366 de la SEQ ID NO:2.

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

Por lo tanto, la invencion contempla el término dominio de repeticiéon de la toxina A y/o dominio de repeticion de la
toxina B para referirse a una secuencia que es una variante con 90 %, 95 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad de
secuencia con los aminoacidos 1832-2710 SEQ ID NO: 1 o una variante con 90 %, 95 %, 98 %, 99 % o 100 % de
identidad de secuencia con los aminoacidos 1834-2366 SEQ ID NO: 2. En una realizacién, una "variante" es un
polipéptido que varia de los polipéptidos de referencia por sustituciones de aminoacidos conservativas, por lo que un
resto se sustituye por otro con las mismas propiedades fisico-quimicas. Tipicamente, dichas sustituciones estan
entre Ala, Val, Leu y lle; entre Ser y T; entre los restos acidos Asp y Glu; entre Asn y Gin, y entre los restos basicos
L y Arg; o restos aromaticos F y Tir. En una realizacion, un "fragmento" es un polipéptido que comprende una
porcién contigua de al menos 250 aminoacidos de un polipéptido.

Ademas, la numeracion de aminoacidos puede diferir entre los dominios C-terminal de la toxina A (o toxina B) de una
cepa y la toxina A (o toxina B) de otra cepa. Por esta razon, el término "equivalentes en una cepa diferente" se
refiere a aminoacidos que corresponden a los de una cepa de referencia (p. €j., C. difficile VP110463), pero que se
encuentran en una toxina de una cepa diferente y que por tanto pueden numerarse de manera diferente. Se puede
determinar una regién de aminoacidos "equivalentes" alineando las secuencias de las toxinas de las diferentes
cepas. Los nimeros de aminoacidos proporcionados en todo se refieren a los de la cepa VPI10463.

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

El término "primer extremo proximal" se refiere al extremo del primer fragmento (fragmento ToxA) que esta unido
covalentemente al segundo fragmento (fragmento ToxB) o unido covalentemente a una secuencia engarzadora entre
el primer y el segundo fragmento. El término "segundo extremo proximal" se refiere al extremo del segundo
fragmento que esta mas cerca del primer fragmento en la estructura primaria (secuencia de aminoacidos).

La Figura 2 representa la organizacion de los dominios C-terminal de ToxA y ToxB. El dominio C-terminal de la
toxina A esta constituido por 8 porciones de repeticion (porcion de repeticion designada |, porcion de repeticion |l,
porcion de repeticion lll, porcidon de repeticion 1V, porcidon de repeticion V, porcidn de repeticion VI, porcion de
repeticion VIl y porciéon de repeticion VIII), cada una de estas porciones de repeticion se puede dividir aun mas en
repeticiones cortas (RC) que se representan como recuadros blancos en la Figura 2 y repeticiones largas (RL) que
se representan como recuadros negros en la Figura 2 (excepto para la porcion de repeticion VIl de ToxA que no
tiene una repeticion larga). Cada una de las repeticiones largas tiene cierta similitud estructural y de secuencia con
las otras repeticiones largas. De forma similar, las repeticiones cortas tienen cierta similitud de secuencia y
estructural entre si. De forma similar, el dominio C-terminal de la toxina B esta constituido por 5 porciones de
repeticion subdivididas en RC y RL. Cada porcién de repeticion contiene una RL y entre 2 y 5 RC (excepto para la
porcién de repeticion V de ToxB que no tiene una repeticion larga). Para los fines de la divulgacion, la expresion
"una porcién de repeticion" se refiere a una de las ocho porciones de repeticion de ToxA (designadas |, I, llI, IV, V,
VI, VIl y VIII) o una de las cinco porciones de repeticion de ToxB (designadas |, II, 11, IV o V). Tal como se usa en el
presente documento, el término "primera porcion de repeticion” se refiere a una porcion de repeticion (o una porcion
de repeticion parcial) del dominio de repeticién de la toxina A. El término "segunda porcion de repeticion" se refiere a
una porcién de repeticion (o una porcion de repeticion parcial) del dominio de repeticion de la toxina B. Para los fines
de la divulgacion, el término "repeticion larga" se refiere a uno de los dominios de RL representados como recuadros
negros en la Figura 2. Para los fines de la divulgacion, el término 'repeticion corta’ se refiere a uno de los dominios
RC representados como recuadros blancos en la Figura 2.

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

El primer extremo proximal se considera dentro de una "porcion de repeticion” si el primer fragmento termina en un
aminoacido que esta dentro de esa porcion de repeticion (es decir, el primer extremo proximal contiene solo parte de
la secuencia de la porcion repetida). De forma similar, el segundo extremo proximal se considera dentro de una
"porcion de repeticion" si el segundo fragmento termina en un aminoacido que esta dentro de esa porcion de
repeticion. Por ejemplo, el primer extremo proximal esta dentro de la porcion de repeticion | de ToxA si el primer
fragmento termina con uno cualquiera de los aminoacidos 1832-1924 (inclusive) de VPI10463 o su equivalente en



otra cepa. El primer extremo proximal esta dentro de una "repeticiéon larga" o una "repeticion corta" si el primer
fragmento termina en un aminoacido que esta dentro de una "repeticion larga" o una "repeticion corta", de forma
similar, el segundo extremo proximal esta dentro de un "repeticion larga" o una "repeticion corta" si el segundo
fragmento termina en un aminoacido que esta dentro de una "repeticion larga" o una "repeticion corta".

Las posiciones de los aminoacidos de cada dominio se han definido para la toxina A y la toxina B de la cepa

ES 2 660 468 T3

VPI10463 (ATCC43255). Estas son las siguientes

Tabla1
Nombre Posicion inicial| Posicion final
ToxA_| RC1 1832 1852
RC2 1853 1873
RC3 1874 1893
RL 1894 1924
ToxA_Il | RC1 1925 1944
RC2 1945 1965
RC3 1966 1986
RC4 1987 2007
RC5 2008 2027
RL 2028 2058
ToxA lll | RC1 2059 2078
RC2 2079 2099
RC3 2100 2120
RC4 2121 2141
RC5 2142 2161
RL 2162 2192
ToxA_IV | RC1 2193 2212
RC2 2213 2233
RC3 2234 2253
RC4 2254 2275
RL 2276 2306
ToxA_V | RC1 2307 2326
RC2 2327 2347
RC3 2348 2368
RC4 2369 2389
RC5 2390 2409
RL 2410 2440
ToxA_VI | RC1 2441 2460
RC2 2461 2481
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continuacion)

Nombre Posicion inicial| Posicion final
RC3 2482 2502
RC4 2503 2522
RL 2523 2553
ToxA_VII | RC1 2554 2573
RC2 2574 2594
RC3 2595 2613
RL 2614 2644
ToxA_VIII | RC1 2645 2664
RC2 2665 2686
RC3 2687 2710
ToxB_| RC1 1834 1854
RC2 1855 1876
RC3 1877 1896
RL 1897 1926
ToxB_Il | RC1 1927 1946
RC2 1947 1967
RC3 1968 1987
RC4 1988 2007
RC5 2008 2027
RL 2028 2057
ToxB_IIl | RC1 2058 2078
RC2 2079 2099
RC3 2100 2119
RC4 2120 2139
RC5 2140 2159
RL 2160 2189
ToxB_IV | RC1 2190 2212
RC2 2213 2233
RC3 2234 2253
RC4 2254 2273
RC5 2274 2293
RL 2294 2323
ToxB_V | RC1 2324 2343
RC2 2344 2366
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Por esta razén, el término "porcidon de repeticion" puede referirse a los aminoacidos 1832-1924, 1925-2058, 2059-
2192, 2193-2306, 2307-2440, 2441-2553, 2554-2644 o 2645-2710 de la toxina A (SEQ ID NO: 1), o a los
aminoacidos 1834-1926, 1927-2057, 2058-2189, 2190-2323 o 2324-2366 de la toxina B (SEQ ID NO: 2) o a sus
equivalentes en una cepa diferente de C.difficile.

Por esta razén, el término "repeticion corta" puede referirse a los aminoacidos 1832-1852, 1853-1873, 1874-1893,
1925-1944 1945-1965, 1966-1986, 1987-2007, 2008-2027, 2059-2078, 2079 -2099, 2100-2120, 2121-2141, 2142-
2161, 2193-2212, 2213-2233, 2234-2253, 2254-2275, 2307-2326, 2327-2347, 2348-2368, 2369-2389, 2390-2409,
2441-2460, 2461-2481, 2482-2502, 2503-2522, 2554-2573, 2574-2594, 2595-2613, 2645-2664, 2665-2686 o0 2687-
2710 de la toxina A (SEQ ID NO: 1) o a los aminoacidos 1834-1854, 1855-1876, 1877-1896, 1927-1946, 1947-1967,
1968-1987, 1988-2007, 2008-2027, 2058-2078, 2079-2099, 2100-2119, 2120-2139, 2140-2159, 2190-2212, 2213-
2233, 2234-2253, 2254-2273, 2274-2293, 2324-2343 o 2344-2366 de la toxina B (SEQ ID NO: 2) o a sus
equivalentes en una cepa diferente de C.difficile.

De forma similar, el término "repeticion larga" puede referirse a los aminoacidos 1894-1924, 2028-2058, 2162-2192,
2276-2306, 2410-2440, 2523-2553, o0 2614-2644 de la toxina A (SEQ ID NO: 1), o a los aminoacidos 1897-1926,
2028-2057, 2160-2189 o 2294-2323 de la toxina B (SEQ ID NO: 2) o a sus equivalentes en una cepa diferente de
C.difficile.

Los polipéptidos de la invencion pueden ser parte de una proteina mas grande tal como un precursor o una proteina
de fusion. A menudo es ventajoso incluir una secuencia de aminoacidos adicional que contenga secuencias que
ayuden en la purificacion tal como multiples restos de histidina, o una secuencia adicional para la estabilidad durante
la produccién recombinante. Ademas, también se considera la adicion de un polipéptido exdgeno o una cola lipidica
o secuencias de polinucleétidos para aumentar el potencial inmunogénico de la molécula final.

La palabra "adyacente" significa separada por menos de o exactamente 20, 15, 10, 8, 5, 2, 1 o 0 aminoacidos en la
estructura primaria.

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

Dos secuencias tendran "similitud de secuencia entre si" si tienen una identidad de secuencia superior a 50 %, 70 %,
75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 % 0 100 %.

El término "identidad" se conoce en la técnica, es una relacién entre dos 0 mas secuencias polipeptidicas o dos o
mas secuencias polinucleotidicas, segun sea el caso, como se determina mediante la comparacion de las
secuencias. En la técnica, "identidad" también significa el grado de relacién de secuencia entre las secuencias
polipeptidicas o polinucleotidicas, segun sea el caso, como se determina mediante el emparejamiento entre cadenas
de dichas secuencias. La "identidad" se puede calcular faciimente por procedimientos conocidos, que incluyen, pero
sin limitacion, los descritos en (Computational Molecular Biology, Lesk, AM, ed., Oxford University Press, Nueva
York, 1988; Biocomputing: Informatica y Genoma Projects, Smith, DW, ed., Academic Press, Nueva York, 1993;
Computer Analysis of Sequence Data, Parte |, Griffin, AM, y Griffin, HG, eds., Humana Press, Nueva Jersey, 1994;
Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heine, G., Academic Press, 1987 y Sequence Analysis Primer,
Gribskov, M. y Devereux, J., eds., M Stockton Press, Nueva York, 1991; y Carillo, H., y Lipman, D., SIAM J. Applied
Math., 48: 1073 (1988). Los procedimientos para determinar la identidad estan disefiados para proporcionar la mayor
coincidencia entre las secuencias ensayadas. Ademas, los procedimientos para determinar la identidad estan
codificados en programas informaticos disponibles al publico. Los procedimientos de programas informaticos para
determinar la identidad entre dos secuencias incluyen, pero sin limitacion, el programa Needle BLASTP, BLASTN
(Altschul, SF y col., J. Molec. Biol. 215: 403-410 (1990), y FASTA (Pearson y Lipman Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU.
85; 2444-2448 (1988). La familia de programas BLAST esta disponible al publico por NCBI y otras fuentes (Manual
BLAST, Altschul, S., y col., NCBI NLM NIH Bethesda, MD 20894; Altschul, S., y col., J. Mol. Biol. 215 403-410
(1990). El conocido algoritmo de Smith Waterman también puede usarse para determinar la identidad.

Los parametros para la comparacion de las secuencia polipeptidicas incluyen los siguientes:
Algoritmo: Needleman y Wunsch, J. Mol Biol. 48: 443-453 (1970)
Matriz de comparacion: BLOSSUM62 de Henikoff y Henikoff,
Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 89:10915-10919 (1992)
Penalizacién por hueco: 10
Penalizacion por extensiéon de hueco: 0,5

Un programa Util con estos parametros esta disponible al publico como el programa 'needle' del paquete EMBOSS
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(Rice P y col., Trends in Genetics 2000 col. 16(6):276-277). Los parametros anteriormente mencionados son los
parametros predeterminados para las comparaciones de péptidos (junto con la ausencia de penalizaciones para los
huecos finales).

En una realizacion de la divulgacion, la primera porcion repetida y la segunda porcién repetida tienen una alta
similitud estructural entre si. Se puede considerar que dos secuencias tienen una alta similitud estructural cuando su
porcentaje de identidad es superior al 40 %, 45 %, 50 % o 60 % (M. Marty-Renom y col., Annu. Rev. Biophys. Biomol
Struct. 2000 vol 29:291-325). La presencia de una alta similitud estructural puede determinarse comparando las dos
secuencias usando los softwares SwissModel y SwissPDB Viewer.

En una realizacion de la divulgacion, el polipéptido de la invencién provoca anticuerpos que neutralizan la toxina A o
la toxina B. En una realizacion adicional de la divulgacion, el polipéptido provoca anticuerpos que neutralizan la
toxina A. En una realizacién adicional de la divulgacion, el polipéptido provoca anticuerpos que neutralizan la toxina
B. En una realizacion adicional, el polipéptido provoca anticuerpos que neutralizan la toxina A y la toxina B. La
expresion "provoca anticuerpos neutralizantes" significa que cuando las composiciones se usan para inmunizar a un
mamifero, por ejemplo un ratén, un cobaya o un ser humano, el mamifero genera anticuerpos neutralizantes.

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

En una realizacion adicional, el polipéptido de la invencién provoca una respuesta inmune protectora en un huésped
mamifero contra cepas de C.difficile. La expresion "provocar una respuesta inmune protectora" significa que cuando
la composicién inmunogénica de la invencion se usa para inmunizar un mamifero tal como un ratén, una cobaya o
un ser humano, el mamifero genera anticuerpos que pueden proteger al mamifero de la muerte causada por
C.difficile. En una realizacion, el huésped mamifero se selecciona del grupo que consiste en un ratén, un conejo, una
cobaya, un mono, un primate no humano o un ser humano. En una realizacion, el huésped mamifero es un ratén. En
una realizaciéon adicional, el huésped mamifero es un ser humano.

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

La estructura nativa de los dominios C-terminal (repetidos) de las toxinas A y B consiste en una estructura de tipo
solenoide (B extendida. Esta estructura consiste principalmente en estructuras de lamina B, con una minoria de
estructuras a helicoidales como se ve en Ho y col.,(PNAS 102:18373-18378 (2005)). Las estructuras secundarias
presentes se pueden determinar usando dicroismo circular. Por ejemplo, midiendo la forma y la magnitud de los
espectros de CD en la region de UV lejano (190-250 nm) y comparando los resultados con los de las estructuras
conocidas. Esto se puede llevar a cabo usando un trazado 6ptico de 0,01 cm desde 178 hasta 250 nm, con una
resolucion de 1 nm y un ancho de banda en un espectropolarimetro Jasco J-720, por ejemplo como se ve en el
Ejemplo 5 a continuacion.

