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DESCRIPCIÓN

Composición inmunógena de Clostridium difficile

Antecedentes

Clostridium difficile (C. difficile) es la causa más importante de infecciones intestinales hospitalarias y la causa principal 
de colitis seudomembranosa en seres humanos (Bartlett et al Am. J. Clin. Nutr. 11 suppl: 2521-6 (1980)). La tasa de 5
mortalidad asociada global para las personas infectadas con C. difficile se calculó que era de un 5,99 % en los 3 meses 
del diagnóstico, con una mayor mortalidad asociada a la edad avanzada, siendo un 13,5 % de los pacientes mayores 
de 80 años (Karas et al Journal of Infection 561:1-9 (2010)) El tratamiento actual para la infección por C. difficile es la 
administración de antibióticos (metronidazol y vancomicina); sin embargo existe evidencia de cepas que son 
resistentes a estos antibióticos (Shah et al., Expert Rev. Anti Infect. Ther. 8(5), 555–564 (2010)). En consecuencia, 10
existe una necesidad de composiciones inmunógenas que puedan inducir anticuerpos frente a, y/o una respuesta 
inmunitaria protectora frente a, C. difficile.

El enterotoxicidad de C. difficile se debe principalmente a la acción de dos toxinas, la toxina A y la toxina B. Ambas 
son potentes citotoxinas (Lyerly et al Current Microbiology 21:29-32 (1990). 
Se ha demostrado que los fragmentos de la toxina A, en particular los fragmentos del dominio C-terminal, pueden 15
conducir a una respuesta inmunitaria protectora en hámsters (Lyerly et al Current Microbiology 21:29-32 (1990)), 
documentos WO96/12802 y WO00/61762. 

Algunas cepas, pero no todas, también expresan la toxina binaria de Clostridium difficile (CDT). De manera similar a 
otras toxinas binarias, CDT está compuesta por dos componentes - un componente enzimáticamente activo ("toxina 
binaria A" o "CDTa") y un componente de unión y transporte catalíticamente inerte ("toxina binaria B" o "CDTb"). El20
componente catalíticamente inerte facilita la translocación de la CDTa en la célula diana.

La CDTa tiene una actividad de ADP-ribosilación, que transfiere el resto de ADP-ribosa de NAD/NADPH a la actina 
monomérica (actina-G) en la célula diana, evitando de este modo su polimerización hasta actina-F, lo que da como 
resultado la ruptura del citoesqueleto y la muerte celular definitiva (Sundriyal et al, Protein Expression and Purification 
74 (2010) 42-48).25

El documento WO2013/112867 (Merck) describe vacunas contra Clostridium difficile recombinante que comprenden
toxina A, toxina B y proteínas de CDTa de C. difficile, comprendiendo todas ellas mutaciones definidas específicamente 
que se refieren a las secuencias de toxina nativa que se describen como sustancialmente reductoras o eliminadoras 
de toxicidad, en combinación con la toxina binaria B (CDTb).

El documento WO2014/096393 describe composiciones inmunógenas que comprenden CDTb. El documento 30
WO2005/004791 A2 describe la toxina B binaria formadora de poro de B. anthracis. Neumeyer y col (2007) Journal of 
Biological Chemistry vol. 283, N.º 7, pág. 3904-3914 describen la identificación del sitio de unión para clorocina y 
compuestos relacionados y la influencia del sitio de unión a poro en las propiedades del canal C2II.

Los presentes inventores han descubierto que las proteínas de CDTb que comprenden mutaciones diseñadas para 
modificar la capacidad formadora de poros de CDTb o modificar la capacidad de heptamerización de CDTb presentan 35
características mejoradas.

Sumario de la invención

En un cuarto aspecto de la invención se proporciona una composición inmunógena que comprende una proteína de 
fusión que comprende (i) una proteína CDTa de longitud completa y (ii) una proteína CDTb en la que la proteína CDTb 
es una proteína CDTb de longitud completa con el prodominio eliminado.40

En un primer aspecto de la divulgación se proporciona una composición inmunógena que comprende una proteína 
CDTb de Clostridium difficile aislada en la que la proteína CDTb de Clostridium difficile aislada se ha mutado para 
modificar la capacidad formadora de poros.

En un segundo aspecto de la divulgación se proporciona una composición inmunógena que comprende una proteína 
CDTb de Clostridium difficile aislada que es una proteína CDTb truncada con el péptido señal y el prodominio 45
eliminados y también el dominio de unión a receptor eliminado y/o el dominio de unión a CDTa eliminado.

En un tercer aspecto de la divulgación se proporciona una composición inmunógena que comprende una proteína 
aislada de CDTb de Clostridium difficile, en la que la proteína CDTb de Clostridium difficile aislada se ha mutado para 
modificar la capacidad de heptamerización.

En un quinto aspecto la presente invención proporciona una vacuna que comprende la composición inmunógena del 50
cuarto aspecto y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

En un sexto aspecto la presente invención proporciona la composición inmunógena del cuarto aspecto o la vacuna del 
quinto aspecto, para su uso en el tratamiento o prevención de una enfermedad por ejemplo, enfermedad por C. difficile.
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En un séptimo aspecto la presente invención proporciona el uso de una composición inmunógena del cuarto aspecto 
o la vacuna del quinto aspecto en la preparación de un medicamento para la prevención o el tratamiento de una 
enfermedad, por ejemplo enfermedad por C. difficile.

En un octavo aspecto la presente divulgación proporciona un procedimiento de prevención o tratamiento de una 
enfermedad por C. difficile que comprende administrar una composición inmunógena de uno cualquiera de los 5
primeros cuatro aspectos o la vacuna del quinto aspecto a un sujeto mamífero.

En un noveno aspecto la presente divulgación proporciona nuevos polipéptidos y nucleótidos como se define en el 
presente documento.

En un aspecto adicional, la presente divulgación proporciona un procedimiento para el tratamiento o prevención de 
una afección o enfermedad causada totalmente o en parte por C. difficile. El procedimiento comprende administrar a 10
un sujeto que lo necesita una cantidad terapéuticamente eficaz de las proteínas como se describe en el presente 
documento, la composición inmunógena de la invención o las vacunas de la invención.

Breve descripción de los dibujos

Figura 1 - Citotoxicidad de candidatos de CDTb sola en células HT29: datos del Ejemplo 7. C37, C123, C124, C126 
y C128 a los que se refiere la Figura 1 son las proteínas de CDTb como se describe en los Ejemplos 2, 4 y 6, cuyas 15
secuencias se exponen en el resumen de secuencias (Tabla A).
Figura 2 - Citotoxicidad de los candidatos de CDTb mezclada con CDTa completa en células HT29: datos del 
Ejemplo 7. C37, C123, C124, C126 y C128 a los que se refiere la Figura 1 son las proteínas de CDTb como se 
describe en los Ejemplos 2, 4 y 6, cuyas secuencias se exponen en el resumen de secuencias (Tabla A). "CDTa 
completa" es la proteína C34 de CDTa cuya secuencia se expone en el resumen de secuencias (Tabla A).20
Figura 3: Mediciones de dispersión de luz dinámica de radio hidrodinámico para las construcciones C123 y C126 
de CDTb formadoras de poros KO y construcción C128 de CDTb de heptamerización de KO. El radio medio 
proporciona una indicación de la homogeneidad de la muestra, mientras que el radio de pico 1 es una estimación 
del radio hidrodinámico de la proteína de interés.
Figura 4: Gráfico que muestra la inmunogenicidad anti-CDTb en ratones inmunizados con CDTa de C. difficile o 25
CDTb de C. difficile, en ambos casos formulada con un coadyuvante
Figura 5: Gráfico que muestra la inmunogenicidad anti-CDTa en ratones inmunizados con CDTb de C. difficile o 
CDTa de C. difficile, en ambos casos formulada con un coadyuvante
Figura 6: Valores de inhibición de citotoxicidad en células HCT116 de ratones inmunizados con CDTa de C. difficile
o CDTb de C. difficile, en ambos casos formulada con un coadyuvante30
Figura 7: Valores de inhibición de citotoxicidad en células HT29 de ratones inmunizados con CDTa de C. difficile o 
CDTb de C. difficile, en ambos casos formulada con un coadyuvante
Figura 8: Citotoxicidad de los candidatos de CDTb sola (Figura 8a) o mezclada con CDTa completa (Figura 8b) en 
células HT29: datos del Ejemplo 7. C37, C123, C124, C126 y C128 son las proteínas de CDTb como se describe 
en los Ejemplos 2, 4 y 6, cuyas secuencias se exponen en el resumen de secuencias (Tabla A). "CDTa completa" 35
es la proteína C34 de CDTa cuya secuencia se expone en el resumen de secuencias (Tabla A). C149, C152, C164, 
C166, C116, C117 son las proteínas de CDTb como se describe en los Ejemplos 4 y 5.
Figura 9: Citotoxicidad de los candidatos de CDTb sola (Figura 9a) o mezclada con CDTa completa (Figura 9b) en 
las células HCT116 (como se describe en el Ejemplo 12)
Figura 10: Citotoxicidad de proteínas de fusión CDTa-CDTb mezcladas con CDTa activada completa en células 40
HT29 (como se describe en el Ejemplo 13)
Figura 11 Citotoxicidad de proteínas de fusión CDTa-CDTb mezcladas con CDTb completa en células HT29 (como 
se describe en el Ejemplo 13)
Figura 12: Gráfico que muestra la inmunogenicidad anti-CDTa en ratones inmunizados con proteínas de CDTb o 
fusiones de CDTa-CDTb (véase el Ejemplo 14)45
Figura 13: Gráfico que muestra la inmunogenicidad anti-CDTb en ratones inmunizados con proteínas de CDTb o 
fusiones CDTa-CDTb (véase el Ejemplo 14)
Figura 14: Los valores de inhibición de citotoxicidad en células HT29 y HCT116, ratones inmunizados con proteínas 
CDTb o fusiones CDTa-CDTb (véase el Ejemplo 15)

Descripción detallada50

La toxina binaria de Clostridium difficile comprende dos proteínas diferentes, CDTa y CDTb. La CDTa comprende dos 
dominios, el dominio C-terminal es responsable de la actividad de ribosiltransferasa ADP mientras que el dominio N-
terminal es responsable de la interacción con CDTb. 

Durante la infección, la CDTb se activa por escisión proteolítica por medio de una proteasa similar a quimotripsina 
para producir una proteína CDTb que carece del prodominio (referida como CDTb''). Téngase en cuenta que la CDTb'' 55
también carece de la secuencia de señal de CDTb. Una proteína CDTb que carece de la secuencia de señal pero no 
carece del prodominio se conoce como CDTb'. Después de la activación proteolítica la CDTb se oligomeriza y se une 
a la CDTa para formar la toxina binaria completa de C. difficile (CDT). La unión de la toxina binaria a los receptores 
celulares conduce a endocitosis mediada por receptor. A medida que el endosoma se acidifica, el dominio de unión 
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de CDTb experimenta cambios conformacionales que permiten que el oligómero de CDTb forme un poro, de manera 
que la formación de poros provoca la translocación del dominio ADP-ribosiltransferasa (CDTa) en la célula diana.

En un aspecto, la presente divulgación proporciona una composición inmunógena que comprende una proteína CDTb 
de Clostridium difficile aislada CDTb que se ha mutado para modificar la capacidad formadora de poros.
La expresión "proteína CDTb que se ha mutado para modificar la capacidad formadora de poros" se refiere a una 5
proteína CDTb que se ha mutado para modificar la capacidad de la proteína CDTb para formar un poro.

En un modo de realización de la divulgación, la proteína CDTb de Clostridium difficile aislada se ha mutado para 
reducir la capacidad formadora de poros. 

La capacidad de formación se poros se puede analizar de acuerdo con los procedimientos descritos en The J. of Biol. 
Chem. 2001, vol. 276: 8371-8376, 2004 PNAS, vol. 101: 16756-16761, o The J. of Biol. Chem. 2008, vol. 283: 3904-10
3914

En este aspecto, puede que la proteína CDTb de Clostridium difficile aislada se haya mutado para evitar la formación 
de la estructura de tonel beta está compuesta de cadenas beta compartidas por cada monómero de CDTb presente 
en el heptámero que se forma tras la oligomerización de CDTb. En este aspecto, la proteína CDTb puede ser una 
proteína CDTb truncada con el péptido señal eliminado. En este aspecto, la proteína CDTb puede ser una proteína 15
CDTb truncada con el péptido señal eliminado y el prodominio eliminado.

La expresión "proteína CDTb truncada con el péptido señal eliminado" se refiere a una proteína CDTb con 
sustancialmente todo el péptido señal eliminado (por lo tanto, que no comprende aminoácidos que corresponden a 
sustancialmente todo el péptido señal). Por ejemplo, la expresión "proteína CDTb truncada con el péptido señal 
eliminado" se refiere a una proteína CDTb con al menos 25 aminoácidos del péptido señal eliminados. Pueden quedar 20
unos pocos aminoácidos del péptido señal. Por ejemplo, pueden quedar 2, 5, 10, 15 o 20 aminoácidos del péptido 
señal. 

La expresión "proteína CDTb truncada con el péptido señal eliminado y el prodominio eliminado" se refiere a una 
proteína CDTb con sustancialmente todo el péptido señal y el prodominio eliminados (por lo tanto, que no comprende 
aminoácidos que corresponden a sustancialmente todo el péptido señal y sustancialmente todo el prodominio). Por 25
ejemplo, la expresión "proteína CDTb truncada con el péptido señal eliminado y el prodominio eliminado" se refiere a 
una proteína CDTb con todo el péptido señal eliminado y al menos 85 aminoácidos del prodominio eliminados. Pueden 
quedar unos pocos aminoácidos del péptido señal y/o prodominio. Por ejemplo, pueden quedar 2, 5, 10, 15 o 20 
aminoácidos del péptido señal. Por ejemplo, pueden quedar 2, 5, 10, 15 o 20 aminoácidos del prodominio. El péptido 
señal de CDTb corresponde a los aminoácidos 1-48 (que abarcan los aminoácidos 1-42) de la SEQ ID NO: 3 o sus 30
equivalentes en una proteína de toxina binaria aislada de una cepa diferente de C. difficile, por ejemplo los aminoácidos 
1-42 de la secuencia de aminoácidos de CDTb de la cepa CD196 (Perelle, M. et al Infect. Immun., 65 (1997), páginas 
1402-1407). El prodominio de CDTb corresponde a los aminoácidos 48-211 (que abarcan los aminoácidos 48-166) de 
la SEQ ID NO:2 o sus equivalentes en una proteína de toxina binaria aislada de una cepa diferente de C. difficile.

En un modo de realización de la divulgación, la proteína CDTb de Clostridium difficile aislada comprende una mutación 35
en la posición 455 de la SEQ ID NO: 3 o su equivalente en una cepa diferente de C. difficile. En otra realización de 
este aspecto, la proteína CDTb de Clostridium difficile aislada comprende una mutación en la posición 426 de la SEQ 
ID NO: 3 o su equivalente en una cepa diferente de C. difficile. En otra realización de este aspecto, la proteína CDTb 
de Clostridium difficile aislada comprende una mutación en la posición 453 de la SEQ ID NO: 3 o su equivalente en 
una cepa diferente de C. difficile. En otra realización de este aspecto, la proteína CDTb de Clostridium difficile aislada 40
comprende una mutación en la posición 426 y una mutación en la posición 453 de la SEQ ID NO:2 o su equivalente 
en una cepa diferente de C. difficile.

En un modo de realización de la divulgación, la proteína CDTb de Clostridium difficile aislada comprende al menos 
una mutación seleccionada del grupo que consiste en F455R, F455G, E426A y D453A. "F455R" significa que la 
fenilalanina (F) en la posición 455 de la secuencia de CDTb en la SEQ ID NO: 3 está mutada a arginina (R). "F455G" 45
significa que la fenilalanina (F) en la posición 455 de la secuencia de CDTb en la SEQ ID NO: 3 está mutada a glicina 
(G). "E426A" significa que el glutamato (E) en la posición 426 de la secuencia de CDTb en la SEQ ID NO: 3 está 
mutado a alanina (A). "D453A" significa que el aspartato (D) en la posición 453 de la secuencia de CDTb en la SEQ 
ID NO: 3 está mutado a alanina (A). En un modo de realización de este aspecto, la proteína CDTb de Clostridium 
difficile aislada comprende la mutación F455R o su equivalente en una cepa diferente de C. difficile. En un modo de 50
realización de este aspecto, la proteína CDTb de Clostridium difficile aislada comprende la mutación F455G o su 
equivalente en una cepa diferente de C. difficile. En un modo de realización de este aspecto, la proteína CDTb de 
Clostridium difficile aislada comprende las mutaciones E426A y D453A o sus equivalentes en una cepa diferente de 
C. difficile.

En un modo de realización de la divulgación la proteína CDTb de Clostridium difficile aislada es o comprende 55

(i) SEQ ID NO: 10 o SEQ ID NO: 11 o SEQ ID NO: 25 o SEQ ID NO: 26; o
(ii) una variante de CDTb que tiene al menos un 80 %, 85 %, 88 %, 90 %, 92 %, 95 %, 98 %, 99 %, 100 % de 
identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 10 o SEQ ID NO: 11 o SEQ ID NO: 25 o SEQ ID NO: 26; o
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(iii) un fragmento de CDTb que tiene al menos 30, 50, 80, 100, 120, 150, 200, 250 o 300 aminoácidos contiguos 
de la SEQ ID NO: 10 o SEQ ID NO: 11 o SEQ ID NO: 25 o SEQ ID NO: 26.

En un modo de realización de la divulgación la proteína CDTb de Clostridium difficile aislada es o comprende 

(i) SEQ ID NO: 43 o SEQ ID NO: 44; o
(ii) una variante de CDTb que tiene al menos un 80 %, 85 %, 88 %, 90 %, 92 %, 95 %, 98 %, 99 %, 100 % de 5
identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 43 o SEQ ID NO: 44; o
(iii) un fragmento de CDTb que tiene al menos 30, 50, 80, 100, 120, 150, 200, 250 o 300 aminoácidos contiguos 
de la SEQ ID NO: 43 o SEQ ID NO: 44.

En uno de tales aspectos, se proporciona una composición inmunógena en la que la proteína CDTb de Clostridium 
difficile aislada es una variante de CDTb que tiene al menos un 80 %, 85 %, 88 %, 90 %, 92 %, 95 %, 98 %, 99 %, 10
100 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 10 o SEQ ID NO: 11 o SEQ ID NO: 25 o SEQ ID NO: 26.

En uno de tales aspectos, se proporciona una composición inmunógena en la que la proteína CDTb de Clostridium 
difficile aislada es una variante de CDTb que tiene al menos un 80 %, 85 %, 88 %, 90 %, 92 %, 95 %, 98 %, 99 %, 
100 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 43 o SEQ ID NO: 44.

En otro aspecto, se proporciona una composición inmunógena en la que la proteína CDTb de Clostridium difficile 15
aislada es un fragmento de CDTb que tiene al menos 30, 50, 80, 100, 120, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 
550, 600, 650, 700, 750, 800 o 850 aminoácidos contiguos de la SEQ ID NO: 10 o SEQ ID NO: 11 o SEQ ID NO: 25 
o SEQ ID NO: 26.

En otro aspecto, se proporciona una composición inmunógena en la que la proteína CDTb de Clostridium difficile 
aislada es un fragmento de CDTb que tiene al menos 30, 50, 80, 100, 120, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 20
550, 600 o 650 aminoácidos contiguos de la SEQ ID NO: 43 o SEQ ID NO: 44.

La presente divulgación también proporciona una composición inmunógena que comprende una proteína CDTb de 
Clostridium difficile aislada que es una proteína CDTb truncada con el péptido señal y el prodominio eliminados y 
también el dominio de unión a receptor eliminado y/o el dominio de unión a CDTa eliminado. 

La expresión "proteína CDTb truncada con el péptido señal y el prodominio eliminados y también el dominio de unión 25
a receptor eliminado y/o el dominio de unión a CDTa eliminado" significa una proteína CDTb truncada con el péptido 
señal y el prodominio eliminados, en la que también el dominio de unión a receptor y/o el dominio de unión a CDTa se 
han eliminado. Se refiere a la SEQ ID NO: 3 o un fragmento o variante de la misma con sustancialmente todo el péptido 
señal y el prodominio eliminados (por lo tanto, que no comprende aminoácidos que corresponden a sustancialmente 
todo el péptido señal y sustancialmente todo el prodominio) y también sustancialmente todo el dominio de unión a 30
receptor eliminado y/o sustancialmente la todo el dominio de unión a CDTa eliminado (por lo tanto, que no comprende 
aminoácidos que corresponden a sustancialmente todo el dominio de unión a receptor y/o que no comprende 
aminoácidos que corresponden a sustancialmente todo el dominio de unión a CDTa). Por ejemplo, la expresión 
"proteína CDTb truncada con el péptido señal eliminado y el prodominio eliminado" se refiere a una proteína CDTb 
con todo el péptido señal eliminado y al menos 85 aminoácidos del prodominio eliminados. Pueden quedar unos pocos 35
aminoácidos del péptido señal, prodominio, dominio de unión a receptor o CDTa. Por ejemplo, pueden quedar 2, 5, 
10, 15 o 20 aminoácidos del péptido señal. Por ejemplo, pueden quedar 2, 5, 10, 15 o 20 aminoácidos del prodominio. 
Por ejemplo, pueden quedar 2, 5, 10, 15 o 20 aminoácidos del dominio de unión a receptor. Por ejemplo, pueden 
quedar 2, 5, 10, 15 o 20 aminoácidos del dominio de unión a CDTa.

El péptido señal de CDTb corresponde a los aminoácidos 1-48 (que abarcan los aminoácidos 1-42) de la SEQ ID NO: 40
3 o sus equivalentes en una proteína de toxina binaria aislada de una cepa diferente de C. difficile, por ejemplo los 
aminoácidos 1-42 de la secuencia de aminoácidos de CDTb de la cepa CD196 (Perelle, M. et al Infect. Immun., 65 
(1997), páginas 1402-1407). 

El prodominio de CDTb corresponde a los aminoácidos 48-211 (que abarcan los aminoácidos 48-166) de la SEQ ID 
NO:3 o sus equivalentes en una proteína de toxina binaria aislada de una cepa diferente de C. difficile.45

En un modo de realización, el dominio de unión a receptor de CDTb corresponde a los aminoácidos 620-876 de la 
SEQ ID NO:3, o sus equivalentes en una proteína de toxina binaria aislada de una cepa diferente de C. difficile. En 
otra realización, el dominio de unión a receptor corresponde a los aminoácidos 636-876 de la SEQ ID NO:3 o sus 
equivalentes en una proteína de toxina binaria aislada de una cepa diferente de C. difficile.

El dominio de CDTb de unión a CDTa corresponde a los aminoácidos 212-296 de la SEQ ID NO: 3 o sus equivalentes 50
en una proteína de toxina binaria aislada de una cepa diferente de C. difficile.