En una realizacion, el primer fragmento comprende menos de 28 %, 25 %, 23 %, 20 %, 18 %, 15 %, 10 % 0 7 % de
estructura secundaria alfa helicoidal. En una realizacion, el segundo fragmento comprende menos de 28 %, 25 %, 23
%, 20 %, 18 %, 15 %, 10 % o 7 % de estructura secundaria alfa helicoidal. En una realizacién adicional, tanto el
primer fragmento como el segundo fragmento comprenden menos de 28 %, 25 %, 23 %, 20 %, 18 %, 15 %, 10 % o
7 % de estructura secundaria alfa helicoidal.

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

En una realizacion, el primer extremo proximal esta dentro de la porcion de repeticion V (aminoacidos 2307-2440 de
SEQ ID NO: 1 o sus equivalentes en una cepa diferente), VI (aminoacidos 2441-2553 de SEQ ID NO: 1 o sus
equivalentes en una cepa diferente), VII (aminoacidos 2554-2644 de SEQ ID NO: 1 o sus equivalentes en una cepa
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diferente) o VIII (aminoacidos 2645-2710 de SEQ ID NO: 1 o sus equivalentes en una cepa diferente) de la toxina A.
En una realizaciéon adicional, el primer extremo proximal esta dentro de la porcidon de repeticion VII (aminoacidos
2554-2644 de SEQ ID NO: 1 o sus equivalentes en una cepa diferente) de la toxina A. En una realizacién adicional,
el primer extremo proximal esta dentro de la porcién de repeticion VIII (aminoacidos 2645-2710 de SEQ ID NO: 1 o
sus equivalentes en una cepa diferente) de la toxina A.

En una realizacion, el segundo extremo proximal esta dentro de la porcion de repeticion | (aminoacidos 1834-1926
de SEQ ID NO: 2 o sus equivalentes en una cepa diferente), Il (aminoacidos 1927-2057 de SEQ ID NO: 2 o sus
equivalentes en una cepa diferente) o Il (aminoacidos 2058-2189 de SEQ ID NO: 2 o sus equivalentes en una cepa
diferente) de la toxina B. En una realizacion adicional, el segundo extremo proximal esta dentro de la porciéon de
repeticion Il (aminoacidos 1927-2057 de SEQ ID NO: 2 o sus equivalentes en una cepa diferente) de la toxina B. En
una realizacion adicional, el segundo extremo proximal esta dentro de la porcion de repeticion | (aminoacidos 1834-
1926 de SEQ ID NO: 2 o sus equivalentes en una cepa diferente) de la toxina B.

En una realizacion, el primer extremo proximal esta dentro de una repeticion larga. El primer extremo proximal puede
estar dentro de la repeticion larga V de la toxina A (aminoacidos 2410-2440 de la SEQ ID NO: 1 o sus equivalentes
en una cepa diferente), o dentro de la repeticion larga VI de la toxina A (aminoacidos 2523-2553 de la SEQ ID NO: 1
o sus equivalentes en una cepa diferente), o dentro de la repeticion larga VII de la toxina A (aminoacidos 2614-2644
de la SEQ ID NO: 1 o sus equivalentes en una cepa diferente).

En una realizacion, el segundo extremo proximal esta dentro de una repeticion larga. El segundo extremo proximal
puede estar dentro de la repeticion larga | de la toxina B (aminoacidos 1897-1926 de la SEQ ID NO: 2 o sus
equivalentes en una cepa diferente), o dentro de la repeticion larga Il de la toxina B (aminoacidos 2028-2057 de SEQ
ID NO: 2 o sus equivalentes en una cepa diferente), o dentro de una repeticion larga Ill de la toxina B (aminoacidos
2160-2189 de la SEQ ID NO: 2 o sus equivalentes en una cepa diferente).

En una realizacion adicional, el primer extremo proximal y el segundo extremo proximal estan ambos dentro de
repeticiones largas. En una realizacion, el primer extremo proximal esta dentro de la repeticion larga V de la toxina A
(aminoacidos 2410-2440 de SEQ ID NO: 1 o sus equivalentes en una cepa diferente), o dentro de la repeticion larga
VI de la toxina A (aminoacidos 2523-2553 de SEQ ID NO: 1 o sus equivalentes en una cepa diferente), o dentro de
la repeticion larga VII de la toxina A (aminoacidos 2614-2644 de SEQ ID NO: 1 o sus equivalentes en una cepa
diferente) y el segundo extremo proximal esta dentro de la repeticion larga | de la toxina B (aminoacidos 1897-1926
de SEQ ID NO: 2 o sus equivalentes en una cepa diferente), o dentro de la repeticion larga Il de la toxina B
(aminoacidos 2028-2057 de SEQ ID NO: 2 o sus equivalentes en una cepa diferente), o dentro de la repeticion larga
[l de la toxina B (aminoacidos 2160-2189 de la SEQ ID NO: 2 o sus equivalentes en una cepa diferente). En una
realizacion, el primer extremo proximal esta dentro de la repeticion larga VIl de la toxina A (aminoacidos 2614-2644
de la SEQ ID NO: 1 o sus equivalentes en una cepa diferente) y el segundo extremo proximal esta dentro de la
repeticion larga Il de la toxina B (aminoacidos 2028-2057 de SEQ ID NO: 2 o sus equivalentes en una cepa
diferente).

En una realizacion, el primer extremo proximal esta dentro de los aminoacidos 2620-2660 de la toxina A. En una
realizacion, el segundo extremo proximal esta dentro de los aminoacidos 2030-2050 de la toxina B. En una
realizacion adicional, el primer extremo proximal esta dentro de los aminoacidos 2620- 2660 de toxina A y el
segundo extremo proximal esta dentro de los aminoacidos 2030-2050 de la toxina B.

En una realizacion, el primer fragmento comprende al menos 100, 150, 180, 200, 240, 250, 280, 300, 330, 350, 380,
400, 430, 450, 480, 500 o 530 aminoacidos. En una realizacién, el segundo fragmento comprende al menos 100,
130, 150, 180, 200, 230, 250, 270, 300, 330, 350, 390 o 400 aminoacidos.

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

En un aspecto adicional de la divulgacion, puede emplearse una secuencia de engarce peptidico para separar el
primer fragmento y el segundo fragmento. Dicha secuencia de engarce peptidico se incorpora a la proteina de fusion
usando técnicas convencionales bien conocidas en la técnica. Las secuencias de engarce peptidico adecuadas
pueden elegirse basandose en los siguientes factores: (1) su capacidad para adoptar una conformacion extendida
flexible; (2) su incapacidad para adoptar una estructura secundaria que pudiera interaccionar con epitopos
funcionales en el primer fragmento y/o los segundos fragmentos; y (3) la ausencia de restos hidréfobos o cargados
que pudieran reaccionar con los epitopos funcionales de ToxA y/o ToxB. Las secuencias del engarce de péptidos
pueden contener restos de Gli, Asn y Ser. Otros aminoacidos practicamente neutros, tales como T y Ala, también
pueden usarse en la secuencia engarzadora. Las secuencias de aminoacidos que pueden ser utiles empleadas
como engarces incluyen aquellas desveladas en Maratea y col., Gene 40:39-46 (1985); Murphy y col., Proc. Natl.
Acad. Sci. EE.UU. 83: 8258-8262 (1986); Patente de EE.UU. n.° 4.935.233 y Patente de EE.UU. n.° 4.751.180. La
secuencia engarzadora puede tener, generalmente, de 1 a aproximadamente 50 aminoacidos de longitud.

En una realizacion de la divulgacion, el engarce comprende entre 1-20, 1-15, 1-10, 1-5, 1-2, 5-20, 5-15, 5-15, 10-20,
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o 10-15 aminoacidos. En una realizacion, el engarce es un engarce de glicina, el engarce puede comprender restos
de glicina contiguos multiples (1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 17, 0 20), o como alternativa, el engarce
puede comprender algunos restos de glicina y algunos restos de otros aminoacidos tales como alanina. En una
realizacion adicional, el engarce comprende un Unico resto de glicina.

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

El término “porciéon inmunogénica del mismo” o 'fragmento inmunogénico' se refiere a un fragmento de un polipéptido
en el que el fragmento comprende un epitopo que es reconocido por los linfocitos T citotoxicos, linfocitos T auxiliares
o células B. De manera adecuada, la porcidon inmunogénica comprendera al menos el 30 %, adecuadamente al
menos el 50 %, especialmente al menos el 75 % y en particular al menos el 90 % (p. €j., 95 % o0 98 %) de los
aminoacidos en la secuencia de referencia. La porcion inmunogénica adecuadamente comprendera todas las
regiones epitopo de la secuencia de referencia.

POLINUCLEOTIDOS

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

El término “polinucledétido que codifica un péptido” tal como se usa en el presente documento abarca polinucleétidos
que incluyen una secuencia que codifica un péptido o un polipéptido de la invencién. El término también abarca
polinucledtidos que incluyen una Unica region continua o regiones discontinuas que codifican el péptido o polipéptido
(por ejemplo, polinucledtidos interrumpidos por fago integrado, una secuencia de insercién integrada, una secuencia
de vector integrada, una secuencia de transposoén integrada, o debido a la edicién de ARN o a la reorganizacion del
ADN genomico) junto con regiones adicionales, que también pueden contener secuencias codificantes y/o no
codificantes.

Se apreciara por los expertos habituales en la técnica que, como resultado de la degeneracién del codigo genético,
hay muchas secuencias de nucleétidos que codifican un polipéptido como se describe en el presente documento.
Algunos de estos polinucleétidos llevan una homologia minima con la secuencia de nucleétidos de cualquier gen
nativo (es decir, de origen natural). Sin embargo, los polinucleétidos que varian debido a las diferencias en el uso de
codones se contemplan especificamente por la presente invencion, por ejemplo los polinucledtidos que estan
optimizados para la seleccion de codones de seres humanos y/o primates y/o e. colis.

Las secuencias que codifican un polipéptido deseado pueden sintetizarse, en su totalidad o en parte, usando
procedimientos quimicos bien conocidos en la técnica (véase Caruthers, MH y col., Nucl. Acids Res. Symp. Ser. pag.
215-223 (1980), Horn y col., Nucl. Acids Res. Symp. Ser. pag. 225-232 (1980)). Como alternativa, la propia proteina
puede producirse usando procedimientos quimicos para sintetizar la secuencia de aminoacidos de un polipéptido, o
una porcion del mismo. Por ejemplo, la sintesis de péptidos puede realizarse usando diversas técnicas de fase
solida (Roberge y col., Science 269:202-204 (1995)) y la sintesis automatica puede conseguirse, por ejemplo,
usando el sintetizador de péptidos ASI 431 A (Perkin Elmer, Palo Alto, CA).

Ademas, las secuencias de polinucleétidos de la presente invencion pueden modificarse por ingenieria usando
procedimientos generalmente conocidos en la técnica con el fin de alterar las secuencias codificantes de
polipéptidos para una diversidad de razones, incluyendo, pero sin limitacion, alteraciones que modifican la clonacion,
procesamiento y/o expresion del producto génico. Por ejemplo, el barajado de ADN mediante fragmentacion
aleatoria y el reensamblaje por RCP de fragmentos de genes y oligonucledétidos sintéticos pueden ser usados para
disefiar por ingenieria las secuencias de nucleétidos. Ademas, la mutagénesis dirigida al sitio se puede usar para
insertar nuevos sitios de restriccion, alterar patrones de glicosilacion, cambiar la preferencia de codones, producir
variantes de corte y empalme, o introducir mutaciones, y asi sucesivamente.

VECTORES

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

Un aspecto adicional de la invencién comprende dicho vector en el que el promotor inducible se activa mediante la
adiciéon de una cantidad suficiente de IPTG (isopropil B-D-1-tiogalactopiranésido) al medio de crecimiento.
Opcionalmente esto es a una concentracion de entre 0,1y 10 mM, 0,1y 5 mM, 0,1y 2,5mM, 0,2y 10 mM, 0,2y 5
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mM, 0,2y25mM, 04y 10mM, 1y 10 mM, 1y 5mM, 25y 10 mM, 2,5y 5 mM, 5y 10 mM. Como alternativa, el
promotor puede ser inducido mediante un cambio de temperatura o pH.

CELULAS HUESPED

Para la produccion recombinante de los polipéptidos de la invencion, las células huésped pueden modificarse por
ingenieria genética para incorporar sistemas de expresion o porciones de los mismos o polinucleétidos de la
invencion. La introduccién de un polinucleétido en la célula huésped puede efectuarse por procedimientos descritos
en muchos manuales de laboratorio convencional, tal como Davis, y col., PROCEDIMIENTOS BASICOS EN
BIOLOGIA MOLECULAR, (1986) y Sambrook, y col., CLONACION MOLECULAR: UN MANUAL DE
LABORATORIO, 22 Ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY (1989), tales como,
transfeccion con fosfato de calcio, transfeccion mediada por DEAE-dextrano, transveccion, microinyeccion,
transfeccion mediada por lipidos cationicos, electroporacion, conjugacion, transduccion, raspado de carga,
introduccion balistica e infeccion.

Ejemplos representativos de huéspedes adecuados incluyen células bacterianas gram negativas, tales como células
de, E. coli, Acinetobacter, Actinobacillus, Bordetella, Brucella, Campylobacter, Cianobacteria, Enterobacter, Erwinia,
Franciscella, Helicobacter, hemophilus, Klebsiella, Legionella, Moraxella, Neisseria, Pasteurella, Proteus,
Pseudomonas, Salmonella, Serratia, Shigella, Treponema, Vibrio, Yersinia. En otras realizaciones, la célula huésped
es una célula de Escherichia coli. Como alternativa, las células bacterianas gram positivas también se pueden usar.
Una gran diversidad de sistemas de expresion se puede usar para producir los polipéptidos de la invencién. En una
realizacion, el vector se obtiene de plasmidos bacterianos. En general, cualquier sistema o vector adecuado para
mantener, propagar o expresar polinucleétidos y/o para expresar un polipéptido en un huésped se puede usar para
la expresion en este sentido. La secuencia de ADN adecuada puede insertarse en el sistema de expresion mediante
cualquiera de una diversidad de técnicas bien conocidas y habituales, tales como, por ejemplo, las expuestas en
Sambrook y col., CLONACION MOLECULAR, UN MANUAL DE LABORATORIO, anteriormente mencionados.

COMPOSICIONES INMUNOGENICAS Y VACUNAS

Se proporciona ademas una composicion inmunogénica que comprende un polipéptido de la invenciéon y un
excipiente farmacéuticamente aceptable.

En una realizacién, la composicion inmunogénica comprende demas un adyuvante. La eleccion de un adyuvante
adecuado para ser mezclado con toxinas bacterianas o conjugados fabricados usando los procedimientos de la
invencion esta dentro del conocimiento del experto en la técnica. Los adyuvantes adecuados incluyen una sal de
aluminio tal como gel de hidréxido de aluminio o fosfato de aluminio o alumbre, pero también pueden ser otras sales
metadlicas tales como las de calcio, magnesio, hierro o zinc, o puede ser una suspension insoluble de tirosina acilada,
0 azucares acilados, sacacaridos derivatizados catidnicos o anidnicos o polifosfacenos.