En un modo de realización de la divulgación, la composición inmunógena comprende una proteína CDTb de 
Clostridium difficile aislada que es una proteína CDTb truncada con el péptido señal y el prodominio eliminados y 
también el dominio de unión a receptor eliminado o el dominio de unión a CDTa eliminado. 
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En otra realización de la divulgación, la composición inmunógena comprende una proteína de CTDb de Clostridium 
difficile aislada que es una proteína CDTb truncada con el péptido señal y el prodominio eliminados y también el 
dominio de unión a receptor eliminado y el dominio de unión a CDTa eliminado. 

Adecuadamente, la proteína CDTb de Clostridium difficile aislada es o comprende

(i) SEQ ID NO: 8 o SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 37;5
(ii) una variante de CDTb que tiene al menos un 80 %, 85 %, 88 %, 90 %, 92 %, 95 %, 98 %, 99 %, 100 % de 
identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 8 o SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 37; o
(iii) un fragmento de CDTb que tiene al menos 30, 50, 80, 100, 120, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 
600, 650, 700, 750 o 800 aminoácidos contiguos de la SEQ ID NO: 8 o SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 37. 

Adecuadamente, la proteína CDTb de Clostridium difficile aislada es o comprende10

(i) SEQ ID NO: 8 o SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 37;
(ii) una variante de CDTb que tiene al menos un 80 %, 85 %, 88 %, 90 %, 92 %, 95 %, 98 %, 99 %, 100 % de 
identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 8 o SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 37; o
(iii) un fragmento de CDTb que tiene al menos 30, 50, 80, 100, 120, 150, 200, 250, 300, 350 o 400 aminoácidos 
contiguos de la SEQ ID NO: 8 o al menos 30, 50, 80, 100, 120, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500 o 550 15
aminoácidos contiguos de la SEQ ID NO: 9 o al menos 30, 50, 80, 100, 120, 150, 200, 250 o 300, aminoácidos 
contiguos de la SEQ ID NO: 37

En uno de tales aspectos de la divulgación se proporciona una composición inmunógena en la que la proteína CDTb 
de Clostridium difficile aislada es una variante de CDTb que tiene al menos un 80 %, 85 %, 88 %, 90 %, 92 %, 95 %, 
98 %, 99 %, 100 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 8 o SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 37.20

En otro aspecto de la divulgación se proporciona una composición inmunógena en la que la proteína CTDb de 
Clostridium difficile aislada es un fragmento de CDTb que tiene al menos 30, 50, 80, 100, 120, 150, 200, 250, 300, 
350, 400, 450, 500, 550, aminoácidos contiguos de la SEQ ID NO: 8 o SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 37.

En un tercer aspecto de la divulgación se proporciona una composición inmunógena que comprende una proteína 
CDTb de Clostridium difficile aislada en la que la proteína CDTb de Clostridium difficile aislada se ha mutado para 25
modificar la capacidad de heptamerización.

La proteína CDTb que se ha mutado para modificar la capacidad de heptamerización significa que la proteína CDTb 
se ha mutado para modificar su capacidad de auto-ensamblaje en un pliegue heptamérico. Esta heptamerización está 
permitida por la condición de compartir cadenas beta procedentes de cada monómero de CDTb con el fin de formar 
una estructura de tonel beta. En este aspecto, la proteína CDTb puede ser una proteína CDTb truncada con el péptido 30
señal eliminado. En este aspecto, la proteína CDTb puede ser una proteína CDTb truncada con el péptido señal 
eliminado y el prodominio eliminado.

En un modo de realización de la divulgación, la proteína CDTb de Clostridium difficile aislada se ha mutado para 
reducir la capacidad de heptamerización. 

La capacidad de heptamerización de la proteína CDTb se puede medir usando una técnica tal como dispersión de luz 35
dinámica (DLS). La DLS se puede a modo de ejemplo para evaluar el radio hidrodinámico en solución de proteínas de 
CDTb purificadas, además de proporcionar información sobre la homogeneidad y para detectar la presencia de 
agregados de alto peso molecular (tales como heptámeros) dentro de una muestra de proteína. Esto se basa en el 
cálculo del coeficiente de difusión de las diferentes especies que se obtienen midiendo la fluctuación de dispersión de 
luz, que depende de la forma y tamaño molecular de la proteína, y de los otros componentes menores de la muestra.40

Basándose en un análisis profundo de un modelo estructural 3D obtenido para CDTb, un bucle en el dominio de 
oligomerización puede estar potencialmente implicado en la heptamerización de CDTb. En este bucle, se han 
identificado cuatro aminoácidos que tienen interacciones electrostáticas potenciales con aminoácidos presentes en 
otros monómeros de CDTb heptamérica. Estos residuos son Asp537, Glu539, Asp540 y Lys541 de la SEQ ID NO: 3. 

En un modo de realización de la divulgación la proteína CDTb de Clostridium difficile aislada comprende al menos una 45
mutación y/o truncamiento en el dominio de oligomerización que modifica la capacidad de heptamerización. 

El dominio de oligomerización corresponde a los aminoácidos 297-619 de la SEQ ID NO:2 o sus equivalentes en una 
proteína CDTb aislada de una cepa diferente de C. difficile.

En un modo de realización de la divulgación la proteína CDTb de Clostridium difficile aislada comprende al menos una 
mutación y/o truncamiento a la región de CDTb que comprende los aminoácidos 533-542 de la SEQ ID NO: 3 o a la 50
región equivalente en una cepa diferente de C. difficile.

En un modo de realización de la divulgación, la proteína CDTb de Clostridium difficile aislada comprende al menos 
una mutación en Asp537, Glu539, Asp540 y Lys541 de la SEQ ID NO: 3 o sus equivalentes en una cepa diferente de 
C. difficile. En un modo de realización de la divulgación, adecuadamente uno o más de Asp537, Glu539, Asp540 y/o 
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Lys541 está/están mutado/s a Gly u otro pequeño residuo.

En otra realización de la divulgación, el dominio de oligomerización está truncado. Por ejemplo, los aminoácidos 533-
542 de la SEQ ID NO:2, o sus equivalentes en una proteína CDTb aislada de una cepa diferente de C. difficile, se 
pueden eliminar y, opcionalmente, se pueden sustituir por otros residuos, por ejemplo por 3, 4, 5 o más de Gly y/o 
residuos de Ala. En una forma de realización de la divulgación ácidos amino 533-542 de la SEQ ID NO:2, o sus 5
equivalentes en una proteína CDTb aislada de una cepa diferente de C. difficile, se pueden eliminar y, opcionalmente 
se pueden sustituir por 3 residuos de Gly o 3 residuos de Ala.

En un modo de realización de la divulgación, la proteína CDTb de Clostridium difficile aislada comprende mutaciones 
en cuatro aminoácidos. Por ejemplo, la proteína CDTb comprende la mutación D537G-E539G-D540G-K541G o sus 
equivalentes en una cepa diferente de C. difficile. "D537G" significa que el aspartato en la posición 537 de la secuencia 10
de CDTb en la SEQ ID NO:2 está mutado a glicina. "E539G" significa que el glutamato en la posición 539 de la 
secuencia de CDTb en la SEQ ID NO:2 está mutado a glicina. "D540G" significa que el aspartato en la posición 540 
de la secuencia de CDTb en la SEQ ID NO:2 está mutado a glicina. "K541G" significa que la lisina en la posición 541 
de la secuencia de CDTb en la SEQ ID NO:2 está mutada a glicina.

En otra realización de este aspecto, la proteína CDTb de Clostridium difficile aislada comprende una mutación en la 15
que los aminoácidos 533-542 de la SEQ ID NO:2, o sus equivalentes en una proteína CDTb aislada de una cepa 
diferente de C. difficile, se sustituyen por 3 residuos de Gly. 

En un modo de realización de la divulgación la proteína CDTb de Clostridium difficile aislada es o comprende 

(i) SEQ ID NO: 12 o SEQ ID NO: 13; o
(ii) una variante de CDTb que tiene al menos un 80 %, 85 %, 88 %, 90 %, 92 %, 95 %, 98 %, 99 %, 100 % de 20
identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 12 o SEQ ID NO: 13; o
(iii) un fragmento de CDTb que tiene al menos 30, 50, 80, 100, 120, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 
600, 650, 700, 750, 800 o 850 aminoácidos contiguos de la SEQ ID NO: 12 o SEQ ID NO: 13.

En uno de tales aspectos, se proporciona una composición inmunógena en la que la proteína CDTb de Clostridium 
difficile aislada es una variante de CDTb que tiene al menos un 80 %, 85 %, 88 %, 90 %, 92 %, 95 %, 98 %, 99 %, 25
100 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 12 o SEQ ID NO: 13.

En otro aspecto, se proporciona una composición inmunógena en la que la proteína CDTb de Clostridium difficile 
aislada es un fragmento de CDTb que tiene al menos 30, 50, 80, 100, 120, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 
550, 600, 650, 700, 750, 800 o 850 aminoácidos contiguos de la SEQ ID NO: 12 o SEQ ID NO: 13.

Las proteínas de CDTb y CDTa varían en secuencia de aminoácidos entre las diferentes cepas, por esta razón, la 30
numeración de aminoácidos puede variar entre cepas. Por esta razón, la expresión "equivalentes en una cepa 
diferente" se refiere a los aminoácidos que corresponden a los de una cepa de referencia (por ejemplo, C. difficile
R20291 de la que proceden la SEQ ID NO:1 y SEQ ID NO:2), pero que se encuentran en una toxina de una cepa 
diferente y que de este modo se pueden numerar de manera diferente. Una región de aminoácidos ‘equivalentes’ se 
puede determinar alineando las secuencias de las toxinas de las cepas diferentes. Un ejemplo de toxina binaria que 35
produce cepas de C. difficile incluye CD196, CCUG 20309, R8637, IS81, IS93, IS51, IS58, R6786, R7605, R5989 y 
R10456. A menos que se indique lo contrario, los números de aminoácidos proporcionados en todo momento se 
refieren a los de R20291 de la cepa de referencia, como se expone en SEQ ID NO: 1 (CDTa) y SEQ ID NO:2 (CDTb).

En un modo de realización de la divulgación la proteína CDTb de Clostridium difficile aislada es un monómero de 
CDTb. En un modo de realización adicional, la proteína CDTb de Clostridium difficile aislada es un multímero de CDTb. 40
En un modo de realización adicional, la proteína CDTb de Clostridium difficile aislada es un heptámero de CDTb.

En un modo de realización de la divulgación, la composición inmunógena no comprende/no comprende adicionalmente 
una proteína aislada de CDTa de Clostridium difficile.

La presente divulgación proporciona una composición inmunógena que comprende una proteína CDTb de Clostridium 
difficile aislada como el único antígeno de C. difficile. Tal como se usa en el presente documento, la expresión "como 45
el único antígeno de C. antígeno" significa que la composición inmunógena no comprende tampoco otro antígeno de 
C. difficile por ejemplo, la composición inmunógena también no comprende tampoco una toxina A, toxina B de la toxina 
o proteína CDTa.

En un modo de realización de la divulgación, la composición inmunógena comprende/comprende adicionalmente una 
proteína aislada de CDTa de Clostridium difficile. 50

Adecuadamente, la proteína CDTa de Clostridium difficile aislada es una proteína truncada de CDTa. "Una proteína 
truncada de CDTa" como se usa en el presente documento significa una proteína CDTa que no alcanza toda su 
longitud o su forma correcta, y por lo tanto no se encuentran algunos de los residuos de aminoácidos que están 
presentes en toda la longitud de CDTa de la SEQ ID NO: 1 o su equivalente en una cepa diferente, y que no pueda 
realizar la función para la que está destinado, ya que su estructura es incapaz de hacerlo, por ejemplo, actividad de 55
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ADP ribosiltransferasa y/o interacción con CDTb. Un ensayo adecuado para la actividad de ADP ribosiltransferasa se 
describe en los PLOS pathogens 2009, vol 5 (10): e1000626.

Adecuadamente, la proteína CDTa de Clostridium difficile aislada es una proteína truncada de CDTa que no 
comprende el dominio C-terminal. La expresión "proteína truncada de CDTa que no comprende el dominio C-terminal" 
se refiere a un fragmento o variante de la SEQ ID NO:1 que no comprende una porción sustancial del dominio C-5
terminal, puede haber unos pocos aminoácidos de el dominio C-terminal restante, por ejemplo, pueden quedar 2, 5, 
10, 15, 20, 25, 30, 35 o 50 aminoácidos del dominio C-terminal. El dominio C-terminal corresponde a los aminoácidos 
269-463 de la SEQ ID NO:1 o sus equivalentes en una proteína CDTa aislada de una cepa diferente de C. difficile. En 
esta realización de la divulgación la proteína CDTa de Clostridium difficile truncada adecuadamente es o comprende

(i) SEQ ID NO: 18 o SEQ ID NO: 19;10
(i) una variante de CDTa que tiene al menos un 80 %, 85 %, 88 %, 90 %, 92 %, 95 %, 98 %, 99 %, 100 % de 
identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 18 o SEQ ID NO: 19; o
(iii) un fragmento de CDTa que tiene al menos 30, 50, 80, 100, 120, 150, o 190 aminoácidos contiguos de la SEQ 
ID NO: 18 o SEQ ID NO: 19. 

En un modo de realización de la divulgación la proteína CDTa truncada que no comprende el dominio C-terminal es 15
una variante de CDTa que tiene al menos un 80 %, 85 %, 88 %, 90 %, 92 %, 95 %, 98 %, 99 %, 100 % de identidad 
de secuencia con la SEQ ID NO: 20. En un modo de realización adicional de la divulgación la proteína truncada de 
CDTa que no comprende el dominio C-terminal es una variante de CDTa que tiene al menos 30, 50, 80, 100, 120,
150, o 190 aminoácidos contiguos de la SEQ ID NO: 20.

En un modo de realización adicional de cualquiera de los aspectos de la divulgación, la proteína CDTa de Clostridium 20
difficile aislada contiene adecuadamente una mutación que reduce su actividad de ADP-ribosiltransferasa. Por ejemplo 
la proteína CDTa de Clostridium difficile aislada tiene una mutación de glutamato a otro aminoácido en la posición 428 
de la SEQ ID NO: 1 o una mutación equivalente en otra cepa de C. difficile. La expresión "tiene una mutación en la 
posición 428" se refiere a las proteínas de CDTa que tienen una mutación en esta ubicación exacta, pero también a 
una proteína CDTa que se aísla de una cepa diferente y que tiene una mutación en una posición equivalente. La 25
proteína CDTa varía en secuencia de aminoácidos entre las diferentes cepas, por esta razón, la numeración de los 
aminoácidos puede diferir entre las cepas, por lo tanto una proteína CDTa de una cepa diferente puede tener un 
glutamato correspondiente, que no es el número 428 en secuencia. En un modo de realización, la proteína CDTa de 
Clostridium difficile aislada tiene una mutación de glutamato a glutamina en la posición 428 de la SEQ ID NO: 1.

En un modo de realización adicional de cualquiera de los aspectos de la divulgación, la proteína CDTa de Clostridium30
difficile aislada adecuadamente tiene una mutación de glutamato a un aminoácido diferente en la posición 430 de la 
SEQ ID NO:1 o una mutación equivalente en otra cepa de C. difficile. La expresión "tiene una mutación en la posición 
430" se refiere a proteínas que tienen esta ubicación exacta, pero también a una proteína CDTa que se aísla de una 
cepa diferente y que tiene una mutación en una posición equivalente. En un modo de realización, la proteína CDTa de 
Clostridium difficile aislada tiene una mutación de glutamato a glutamina en la posición 430 de la SEQ ID NO: 1.35

En un modo de realización adicional de cualquiera de los aspectos de la divulgación, la proteína CDTa Clostridium
difficile aislada adecuadamente es o comprende

(i) SEQ ID NO: 21; SEQ ID NO: 22; SEQ ID NO: 23; o SEQ ID NO: 24; o 
(ii) una variante de CDTa que tiene al menos un 80 %, 85 %, 88 %, 90 %, 92 %, 95 %, 98 %, 99 %, 100 % de 
identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 21; SEQ ID NO: 22; SEQ ID NO: 23; o SEQ ID NO: 24; o40
(iii) un fragmento de CDTa que tiene al menos 30, 50, 80, 100, 120, 150, 200, 250, 300, 350 o 400 aminoácidos 
contiguos de la SEQ ID NO: 21; SEQ ID NO: 22; SEQ ID NO: 23; o SEQ ID NO: 24.

En un modo de realización adicional de cualquiera de los aspectos de la divulgación, la proteína CDTa de Clostridium
difficile aislada adecuadamente es o comprende

(i) SEQ ID NO: 22; o 45
(ii) una variante de CDTa que tiene al menos un 80 %, 85 %, 88 %, 90 %, 92 %, 95 %, 98 %, 99 %, 100 % de 
identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 22; o
(iii) un fragmento de CDTa que tiene al menos 30, 50, 80, 100, 120, 150, 200, 250, 300, 350 o 400 aminoácidos 
contiguos de la SEQ NO: 22.

Las proteínas de fusión que comprenden una proteína CDTa y una proteína CDTb50

En otro aspecto, la invención proporciona composiciones inmunógenas que comprenden una proteína de fusión que 
comprende una proteína CDTa de longitud completa y una proteína CDTb en la que la proteína CDTb es una proteína 
CDTb de longitud completa con el prodominio eliminado. En este aspecto "CDTa de longitud completa" significa CDTa 
de longitud completa de la SEQ ID NO. 36 o su equivalente en otra cepa de C. difficile, o una variante de CDTa que 
tiene al menos un 80 %, 85 %, 88 %, 90 %, 92 %, 95 %, 98 %, 99 %, 100 % de identidad de secuencia con la SEQ ID 55
NO: 36
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"Polipéptido de fusión" o "proteína de fusión" se refiere a una proteína que tiene al menos dos polipéptidos heterólogos 
(por ejemplo, al menos dos polipéptidos de Clostridium difficile) unidos covalentemente, ya sea directamente o a través 
de un enlazador de aminoácidos. También puede referirse a una proteína que tiene al menos dos polipéptidos 
heterólogos con enlaces no covalentes. Los polipéptidos formadores de proteína de fusión están normalmente 
vinculados C-terminal a N-terminal, aunque también pueden estar vinculados a C-terminal a C-terminal, N-terminal a 5
N-terminal o N-terminal a C-terminal. Los polipéptidos de la proteína de fusión pueden estar en cualquier orden. Este 
término también se refiere a variantes modificadas de manera conservadora, variantes polimórficas, alelos, mutantes, 
fragmentos inmunógenos y homólogos de interespecies de los antígenos que forman la proteína de fusión.

El término "fusionado" se refiere al enlace por ejemplo, enlace covalente entre dos polipéptidos en una proteína de 
fusión. Los polipéptidos son normalmente se unen a través de un enlace peptídico, ya sea directamente entre sí o a 10
través de un enlazador de aminoácidos. Opcionalmente, los péptidos se pueden unir a través de enlaces covalentes 
no peptídicos conocidos por los expertos en la técnica. 

Se puede emplear una secuencia enlazadora peptídica para separar el primer y segundo componentes polipeptídicos 
una distancia suficiente para asegurar que cada polipéptido se pliega en sus estructuras secundaria y terciaria. Dicha 
secuencia enlazadora peptídica se incorpora en la proteína de fusión usando técnicas convencionales que se conocen 15
bien en la técnica. Se pueden elegir secuencias enlazadoras peptídicas adecuadas basándose en los siguientes 
factores: (1) su capacidad para adoptar una conformación extendida flexible; (2) su incapacidad para adoptar una 
estructura secundaria que pudiera interactuar con epítopos funcionales en el primer y segundo polipéptidos; y (3) la 
falta de residuos hidrófobos o cargados que pudieran reaccionar con los epítopos funcionales del polipéptido. Las 
secuencias enlazadoras peptídicas preferidas contienen residuos de Gly, Asn y Ser. También se pueden usar otros 20
aminoácidos casi neutros, tales como Thr y Ala en la secuencia enlazadora. Las secuencias de aminoácidos que se 
pueden emplear provechosamente como enlazadoras incluyen las descritas en Maratea et al, Gene 40:. 39-46 (1985); 
Murphy et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 83: 8258-8262 (1986); Patente de Estados Unidos N.º 4.935.233 y la 
Patente de EE.UU. N.º 4.751.180. La secuencia enlazadora puede ser generalmente de 1 a aproximadamente 50 
aminoácidos de longitud, por ejemplo de 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 o 40 aminoácidos de longitud. Las secuencias 25
enlazadoras no son necesarias cuando el primer y segundo polipéptidos tienen regiones de aminoácidos N-terminales 
no esenciales que se pueden a modo de ejemplo para separar los dominios funcionales y prevenir la interferencia 
estérica.

En este aspecto, la proteína de fusión puede comprender adecuadamente un enlazador. Un ejemplo de un enlazador 
adecuado comprende o consiste en seis residuos de Gly consecutivos.30

En este aspecto, la proteína CDTa está adecuadamente primero en la fusión. Esto significa que la proteína CDTa se 
coloca en el N-terminal de la proteína de fusión con relación a la posición de la proteína CDTb. Esto mejora la 
elaborabilidad de la fusión de CDTa-CDTb.

En un modo de realización, la proteína CDTa tiene una mutación de cisteína a otro aminoácido en la posición 45 de la 
SEQ ID NO: 1 o el aminoácido equivalente en otra cepa de C. difficile. La expresión "tiene una mutación en la posición 35
45" se refiere a las proteínas de CDTa que tienen una mutación en esta ubicación exacta de la SEQ ID NO: 1, pero 
también a una proteína CDTa que se aísla de una cepa diferente y que tiene una mutación en una posición equivalente. 
En un modo de realización, la proteína CDTa tiene una mutación de cisteína a tirosina en la posición 45. Esta mutación 
se hace con el fin de prevenir/evitar la formación de un enlace de disulfuro entre dos proteínas de CDTa.

En un modo de realización, la proteína CDTa de longitud completa comprende una o más mutaciones que reducen su 40
actividad de ADP-ribosiltransferasa. 

Por ejemplo, la proteína CDTa puede tener cualquiera de los conjuntos de mutaciones descritos en el documento 
WO2013/112867. Por ejemplo, la proteína CDTa puede comprender al menos dos mutaciones seleccionadas de las 
siguientes mutaciones en las posiciones 2, 67, 69, 253, 255, 258, 302, 307, 342, 345, 356, 359, 382, 385 y 387 (que 
corresponde a las posiciones 3, 68, 70, 254, 256, 259, 303, 308, 343, 346, 357, 360, 383, 386 y 388 de la secuencia 45
de SEQ ID NO: 36 de la presente solicitud:) C2A, Y67A, Y69A, Y253A, R255A, Y258A, R302A, Q307E, N342A, S345F, 
F356A, R359A, Y382A, E385Q, E385A, E387Q, y E387D como se describe en el documento WO2013/112867. "C2A" 
significa que la cisteína en la posición 2 de la secuencia de la proteína CDTb divulgada en el documento 
WO2013/112867 (correspondiente a la posición 3 de la SEQ ID NO:36 de la presente solicitud) está mutada a alanina, 
y las otras mutaciones enumeradas en este grupo deben entenderse de manera similar. En algunos modos de 50
realización, las mutaciones de CDTa están seleccionadas entre: C2A, R302A, S345F, E385Q, E385A, E387Q y 
E387D. En modos de realización de este aspecto de la invención, la proteína CDTa comprende un conjunto de 
mutaciones seleccionado del grupo que consiste en: (A) S345F, E385Q y E387Q; (B) R302A, E385A, E387D; (C) C2A, 
S345F, E385Q y E387Q; (D) R302A, S345F, E385Q y E387Q; (E) Y67A, Y69A, y R255A; (F) R359A, Y67A, y Q307E; 
(G) Y258A, F356A, S345F; y (h) N342A, Y253A y Y382A. 55

En un modo de realización, la proteína CDTa comprende una mutación que reduce su actividad de ADP-
ribosiltransferasa. 