En una realizacion, la composicion inmunogénica comprende ademas antigenos adicionales. En una realizacion, los
antigenos adicionales son antigenos procedentes de una bacteria seleccionada de entre el grupo que consiste en
S.pneumoniae, H.influenzae, N.meningitidis, E. coli, M.cattarhalis, tétanos, difteria, tos ferina, S.epidermidis,
enterococos, S. aureus y Pseudomonas aeruginosa. En una realizacion adicional, la composicion inmunogénica de
la invencion puede comprender ademas antigenos de C.difficile, por ejemplo las proteinas de la capa S (documento
WO01/73030). Opcionalmente, la composiciéon inmunogénica comprende ademas un sacarido de C.difficile.

Se proporciona ademas una vacuna que comprende la composicion inmunogénica, esta vacuna puede comprender
ademas un excipiente farmacéuticamente aceptable. En un aspecto adicional de la invencion, se proporciona una
vacuna que comprende la composicion inmunogénica de la invencion y un adyuvante.

Las preparaciones de vacuna que contienen las composiciones inmunogénicas de la presente invencién pueden
usarse para proteger a un mamifero susceptible de la infeccion por C.difficile o tratar a un mamifero con una
infeccion de C.difficile, mediante la administracién de dicha vacuna a través de la via sistémica o mucosa. Estas
administraciones pueden incluir la inyecciéon a través de la vias intramuscular, intraperitoneal, intradérmica o
subcutanea; o a través de la administracion mucosa a los tractos oral/alimentario, respiratorio, genitourinario.
Aunque la vacuna de la invencion puede administrarse como una dosis Unica, los componentes de la misma también
pueden ser co-administrados juntos al mismo tiempo o en momentos diferentes (por ejemplo conjugados
neumocdcicos de sacaridos podrian ser administrados por separado, al mismo tiempo o 1-2 semanas después de la
administracion del componente de cualquier proteina bacteriana de la vacuna para la coordinacion de las respuestas
inmunes entre si). Ademas de una sola via de administracion, pueden usarse 2 vias diferentes de administracion.
Por ejemplo, sacaridos o conjugados de sacaridos se pueden administrar por via intramuscular (IM) o intradérmica
(ID) y las proteinas bacterianas se pueden administrar por via intranasal (IN) o por via intradérmica (ID). Ademas, las
vacunas de la invencion pueden administrarse IM para la sensibilizacion de las dosis y IN para dosis de refuerzo.

El contenido de toxinas en la vacuna tipicamente estara en el intervalo de 1-250 pg, preferentemente 5-50 ug, mas
tipicamente en el intervalo de 5-25 ug. Después de una vacunacion inicial, los sujetos pueden recibir una o varias
inmunizaciones de refuerzo espaciadas adecuadamente. La preparacion de vacunas se describe en general en
Vaccine Design ("The subunit and adjuvant approach” (eds Powell MF y Newman MJ) (1995) Plenum Press Nueva
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York). La encapsulacion dentro de liposomas se describe por Fullerton, Patente de EE.UU. n.° 4.235.877.

En un aspecto de la divulgacion se proporciona un kit de vacuna, que comprende un vial que contiene una
composicion inmunogénica de la invencion, opcionalmente en forma liofilizada, y que comprende ademas un vial que
contiene un adyuvante como se describe en el presente documento. Se prevé que en este aspecto de la invencion,
el adyuvante se use para reconstituir la composicion inmunogénica liofilizada.

Un aspecto adicional de la divulgacién es un procedimiento para evitar o tratar la infeccion por C.difficile que
comprende administrar al huésped una dosis inmunoprotectora de la composicién inmunogénica o la vacuna o el kit
de la invencion. En una realizacion, se proporciona un procedimiento para evitar o tratar los episodios primarios y/o
de reaparicion de la infeccion por c.difficile que comprende administrar al huésped una dosis inmunoprotectora de la
composicion inmunogénica o la vacuna o el kit de la divulgacion.

Un aspecto adicional de la divulgacion es una composicion inmunogénica o una vacuna o un kit de la divulgacion
para su uso en el tratamiento o la prevencion de la enfermedad de C.difficile. En una realizacion, se proporciona una
composicion inmunogénica o una vacuna o un kit de la divulgacion para su uso en el tratamiento o prevencion de
episodios primarios y/o de reaparicion de la enfermedad de C.dlfficile.

Un aspecto adicional de la divulgacion es el uso de la composicién inmunogénica o la vacuna o el kit de la
divulgacion en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento o la prevencién de la enfermedad de C.difficile.
En una realizacion, se proporciona una composicion inmunogénica o una vacuna o un kit de la divulgacion para su
uso en la fabricacién de un medicamento para el tratamiento o la prevencion de episodios primarios y/o de
reaparicion de la enfermedad de C.difficile.

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

Las expresiones "que comprende"”, "comprender”, "comprende" en el presente documento estan destinadas por los
inventores a ser opcionalmente sustituibles por los términos "que consiste en", "consistir en" y "consiste en",
respectivamente, en todos los casos. El término “comprende” significa “incluye”. Por tanto, a menos que el contexto
requiera otra cosa, la palabra "comprende" y variaciones tales como "comprender" y "que comprende” se entendera
que implican la inclusién de un compuesto o composicion indicada (p. €j., acido nucleico, polipéptido, antigeno) o
una etapa o un grupo de compuestos o etapas, pero no la exclusién de cualquier otro compuesto, composicion,
etapas o grupos de los mismos. La abreviatura, "p. €].," se obtiene del latin exempli gratia, y se usa en el presente
documento para indicar un ejemplo no limitante. Por tanto, la abreviatura "p €j.," es sinénimo del término "por
ejemplo".

Las realizaciones en el presente documento relacionadas con las "composiciones de vacuna" de la invencion
también se aplican a realizaciones relacionadas con "composiciones inmunogénicas" de la invencion, y viceversa.

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

Los términos singulares "un", "una", y "el", "la" incluyen los referentes en plural a menos que el contexto indique
claramente otra cosa. De forma analoga, la palabra "o" pretende incluir la palabra "y", a menos que el contexto
indique claramente otra cosa. El término "pluralidad" se refiere a dos o mas. Se debe entender ademas que todos los
tamafios de bases o tamafios de aminoacidos, y todos los valores de pesos moleculares o de masas moleculares,
proporcionados para los acidos nucleicos o polipéptidos son aproximados, y se proporcionan para la descripcion.
Ademas, las limitaciones numéricas proporcionadas con respecto a las concentraciones o niveles de una sustancia,

tal como un antigeno, pueden ser aproximadas.

Con el fin de que la presente invencion pueda comprenderse mejor, se exponen los siguientes ejemplos. Estos
ejemplos son con fines de ilustracion Unicamente.

Ejemplos
Ejemplo 1: Disefio de cinco fusiones de Tox A-Tox B C.difficile

Se disefaron proteinas de fusién que contienen los fragmentos de los dominios de repeticion C-terminal de ToxA y
ToxB. Estas fusiones contenian un fragmento del dominio de repeticion C-terminal de ToxA y un fragmento del
dominio de repeticion C-terminal de ToxB, y una unién entre el extremo C-terminal del fragmento de ToxA y el
extremo N terminal del fragmento de ToxB. Se disefiaron dos estrategias, en la primera estrategia; la fusion fue
disefiada de tal manera que la larga estructura de solenoide se mantuvo en la unién entre los dos fragmentos. En la
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segunda estrategia, los dos fragmentos de las fusiones estan separados por un engarce para permitir su correcto
plegamiento independiente.

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

La conocida estructura 3D parcial para el dominio C-terminal de ToxA (PNAS 2005 Greco y col., vol 102: 18373-
18378; Nature Structural & Molecular Biology 2006 vol 13 (5): 460-461; 6digos PDB: 2F6E, 2G7C y 2QJ6).

Los inventores predijeron que hay dos tipos de interacciones importantes entre los restos de la parte C-terminal de
ToxA y ToxB. La primera interaccion se produce entre los restos contenidos en una RL y su RC anterior y es
importante para mantener la estructura de tipo solenoide. El segundo tipo de interaccion se produce entre los restos
contenidos en una RL y la siguiente RC y esta interaccion media la funcién de unién a carbohidratos de la toxina.

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

La Figura 2 representa los dominios C-terminales de ToxA y ToxB y el recuadro "RC-RL-RC" definido.

En la Tabla 1 se presentan las posiciones de las repeticiones cortas (RC) y las repeticiones largas (RL) de ToxA y
ToxB.

En la Tabla 2 se presenta una lista de los recuadros "RC-RL-RC" contenidos en el dominio C-terminal de ToxA y
ToxB.

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

Finalmente, el numero de las RC entre dos RL se mantendra en las fusiones disefiadas para mantener la larga
estructura tipo solenoide.

Antes del disefio de las uniones para las fusiones, se definieron dos hipotesis de trabajo: primera hipétesis, cuanto
mas cortas son las fusiones, mejor sera la probabilidad de que las fusiones sean sobre expresadas de forma estable;
segunda hipétesis, de acuerdo con el concepto de recuadros "RC-RL-RC", la posicidn de inicio tiene que ser elegida
con el fin de garantizar un correcto plegamiento de la primera RC de este recuadro RC-RL-RC anteriormente
definido. Por tanto las fusiones comienzan a principios de la RC que precede al recuadro RC-RL-RC. Usando estas
dos hipétesis, se analizaron tres posiciones de inicio: los restos 2370, 2234 y 2121 de ToxA.

La posicion de inicio 2370 fue excluida. La posicién de inicio de 2234 también fue excluida debido a que uno de los
restos de las interacciones importantes para la estabilidad estructural de la proteina no se conserva. Por lo tanto, se
decidié que toda fusion disefiada comenzara en el resto 2121 de ToxA.

Todas las fusiones terminaran en el ultimo resto de ToxB.

Se disefaron cuatro fusiones (F1-4) con el fin de mantener toda la fusién en una larga estructura de tipo solenoide
entre los dos fragmentos de fusion.
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Las fusiones 1 (F1) y 2 (F2) fueron disefiadas usando la misma hipotesis. Todas las secuencias de proteinas RC de
ToxA y ToxB habian sido comparadas usando un software de alineamiento mdltiple (ClustalWW-Thompson JD y col.,
(1994) Nucleic Acids Res., 22, 4673-4680). Las secuencias mas similares fueron la tercera RC VIl de ToxA y la
tercera RC Il de ToxB y la tercera RC Il de ToxB. Con el fin de elegir entre estas dos RC de ToxB, se realizé un
modelado de homologia estructural (usando el SwissModel interfaz-Arnold K y col., (2006) Bioinformatica, 22, 195-
201) en la parte C-terminal de ToxB usando la estructura 3D conocida del dominio C-terminal parcial de ToxA
(coédigo PDB: 2QJ6). Usando la tercera RC VIII de ToxA, la mejor superposicion estructural local (se realizé usando
SwissPDBViewer-Guex N y col., (1997), Electroforesis 18, 2714-2723) se obtuvo con la tercera RC Il de ToxB. Por lo
tanto, se disefiaron dos uniones: la primera esta entre la tercera RC VIII de ToxA y la cuarta RC Il de ToxB (F1) y la
segunda esta entre la segunda RC VIII de ToxA y la tercera RC Il de ToxB (F2). Estas uniones se presentan en la
Figura 3 y 4 respectivamente.

Para disefiar la fusion 3 (F3), se realizé una superposicion estructural global entre la estructura conocida del dominio
C-terminal parcial de ToxA y la estructura prevista del dominio C-terminal de ToxB (usando los softwares
SwissModel y SwissPDBViewer). La mejor superposicion se encontré entre la RL VIl de ToxA y la RL Il de ToxB. Por
lo tanto, se decidié hacer una unién en esta RL similar. La unidn se realizd en primer lugar en una region en la que
se conserva la secuencia entre ToxA y ToxB, después de eso, para mantener en la parte de ToxA de la fusion, los
restos en interaccion con la RC anterior y, por uUltimo, para mantener en la parte de ToxB, los restos en interaccion
con la siguiente RC. Esta union se presenta en la Figura 5.

Para el disefio de la fusion 4 (F4), el dominio C-terminal de ToxB se dividié en 4 fragmentos y se realizé en ellos un
modelado de homologia mas preciso (SwissModel). La division se realizé6 con el fin de mantener intactos los
recuadros "RC-RL-RC" (cada dominio termina al final de la RC que sigue a una RL). Se realizé una superposicion
estructural entre las estructuras previstas de estos fragmentos y la estructura tridimensional conocida de ToxA y se
obtuvo la mejor superposicion estructural de la tercera RC de ToxB (RC 1) y la ultima RC de ToxA (tercera RC VIII).
Por lo tanto, la unién se realiz6 entre la segunda RC VIII de ToxA y la tercera RC | de ToxB. Este disefio se presenta
en la Figura 6.

La dltima fusion (F5) se disefid con el fin de permitir un plegamiento correcto independiente de los dos fragmentos
de la fusion. El engarce se afiadio entre el Ultimo resto de la secuencia de proteina ToxA y el comienzo de la cuarta
RC Il de ToxB (siempre teniendo en cuenta la importancia de un recuadro "RC-RL-RC" intacto). Solo un resto
exogeno (glicina) se afiadié como engarce y se ubico entre dos glicinas existentes. Por tanto, el engarce también
puede describirse que esta compuesto por 3 glicinas que rodean la cadena beta conocida (para ToxA) y prevista
(para ToxB). Este ultimo disefio se muestra en la Figura 7.

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

Plasmido de expresién y cepa recombinante

Los genes que codifican las proteinas de fusion de los dominios C-terminal parciales de ToxA y ToxB (SEQ ID NO:
3,4,5,6y7)y una etiqueta His se clonaron en el vector de expresion pET24b (+) (Novagen) usando sitios de
restriccion Ndel/Xhol con procedimientos convencionales. La construccion final se generdé mediante la
transformacion de la cepa de E. coli BLR (DE3) con el vector de expresion recombinante de acuerdo con el
procedimiento convencional con células tratadas con CaCl2 (Hanahan D. «Transformacion de plasmido por Simanis.
» en Glover, DM (Ed), Clonacién de ADN. IRL Press London. (1985): pags. 109-135).

Cepa huésped:

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

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

Expresién de las proteinas recombinantes:

Un transformante de E.coli se extrajo de una placa de agar y se uso para inocular 200 ml de caldo LBT £ 1 % (p/v)
de glucosa + kanamicina (50 ug/ml) para obtener una D.O.g00nm entre 0,1-0,2. Los cultivos se incubaron durante una
noche a 37 °C, 250 RPM.

Este cultivo de una noche se diluyé a 1:20 en 500 ml de medio LBT que contenia kanamicina (50 pg/ml) y se cultivd
a 37 °C a una velocidad de agitacion de 250 rpm hasta que la D.O.g20nm alcanzé 0,5/0,6.

A una D.O.g0nm de alrededor de 0,6, el cultivo se enfrié antes de inducir la expresion de la proteina recombinante
mediante la adicién de isopropil B-D-1-tiogalactopirandsido 1 mM (IPTG; EMD Chemicals Inc., numero de catalogo:
5815) y se incubo durante una noche a 23 °C, 250 RPM.

Después de la induccion durante una noche (alrededor de 16 horas), se evalud la D.O.g0nm después de la induccion
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y el cultivo se centrifugd a 14 000 RPM durante 15 minutos y los microgranulos se congelaron a -20 °C por
separado.

Purificacion:

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

La proteina marcada con 6-His se purificé en condiciones nativas en IMAC. Los componentes solubles se cargaron
en una columna GE (15 ml, por ejemplo) (con carga de Ni) equilibrada previamente con el mismo tampén usado para
la resuspension bacteriana. Después de cargar en la columna, la columna se lavé con el mismo tampoén. La elucion
se realiz6 usando un tampon de bicina 20 mM (pH 8,0) que contenia NaCl 500 mM y diferentes concentraciones de
imidazol (5-600 mM). Después del analisis en gel, se seleccionaron las fracciones mas puras, se concentraron y se
cargaron en cromatografia SEC para la etapa de purificacion adicional.