La expresión "proteína CDTa comprende una mutación que reduce su actividad de ADP-ribosiltransferasa" se refiere 
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a una proteína CDTa que comprende una mutación en una única posición con la única intención de reducir su actividad 
de ADP ribosiltransferasa. La proteína CDTa puede comprender opcionalmente otras mutaciones no destinadas 
específicamente a reducir su actividad de ADP ribosiltranferasa. Las mutaciones destinadas específicamente a reducir 
la actividad de ADP ribosiltransferasa incluyen E428Q y E430Q (numeración de aminoácidos con referencia a la SEQ 
ID NO:1) o C2A, Y67A, Y69A, Y253A, R255A, Y258A, R302A, Q307E, N342A, S345F, F356A, R359A, Y382A, E385Q, 5
E385A, E387Q, y E387D como se describe en el documento WO2013/112.867 (numeración de aminoácidos 
correspondiente a las posiciones 3, 68, 70, 254, 256, 259, 303, 308, 343, 346, 357, 360, 383, 386 y 388 con referencia 
a la SEQ ID NO 36).

Por ejemplo la proteína CDTa tiene una mutación de glutamato a otro aminoácido en la posición 428 de la SEQ ID 
NO: 1 o el aminoácido equivalente en otra cepa de C. difficile. La expresión "tiene una mutación en la posición 428" 10
se refiere a las proteínas de CDTa que tienen una mutación en esta ubicación exacta de la SEQ ID NO: 1, pero también 
a una proteína CDTa aislada de una cepa diferente y que tiene una mutación en una posición equivalente. La proteína 
CDTa varía en secuencia de aminoácidos entre las diferentes cepas, por esta razón, la numeración de los aminoácidos 
puede diferir entre las cepas, por lo tanto una proteína CDTa de una cepa diferente puede tener un glutamato 
correspondiente, que no es el número 428 en secuencia. En un modo de realización, la proteína CDTa tiene una 15
mutación de glutamato a glutamina en la posición 428. En un modo de realización adicional, la proteína CDTa tiene 
adecuadamente una mutación de glutamato a un aminoácido diferente en la posición 430 de la SEQ ID NO: 1 o el 
aminoácido equivalente en otra cepa de C. difficile. La expresión "tiene una mutación en la posición 430" se refiere a 
proteínas que tienen esta ubicación exacta, pero también a una proteína CDTa que se aísla de una cepa diferente y 
que tiene una mutación en una posición equivalente. En un modo de realización, la proteína CDTa tiene una mutación 20
de glutamato a glutamina en la posición 430.

En un modo de realización, la proteína CDTa de longitud completa adecuadamente es o comprende 

(i) SEQ ID NO: 39; o 
(ii) una variante de CDTa que tiene al menos un 80 %, 85 %, 88 %, 90 %, 92 %, 95 %, 98 %, 99 %, 100 % de 
identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 39; o25
(iii) un fragmento de CDTa que tiene al menos 30, 50, 80, 100, 120, 150, 200, 250, 300, 350 o 400 aminoácidos 
contiguos de la SEQ ID NO: 39.

En otra realización, la proteína CDTa de longitud completa adecuadamente es o comprende 

(i) una secuencia de aminoácidos como se expone en SEQ ID NO: 40, 42 o 67 en el documento WO2013/112867; 
o 30
(ii) una variante de CDTa que tiene al menos un 80 %, 85 %, 88 %, 90 %, 92 %, 95 %, 98 %, 99 %, 100 % de 
identidad de secuencia con cualquiera de las secuencias en (i); o
(iii) un fragmento de CDTa que tiene al menos 30, 50, 80, 100, 120, 150, 200, 250, 300, 350 o 400 aminoácidos 
contiguos de cualquiera de las secuencias en (i).

En un modo de realización, la proteína CDTb es una proteína CDTb de longitud completa. En este aspecto "CDTb de 35
longitud completa" significa CDTb de longitud completa de la SEQ ID NO. 7, es decir, CDTb con el prodominio 
eliminado.

En esta forma de realización de este aspecto, la proteína de fusión que comprende una proteína CDTa de longitud 
completa y una proteína CDTb adecuadamente es o comprende 

(i) SEQ ID NO: 14; o 40
(ii) una proteína de fusión variante que tiene al menos un 80 %, 85 %, 88 %, 90 %, 92 %, 95 %, 98 %, 99 %, 100 % 
de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 14; o
(iii) un fragmento que tiene al menos 30, 50, 80, 100, 120, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 
700, 750, 800 o 850 aminoácidos contiguos de la SEQ ID NO: 14.

En otra realización de la divulgación, la proteína CDTb es una proteína CDTb truncada con el dominio de unión a 45
CDTa eliminado. La expresión "con el dominio de unión a CDTa eliminado" se refiere a un fragmento o variante de la 
SEQ ID NO: 3, o su equivalente en otra cepa de C. difficile, con sustancialmente todo el dominio de unión a CDTa 
eliminado (por lo tanto, que no comprende aminoácidos que corresponden a sustancialmente todo el dominio de unión 
a CDTa). Por ejemplo, la expresión "proteína CDTb truncada con el dominio de unión a CDTa eliminado" se refiere a 
una proteína CDTb con al menos 65 aminoácidos del dominio de unión a CDTa eliminados. Pueden quedar unos 50
pocos aminoácidos del dominio de unión a CDTa. Por ejemplo, pueden quedar 2, 5, 10, 15 o 20 aminoácidos del 
dominio de unión a CDTa.

El dominio de unión a CDTa de CDTb corresponde a los aminoácidos 212-295 de la SEQ ID NO: 3 o sus equivalentes 
en una proteína de toxina binaria aislada de una cepa diferente de C. difficile.

En esta realización, la proteína CDTb truncada con el dominio de unión a CDTa eliminado adecuadamente es o 55
comprende 
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(i) SEQ ID NO: 9; o 
(ii) una proteína de fusión variante que tiene al menos un 80 %, 85 %, 88 %, 90 %, 92 %, 95 %, 98 %, 99 %, 100 % 
de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 9; o
(iii) un fragmento que tiene al menos 30, 50, 80, 100, 120, 150, 200, 250, 300, 350 o 400 aminoácidos contiguos 
de la SEQ ID NO: 9.5

En esta realización, la proteína de fusión que comprende una proteína CDTa longitud completa y una proteína CDTb 
truncada con el dominio de unión de CDTa eliminado adecuadamente es o comprende 

(i) SEQ ID NO: 15; o 
(ii) una proteína de fusión variante que tiene al menos un 80 %, 85 %, 88 %, 90 %, 92 %, 95 %, 98 %, 99 %, 100 % 
de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 15; o10
(iii) un fragmento que tiene al menos 30, 50, 80, 100, 120, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 
700, 750, 800 o 850 aminoácidos contiguos de la SEQ ID NO: 15.

En otra realización de la divulgación la proteína CDTb es una proteína CDTb truncada que comprende el dominio de 
unión a receptor. La expresión "proteína CDTb truncada que comprende el dominio de unión a receptor" se refiere a 
un fragmento o variante de la SEQ ID NO:3, o sus equivalentes en otra cepa de C. difficile, con sustancialmente todos 15
menos el dominio de unión a receptor eliminados (por lo tanto, que no comprende aminoácidos que corresponden a 
sustancialmente la totalidad de la proteína, excepto para el dominio de unión a receptor), pueden quedar unos pocos 
aminoácidos además del dominio unión al receptor, por ejemplo 2, 5, 10, 15 o 20 aminoácidos a excepción de/además 
del dominio de unión a receptor. En una versión, el dominio de unión a receptor corresponde a los aminoácidos 620-
876 de la SEQ ID NO:3, o sus equivalentes en una proteína toxina binaria aislada de una cepa diferente de C. difficile.20
En otra versión, el dominio de unión a receptor corresponde a los aminoácidos 636-876 de la SEQ ID NO:3 o sus 
equivalentes en una proteína toxina binaria aislada de una cepa diferente de C. difficile.

En esta realización, la proteína CDTb adecuadamente es o comprende 

(i) SEQ ID NO: 27 o SEQ ID NO: 28; o
(i) una variante de CDTb que tiene al menos un 80 %, 85 %, 88 %, 90 %, 92 %, 95 %, 98 %, 99 %, 100 % de 25
identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 27 o SEQ ID NO: 28; o
(iii) un fragmento de CDTb que tiene al menos 30, 50, 80, 100, 120, 150 o 200 aminoácidos contiguos de la SEQ 
ID NO: 27 o SEQ ID NO: 28.

En esta realización, la proteína de fusión que comprende una proteína CDTa de longitud completa y una proteína 
CDTb truncada que comprende el dominio de unión a receptor adecuadamente es o comprende 30

(i) SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 17; o 
(ii) una proteína de fusión variante que tiene al menos un 80 %, 85 %, 88 %, 90 %, 92 %, 95 %, 98 %, 99 %, 100 % 
de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 17; o
(iii) un fragmento que tiene al menos 30, 50, 80, 100, 120, 150, 200, 250, 300, 350 o 400 aminoácidos contiguos 
de la SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 17.35

En otro aspecto, la invención proporciona nuevos polipéptidos y nucleótidos como se define en el presente documento. 

En un modo de realización, la invención proporciona un polipéptido que comprende una secuencia de aminoácidos 
representada por cualquiera de las SEQ ID NOs 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 25, 26, 37, 43, 44 , 49, 50, 51, 52, 
53, 54, 55, 56, 57, 58, 66, 67 o 71. En un modo de realización de cualquiera de los aspectos de la invención, la 
composición inmunógena da lugar a anticuerpos que neutralizan CDTa o CDTb o ambos. En un modo de realización 40
adicional, la composición da lugar a anticuerpos que neutralizan la toxina binaria. Si una composición da lugar a 
anticuerpos contra una toxina se puede medir inmunizando ratones con la composición inmunógena, recogiendo los 
sueros y analizado los valores de anti-toxina de los sueros usando ELISA. Los sueros se deben comparar con una 
muestra de referencia obtenida a partir de ratones que no han sido inmunizados. La composición de la invención da 
lugar a anticuerpos que neutralizan CDTa si los sueros contra el polipéptido proporcionan una lectura de ELISA de 45
más de un 10 %, 20 %, 30 %, 50 %, 70 %, 80 %, 90 %, o 100 % mayor que la muestra de referencia.

En un modo de realización adicional, las composiciones inmunógenas de la invención dan lugar a una respuesta 
inmunitaria protectora en un huésped mamífero frente a cepas de C. difficile. En un modo de realización, el huésped 
mamífero se selecciona entre el grupo que consiste en ratón, conejo, conejillo de indias, primate no humano, mono y 
humano. En un modo de realización, el huésped mamífero es un ratón. En otro modo de realización, el huésped 50
mamífero es un ser humano. 

SI una composición inmunógena da lugar a una respuesta inmunitaria protectora en un huésped mamífero frente a 
cepas de C. difficile se puede determinar usando un ensayo de provocación. En dicho ensayo el huésped mamífero 
se vacuna con la composición inmunógena y sometida a provocación por la exposición a C. difficile, el tiempo que el 
mamífero sobrevive después de la provocación se compara con el tiempo que sobrevive un mamífero de referencia 55
que no ha sido inmunizado con la composición inmunógena. Una composición inmunógena provoca una respuesta 
inmunitaria protectora si un mamífero inmunizado con la composición inmunógena sobrevive al menos un 10 %, 20 %, 
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30 %, 50 %, 80 %, 80 %, 90 %, o 100 % más que un mamífero de referencia que tiene no ha sido inmunizado después 
de la provocación con C. difficile.