Las fracciones que contienen las proteinas de fusion se seleccionaron sobre la base de la pureza mediante SDS-
PAGE y se dializaron frente a tampdn de bicina (Bicina 20 mM, NaCl 150 mM, con o sin EDTA 5 mM, pH 8,0), La
concentracion de proteina se determiné usando el Ensayo de Proteina DC de BioRad. De este modo, las proteinas
se combinaron, se esterilizaron por filtracion a 0,22 ym, y se almacenaron a -80 °C.

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

Ejemplo 3- Clonacion expresion y purificacion de los fragmentos separados ToxA y ToxB C.difficile

Plasmido de expresién y cepa recombinante.

Los genes que cadifican los fragmentos de proteina ToxA y ToxB (SEQ ID NO: 8 y SEQ ID NO: 9) y una etiqueta His
se clonaron en el vector de expresion pET24b(+) (Novagen) usando los sitios de restriccion Ndel/Xhol con
procedimientos convencionales. La construccion final se generé mediante la transformacion de la cepa de E. coli
BLR (DE3) con el vector de expresion recombinante de acuerdo con el procedimiento convencional con células
tratadas con CaCl2 (Hanahan D. «transformacién de plasmido por Simanis. » en Glover, DM (Ed), Clonacion de
ADN. IRL Press London. (1985): pags. 109-135).

Cepa huésped:

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

Genotipo: cepa E.coli BLR:: DE3, F- ompT hsdSg(rs” mg’) gal dcm (DE3) A(srl-recA)306:Tn 10 (TetR®) Expresion de
las proteinas recombinantes:

Un transformante de E.coli se extrajo de una placa de agar y se uso para inocular 200 ml de caldo LBT £ 1 % (p/v)
de glucosa + kanamicina (50 ug/ml) para obtener una D.O.g00nm entre 0,1-0,2. Los cultivos se incubaron durante una
noche a 37 °C, 250 RPM.

Este cultivo de una noche se diluyd a 1:20 en 500 ml de medio LBT que contenia kanamicina (50 pg/ml) y se cultivd
a 37 °C a una velocidad de agitacion de 250 rpm hasta que la D.O.g20nm alcanzé 0,5/0,6.

A una D.O. a 600 nm de alrededor de 0,6, el cultivo se enfri6 antes de inducir la expresion de la proteina
recombinante mediante la adicion de isopropil B-D-1-tiogalactopiranésido 1 mM (IPTG; EMD Chemicals Inc., nimero
de catalogo: 5815) y se incubo durante una noche a 23 °C, 250 RPM.

Después de la induccion durante una noche (alrededor de 16 horas), se evalud la D.O. a 600nm después de la
induccion y el cultivo se centrifugd a 14 000 RPM durante 15 minutos y los microgranulos se congelaron a -20 °C por
separado.

Purificacion:

El sedimento bacteriano se volvié a suspender en tampoén de bicina 20 mM (pH 8,0) que contenia NaCl 500 mM
suplementado con una mezcla de inhibidor de proteasa (Complete, sin EDTA, Roche cat 11873580001) y
benzonasa. (Roche cat 1.01695.0001). Las bacterias se lisaron usando un sistema French Press 2 x 138 MPa. Los
componentes solubles (sobrenadante) e insolubles (microgranulos) se separaron por centrifugacion a 34 000 g o 48
000 g durante 25-30 minutos a 4 °C. El sobrenadante se recogio y se filtré en un filtro de 0,22 pm.
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La proteina marcada con 6-His se purificé en condiciones nativas en IMAC. Los componentes solubles se cargaron
en una columna GE (por ejemplo, 15 ml) (con carga de Ni) equilibrada previamente con el mismo tampén usado para
la resuspensioén bacteriana. Después de la carga, la columna se lavé con el mismo tampon.

Para Tox A:

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

Para Tox B:

Se realiz6 un segundo lavado con tampon de bicina 20 mM (pH 8,0) que contenia NaCl 500 mM y desoxicolato al 0,5
N % o el mismo tampdn con NaCl 150 mM. La elucion se realizé usando un tampén de bicina 20 mM (pH 8,0) que
contenia NaCl 500 mM y diferentes concentraciones de imidazol (10-500 mM). Después del analisis en gel, se
seleccionaron las fracciones mas puras, se suplementaron con EDTA 5 mM y se cargaron en cromatografia SEC
(SUPERDEX™200) para una etapa de purificacion adicional en el mismo tampén con EDTA 5 mM.

Las fracciones que contienen fragmentos ToxA o ToxB se seleccionaron sobre la base de la pureza mediante SDS-
PAGE y se dializaron frente a tampdn de bicina (Bicina 20 mM, NaCl 150 mM, pH 8,0), la concentracién de proteina
se determind usando el ensayo de proteina RCDC de BioRad. De este modo, las proteinas se combinaron, se
esterilizaron por filtracion a 0,22 ym, y se almacenaron a -80 °C.

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

La ultracentrifugacion analitica se usa para determinar la homogeneidad y la distribucién del tamafio en las solucion
de las diferentes especies dentro de una muestra de proteina midiendo la velocidad a la que las moléculas se
mueven en respuesta a una fuerza centrifuga. Esto se basa en el calculo de los coeficientes de sedimentacion de las
diferentes especies que se obtienen por el experimento de la velocidad de sedimentacién, que dependen de su
forma molecular y masa.

1. Las muestras de proteinas se centrifugan en una ultracentrifuga analitica Beckman-Coulter
PROTEOMELAB™ XL-1 a 42 000 RPM después de equilibrar el rotor AN-60Ti a 15 °C.

a. Proteina de fusién F1, 500 pg/ml, Bicina 20 mM, NaCl 150 mM, pH 8,0
b. Proteina de fusion F2, 500 pg/ml, Bicina 20 mM, NaCl 150 mM, pH 8,0
c. Proteina de fusion F3, 500 pg/ml, Bicina 20 mM, NaCl 150 mM, pH 8,0
d. Proteina de fusién F4, 500 pg/ml, Bicina 20 mM, NaCl 150 mM, pH 8,0
e. Proteina de fusién F5, 500 pg/ml, Bicina 20 mM, NaCl 150 mM, pH 8,0
2. Para la recopilacion de datos, se registraron 160 exploraciones a 280 nm cada 5 minutos.

3. El analisis de los datos se realizé usando el programa SEDFIT para la determinacion de la distribucion C(S).
La determinacién del volumen especifico parcial de las proteinas se realizdé con el software SEDNTERP a partir
de su secuencia de aminoacidos. SEDNTERP también se usd para determinar la viscosidad y la densidad del
tampén.

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

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

El peso molecular de la especie principal detectada a partir de la distribucion C(S) de las cinco proteinas de fusion
ToxA-ToxB corresponde a su forma monomérica. Las mejores relaciones de friccion ajustadas determinadas para
las cinco fusiones estan todas entre 2 y 2,2. Esto puede indicar que las proteinas estan presentes en solucién como
una forma elongada, que seria consistente con la estructura de la proteina.

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

El dicroismo circular se usa para determinar la composicién de la estructura secundaria de una proteina midiendo la
diferencia en la absorcion de la luz polarizada a mano izquierda frente a la luz polarizada a mano derecha que se
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debe a la asimetria estructural. La forma y la magnitud de los espectros de CD en la region de UV lejano (190-250
nm) son diferentes tanto si una proteina muestra una estructura de lamina beta, alfa-hélice o helicoidal al azar. La
abundancia relativa de cada tipo de estructura secundaria en una muestra de proteina determinada se puede
calcular por comparacion con los espectros de referencia.

La estructura terciaria de una muestra de proteina puede evaluarse mediante la evaluacion de la inmovilizacion de
los aminoacidos aromaticos. La observacion de una sefial de CD en la regién UV cercana (250-50 nm) puede ser
atribuible a la polarizacion de restos de fenilalanina, tirosina y triptéfano y es un buen indicativo de que la proteina se
pliega en una estructura bien definida.

Se uso el siguiente protocolo:

1. Los espectros de UV lejano se miden usando un trazado 6ptico de 0,01 cm desde 178 hasta 250 nm, con una
resolucion de 1 nm y un ancho de banda en un espectropolarimetro Jasco J-720. La temperatura de la celda se
mantiene a 23 °C mediante un bloque de células RTE-111 termostatico Peltier. Se mantiene un flujo de nitrégeno
de 10 I/min durante las mediciones.

2. Los espectros de UV cercano se miden usando un trazado 6ptico de 0,01 cm desde 250 hasta 300 nm, con
una resolucién de 1 nm y un ancho de banda en un espectropolarimetro Jasco J-720. La temperatura de la celda
se mantiene a 23 °C mediante un bloque de células RTE-111 termostatico Peltier. Se mantiene un flujo de
nitrégeno de 6 I/min durante las mediciones.

La observacion de los espectros de UV lejano (Figura 9) para las cinco proteinas de fusion ToxA-ToxB sugiere un
contenido débil de estructuras de hélice alfa y un alto contenido de estructuras de lamina beta. Ademas, todas las
proteinas mostraron un maximo a 230 nm, que es inusual para las proteinas globulares solubles. Esta particularidad
ha sido bien caracterizada en la literatura y se asocia con un pequefio grupo de proteinas conocidas por su ausencia
de alfa hélice y su alto contenido en lamina beta y aminoacidos aromaticos (Zsila, Analytical Biochemistry, 391
(2009) 154-156). Esas particularidades son coherentes con la estructura que se espera para las proteinas de fusion
ToxA-ToxB. Se compararon las estructuras cristalinas de 13 proteinas que muestran los espectros de CD
caracteristicos con una sefial positiva a 230 nm (Banco de Datos de Proteinas). El contenido medio de la estructura
secundaria de esas proteinas es de 42 % lamina beta + 9 % y 7 % hélice alfa + 6 %. Esto indica fuertemente que la
firma espectral de las proteinas de fusion ToxA-ToxB es diagndstico de una lamina beta alta y una proteina que
contiene poca hélice alfa.

La observacion de la forma de los espectros de UV cercano (Figura 10) para las cinco proteinas de fusion indica que
al menos algunos de los aminoacidos aromaticos estan inmovilizados, lo que es un fuerte indicativo de una
estructura terciaria compacta y especifica. Ademas, el tratamiento de la proteina con una concentracion
desnaturalizante de urea provoco la desaparicion de la sefial UV cercana, que es un indicativo adicional de que este
espectro caracteristico se debe al plegamiento de la proteina.

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

Inmunizacién de ratones

Se inmunizaron grupos de 15 ratones hembra Balb/c en los dias 0, 14 y 28 con 3 ug o 10 pg de los fragmentos
separados de la toxA y la toxB (véase el Ejemplo 2) asi como con las proteinas de fusion ToxA-ToxB (véase el
Ejemplo 3) adyuvante con AS03B. Un grupo de control de 10 ratones se vacuné con AS03B unicamente.

Los titulos de ELISA anti-ToxA y anti-ToxB se determinaron en sueros individuales recogidos el dia 42 (después de

).

Los titulos de inhibicién de la hemaglutinacion se determinaron en sueros combinados Post Ill.

Respuesta ELISA Anti-ToxA y Anti-ToxB: Protocolo

Las muestras de los fragmentos de la toxA o toxB se revistieron a 1 yg/ml en solucién salina tamponada con fosfato
(STF) en placas de microtitulacion de alta union (Nunc MAXISORP™), durante una noche a 4 °C. Las placas se
bloquearon con STF-ASB 1 % durante 30 min a TA con agitaciéon. Los antisueros de los ratones se diluyeron
previamente 1/500 en STF-ASB 0,2 %-TWEEN™ 0,05 % y luego, se realizaron diluciones con factor de dilucién dos
adicionales en microplacas y se incubaron a TA durante 30 min con agitacion. Después del lavado, se detectd el
anticuerpo murino unido usando Jackson ImmunolLaboratories Inc. conjugado con peroxidasa IgG anti-raton de
cabra (H+L) (ref: 115-035-003) diluido 1: 5000 en STF-ASB 0, 2 %-tween 0,05 %. Los anticuerpos de deteccion se
incubaron durante 30 min a temperatura ambiente (TA) con agitacion. El color se desarrollé6 usando 4 mg de O-
fenilendiamina (OFD) +5 pl de H202 por 10 ml pH 4,5, tampdn de citrato 0,1 M durante 15 minutos en la oscuridad a
temperatura ambiente. La reaccion se detuvo con 50 pl de HCI, y la densidad éptica (DO) se leyd a 490 nm relativa a
620 nm.
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El nivel de anticuerpos anti-ToxA o anti-ToxB presentes en los sueros se expresé en titulos de punto medio. Se
calculé un GMT para las 15 muestras en cada grupo de tratamiento (10 para el grupo de control).

Ensayo de inhibicién de la hemaglutinacién: Protocolo

Se realizaron diluciones en serie con factor de dilucion dos de antisueros combinados en ratones (25 pl) en solucién
salina tamponada con fosfato (STF) en microplacas con fondo en U de 96 pocillos.

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

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

Las placas se analizaron visualmente, presentando la hemaglutinacion como eritrocitos difusos en el pocillo y
observando la inhibicion de la hemaglutinacion como un punto rojo asentado en el pocillo.

Los titulos de inhibicion se definieron como el reciproco de la dilucibn mas alta del suero que inhibe la
hemaglutinacion.

Ensayo de citotoxicidad

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

Después de 24 h, el medio celular se retiré de los pocillos.

Se realizaron diluciones en serie con factor de diluciéon dos de antisueros combinados en ratones (50 ul) en medios
celulares.

A continuacion, se afiaden 50 pl de Toxina B nativa (0,5 ng/ml) y las placas se incuban a 37 °C con 5 % de COa,
durante 24 horas.

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

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

Resultados:

Los resultados de Elisa, que usan anticuerpos ToxA se describen en la Figura 11. Los anticuerpos anti-ToxA se
indujeron después de la inmunizacion con ToxA Unicamente, pero también con cada una de las 5 fusiones.

Las propiedades funcionales de estos anticuerpos se ensayaron en el ensayo de hemaglutinacion. Este ensayo solo
esta adaptado para la evaluacion de Tox A ya que no se observa hemaglutinacién con Tox B.

Los titulos de inhibicion de la hemaglutinacién se describen en la Figura 12. Se observé inhibicion de la
hemaglutinacién con los sueros o sueros del fragmento anti-ToxA dirigidos contra cada una de las fusiones ToxA-
ToxB.

También se realizd un ELISA usando anticuerpos ToxB; los resultados de esto se ilustran en la Figura 13. Los
anticuerpos anti-ToxB se indujeron después de la inmunizacion con el fragmento ToxB Unicamente, pero también
con las fusiones F2, F3 y F4.

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

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

Se disefiaron cuatro proteinas de fusion adicionales usando los principios de disefio descritos en el Ejemplo 1, estas
se denominaron F54 Gli (SEQ ID NO: 11), F54 Nueva (SEQ ID NO: 13), F5 ToxB (SEQ ID NO: 15) y F52Nueva
(SEQ ID NO: 17).

Estas proteinas de fusion se expresaron de acuerdo con el procedimiento descrito en el Ejemplo 2.
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Ejemplo 8- Evaluacion del peso molecular de las fusiones ToxA-ToxB C.difficiledescritas en SEQ ID NO:11,
SEQID NO: 13. SEQ ID NO: 15y SEQ ID NO: 17

El peso molecular de las fusiones descritas en SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 15y
SEQ ID NO: 17 se determiné como se describe en el Ejemplo 4.