La toxina A y la toxina B

En un modo de realización de cualquiera de los aspectos de la invención, las composiciones inmunógenas de la 
invención comprenden, además, una proteína toxina A de Clostridium difficile aislada y/o una proteína aislada de toxina 5
B de C. difficile.

La expresión "proteína aislada de toxina A de Clostridium difficile" se refiere a una proteína con la secuencia de 
aminoácidos de SEQ ID NO: 29, o un fragmento o variante de la SEQ ID NO: 29. En un modo de realización, la proteína 
toxina A de Clostridium difficile aislada es un fragmento que comprende 50, 100, 150, 200, 250, 300, 500, 750, 1000, 
1250, 1500, 1750, 2000 o 2500 aminoácidos contiguos de ácidos de SEQ ID NO: 29. En un modo de realización, la 10
proteína toxina A de Clostridium difficile aislada es una variante que comprende un 80 %, 85 %, 90 %, 92 %, 95 %, 
98 %, 99 % o 100 % de identidad con SEQ ID NO: 29.

La expresión "proteína aislada de toxina B de Clostridium difficile" se refiere a una proteína con la secuencia de 
aminoácidos de SEQ ID NO: 30, o un fragmento o variante de la SEQ ID NO: 30. En un modo de realización, la proteína 
de toxina B de Clostridium difficile aislada es un fragmento que comprende 50, 100, 150, 200, 250, 300, 500, 750, 15
1000, 1250, 1500, 1750 o 2000 SEQ ID NO: 30. En un modo de realización, la proteína de toxina B de Clostridium 
difficile aislada es una variante que comprende un 80 %, 85 %, 90 %, 92 %, 95 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad 
con SEQ ID NO: 30.

En un modo de realización, la proteína de toxina A de Clostridium difficile aislada comprende un fragmento de dominio 
de repetición. La expresión "dominio de repetición de toxina A" se refiere al dominio C-terminal de la proteína de toxina 20
A de C. difficile, que comprende secuencias repetidas. El dominio de repetición de la toxina A se refiere a los 
aminoácidos 1832-2710 de la toxina A de la cepa VPI10463 (ATCC43255) y sus equivalentes en una cepa diferente. 
La secuencia de aminoácidos 1832-2710 de la cepa VPI10463 (ATCC43255) corresponde a los aminoácidos 1832-
2710 de SEQ ID NO: 29.

En un modo de realización adicional, la proteína de toxina A de Clostridium difficile aislada comprende un fragmento 25
del dominio N-terminal de la toxina A. El dominio N-terminal de la toxina A se refiere a los aminoácidos 1-1831 de la 
toxina A de la cepa VPI10463 (ATCC43255) y sus equivalentes en una cepa diferente. La secuencia de aminoácidos 
1-1831 de la toxina A de la cepa VPI10463 (ATCC43255) corresponde a los aminoácidos 1-1831 de la SEQ ID NO: 
29.

En un modo de realización, la proteína de toxina B de Clostridium difficile aislada comprende un dominio de repetición 30
de toxina B. El "dominio de repetición de la toxina B" se refiere al dominio C-terminal de la proteína de toxina B de C. 
difficile. Este dominio se refiere a los aminoácidos 1834-2366 de la cepa VPI10463 (ATCC43255) y sus equivalentes 
en una cepa diferente. La secuencia de aminoácidos 1834-2366 de la cepa VPI10463 (ATCC43255) corresponde a 
los aminoácidos 1834-2366 de la SEQ ID NO: 30.

En un modo de realización adicional, la proteína de toxina B de Clostridium difficile aislada comprende un fragmento 35
del dominio N-terminal de la toxina B. El dominio N-terminal de la toxina B se refiere a los aminoácidos 1-1833 de la 
toxina B de la cepa VBI10463 (ATCC43255) y sus equivalentes en una cepa diferente. La secuencia de aminoácidos 
1-1833 de la toxina B de la cepa VBI10463 (ATCC43255) corresponde a los aminoácidos 1-1833 de la SEQ ID NO: 
30.

Las toxinas A y B de C. difficile son proteínas conservadas, no obstante, la secuencia difiere una cantidad pequeña 40
entre las cepas, además la secuencia de aminoácidos para las toxinas A y B en diferentes cepas puede diferir en 
número de aminoácidos.

Por estas razones las expresiones dominio de repetición de la toxina A y/o dominio de repetición de la toxina B hacen 
referencia a una secuencia que es una variante con un 90 %, 95 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad de secuencia 
con los aminoácidos 1832 a 2710 de la SEQ ID NO: 29 o una variante con un 90 %, 95 %, 98 %, 99 % o 100 % de 45
identidad de secuencia con los aminoácidos 1834-2366 de la SEQ ID NO: 30. Del mismo modo, las expresiones 
dominio N-terminal de toxina A y dominio N-terminal de toxina B hacen referencia a una secuencia que es una variante 
con un 90 %, 95 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad de secuencia a los aminoácidos 1 a 1.831 de la SEQ ID NO: 29 
o una variante con un 90 %, 95 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad de secuencia con los aminoácidos 1-1833 de la 
SEQ ID NO: 30.50

Además, la numeración de los aminoácidos puede diferir entre los dominios C-terminales de la toxina A (o la toxina B) 
a partir de una cepa y la toxina A (o la toxina B) a partir de otra cepa. Por esta razón, la expresión "equivalentes en 
una cepa diferente" se refiere a los aminoácidos que corresponden a los de una cepa de referencia (por ejemplo, C. 
difficile VPI10463), pero que se encuentran en una toxina de una cepa diferente y que de este modo se pueden 
numerar de manera diferente. Una región de aminoácidos ‘equivalentes’ se puede determinar alineando las secuencias 55
de las toxinas de las cepas diferentes. Los números de aminoácidos proporcionados en todo momento se refieren a 
los de la cepa VPI10463 (y son como se expone en la SEQ ID NO: 29 y SEQ ID NO: 30).
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En un modo de realización adicional de cualquiera de los aspectos de la invención, la proteína aislada de toxina A de 
C. difficile y la proteína aislada de toxina B de C. difficile forman una proteína de fusión. En un modo de realización, la 
proteína de fusión es un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a una secuencia seleccionada del 
grupo que consiste en SEQ ID NO: 31, 32, 33, 34 y 35. En un modo de realización adicional, la proteína de fusión es 
un fragmento de al menos 800, 850, 900 o 950 aminoácidos contiguos de una secuencia seleccionada del grupo que 5
consiste en SEQ ID NO: 31, 32, 33, 34 y 35.

Fragmentos

El término "fragmento" como se define en el presente documento se puede referir a un fragmento que comprende un 
epítopo de células T. Los epítopos de linfocitos T son tramos contiguos cortos de aminoácidos que se reconocen por 
linfocitos T (por ejemplo, linfocitos T CD4+ o CD8+). La identificación de epítopos de células T puede conseguirse 10
mediante experimentos de mapeo de epítopos que se conocen bien por parte del experto en la técnica (véase, por 
ejemplo, Paul, Fundamental Immunology, 3ª ed, 243-247 (1993); Beiβbarth et al Bioinformtics 2005 21 (Supl. 1): i29-
i37). 

El término "fragmento" cuando se usa en relación con un polipéptido que comprende una etiqueta de histidina incluye 
el polipéptido sin la etiqueta de histidina, por ejemplo, a partir del cual se ha escindido la etiqueta de histidina. Por 15
ejemplo, los fragmentos adecuados de los polipéptidos que comprenden una secuencia de aminoácidos representada 
por cualquiera de las SEQ ID NOs. 5, 7-28 o 36-42 (cada una de las cuales comprende una etiqueta de histidina) 
incluyen el polipéptido correspondiente sin la etiqueta de histidina representada por la secuencia ID Nos 47-76, como 
se establece en la siguiente concordancia:

Polipéptido que incluye etiqueta de his: Fragmento adecuado sin etiqueta de his:

SEQ ID NO: 5 SEQ ID NO: 47 

SEQ ID NO: 7 SEQ ID NO: 48

SEQ ID NO: 8 SEQ ID NO: 49

SEQ ID NO: 9 SEQ ID NO: 50

SEQ ID NO: 10 SEQ ID NO: 51

SEQ ID NO: 11 SEQ ID NO: 52

SEQ ID NO: 12 SEQ ID NO: 53

SEQ ID NO: 13 SEQ ID NO: 54

SEQ ID NO: 14 SEQ ID NO: 55

SEQ ID NO: 15 SEQ ID NO: 56

SEQ ID NO: 16 SEQ ID NO: 57

SEQ ID NO: 17 SEQ ID NO: 58

SEQ ID NO: 18 SEQ ID NO: 59

SEQ ID NO: 19 SEQ ID NO: 60

SEQ ID NO: 20 SEQ ID NO: 61

SEQ ID NO: 21 SEQ ID NO: 62

SEQ ID NO: 22 SEQ ID NO: 63

SEQ ID NO: 23 SEQ ID NO: 64

SEQ ID NO: 24 SEQ ID NO: 65

SEQ ID NO: 25 SEQ ID NO: 66

SEQ ID NO: 26 SEQ ID NO: 67

SEQ ID NO: 27 SEQ ID NO: 68

SEQ ID NO: 28 SEQ ID NO: 69

SEQ ID NO: 36 SEQ ID NO: 70

SEQ ID NO: 37 SEQ ID NO: 71

SEQ ID NO: 38 SEQ ID NO: 72

SEQ ID NO: 39 SEQ ID NO: 73

SEQ ID NO: 40 SEQ ID NO: 74

SEQ ID NO: 41 SEQ ID NO: 75

SEQ ID NO: 42 SEQ ID NO: 76
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Adecuadamente, los fragmentos de la invención son fragmentos inmunógenos. "Fragmentos inmunógenos" de 
acuerdo con la presente invención normalmente comprenderán al menos 9 aminoácidos contiguos de la secuencia 
polipeptídica de longitud completa (por ejemplo, 10), tal como al menos 12 aminoácidos contiguos (por ejemplo, al 
menos 15 o al menos 20 amino contiguos ácidos), en particular al menos 50 aminoácidos contiguos, tal como al menos 5
100 aminoácidos contiguos (por ejemplo al menos 200 aminoácidos contiguos). Adecuadamente, los fragmentos 
inmunógenos serán al menos un 20 %, tal como al menos un 50 %, al menos un 70 % o al menos un 80 % de la 
longitud de la secuencia polipeptídica de longitud completa. 

Se entenderá que en una población diversa exogámica, tal como seres humanos, diferentes tipos de HLA significan 
que puede suceder que epítopos específicos no sean reconocidos por todos los miembros de la población. En 10
consecuencia, para maximizar el nivel de reconocimiento y la escala de la respuesta inmunitaria a un polipéptido, 
generalmente es deseable que un fragmento inmunógeno contiene una pluralidad de los epítopos de la secuencia de 
longitud completa (de forma adecuada todos los epítopos). 

Variantes

"Variantes" o "variantes modificadas de manera conservadora" se aplica a secuencias tanto de aminoácidos como de 15
ácidos nucleicos. Con respecto a las secuencias particulares de ácidos nucleicos, las variantes modificadas de manera 
conservadora se refieren a aquellos ácidos nucleicos que codifican secuencias de aminoácidos idénticas o 
esencialmente idénticas. Cuando el ácido nucleico no codifica una secuencia de aminoácidos, "variantes modificadas 
de manera conservadora" se refiere a secuencias esencialmente idénticas.