La Figura 15 describe la distribucién de estas cuatro proteinas de fusidon adicionales como se determind por
ultracentifugacion analitica de la velocidad de sedimentacion.

El peso molecular de la especie principal determinada a partir de la distribucion C(S) de las cuatro fusiones de
proteinas descritas en SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 15y SEQ ID NO: 17 corresponde a su forma
monomérica y todas las proteinas muestran propiedades de sedimentacion similares a las fusiones F1 a F5.

Ejemplo 9- Evaluacion de las estructuras secundaria y terciaria de las fusiones ToxA-ToxB C.difficile
descritas en SEQ ID NO:11. SEQ ID NO: 13. SEQ ID NO: 15y SEQ ID NO: 17

Las estructuras secundarias y terciarias de las fusiones descritas en SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO:
15y SEQ ID NO: 17 se evaluaron de acuerdo con el procedimiento descrito en el Ejemplo 5. La CD UV lejana para
estas proteinas de fusion se puede encontrar en la Figura 16, y los espectros UV cercanos para estas fusiones se
pueden encontrar en la Figura 17.

El analisis de los espectros CD UV cercanos y lejanos de las proteinas descritas en SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13,
SEQ ID NO: 15, y SEQ ID NO: 17 muestra que los cuatro tienen la misma estructura de lamina beta alta que las
fusiones F1 a F5. Ademas, la observacion de los espectros UV cercanos no muestra una diferencia significativa en la
posicion de los aminoacidos aromaticos en la estructura terciaria en comparacion con las fusiones F1 a F5.

Ejemplo 10- Inmunizacién de ratones con fusiones ToxA-ToxB

Se inmunizaron ratones Balb/c con las cuatro construcciones de proteina de fusion F54Gli (SEQ ID NO: 11), F54
Nueva (SEQ ID NO: 13), F5 ToxB (SEQ ID NO: 15) y F52 Nueva (SEQ ID NO: 17) como se describe en el Ejemplo
6.

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

Ensayo de la citotoxicidad de ToxA

Las células HT29 se cultivaron a 37 °C con 5 % de CO2 en DMEM + 10 % de suero bovino fetal + 1 % de glutamina
+ 1 % de antibidticos (penicilina-estreptomicina-anfotericina) y se sembraron en placas de cultivo de tejidos de 96
pocillos a una densidad de 5.10* células/pocillo.

Después de 24 h, el medio celular se retiré de los pocillos.

Se realizaron diluciones en serie con factor de diluciéon dos de antisueros combinados en ratones (50 ul) en medios
celulares.

A continuacion, se afiaden 50 pl de Toxina B nativa (0,15ng/ml) y las placas se incuban a 37 °C con 5 % de COs,
durante 48 horas.

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

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

(i) el primer fragmento es un fragmento del dominio de repeticion de la toxina A y comprende al menos 100
aminoacidos;

(i) el segundo fragmento es un fragmento del dominio de repeticion de la toxina B y comprende al menos 100
aminoacidos;

(iii) el extremo proximal del primer fragmento esta situado dentro de una primera porcién de repeticion;

(iv) el extremo proximal del segundo fragmento esta situado dentro de una segunda porcion de repeticion y

en el que el primer fragmento y el segundo fragmento estan separados por menos de o exactamente 5 aminoacidos
en la estructura primaria, en el que el polipéptido provoca anticuerpos que neutralizan la toxina A y la toxina B y en el
que la primera porcién de repeticion y la segunda porcién de repeticion tienen una identidad de secuencia entre si
superior al 50 %.

2. El polipéptido de la reivindicacion 1, en el que la primera porcion de repeticion y la segunda porcion de repeticion
tienen una alta similitud estructural entre si, en el que las dos secuencias tienen una alta similitud estructural cuando
su porcentaje de identidad es superior al 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 % 0 99 % o es el 100 %.

3. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en el que el polipéptido provoca una respuesta
inmune protectora en un huésped mamifero contra cepas de C.difficile.

4. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que el primer fragmento y el segundo fragmento
comprenden menos del 25 %, 20 %, 18 % o 15 % de estructura alfa helicoidal.

5. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que el primer fragmento y el segundo fragmento
comprenden mas del 25 %, 30 %, 35 %, 38 % o0 40 % de estructura de lamina beta.

6. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que el primer extremo proximal esta dentro de la
porcion de repeticion VIl o la porcién de repeticion VIl de la toxina A.

7. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que el segundo extremo proximal esta dentro de
la porcion de repeticion |l o la porcién de repeticién | de la toxina B.

8. El polipéptido de la reivindicacion 6, en el que el primer extremo proximal esta dentro de la porcién de repeticion
VII de la toxina A.

9. El polipéptido de la reivindicacion 7, en el que el segundo extremo proximal esta dentro de la porcién de repeticion
Il de la toxina B.

10. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en el que el primer extremo proximal esta dentro de
una repeticion larga.

11. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en el que el segundo extremo proximal esta dentro
de una repeticion larga.

12. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en el que el primer extremo proximal esta dentro de
la repeticion larga VII de la toxina A (aminoacidos 2614-2644).

13. El polipéptido de la reivindicaciéon 12, en el que el primer extremo proximal esta dentro de los aminoacidos 2620
y 2660 de la toxina A.

14. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-13, en el que el segundo extremo proximal esta dentro
de la repeticion larga Il de la toxina B (aminoacidos 2028-2057).

15. El polipéptido de la reivindicaciéon 14, en el que el primer extremo proximal esta dentro de los aminoacidos 2030
y 2050 de la toxina B.

16. El polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el polipéptido es parte de una proteina
de fusién mas grande.

17. Un polinucleétido que codifica el polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-16.
18. Un vector que comprende el polinucledtido de la reivindicacion 17.
19. El vector de la reivindicacion 18 que comprende ademas un promotor inducible.

20. El vector de la reivindicacion 19, en el que el promotor inducible se activa mediante la adicién de una cantidad
suficiente de IPTG.
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21. Una célula huésped que comprende el vector de una cualquiera de las reivindicaciones 18-20 o el polinucleétido
de la reivindicacion 17.

22. La célula huésped de la reivindicacion 21, en la que la célula huésped es una bacteria gram negativa.
23. La célula huésped de la reivindicacion 22, en la que la célula huésped es E.coli.

24. Una composicion inmunogénica, que comprende el polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-16 y
un excipiente farmacéuticamente aceptable.

25. La composicion inmunogénica de la reivindicacion 24, que comprende ademas un adyuvante.

26. La composicion inmunogénica de una cualquiera de las reivindicaciones 24-25 que comprende ademas
antigenos adicionales.

27. La composicion inmunogénica de la reivindicacion 26, en la que los antigenos adicionales son antigenos
procedentes de una bacteria seleccionada de del grupo que consiste en S.pneumoniae, H.influenzae, N.meningitidis,
E.coli, M.cattarhalis, tétanos, difteria, tos ferina, S.epidermidis, enterococos, S.aureus, y Pseudomonas aeruginosa.

28. La composicion inmunogénica de una cualquiera de las reivindicaciones 24-27, que comprende ademas un
sacarido de C. difficile.

29. Una vacuna que comprende la composicion inmunogénica de una cualquiera de las reivindicaciones 24-28 y un
excipiente farmacéuticamente aceptable.

30. La composicion inmunogénica de una cualquiera de las reivindicaciones 24-28 o la vacuna de la reivindicacion
29, para su uso en el tratamiento o prevencién de la enfermedad de C.difficile.
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FIGURA 1
SEQ ID NO: 1 - secuencia de la toxina A

MSLISKEELIKLAYS ZEPREMEYKTILTNLDEYNKLTTHNNNENKY LOLKELNES IDVEMN
KYKRTSSRENRALSNLEKDILEEY ILIKNSNTSPVERNLHEVWIGGEVSDIALEY IKOWADI
NAEYNIKLWYDSEAFLVNTIKKAIVESSTTEALGLLEEEIQN PG DNMKEY KKRMEFTI YD
ROKRFIMYYKSQINKFTVEFTIDDIIKEHLVSEYNRDETVLESYRTNSLREINSNHGIDIR
ANSLFTEQELLNIYSOQELLNRGNLAAASDIVRLLALKNEGGVY LDVDMLPGIHSDLEFKTT
SRESSIGLDRWEMIKLEATMEYEEY INNYTSENFDKLDOQOLEDNPELIIESESEKSEIES
ELENLNYVSDLEIKIAFALGSVINQALLISKQGEY LTNLY IEQVENRYQF LNOQHLNPALRSD
NNFTDTTEIFHDSLEFNSATAENSMEFLTRIAPY LOVGEMPEARSTISLEGPGAYASAYYDE
INLQENTILEKTLEASDLIEFEFPENNLIQLTEQEINSLWSFDOASARYQFERKYVREDYTGG
SLSEDNGVDFNENTALDKNYLLNNEIPSHNVEEAGSENYVHY T IOLOGDDISYEATCHNLE
SENPENSILIIOQRNMNESAKSYFLSDDGESILELNKYRI PERLENKEEVEVTEIGHGKDEF
NTSEFARLSVDSLENEISSFLDTIKLDISPENVEVHNLLGCHMESYDENVEETY PGELLLS
IMDEITSTLPDVHNENSITIGANQYEVRINSEGREKELLAHSGEWINKEEATMSDLSSKEYT
FFDSIDNKLEAKSENIPGLASISEDIKTLLLDASVSPODTKFILNNLELNIESSIGDYIYY
EKLEPVENITHNSIDDLIDEFNLIENVEDELYELKELNNLDEKY LISFEDISENNSTY SV
REFINKSNGESVYVETEREIFSKY SEHITEEISTIKNS LITDVNGNLLDNIQLDHTSGVNT
LNAAFFTOST TDYSSNEDVINDLSTSVREVOTYAQTLFSTGTNTIYDSTOTLVNTLTSNAVNDT
INVLPTITEGIPIVSTILDGINLCAATKELLDEHDPLLKEELEAKVGVLATNMSLETAAT
VASIVGIGAEVTIFLLPIAGISAGIPSLVNNELI LHOKATSVYNYEFNHLEESKKYGPLET
EDDEILVPIDDLVISEIDFNNNSIKLGTCHNI LAMEGGSGHTVTGNIDHFESSPSISSHIE
SLSIYSAIGIETENLDESKKIMMLPHAPSEVEWHETGAVPCGLRELENDGTRLLDSIRDLY
PCKEYWRFYAFFDYATTTLEPYYEDTNIKIKLDEDTRENFIMPTITTNEIRNKLSYSFDGA
GGTYSLLLSSYPISTHINLSEDDLWIFNIDNEVREISIENGT IKKGELIKDVLSKIDINE
NELIIGHNQTIDEFSGDIDNKDRY IFLTCELDDKISLITIEINLVAKSYSLLLSGDENYLISHN
LSNTIERINTLGLDSKNIAYNY TDESHNEYFGAI SKTSQKSI THYKKDSENILEFYNDST
LEFNSEDFIAEDINVFMEDDINTITGKY YVDNNTDESIDEFSISLY SEKNQVEVNGLYLNES
VYSSYLDEVENSDGHANTSNEMNLELDNI SEWKLFGZENINEVIDEYFTLVGKTNLGY VE
FICDHNNENIDIYFGEWKTS55KETIESGNGRNYVVYEPLYNEPDTGEDISTSLDFSYERPLYG
IDRYINKVLIAPDLY TSLININTNYYSHEYYPEITWVLNPNTFHEEKVNINLDS3SFEYRWS
TEGSDFILVRYLEESNEKILDKIRIKGILSNTOSFHNEMSIDEKDIKKLSLGY IMSHMEKSE
NSENELDRDHLGERI CDHNETYYYDEDSELVEGLININNSLEYFDEFIEFNLYVTGHWQTINGE
KYYFDINTGAALTSYKIINGKHEY FNNDGVMOLGYFEKGPDGFEY PAPANTQNNNIEGOAT
VYOSKELTLNGKEYYFDHNSKAVIGHRI INNERKYYFNPNNATAAVGLOVIDNNEKYYEFNED
TAIISKGWOTVNGSRYYFDTDTATIAFNGYKTIDGKHEYFDSDCVVEIGVESTSNGEEYERA
PANTYNMNNIEGQATVY OSKFLTLNGEEY YFDNNSKAVTGLOTIDSKEYYFNTHNTAERATG
WOTIDGEKYYFNTHNTAEARTGHOTIDGKEYYFNTNTATIASTGY TI INGKHEYFNTDGIMO
IGVEFRGPNGFEYFAPANTDANNIEGOAILYONEF LTLNGEEYYFGSDEKAVIGHRI INNK
EKYYFNPNNAIAAIHLCTINNDEYYFSYDGILONGY ITIERNNEYPDANNESKMVTGVEEG
PHMGEEYFAPANTHNNNIEGOAIVYQNKFLTLNGEEYYFDHDSKAVTGWOT I DGKEYYFIL
NTAEAATGHWOQTIDGKEYYFNLNTAEAATGWOTIDGEEY YFNTNTPTASTGY TSINGKHEY
FNTDGIMOIGVFKGPNGFEYEAPANTDANNIEGOATILYONKEFLTLNGKEYYFGSDSKAYVT
GLRTIDGERYYFNTHN CAVAVTGWOT INGEEY YFNTNTSIASTGY TIISGRHFYFNTDGIN
QIGVFEGEPDGFEYFAPANTDANNIEGOATIRY QNRFLYLHDN IYY PGHNNSEAATGWVTIDG
NRYYFEPNTAMGANGY KTIDNKNFYFRNGLEFQIGVERGSHNGFEYFAPANT DANNIEGQAT
RYONRFLHLLGKIYYFGHNSEAVIGHOT INGEVYYFMPDTAMAAAGGLFEIDGVIYEFGY
DGVEAPGLYG