Con respecto a las variantes de una secuencia de proteína, la persona experta reconocerá que las sustituciones 20
individuales, eliminaciones o adiciones a un polipéptido, que alteran, añaden o eliminan un único aminoácido o un 
pequeño porcentaje de aminoácidos es una "variante modificada de forma conservadora", donde la(s) alteración(es) 
da(n) como resultado la sustitución de un aminoácido por un aminoácido funcionalmente similar o la 
sustitución/eliminación/adición de residuos que no afectan sustancialmente la función biológica de la variante. 

Las tablas de sustitución conservativa que proporcionan aminoácidos funcionalmente similares se conocen bien en la 25
materia. Tales variantes modificadas de manera conservadora se suman a y no excluyen variantes polimórficas, 
homólogos de interespecies, y alelos de la invención.

Un polipéptido de la invención (tal como una proteína o una proteína CDTa CDTb) puede contener un número de 
sustituciones conservadoras (por ejemplo, 1-50, tal como 1-25, en particular 1-10, y especialmente 1 residuo de 
aminoácido puede estar alterados) en comparación con la secuencia de referencia. En general, dichas sustituciones 30
conservadoras entran dentro de una de las agrupaciones de aminoácidos especificadas a continuación, aunque en 
algunas circunstancias otras sustituciones pueden ser posibles sin que ello afecte sustancialmente a las propiedades 
inmunógenas del antígeno. Los ocho grupos siguientes contienen cada uno aminoácidos que son normalmente 
sustituciones conservativas entre sí:

1) Alanina (A), Glicina (G);35
2) Ácido aspártico (D), Ácido glutámico (E);
3) Asparagina (N), Glutamina (Q);
4) Arginina (R), Lisina (K);
5) Isoleucina (I), Leucina (L), Metionina (M), Valina (V);
6) Fenilalanina (F), Tirosina (Y), Triptófano (W);40
7) Serina (S), Treonina (T); y
8) Cisteína (C), Metionina (M)

(véase, por ejemplo, Creighton, Proteins 1984).

De forma adecuada, dichas sustituciones no se producen en la región de un epítopo y no tienen, por lo tanto, un 
impacto significativo sobre las propiedades inmunógenas del antígeno.45

Las variantes de polipéptidos pueden incluir también aquellos en los que los aminoácidos adicionales se insertan en 
comparación con la secuencia de referencia, por ejemplo, tales inserciones pueden ocurrir en ubicaciones 1-10 (por 
ejemplo, ubicaciones 1-5, adecuadamente ubicaciones 1 o 2, en particular ubicación 1) y pueden, por ejemplo, implicar 
la adición de 50 o menos aminoácidos en cada ubicación (tal como 20 o menos, en particular, 10 o menos, 
especialmente 5 o menos). De forma adecuada, dichas inserciones no se producen en la región de un epítopo y no 50
tienen, por lo tanto, un impacto significativo sobre las propiedades inmunógenas del antígeno. Un ejemplo de 
inserciones incluye un tramo corto de residuos de histidina (por ejemplo, 2-6 residuos) para ayudar a la expresión y/o 
purificación del antígeno en cuestión.

Las variantes de polipéptidos incluyen aquellos en los que se han eliminado aminoácidos, en comparación con la 
secuencia de referencia, por ejemplo, tales eliminaciones pueden ocurrir en las ubicaciones 1-1055
(tal como ubicaciones 1-5, adecuadamente ubicaciones 1 o 2, en particular ubicación 1) y pueden, por ejemplo, 
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implicar la eliminación de 50 o menos aminoácidos en cada ubicación (tal como 20 o menos, en particular, 10 o menos, 
especialmente 5 o menos). De forma adecuada, dichas eliminaciones no se producen en la región de un epítopo y no 
tienen, por lo tanto, un impacto significativo sobre las propiedades inmunógenas del antígeno.

La persona experta reconocerá que una variante de polipéptido particular, puede comprender sustituciones, 
eliminaciones y adiciones (o cualquier combinación de los mismas).5

Las variantes muestran preferiblemente al menos el 70 % de identidad, más preferiblemente al menos 
aproximadamente el 80 % de identidad y del modo más preferente al menos aproximadamente el 90 % de identidad 
(tal como al menos aproximadamente el 95 %, al menos aproximadamente el 98 % o al menos aproximadamente el 
99 %) con la secuencia de referencia asociada.

Los términos "idéntico" o "identidad" en porcentaje, en el contexto de dos o más ácidos nucleicos o secuencias 10
polipeptídicas, se refieren a dos o más secuencias o subsecuencias que son iguales o tienen un porcentaje 
especificado de residuos de aminoácidos o nucleótidos que son los mismos (es decir, el 70 % de identidad, 
opcionalmente el 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 % o 99 % de identidad sobre una región especificada), cuando 
se comparan y alinean para una correspondencia máxima sobre una ventana de comparación, o región designada 
como se mide usando, por ejemplo, los algoritmos de comparación de secuencias o mediante alineación manual e 15
inspección visual. Entonces se dice que tales secuencias son "sustancialmente idénticas". Esta definición hace 
también referencia al cumplimiento de una secuencia de prueba. Opcionalmente, existe la identidad sobre una región 
que tiene una longitud de al menos aproximadamente 25 a aproximadamente 50 aminoácidos o nucleótidos, u 
opcionalmente una longitud de más de 75-100 aminoácidos o nucleótidos. Convenientemente, la comparación se 
realiza sobre una ventana que corresponde a toda la longitud de la secuencia de referencia.20

Para la comparación de secuencias, normalmente una secuencia actúa como secuencia de referencia, con la cual se 
comparan las secuencias de prueba. Cuando se usa un algoritmo de comparación de secuencia, las secuencias de 
prueba y referencia se introducen en un ordenador, se designan coordenadas de subsecuencia, si fuera necesario, y 
se designan los parámetros del programa del algoritmo de secuencia. Se pueden usar parámetros de programa por 
defecto, o pueden designarse parámetros alternativos. El algoritmo de comparación de secuencia entonces calcula 25
los porcentajes de identidad de secuencia para las secuencias de ensayo respecto a la secuencia de referencia, 
basándose en los parámetros del programa. 

Una "ventana de comparación", como se usa en el presente documento, hace referencia a un segmento en el que se 
puede comparar una secuencia con una secuencia de referencia del mismo número de posiciones contiguas después 
de alinear dos secuencias de manera óptima. Los procedimientos de alineación de secuencias para su comparación 30
se conocen bien en la materia. La alineación óptima de secuencias para su comparación puede realizarse, por ejemplo, 
mediante el algoritmo de homología local de Smith y Waterman (1981) Adv. Appl. Math. 2: 482 (1981), mediante el 
algoritmo de alineación de homología de Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48: 443 (1970), mediante el procedimiento 
de búsqueda de similitud de Pearson y Lipman, Proc. Nat’l. Acad. Sci. EE.UU. 85: 2444 (1988), mediante 
implementaciones informáticas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el paquete de software 35
Wisconsin Genetics, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI), o mediante alineación manual e 
inspección visual (véase, por ejemplo, Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel et al., eds. 1995 suplemento)).

Otro ejemplo de un algoritmo útil es PILEUP. PILEUP crea una alineación de secuencias múltiples a partir de un grupo 
de secuencias relacionadas usando alineaciones progresivas por pares para mostrar la relación y la identidad de 
secuencia en porcentaje. También se representa un árbol o dendograma que muestra las relaciones de agrupamiento 40
usadas para crear la alineación. PILEUP usa una simplificación del procedimiento de alineación progresiva de Feng y 
Doolittle, J. Mol. Evol. 35: 351-360 (1987). El procedimiento usado es similar al procedimiento descrito por Higgins y 
Sharp, CABIOS 5 :151-153 (1989). El programa puede alinear hasta 300 secuencias, cada una de una longitud máxima 
de 5.000 nucleótidos o aminoácidos. El procedimiento de alineación múltiple empieza con la alineación por pares de 
las dos secuencias más similares, produciendo un agrupamiento de dos secuencias alineadas. Este agrupamiento 45
después se alinea con la siguiente secuencia o agrupamiento de secuencias alineadas más relacionadas. Se alinean 
dos agrupamientos de secuencias por la simple extensión de la alineación por pares de dos secuencias individuales. 
La alineación final se consigue mediante una serie de alineaciones progresivas por pares. El programa se ejecuta 
designando secuencias específicas y sus coordenadas de aminoácidos o nucleótidos para regiones de comparación 
de secuencia y designando los parámetros del programa. Usando PILEUP, se compara una secuencia de referencia 50
con otras secuencias de prueba para determinar la relación de identidad de secuencia porcentual usando los 
siguientes parámetros: peso de hueco por defecto (3,00), peso de longitud de hueco por defecto (0,10), y huecos 
finales ponderados. PILEUP puede obtenerse del paquete de software de análisis de secuencia GCG, p.ej. la versión 
7.0 (Devereaux, et al., Nuc. Acids Res. 12: 387-395 (1984).

Otro ejemplo de algoritmo que es adecuado para determinar la identidad de secuencia porcentual y la similitud de 55
secuencia son los algoritmos BLAST y BLAST 2.0, que se describen en Altschul et al., Nuc. Acids Res. 25: 3389-3402, 
1977 y Altschul et al., J. Mol. Biol. 215: 403-410 (1990), respectivamente. El software para realizar análisis BLAST 
está disponible al público a través del National Center for Biotechnology Information (sitio web en 
www.ncbi.nlm.nih.gov/). Este algoritmo implica identificar primero pares de secuencia de alta valoración (HSP) 
identificando palabras cortas de longitud W en la secuencia de consulta, que se ajusta a o satisface alguna puntuación 60
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umbral T de valoración positiva cuando se alinea con una palabra de la misma longitud en una secuencia de la base 
de datos. T se refiere como el umbral de puntuación umbral de palabra vecina (Altschul et al., Supra). Estos aciertos 
iniciales de palabra vecina actúan como semillas para iniciar búsquedas para encontrar HSP más largos que los 
contengan. Los aciertos de palabra se extienden en ambas direcciones a lo largo de cada secuencia con tal de que 
se pueda aumentar la puntuación acumulada de alineación. Las puntuaciones acumuladas se calculan usando, para 5
secuencias de nucleótidos, los parámetros M (puntuación de recompensa para un par de residuos coincidentes; 
siempre >0) y N (puntuación de penalización para residuos no coincidentes; siempre <0). Para secuencias de 
aminoácidos, se usa una matriz de puntuación para calcular la puntuación acumulada. La extensión de los aciertos de 
palabra en cada dirección se detiene cuando: la puntuación acumulada de alineación disminuye en la cantidad X desde 
su valor máximo conseguido; la puntuación acumulada llega a cero o por debajo, debido a la acumulación de una o 10
más alineaciones de residuos de puntuación negativa; o se alcanza el final de cualquier secuencia. Los parámetros 
del algoritmo BLAST W, T, y X determinan la sensibilidad y velocidad de la alineación. El programa BLASTN (para 
secuencias de nucleótidos) usa por defecto una longitud de palabra (W) de 11, una esperanza (E) de 10, M=5, N=-4 
y una comparación de ambas cadenas. Para secuencias de aminoácidos, el programa BLASTP usa por defecto una 
longitud de palabra de 3, una esperanza (E) de 10 y la matriz de puntuación BLOSUM62 (véase, Henikoff y Henikoff 15
(1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 10915 (1989)), alineación (B) de 50, esperanza (E) de 10, M=5, N=-4 y una 
comparación de ambas cadenas.