SEQ ID NO: 2 - secuencia de la toxina B

MELVNREKOLEKMANYVRFRTOEDEY VAT LDALEEYHNMSENTVVEKY LKLEDINSLTDIYT
DTYRESGRNEALKKFEEY LVT=VLELKNNNLTPVERNLHEVWIGGOINDTAINY INQWED
MNSDYNVHNYVEYDSHNAFLINTLAKTVVESAINDTLESFRENLNDPRFDYNKFFRERMEITY
DEQENFINYYKAQREENZELIIDDIVETYLSNEYSKEIDELNTY IEESLNKITONSGH DV
EHNFEEFEMNGESFNLYEQELVERWNLAAASDILRISATKEIGGMY LDVDMLPGIQFDLEFES
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IEXPSSVTVDEFWEMTELEATMEYKEY IPEYTSEH="DMLDEEVQSSFESVLASKSDESETIE
SELGDMEASPFLEVEIAFNSKGIINOGLISVEDSYCENLIVECIENRYKILNNSLNPALSE
DHDFNTTTNTEIDS IMAEANADNGRFMMELGKY LRVGFFPDVKTT INLSGPEAYARRYOD
LLMFEEGEMNIHLIEADLRNFEISKTNISQSTEQEMAS LW SEFDDARAKAQ-EEYKENYFE
GSLGEDDNLLESONIVVDAEY LLEKISSLARSSERGY IHY IVOLOGDEI SYEARCNLEAE
TPYDSVLEFCENIEDSEIAYYYNPCDOEIQEIDKYKIPSITISDRPEKIKLTEICHGEDEEFNT
DIFAGEDVDSLSTEIEAAIDLAKEDISPESIEINLLGCNMESYSINVEETY PGEKLLLEVE
DEISELMPSISODSIIVSANOYEVRINSEGRRELLDHSGEWINKEZSITIEDISSEEYISTE
NPXENKITVKSKNLPELSTLLOEIRNNSHNSSDIELEEKVMLTECEINVISNIDTOIVEER
IEZAKNLTSCSINY IKDEFKLIESISDALCDLEQONELEDSHFISFEDISETDEGESIRE
INAETGESIFVETERETIFSEYANHITEEISKIKGT IFDTVIGKLVARVNLDTTHEVHTLN
AAFFIQELIEYNSSKESLSNLEVAMKVQVYAQLFSTGLNTITDAAXVVELVSTALDETID
LLPTLEEGLELIIATIIDGYELGAALKELSSTSDPLLEQE I BAKIGIMAVNLTTATTAL L]
SSLGIASGEFSILLVFLAGISAGIPSIVNNZ LYV LROKATEVVDYFEAVSLYVETEGVETLLD
DEIMMPODDLYVISEIDFNNNSIVLGECE IWRMEGGEGHTVTDDIDAFFSAPSITYREPEL
SIYDYVLEVOREELDLSKDLMY LENAPNRVEAWETGHT PGLRSLEWDGTKLLDRIRDHNYEG
EFTWRYFAFIADALITTLXPRYEDTNIRINLDENTREFIVEFIITT=YIRERKLEYSFYGSEG
GTYALSLECYNMGINIELSESDYWIIDYVDHNYVVRDYVTIESDKIKEGDLIEGILETLSIEEN
KITLHNSHEINESGEVNGSHNGEYELTESILZGINATIIEVDLLSKSYALLISGELKILMLNG
NHIQOKIDY IGFNSELQKNIPYSEFVDSEGXENGE INGSTEEGLEVSELPDVVLISEVYMD
DEAPSFGY Y SNN KDVEY ITEDNVNILTGY Y LKD 2 IKISLELTLODERTIKLNSVHLDES
GVAEILEFMNREGNTHNTSDSLMSFLESMNIKSIFVNEFLGSNIKFILDANFIISGTTSIGD
FEFICDENDMIGPYEF IKFNTLETNY TLYVGNRGNMIVEPNYDLDDSGDISSTVINESQKY
LYGIDSCVWNEVYVISFNIYTDEINITEVYETMNTY PEVIVLDANY INEKINVNINDLSIRY
VR SNDGHNDEILMES TSEEN AV QVEIRFVNVERDETLANELSENFSDEQDVEVSEILILSET
PSYYREDGLIGYDLGLVES LY NEKEY INNEFGMMYSGLIY INDSLYYFXPPVHNNLITGEVTVEG
DDXYYFNFPINGGAASIGET I TDDENYYFNQEGVLOTGVE STEDGFXYFAPANTLDENLEG
EAIDFTGELIIDENIYYFDDNYRGAVEWKZLDGEMHYF SPETGKAFKGLNGIGDYRKY Y FN
SDGVMORGEVSINDHNEHYFDDSGVMEVGY TET DGEHF Y FAENGEMO I GYVENTEDGERYFA
HHNEDLGHNEEGEEISYSGLLNENMNEIYYFDDSFTAVVEWRDLEDGSKYYFOEDTARAYIG
L3LINDGOYYFNDDGIMOVGEYT INDEKVEYFSDSGITESGYVONIDDNY Y IDDNGIVOIG
VEDTSDOYREYRFAPANTVHNDNIYCQAVEY SCLYRVCEDVYYFCETYTIETCWIYDMENESD
KYYFNPETERACKGIWNLIDDIKYYFDEKGIMRTGLISFENNNYYFNENGEMOFGYIHIED
KMEYFGEDGVMOIGVEFNTPDGEFRYFAHONTLDEN"EGESINYTGHLDLDEERYYFTDEY T
AATGEVIIDGEEYYFDPDTAQLYVISE

SEQ ID NO: 3 - secuencia de Fusion 1

MGHOTIDGKEY Y FHNTH TATASTGY T INGEAFYFNTDGIMOIGVEFRGPHNGFEYFAPANTDANNIEGQAT LY QNEE
?LpD EAVTGWRITINNEEYYFNPHNATAATHLCTIN HDVV"FQ]“"TTQH"1T IERNNEYFDANN
b FDHDSEAVTGWOTIDGEEYYFNLNTAE

S TGYTSINGEHFYFNTDGIMOQ IGVEFEGENGFE
WEEAVTGLRTIDGEEY YFNTHTAVAVTGWOTINGEREYYEFN
-;:PuPDGFE“FPP“HT“WYH'Ecﬁh:RIQHRFLELHDH:YYFGNNS

HGEMOIGVEFNTEDGERYFA

WVVGWEDLEDGSEYYEFDEDTAEAY IGLSLINDGRYYE IEVEYFEDEGIIE QUIDDNYEY
IDDHGIVOIGVFDTSDGYKYFAPANTVHNDNIYGD Y ESGLVRVGEDVYYFGETYTIETGWIYDMENESDEYYFN
PETEFEACKGINLIDDIKYYFDEKGIMRETGLI SFENNNY YFHENGEMOFGY INIEDEMFYFGEDGVMOIGVEFNTED
GEFEYFAHONTLDENFEGES INYTGWLDLDEEKRYYFTDEY IAATGESVIIDGEEYYFDFDTAQLVISE

SEQ ID NO: 4 - secuencia de Fusion 2

MGWOTIDGEEY YFHTNTAIASTGY TIINGEHEYFNTDGIMO IGVEFEGPNGFEYFAFANTDANNIEGOAILYQNEE
LTLMGEE GEDSEAVTGWRI INNEEY YFNPNNAIAAIHLCTINNDEY YFSYDGILOQNGY ITIERNNE Y FDANN
ESEMVTGVEFEGFNGFEY FAPANTHNNNIEGOAIVYQNEF LT LNGEEYYFDNDSEAVTGWOT I DGEEYYFNLNTAE
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ARTGROTIGEEY Y FNLN TAEAA TGHOT IDGEEY Y FN THTF IAS TGY TS INGEHFYFNTDG IMOIGVEFEGPNGEE
YEAPANTDANNIEGOALILY QNKF LT LNGEKY Y PGS DSKAVTGLRT I DGERY YFNTHTAVAVTGRQT INGERKYYEFN
THTE IASTGYTI ISGKHRFYFNTDGIMOIGVEEGPDGFEYFAPANTDANNIEGOAIRYONRFLY LHDNIYY FGNNS
EAATGWVTIDGNRY YFEPHTAMGANGY KT I DNENFYFRNGLPQIGVFEGSHNGFEYFAPANTDANNIEGOATRY QN
RFLHLLGEIYYFGHNSKAVTGWOTINGEVY YFMPDTAMARARGGLNQIGDYKY YFNSDEVHMOKEGEFVS INDNEHYFD
DEGVMEVGY TEI DGEHEYFAENGEMO IGVENTEDGEFEK Y FAHHNEDLGHEEGEET SYSGILNFNNEIYYFDDSETA
VVGWEDLEDGSEYYFDEDTAEAY IGLELINDGOYYFNDDGIMOQVGEVTINDEVEYFSDSGITESGVONIDDNYEY
IDDNGIVOIGVEDTSDGYKYFAPANTVNDN LY GOAVEY SGLVRVGEDVY YFGETYTIETGH I YDMENESDEYYFN
PETERKACKGINLIDDIKYYFDEKGIMRTGLISFENNNY YFNENGEMOFGY INIEDEMFYFGEDGVMQIGVENTED
GFRKYFAHONTLDENFEGES INY TGWLDLDERRY YFTDEY IAATGEVI IDGEEYYFDPDTAQLVIEE

SEQ ID NO: 5 - secuencia de Fusion 3

MGROTIDGKEY Y FHNTHTATASTGY TI INGEHFY FNTDGIMO IGVEEGPNGFEYFAPANTDANNIEGQATILYQNEFR
LTLNGEEYYFGEDEKAVTIGWRL INNEEY Y FNPHNATAATHLC T INNDEY YFSYDEILONGY ITIERNNEY FDANN
ESKMVIGVEKGPNGFEYFAPANTHNNNIEGQAIVY QNKF LT LHGEE Y YFDNDSKAVTGRQT I DGEEYY FNLNTAE
AR TGWO T I DGR Y Y FH LN T AEAA TGO T I DGKE Y Y FN TN TE LA TG Y TS INGEHRFY FNTDGIMOIGVEEGEFNGEE
TEAPANTDANNIEGOAILYOQNEFLTLNGEEYYFGSDSKAVTGLRTIDGEEY Y FNTNTAVAVTGWOT INGEEYYFN
THTSIASTGY TIISGERFYENTDGIMOIGVFKGPDGFEYFAPANTDANNIEGOAIRYONRFLY LHDNIYYFGHNIS
EAATGWVTIDGNRYYFEFNTAMGANGYET I DNENFYFRNGLPOQIGVFEGENGFEYFAHHNEDLGNEEGEEISYSG
ILNFHNEIYYFDDSFTAVYVGHWKDLEDGSKY YFDEDTAEAY IGLSLINDGOY Y FNDDGIMOVGEYVT INDEVEYESD
SGIIEEGVONIDDNYEFY IDDNGIVOIGVE DTS DGYRYFAPANTVNDN IYGOAVEY SGLVEVGEDVYYFGETYTIE
TGRIYDMENESDEY YFNPETKEACKGINLIDDIEKYYFDEKGIMRTGLI SFENNNY Y FNENGEMOFGY INI EDEME
TFGEDGVMOIGVFNTEPDGFEYFAHONTLDENFEGES INY TGHLDLDERRY YFTDEY TARTGSVIIDGEEYYFDED
TAQLVISE

SEQ ID NO: 6 - secuencia de Fusion 4

MGROTI DGR Y FNTNTATASTGY TI INGEHF Y FNT DG IMO IGVERGEPNGFEYFAPANTDANNIEGOATILYONEF
LTLNGEREYYFGEDSKEAVIGWRI INNKEY Y FNPNNATAATHLCTINNDEY YRS YDGILONGY ITIERNNEY FDANN
ESEMVTGVERGFNGFEYFAPANTHNNNIEGQATVYQNEFLT LNGERYYFDNDSKAVTGROT I DGEEYYFHNLNTAE
AATGWOT I DGEKY Y FHNLN TAEAATGHOT I DR Y Y FNTHTF IASTGY TS INGEHFYFNTDEIMOQIGVEEGPHGEE
YFAPANTDANNIEGOATI LY QNEFLT LNGKKY Y FGEDESKAVTGLRT I DEEEY Y FNTNTAVAVTGROT INGEEY Y FN
THNTEIASTGY TILEGEHFYFNTDGIMO IGVERGPDGFEYFAFANTDANNIEGOAIRYQNRFLYLHDHIYY FGHIS
FEAATGWVTIDGHRY YFEFNT AMGANGYKT IDHENFY FRNGLFQIGVFEGSHGFEYFAFPRNTDANNIEGQAIRY QN
RFLHLLGEIYYEGHNNSEAVTGWOTINGEVYYFMPDTAMARAGGETI IDDENYYFNOSGVLOTGVESTEDGFEYFA
PANTLDENLEGEAIDFTGELIIDENLYYFDDNY RGAVEWKELDGEMHY FSPETGRAFKGLNQIGDYEY YFNSDGV
MOEGEVSINDHEHY FDDSGVMEVGY TEI DGEHEYFAENGEMD IGVENTEDGFEY FAHHNEDLGHEEGEEI SY 851
LNFNNELYYFDDSETAVVGWEDLEDGSKYYFDEDTAEAY IGLSLINDGOY YFNDDGIMOVGEFVTINDEVEYFSDS
GLIESGVONIDDNYEFY IDDNGIVOIGVEDTSDGYEY FAPANTVHNDN LY GOAVEYSGLVREVGEDVYYFGETYTIET
GWIYDMENESDEYYFNPETRRACKGINLIDDIRYYFDERKGIMRTGLISFENNNY YFNENGEMOFGY INIEDEMEY
FGEDGVMOIGVEFNTFDGFEYFAHONTLDENFEGESINY TGWLDLDERRYYFTDEY IAATGEVIIDGEEYYFDEFDT
AQLVISE

SEQ ID NO: 7 - secuencia de Fusion 5

MGWOTI DGEEYYFHNTHTATASTGY TIINGEHFYFNTDGIMOIGVEFEGPNGFEYFAPANTDANNIEGOATILYQNEFR
LTLNGEEYYFGSDEKAVTGWRI INNEKY YENPNNATAATHLCTINNDEY YFSYDGILONGY IT IERNNEFY FDANN
ESEMVIGVERGPNGEEY FAPANTHNNN I EGOAT VY ONEF LT LNGKEY Y FDHDSKAVTGROT IDGEEY Y FHLNTAR
AATGWOT I DGKKYYFNLNTARAATGHOT I DGKEY YFN TN TF IASTGY TE INGEHEY FNTDGIMOIGYVEFRGFNGEE
YFAPANTDANHNIEGOAI LY QNEF LT LNGERY YFGEDEFAVTGLET I DGEEYYFNTHTAVAVTGWOT INGEEYYFH
THTEIASTGY TI IGGEHFYFNTDGIMOIGYFKGPDGFEYFAPANTDANN IEGOAIRYDNEFLY LHDHNIYY FGNINS
EAATGWVTIDGNRYYFEPNTAMGANGYET IDNENFYFRNGLPOQIGVFKGSNGFEYFAFPANTDANNIEGOAIRY QN
RFLELLGEIYYFCHNSEAVTGWOT INGEYY YFMPDTAMAARCCLEFEI DGV IYFEGYDEVEAPCIYGGGFVS INDH
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EHYFDDSGVMEVGYTEI DGEHFYFAENGEMO IGVFNTEDGFEYFAHHNED LGHEEGEEISYSGILNFNNEIYYFD
TAVVGEWEDLEDGSEYYFDEDTAEAY IGLSLINDGOYYFNDDGIMOVGEVTINDEVEYFSDSGITESGVONID
DHYFY IDDHGIVOIGVEDTSDGYRYFAPANTVHDN LY GOAVEY SGLVRVGEDVYYFGETYTIETGWLY ﬁHFHFBD
EYYFHNPETEEACEGINLIDDIKYYFDEKGIMRTGLISFENNNY Y FNENGEMOFGY INIEDEMEY FGEDGVMO IE
FHTPDGFRYFAHONTLDENFEGES INY TGWLDLDEKRY YFTDEY TAATGSVIIDGEEYYFDPDTAQLVISE

_.'

WEE

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

MASTGYTSINGERFYFNTDGIMOLGVERKGPFNGFEY FAFPANTDANNIEGQAI LYONEFLTLNGEEYYFGSDS
GLETIDGERYYFNTHTA TGWRTINGKEY YFHTNTSIASTGY TITSGREFYFNTDGIMOIGVEFEGEFDG
FANTDANNIEGOQALIRYONRF LY LHDNIY Y FGHNHNSEAATGW VT IDGNEY Y FEPNTAMGANGY KT I DHENEY
FOLGVERGSNGFEYFAPANTDANN IEGOALRYONRFLELLGHR LYY FGHNSFAVTGWOT LHGEY
GGLFEIDGVIYEEC 3

KAP
SEQ D NO: 9 - secuencia del fragmento de toxina B individual

MILMSTSEENEVSQOVEIRE IFEDETLANKLSFNFSDEQDVEVEEIILSFTRPSY YEDGLIGYDLGLVSLYNEEF
TINNEGMMYVSGLIY INDSLY FPPVNNLITGEVTVGDDEYYFHNPINGGARSIGETI IDDENY YEFNOQSCVLOTGV
FSTEDGFEYFAFANTLDENLEGEAIDFTGELIIDEN IY Y FDDNYRGAVEWKELDGEMHYFSFETGEAFEGLNQIG

DYEYYFNSDGVHMORGEVS INDNEHYFDDEGVMEVGY TEI DGEHF Y FAENGEMO IGVFNTEDGFEY FAHHNEDLGH
EEGEEISY ILHNEFNNEIYYFDDSEFTAVVGWEDLEDGSEYYFDEDTAEAY IGLSLINDGOYYFNDDGIMOVGEVT
YESDSGIIESGVONIDDNYFY IDDNGIVOIGVEDTSDEYEYFAPANTVNDNIYGOAVEY LVEVGEDV

IMENE Y EFNPETKEACKGINLIDDIKYYFDEREGIMRTGLI SFENHNY?

VENTPDGERYFAHONTLDENFEGES INY TGHWLDLDERRYYE

EMOF

GYINIEDEMEYFGE
DGEEYYFDPDTA

SEQ ID NO: 10 - secuencia de nucleétidos de F54Gli

ATGGCAACCGGTTGGCAGACCATCGATGGCARAAAATATTATTT TAATACCAACACCGCAATTGCAMGCACCLGGCTATACCAT TATCAACGGEA
AACACTTTTAT T T TAACACCGACGECATTATGCAGATTGETE TG T T TARAGGTCCGARCGGCTTIGAATACTTTGCACCGECARATACCEATGT
CRATAATATTGRAGGCCAGGCCATTCTGTATCAGRATGAATTTC TGACCCTGARCGGCARMARAATACTACTTTGGCAGCGATAGCARAGCAGTT
ACCECT T e CATCATCAACAATAACARATAT TACTTCAACCCCAATAA TGCAAT TCCACCAAT TCATC TCTCCACCATTAACAACGACARAT
ATTATTTCAGC TATGACGGTAT TCTGCAGRATGGC TACATTACCATCGAACGCAACARCTT TTAT TTCGATGCCAACARACGAAAGCAARATGET
GRCCGGTGTTTTCARAGGCCCTAATGGTT TTGAGTATTTCGC TCCGGCARACACCCATAAT AACRACAT TGAAGGTCAGGCGATCGTTTATCAG
AACAMATTCCTGACGCTGAATGETAAGAARTACTATTTCGATAATGACAGCAMAAGCCGTGACCGECTEGGCAGACART TGACGEEAAGARATATT
ACTTTAATCTGRATACCGCAGARAGCAGCARCCGETTGGCARACGATCGACGGTAARARMGTACTACTTCAACCTGAACACAGCCGAAGCAGCCAC
AGGATGGCAGACTATIGATGEAARA AR TAC TAT T TCAACACC AR ACC T TTATTGCATCTACCGGT TATACCAGCATTAACGGTARACATTITC
TACTTCAACACCGATGGTATCATGCAGATCGCUGTTTTCARAGC TCCARATGGTTTCGAATACTTTGCCCCTGCCAATACAGATGCAAATARCA
ICGACCCTCACC AR TCC TG TACCAARACARA T TTC TGACCC T AR TCCCAAAAAATAT TACT TTGCTAGCGATTCTARAGCCGTTACCGCTCT
GCGTACCATTGATGGTARRRAATACTACT TTRATACGARATACAGLCGTTGCGGTTACAGGC TGGCAGACCATTAACGEGAALAAATACTATTTT
ARCACAAATACCAGCATTGCCTCAACGGGTTATACCAT TATTTCGGETARACACTTCTACT TTAATACCGATGGTAT TATGCAAATCGLGAGTCT
TTAAAGGACCTGATGGET TCGAATATTTTECECCTECGAACACTGATGCGAACAATATCGAAGGACAGGCAATCCGCTATCAGAATCGCTTTCT
GTATCTGCACGACARCATCTATTATTTTGGCAACAATTCARARAGCAGCCACCGGCTGGGTTACARTTGATGGCRACCGCTACTATTTCGAACCG
AATACCGCARTGEGTGCARATGEC TACARAACCATCGATARTARAAAT TTCTATTTTCGCARCGG TCTGCOGCAGAT CGGEGTATTTAARGGTA
GCAACGGCTTCCAATACT TCCC T CAGC AR TACGGACCCCAACAATATTCGAGECTCARCCCATTCCTTATCARAACCCTTTTC TGCATCTECT
GEGCAAAA T CTAC TAC T T TG CAATARCAG T AAAGCAG T TAC TGCATGGCAGACAATCARTGG TARAGTGTACTATITTATGCCGGATACCGCT
ATGGCAGCAGCCGGTGETC TG TTGAAAT TGATGLCGTGATCTATT TTTT TGGTGTGGATGEGTGT TAARGCACCGGGAATATACGGTGLTACCG
GCT T TG TG AC eI CCC T GATCATAAATA T TAT T TCAA T CC AT TAAC CC TCETECACCCAGCATTCCCCAAACCATCATCCATCACAAAANCTA
TTATTTCAACCAGAGCGGTGTGCTGCAGACCEGTGTGTT TAGCACCGARAGATGGCTTTARATATT TTGCGCCAGCGARCACCCTGGATGARRARC
CTGGAAGGCGAAGCGATTGATT TTACCGGLARACTGATCATCGATGARRACATCTATTACT TCGATGATARC TATCGTGGTGCGGTEGGAATGEA
AAGAACTGGATGGCGAARATGCATTATTTT TCTCCGEAAACCGGTAALAGCGTT TARAGGCCTGAACCAGATCGLECGATTACAAATACTACTTCAR
CAGCCA T G T AT CCAG ARG TT T T ACCATCAACCATAAC AR A CACTAT T TCCATGATACGCGE TETCATCARRCTCCCCTATACCCAR
Al TGAT GG ARA AT T T TAC T TG CGGAAAA CGGCGAAA TGO AGATIGGCGTGTTCARTACCGAAGATGG TTTCARATACTICGCGCACCATA
ACGAAGATCTGGGTAACGARGAAGGUGAAGARATTAGC TATAGCGGCATCCTGRACTTCAACAACARARTCTACTACTT TGATGATAGCTTTAC
e GG T GE T TCCARAGA T C TG AR A TCCCAGCAAATATTAT TTCCATGAACATACCCUCCAAGCCTATAT TCCCCTCAGCCTGATTAAC
GATGGCCAGTACTATT TTAACGATGATGGCATTATGCAGGTGGGTT TCGTGACTCATTAATGATARAGTGTTCTATTTCAGCGATAGCGGCATTA
TG AN GGG TGCAGARCA T TGA TG AT RAC TAC T TCTACAT CGATGAT ARCGECATTGTGCAGATCGECETTTTTGATACCAGCGATGGCTA
CARATATTTCGCACCGECCAATACCGTGARCGATAACAT TTATGGCCAGGCGETGGAATATAGCGETCTGGTGCGTGTGEECEARGATGTGTAT
AT TG G AARCCTA T ACC AT AR CC oG TCCAT T TATGATATCCARAACCARACCCATAAATAT TACTTTARTCCOCARACCAARALAG
CGTGCAMGGCAT TAACC TGATCGATGATATCARATACTAT TTTGATGAAARAGECATTATGCCGTACCGEGTC TGATTAGCTTCGARRACANCAR
CTATTACTTCAACGAAARCGCTCAAATCCAGTTCGECTACATCAACATCCARAGATAARATGTTCTACTTCCUGAAGATCGTGTTATGCAGATT
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GETGT T T T TARCACCCCEGATCEC T TCARATAC TTTCCCCATCACARTACCC TGEATCARAATT TCCARCCTCAARGCATTAACTATACCCGCT
GGCTGGATC TEGATGARARACGCTAC TACTTCACCGATGAATACAT TECGGUGACCGGUACSCGTGATTATTGATGGCGAAGAATACTACTTCGA
TCCGGATACCOCGCAGCTCGTGATTAGCGARCATCATCATCATCACCAT

SEQ ID NO: 11- secuencia de aminoacidos de F54Gli
MATGHOTIDGKRKY Y FNTHNTATASTGY TI INGEHFYFNTDG IMOIGVFEGPNGFEY FAPANTDANNIEGQATILYUNEFLTLN
GEKEYYFGSDEKAVTGWRI INNKE Y Y FNPNNATAATHLCTINNDKY YFSYDGILONGY ITIERNNFY FDANNESEMVTGVE
KGPNGFEYFAPANTHNNNIECQAIVYONKFLTLNCKKY Y FDND SKAVTGHQTIDCKKY Y FNLNTAEAATGHOTIDCRRYY
FNLNTAEAATGWQTIDGKEYYFNTNTFIASTGYTS INGRHFY FNTDGIMQIGVFKGPNGFEY FAPANTDANNIEGQAILY
ONKFLTLNGERY Y FGSDSKAVTGLET IDGKKY Y FNTNTAVAVTGRO T INGEKYYFNTNTS IASTGY TIISGEHFYFNTDG
IMQIGVFKGPDGFEYFAPANTDANNIEGQAIRYONRFLY LIDNIYY FGNNSKAATGHVTIDGNRY Y FEPNTAMGANGYKT
IDNENFYFRNGLPQIGVFEGENGFEY FAPANTDANNIEGQATRYONRF LHLLGKIY Y FGNNSKAVTIGHQT INGKVYYFMP
DTAMAAAGGLFEIDCVIYFFCVDGVKAPGTYGGTCFVTIVEDDKY Y FNPINGCAASIGETT IDDRNY YFNQSGVLOTGVFS
TEDGFKYFAPANTLDENLEGEAIDFTGKLIIDENIYYFDDNYRGAVEWKELDGEMHY FSPETGKAFRGLNQIGDYKYYFN
SDGVMOKGFVS INDNKHY FDDSGVMEVGY TEIDGKHEY FAENGEMQ IGVENTEDGFKY FAHHNEDLGNEEGEEI SYSGIL
NFNNEIYYFDDSFTAVVGWEDLEDGSKYYFDEDTAREAY TGLSLINDGOYYFNDDGIMOVGEVTINDEVFYFSDSGITESG
VONIDDNYFY IDDNGIVQIGVFDTSDGYKY PAPANTVNDNIYCQAVEY SGLVRVGEDVY YPGETYTIETGHI YDMENESD
KYYFNPETKRACKGINLIDDIKYYFDEKGIMRTGLISFENNNYYFNENGEMOFGY INIEDEMFY FGEDGVNQIGVENTED
GFEYFAHONTLDENFEGES INY TGWLDLDEKRYYFTDEY TAATGSVI IDGEEYYFDFDTAQL VI SEHHHHHE

SEQ ID NO: 12 - secuencia de nucleétidos de F54Nueva

ATGECAACCEGTTGGCAGACCATCGATGGCAMMAAR TATTATT TTAATACCARCACCGCARTTGCARAGCACCGGCTATACCATTATCARCGGCA
AMCACTTTTATTTTAACACCGACGGCAT TATGCAGAT TGETGTCT TTARAGGTCCGARCGGCT TTCAATACT T TGCACCGECAARTACCGATGC
CAATAATATTGARGGCCAGGCCATTCTGTATCAGRATGAATTTCTGACCCTGARCGGCAARARATACTACTTTGGCAGCGATAGCAMAGCAGTT
ACCGGTTGGCGCATCATCAACAATARAGARATATTACTTCAACCCGAATAATGCAATTGCAGCRAATTCATCTGTGCACCAT TAACAACGACAART
AT AT T TCAGC T ATGACGETA T T TGCAGAR TG TACAT TACCATCGARCGCAACAACTITTAT TTCGATGCCARCAACCAAAGCAARATGGT
GACCGETGET T T TCAAAGG e TAATGET TTTEAGTAT TTCGCTCCAECARACACCCATAATAACAACATTGRAGGTCAGGCGATCETTTATCAG
AACARATTCCTGACGCTGAATGGTAACARATACTATTTCGATAATGACAGCARACCCGTGACCGGCTGGCAGACAATTGACGGGAAGARATATT
ACTTTAATCTGAATACCCCACARCCACCARCCCCT TOCCAAACCATCCACCCTAAMARCTACTACTICAACCTCAACACACCCCARCCACCCAC
ACCATCCCACACTATTCATCCARAARAATACTATT TCARCACCAACACCTTTATTCCATC TACCCCT TATACCACCATTAACCC TAMRCATTTC
TACTTCAACACCGATGGTATCATGCAGATCGGCGT TTTCARAGGTCCAAATGGT TTCGAATACTTTGCCCCTGCCRAATACAGATGCAAATAACH
TCEAGGGTCAGGCAATCCTGTACCAARACAR AT TTC TGACCCTGAATGGEARAARATATTACT TTGGTAGCGATTCTAARGCCGTTACCGETCT
GCGTACCATTGATCGTAARAAATACTACTTTAATACCARATACACCCGTTGCECTTACAGCSCTGCCAGACCATTARCCGCAARRARRTACTATTTT
AACACAAATACCACCAT TECCTCAACGEGTTATACCATTAT TTCGGETARACACTTC TACTTTAATACCGATGGTATTATGCARATCCGAGTCT
TTAAAGGACCTGATGGGTTCGAATAT TTTGCGCCTGCGAACACTGATGCGAACAATATCGAAGGACAGGCAATCCGCTATCAGAATCGCTTTCT
GTATCTGCACGACAACATCTATTATT T TGGCAACARATTCARARCCASCCACCCOCTEGGTTACAATTGATGCCAACCGCTACTATTTCGAACEG
AATACCGCAATGGGTGCAAATGGC TACARAACCATCGATAATAAARATTICTAT TTTCGCAACGGTCTGCCELAGATCGGGGTATTTARAGGTA
GLAACGGC T TCGAATAC T TCGC TCCAGCGAR TACGGACGC GARCARTAT TGAGGGTCARGCGATICGTTATCAAARCCGTITTCTGCATCTGCT
GEGCAARATCTAC TACT T TGGCAAT AR A TAMAGCAGTTACTGGATGECAGACAATCARTGG TARAGTGTACTATTTTATGCCGGATACCECT
ATGGCAGCAGCCGGTGGTCTGT TTGARATTGATGGCGTGATCTAT TT TTT MGGTEGTGGATGGTGT TARAGCAGTTACCGGCTTTGTGACCETGE
GTGATGATAAATACTAT TTCAATCCGAT TARCGGTGETGCAGCGAGCATTGECGAARCCATCATCGATGACARMARCTAT TATT TCAACCAGAG
CeGTGTGCTECAGACCEGTGTG T T TAGCAC CEAAGATGGC TTTAAATAT T TTGCECCAGIGARCACCCTGGATGARMACCTGEARGGIGARGCG
ATTGATTTTACCGGCAARCTGATCATCGATGARRACATCTATTAC TTCGATGATAACTATCGTGGTGCGETEGARTGGARAGAACTGGATEGCG
AARTGCATTATTT TTCTCCGGRARCCGETARAGCGTTTAAAGSCCTGAACCAGATCGGCGATTACARATACTACT TCAACAGCGATGGOGTGAT
GCACAANGOCTTTCTCAGCATCAACGATARCAAACACTATT TCCATCATACCCCTECTCATCARACTGCSCTATACCCARATTCATGCCAAARCAT
TTCTACTTCGUGGAAMACGGLGAARTGEAGATTGECETGTTCAATACCGAAGATGETTTCAAATACTTCGCAEACCATAACGAAGATCTGGGETA
ACGAAGAAGCCCAARGARATTACGCTATACCGGCATCCTGAACTTCAACARCAARATC TACTACT TTGATCATAGCTTTACCCOGETGCTGCECTG
GARRGATCTCGAACGATGGCACCAAATATTAT TTCCATGRAGATACCGCCGAACCCTATATTGGCC TGACCCTGAT TAACGATGGCCAGTACTAT
T TAACGATGATGGCAT TATGCAGGTGGGT T TCGTGACCAT TAATGATAAAGTGTTCTATT TCAGCGATAGCGGCATTAT TGARAGCGGCETGT
AGAACATTGATGATAACTACTTCTACATCGATGATAACCCCAT TCTGCAGATCGGCGTTTTTCATACCAGCCATGCCTACARATATTTCCCACC
GGCCAATACCGTGAACGATAACATTTATGGCCAGGCGGTGGARTATAGC GETC TG TGCGTGTGGGCGAAGATGTGTAT TATTTCGGCGARACC
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TATACCATCGAARCCGGCTCGAT TTATGATATGGARAACGARAGC GATARATATTAC TTTAATCCGGAAACGARAARAGCGTGCAAAGGCATTA
ACCTGATCGATGATATCAAATACTATT TTGATGAARAAGGCATTATECGTACCEGTCTGATTAGC TTCGARAACARCARCTATTACTTCAACGA
ARACCETGAAA TG CAGTTCCECTACATCARCATCGRACATARAAT CTTCTACTTCCLCGARACGATGETGTTATGCAGATTGCGTCGTTTTTARAACACC
CCCCATCLCTTCARATACTTTCCCCATCACAATACCCTCCATCAAAA T TTCCAACCTCARACCATTAAC TATACCCCCTGCCTCCATC TCCATC
AAMRRACGCTACTACTTCACCCATGRATACAT TGCGGCGACCGRCAGCEGTGATTAT TEATCAGCGAACGAATACTACTTCGATCCGGATACCGCGCA
GCTGETGATTAGCGRACATCATCATCATCACCAT
SEQ ID NO: 13 - secuencia de aminoacidos de F54Nueva
MATGWOT IDGERKY YFNTNTAIASTGYTI INGKHFYFNTDGIMOIGVFEGPNGFEY FAFANTDANNIEGQATLYQON
EFLTLNGKKYYFGSDSKAVTGWRI INNKKY Y FNPNNATAATHLCTINNDRY YFSYDGILQNGY I TIERNNFYFDANNESE
MV TGVFEGPNGFEYFAPANTHNNN IEGQATVYONKFLTLNGEKY Y FDND SKAVTGWQTIDGEKYYFNLNTAEAATGWOT I
DGKEYYFNLNTAEAATCHOTIDGKKY Y FNTNTE IASTCY TS INGKHFY FNTDGIMOIGVFKCPNGFEY PAPANTDANNIE
GoAILYONEF LTLHNGKEY Y FGEDEKAVTGLRT IDGEKY YFNTNTAVAVTGWOT INGEEYYFNTNTSIASTGY TIISGKHE
YFNTDGIMGIGYFEGPDGFEY FAPANTDANNIEGQAI RYONRELY LHDN I ¥ YFGNNSKAATGWVT IDGNRY Y FEPNTAMG
ANGYRTIDNKNFYFRNGLPQIGVFKGSNGFEYFAPANTDANNIEGQAIRYQNRFLHELLGKI YYFGNNSKAVTGHOTINGK
VYYFMFDTAMAAAGGLFEIDGVIYFFGVDGVRKAVIGEFVIVGDDEYYFNP INGGAAS IGET IIDDENY Y FNQSGVLOQTGVE
STEDGFRYFAPANTLDENLEGEAIDFTGKLIIDENIY Y FDDNYRGAVEWKELDGEMHYFSPETGEAFKGLNQIGDYKYYF
NSDGVMOKGTVSINDNKHY FDDSGVMKVEYTE IDCKHF Y FAENGEMO TGVFNTEDGFKY FAHHNEDLGNEEGEE TS YSG T
LNFNNEIYYFDDSFTAVVGWED LEDGSEYYFDEDTAEAY IGLSLINDGOY Y FNDDGIMOVGFVTINDEVFYFEDEGIIES
GVONIDDNYEFY IDDNGIVQIGVFDTEDEYRY FAPANTVNDN I Y GOAVEY SGLVEVGEDVYYFGETYTIETGWIYDMENES

DEYYFNPETRKEACRGINLIDDIKYYFDERGIMRTCLISFENNNYYFNENGEMOFGY INIEDEMFYFGEDGVMQIGVENTE

DGFEYFAHONTLDENFEGES INY TGRLDLDERRY YFTDEY TAATGSVI IDGEEYYFDPDTAQLVISEHHHHEH

SEQ ID NO: 14 - secuencia de nucleoétidos de F5 ToxB
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DIEYYFDEKGIMRTGLISFE

DEMFY FOEDGVHO TGV FRTEOGFE T FAHO N TLDENFEGES TN T TONLDLDEEEY Y FTOE Y IAR TGSV TI

SEQ ID NO: 16 - secuencia de nucleétidos de F52Nueva

ATGCCAACCCE T T GG CACACCATCCATCCCARAARATATTAT TTTAATACCARC ACCOCAATTCCAACCACCCOCTATACCATTATCARCEGCA
AACACTTTTAT TTTAACACCGACGGCATTATGCAGAT TGG TG TGTTTARAGGTCCGARCGGC TTTGAATACTTTGCACCGGCAAATACCGATGC
CAATAATATTGAAGGCCAGGCCATTCTEGTATCAGRATGAATT TCTGACCCTGAACGCGCAARRMA TACTACT TTGGCAGCGATAGCAAAGCAGTT
ACCCLTTCGCCCATCATCARCAATAAGCARMATATTACT TCAACCCCAATAATCCAATTCCACCAATTCATCTGTCCACCATTAACARCCACAAAT
Al TAT T TCAGCTATGACGG AT TCIGCAGAATGGC TACAT TACCATCCARCCCARCAACTTITATTICGATGCCARCARCGAARGCARAATCGT
GACCGGETCTTTTCARAGGCCCTAATGGT TTTGAGTAT TTCGCTCCGGCARMACACCCATAATAACARCAT TGAAGGTCAGGCGATCGTTTATCAG
AACARATTCCTGACGCTGAATGGTAAGAAATACTATT TCGATAATGACAGCAARAGCCOGTGACCGGC TGECAGACAATTGACGGCGAAGRAATATT
ACTTTAATCTGAATACCECAGAAGCAGCAACCGET TGGCAARCGATCCGACGCGTAARARGTACTACTTCAACCTGARCACAGCUGARGCAGCCAC
AGGATGGCAGACTAT TG ATGEARAAAR AT ACTAT T TCAACACCARCACCT T TAT TGCATCTACCGETTATACCAGCATTAACGETARACATTTC
TACTTCARCACCGATGGTATCATGCAGATCEGGUGT TT TCAARAGG TCCARATGETTTCEAATACTTTGCCCC TGCCAATACAGATGCARATAACA
TCGAGGGTCAGGCAATCCTGTACCARRACAAAT TTCTGACCCTGAATGGGARARARTATTAC TTTGGTAGCGATTC TARAGCCGTTACCGGTCT
GUGTACCAT TCATGE TAAMAMA TACTACTTTAATACCARTACAGCLGTIGUGG T TACAGGCTGECAGACCAT TAMCGGGARARAATACTATTTT
ARCACAARTACCAGCATTGCCTCARCGEGTTATACCATTAT T TCGGGTARMACACTTCTACTTTAATACCGATGGTATTATGCARATCGGAGTCT
TTAAAGGACCTGATGGETTCGAATATTT TGUGCCTGCGAMCACTGATGUGARCAATATCGAAGGACAGGCARTCCGCTATCAGAATCGCTTTCT
GTATCTGCACGACAACATCTAT TATTTTGCCAACAAT TCAAAAGCACCCACCCECTCECTTACAATTCATGGCAACCGCTACTATTTCCARACCG
ARTACCOCAATCCCTCCARATCCC TACAARAC CATCCATAATARAMATT TCTATTTTCCCARCCCTCTOCCCTACATCCCCCTATTTARACCTA
GCAACGGCTTCGAATACTTCGCTCCAGCGAATACGGACGCGAACRATAT TGAGGEGTCAAGCGATTCGTTATCARARCCGTTTTCTGCATCTGCT
GGGCAMATCTACTACTTTGGCAATARCAGTAAAGCAGTTACTGGATGGCAGACAATCAATGCTAAAGTGTACTAT TTTATGCCGGATACCGCC
AT GCCCAGCAGCCCE TG T TCT T TCARATTCATCGCCTCATC TATT T TT T TCCTETCCATCGTECTTAAACCASTCARACCCCTCARCCAGATCG
GUGATTACAAATACTACTTCAACACCGATCOCGTGATGCAGAAAGCU TTTGTEACCATCAACGATAACAAACAC TATTTCGATGATAGCESTGT
GATGAAGTGGGCTATACCGARATTGATGCGCAARCAT TTCTACT TCCCGGARARCGCCGARATGCAGAT TGGCGTGTTCAATACCGARGATGGT
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TTCAAATACTTCGCGCACCATARCCAACATC TCGETAACGAAGAAGCGCCAAGAMA T TAGC TATAGCGGCATCCTGARCTTCARCARCRARATCT
ACTACTTTGATGATAGCTTTACCGLGETGETEGGEGC TGCGARAGATC TGGAAGATGGCAGCARATATTATT TCGATGAAGATACCGCGGAAGCGTA
TATTGGCCTGAGCCTGAT TAACGATGGCCAGTACTATTTTAACGATGATGGCAT TATGCAGGTGGGT TTCGTGACCAT TAATGATAARGTGTTC
TATTTCAGCGATAGCGGCATTAT TGARAGCGGCG TGCAGAACATTGATGATAACTACT TCTACATCGATGATARCGGCAT IGTGCAGATCGECG
TTTTTGATACCAGCGATCGGCTACARAATATTTCGCACCGGCCAATACCGTGARCGATARCATT TATGGCCAGGCGGTGGAATATAGCGGTCTGET
GCGTGIGGGCGAAGATGTGTAT TAT TTCGGCGAAACCTATACCATCGAAACCGECTGGAT TTATGATATGGAAAACGARAGCGATAAATATTAC
TTTAATCCGGARACGAAAAAAGCGTGCARARGGCAT TAACCTGATCGATGATATCAAATACTATTTTGATGARARAGGCATTATGCGTACCGGTC
TGATTAGCTTCCAARACAMCARCTATTACTTCARCGAAMACCGGTGARATGCAGT TCGGCTACATCAACATCGAAGATAARATGTTCTACTTCGG
CCARCATCCTCTTATCCACAT TGCTET TTTTAACACCCCCGATGECTTCAAATACTTTCCCCATCAGAATACCCTGGATGAARATTTCGAAGET
GAAAGCATTAACTATACCGGCTGGCTGGATCTGGATGAAAAACGCTACTACTTCACCGATGAATACATTGCGGCGACCGGCAGCGTGATTATTG
ATGECGAAGAATAC TAC T TCGA T CCGGATACCGCGCAGC TGETGATTAGCGAACATCATCATCATCACCAT

SEQ ID NO: 17 - secuencia de aminoacidos de F52Nueva

MATGWOTIDGEE Y YFNTNTAIASTGY TI INGKAF Y FNIDGIMR IGVFRGPNGFEYFAPANTDANNIEGQATLYQNEFLTLN
GEKYYFGSDSKAVTGHWRIINNKEY Y FNPNNATAATHLCTINNDEY YFSYDGILONGY ITIERNNFY FDANNE SKMVTGVE
KGPNGFEYFAPANTHNNNIEGOAIVYONKFLTLNGKE Y Y FDNDSEAVIGWO T IDGEK Y Y FNLNTAEAATGWO TIDGEKYY
FNLNTAEAATGHQTIDGKKYYFNTNTFIASTGY TS INGKHFYFNTDGIMOIGVFKGPNGFEY FAPANTDANNIEGQATILY
ONKFLTLNGEKE Y Y FGSDSEAVIGLRTIDGEK Y Y FNTNTAVAVIGWO TINGEK Y YFNTNTSTASTGYTT I SGKHFYFNTDG
IMOIGVFKGPDGFEY FAPANTDANNIEGOAIRYONRFLYLADNI Y Y FGNNSKAATGWY TIDGNRY Y FEPNTAMGANGYET
IDNENFYFRNGLPQIGVFEKGSNGFEYFAPANTDANNIEGQAIRYQNRFLHLLGEIY Y FGNNSKAVTGHOTINGKVY YFMP
DTAMAARAGGLFEIDGYVIYFFGVDGVEKAVKGLNGIGDYKY YFNSDGVMOKGFVSTNDNEHY FDDSGVMEVGY TEIDGEHREFY
FAENGEMQIGVFNTEDGFEYFAHHNEDLGNEEGEEISYSGILNFNNEIYYFDDSFTAVVGHKDLEDGSKYYFDEDTAEAY
IGLSLINDGOYYFNDDGIMOVGEF VT INDKVFYFSDSGIIESGVONIDDNYFY IDDNGIVQIGVFDTSDGYKYFAPANTVN
DNIYGQAVEYSGLVRVGEDVYYFGETYTIETGHWIYDMENESDRY YFNFETEKACKGINLIDDIKY YFDEEGIMRTGLISFE
ENNNYYFNENGEMOFGY INIEDEMFYFGEDGVMO IGVFNTPDGFKY FAHOQNTLDENFEGES INY TGWLDLDEKRYYFIDE

YIAATGSVIIDGEEYYFDFDTAQLVISEHHHHHH
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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FIGURA 4
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FIGURA 5
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FIGURA 6
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FIGURA 7
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FIGURA 8
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F3 var Lot BMP88 (20 de abril de 2012)
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cD

CD en el UV lejano de fusiones Tox A-Tox B

—»—f5var

—=—f2varl

—e—fdvar

—e—f3var

Longitud de onda (nm)

40




ES 2 660 468 T3

FIGURA 10
CD en el UV cercano de fusiones Tox A-Tox B
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FIGURA 11

20100673: Inmunizacion de ratones con ToxA-Cter C. difficile,
ToxB-Cter y proteinas de fusion de 2% generacién formuladas
en ELISA anti-Tox A AS03B: concentraciones (ug/ml)
en sueros Post il
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FIGURA 12
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FIGURA 13

20100673: Inmunizacion de ratones con ToxA-Cter C. difficile,
ToxB-Cter y proteinas de fusion de 22 generacion formuladas en AS03B:
ELISA anti-Tox B: concentraciones (ug/ml) en sueros Post Il
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FIGURA 14
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FIGURA 15
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F55 nueva BMP156 ( 03 de octubre de 2011)
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FIGURA 16
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FIGURA 17
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FIGURA 18
Inmunizacidén de ratones con proteinas de fusion de C. difficile formuladas en ELISA

anti-Tox A AS03B: titulos de ELISA (ug/ml) en sueros Post lll individuales
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FIGURA 19
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Inmunizacién de ratones con proteinas de fusién de C. difficile formuladas
en ELISA anti-Tox A AS03B: titulos de ELISA (pg/ml) en sueros Post lll individuales
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FIGURA 20
Inmunizacién de ratones con proteinas de fusion de C. difficile formuladas
en el ensayo de inhibicién de la hemaglutinacion AS03B: titulos de inhibicién
en sueros Post lll combinados
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en el ensayo de inhibicién de la citotoxicidad AS03B: titulos de inhibicion
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FIGURA 22
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Inmunizacidn de ratones con proteinas de fusién de C. difficile formuladas
en el ensayo de inhibicion de la citotoxicidad AS03B en células IMR90
(para Tox B): titulos de inhibicién en sueros Post lll combinados

Post Il

F2 de 22 F52nueva de 32 F54Glide 32 | F54nuevade 32 | F5 Tox B de 3?2
generacion generacion generacion generacion generacion
B Combinaciones 40 40 80 20 80
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