El algoritmo BLAST también realiza un análisis estadístico de la similitud entre dos secuencias (véase, por ejemplo, 
Karlin y Altschul, Proc. Nat’l. Acad. Sci. USA 90: 5873-5787 (1993)). Una medida de similitud proporcionada por el 
algoritmo BLAST es la probabilidad de suma más pequeña (P(N)), que proporciona una indicación de la probabilidad 20
por la cual una coincidencia entre dos secuencias de nucleótidos o aminoácidos se produciría por casualidad. Por 
ejemplo, un ácido nucleico se considera similar a una secuencia de referencia si la probabilidad de suma más pequeña 
en una comparación del ácido nucleico de prueba con el ácido nucleico de referencia es menor de aproximadamente 
0,2, más preferiblemente menor de aproximadamente 0,01, y lo más preferiblemente menor de aproximadamente 
0.001. 25

IDENTIFICACIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE POLINUCLEÓTIDO

Los polinucleótidos que codifican las proteínas de CDTa, CDTb, toxina A y toxina B de Clostridium difficile de la 
invención pueden identificarse, prepararse y/o manipularse usando cualquiera de varias técnicas bien establecidas. 
Por ejemplo, un polinucleótido puede identificarse, como se describe con más detalle a continuación, mediante 
detección de una micromatriz de ADNc. Dichas detecciones se pueden realizar, por ejemplo, usando una micromatriz 30
Synteni (Palo Alto, CA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante (y esencialmente como se describe por Schena 
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 93: 10614-10619 (1996) y Heller et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 94: 2150-
2155 (1997)). Alternativamente, los polinucleótidos se pueden amplificar a partir de ADNc preparado a partir de células 
que expresan las proteínas descritas en el presente documento, tales como M. células de tuberculosis. Dichos 
polinucleótidos pueden amplificarse mediante la reacción en cadena de polimerasa (PCR). Para este enfoque, los 35
cebadores específicos de secuencia se pueden diseñar basándose en las secuencias proporcionadas en el presente 
documento, y se pueden comprar o sintetizar. 

Una parte amplificada de un polinucleótido se puede usar para aislar un gen de longitud completa de una biblioteca 
adecuada (por ejemplo, un M. biblioteca de ADNc de tuberculosis) usando técnicas que se conocen bien. Dentro de 
tales técnicas, se detecta una biblioteca (ADNc o genómica) usando una o más sondas de polinucleótidos o cebadores 40
adecuados para la amplificación. Preferiblemente, una biblioteca se selecciona por tamaño para incluir moléculas 
grandes. También se pueden preferir bibliotecas cebado aleatorias para identificar regiones 5' y aguas arriba de genes. 
Se prefieren las bibliotecas genómicas para la obtención de intrones y extensión de secuencia 5'.

Para las técnicas de hibridación, se puede marcar una secuencia parcial (por ejemplo, por traducción por muescas o 
marcaje terminal con 32P) usando técnicas que se conocen bien. Una biblioteca bacteriana o de bacteriófagos después 45
se detecta generalmente hibridando filtros que contienen colonias bacterianas desnaturalizadas (o cultivos que 
contienen placas de fagos) con la sonda marcada (véase Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual
(2000)). Las placas o colonias hibridantes se seleccionan y se expanden, y se aísla el ADN para el análisis adicional. 
Los clones de ADNc pueden analizarse para determinar la cantidad de secuencia adicional mediante, por ejemplo, 
PCR, usando un cebador de la secuencia parcial y un cebador del vector. Los mapas de restricción y las secuencias 50
parciales se pueden generar para identificar uno o más clones solapantes. La secuencia completa se puede determinar 
entonces usando técnicas convencionales, que pueden implicar la generación de una serie de clones de eliminación. 
Las secuencias solapantes resultantes pueden ensamblarse en una sola secuencia contigua. Una molécula de ADNc 
de longitud completa se puede generar ligando fragmentos adecuados, usando técnicas que se conocen bien.

Alternativamente, existen numerosas técnicas de amplificación para obtener una secuencia de codificación de longitud 55
completa de una secuencia de ADNc parcial. Dentro de dichas técnicas, la amplificación se realiza generalmente 
mediante PCR. Se puede usar cualquiera de varios kits disponibles en el mercado para llevar a cabo la etapa de 
amplificación. Los cebadores se pueden diseñar usando, por ejemplo, software que se conoce bien en la técnica. Los 
cebadores tienen una longitud de preferiblemente 22-30 nucleótidos, tienen un contenido de GC de al menos un 50 % 
y una hibridación a la secuencia diana a temperaturas de aproximadamente 68 ºC a 72 ºC. La región amplificada 60
puede secuenciarse como se describió anteriormente, y las secuencias superpuestas se pueden ensamblar en una 
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secuencia contigua. 

Una de estas técnicas de amplificación es PCR inversa (véase Triglia et al., Nucl. Acids Res. 16: 8186 (1988)), que 
usa enzimas de restricción para generar un fragmento en la región conocida del gen. El fragmento entonces se 
circulariza por ligación intramolecular y se usa como una plantilla para PCR con cebadores divergentes derivados de 
la región conocida. En un enfoque alternativo, las secuencias adyacentes a una secuencia parcial se pueden recuperar 5
por amplificación con un cebador a una secuencia de enlazador y un cebador específico para una región conocida. 
Las secuencias amplificadas se someten normalmente a un segundo ciclo de amplificación con el mismo cebador 
enlazador y un segundo cebador específico para la región conocida. Una variación de este procedimiento, que emplea 
dos cebadores que inician la extensión en direcciones opuestas desde la secuencia conocida, se describe en el 
documento WO 96/38591. Otra de dichas técnicas se conoce como "amplificación rápida de extremos de ADNc" o 10
RACE. Esta técnica implica el uso de un cebador interno y un cebador externo, que hibrida con una secuencia de 
vector o región de polyA, para identificar secuencias que son 5 'y 3' de una secuencia conocida. Las técnicas 
adicionales incluyen PCR de captura (Lagerstrom et al., PCR Methods Applic. 1: 111-19 (1991)) y PCR migratorio 
(Parker et al., Nucl. Acids. Res. 19: 3055-60 (1991)). Otros procedimientos que emplean la amplificación también se 
pueden emplear para obtener una secuencia de ADNc de longitud completa.15

En ciertos casos, es posible obtener una secuencia de ADNc de longitud completa por análisis de secuencias 
proporcionadas en una base de datos de etiquetas de secuencia expresada (EST), tal como la disponible de GenBank. 
Las búsquedas de ESTs superpuestas generalmente pueden realizarse usando programas que se conocen bien (por 
ejemplo, búsquedas NCBI BLAST), y dichas ESTs se pueden usar para generar una secuencia de longitud completa 
contigua. Las secuencias de ADN de longitud completa también se pueden obtener mediante el análisis de fragmentos20
genómicos.

EXPRESIÓN DE POLINUCLEÓTIDO EN CÉLULAS HUÉSPED

Las secuencias de polinucleótidos o fragmentos de los mismas que codifican las proteínas de CDTa, CDTb, toxina A 
y toxina B de Clostridium difficile o proteínas de fusión o equivalentes funcionales de las mismas, se pueden usar en 
moléculas de ADN recombinante para dirigir la expresión de un polipéptido en células huésped apropiadas. Debido a 25
la degeneración inherente del código genético, se pueden producir otras secuencias de ADN que codifican 
sustancialmente la misma o una secuencia de aminoácidos funcionalmente equivalente y estas secuencias se pueden 
a modo de ejemplo para clonar y expresar un polipéptido dado.

Como se entenderá por parte de los expertos en la técnica, puede ser ventajoso en algunos casos producir secuencias 
de nucleótidos que codifican el polipéptido que posean codones de origen no natural. Por ejemplo, los codones 30
preferidos por un huésped de procariota o eucariota particular, se pueden seleccionar para aumentar la tasa de 
expresión de proteína o para producir un transcrito de ARN recombinante que tenga propiedades deseables, tales 
como una vida media más larga que la de un transcrito generado a partir de la secuencia de origen natural. 

Por otra parte, las secuencias de polinucleótidos pueden diseñarse usando procedimientos generalmente conocidos 
en la técnica para alterar las secuencias codificantes de polipéptidos por varias razones, incluyendo pero sin limitarse 35
a, alteraciones que modifican la clonación, el procesamiento, y/o la expresión del producto génico. Por ejemplo, el 
barajado de ADN mediante fragmentación aleatoria y reensamblaje por PCR de fragmentos de genes y 
oligonucleótidos sintéticos puede usarse para diseñar las secuencias de nucleótidos. Además, la mutagénesis dirigida 
al sitio se puede usar para insertar nuevos sitios de restricción, alterar patrones de glicosilación, cambiar la preferencia 
de codón, producir variantes de empalme, o introducir mutaciones, y así sucesivamente. 40

Las secuencias de ácidos nucleicos, naturales, modificadas o recombinantes pueden ligarse a una secuencia 
heteróloga para codificar una proteína de fusión. Por ejemplo, para detectar bibliotecas de péptidos para inhibidores 
de la actividad del polipéptido, puede ser útil codificar una proteína quimérica que puede ser reconocida por un 
anticuerpo comercialmente disponible. Una proteína de fusión también se puede diseñar de forma que contenga un 
sitio de escisión localizado entre la secuencia que codifica el polipéptido y la secuencia de proteína heteróloga, de 45
modo que el polipéptido se pueda escindir y purificar a partir del resto heterólogo. 

Las secuencias que codifican un polipéptido deseado pueden sintetizarse, en su totalidad o en parte, usando 
procedimientos químicos que se conocen bien en la técnica (véase Caruthers, M. H. et al., Nucl. Acids Res. Symp. 
Ser. páginas. 215-223 (1980), Horn et al., Nucl. Acids Res. Symp. Ser. páginas. 225-232 (1980)). Alternativamente, la 
proteína en sí misma puede producirse usando procedimientos químicos para sintetizar la secuencia de aminoácidos 50
de un polipéptido, o una porción de la misma. Por ejemplo, la síntesis de péptidos puede realizarse usando diversas 
técnicas en fase sólida (Roberge et al, Science 269: 202-204 (1995)) y la síntesis automatizada puede conseguirse, 
por ejemplo, usando el ABI 431A sintetizador de péptidos (Perkin Elmer, Palo Alto, CA). 

Un péptido recién sintetizado se puede purificar sustancialmente mediante cromatografía líquida de alto rendimiento 
preparativa (por ejemplo, Creighton, Proteins, Structures and Molecular Principles (1983)) u otras técnicas 55
comparables disponibles en la técnica. La composición de los péptidos sintéticos puede confirmarse por análisis de 
aminoácidos o secuenciación (por ejemplo, el procedimiento de degradación de Edman). Además, la secuencia de 
aminoácidos de un polipéptido, o cualquier parte de la misma, se puede alterar durante la síntesis directa y/o se puede 
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combinar usando procedimientos químicos con secuencias de otras proteínas, o cualquier parte de las mismas, para 
producir un polipéptido variante. 

Con el fin de expresar un polipéptido deseado, las secuencias de nucleótidos que codifican el polipéptido, o 
equivalentes funcionales, pueden insertarse en un vector de expresión apropiado, es decir, un vector que contenga 
los elementos necesarios para la transcripción y traducción de la secuencia de codificación insertada. Los 5
procedimientos que se conocen bien por parte de los expertos en la técnica pueden usarse para construir vectores de 
expresión que contienen secuencias que codifican un polipéptido de interés elementos apropiados de control de 
transcripción y traducción. Estos procedimientos incluyen técnicas in vitro de ADN recombinante, técnicas sintéticas, 
y de recombinación genética in vivo. Estas técnicas se describen en Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory 
Manual (2000), y Ausub et al., Current Protocols in Molecular Biology (actualizados anualmente). 10

Una variedad de sistemas vector/huésped de expresión puede usarse para contener y expresar secuencias de 
polinucleótidos. Estos incluyen, pero no se limitan a, microorganismos tales como bacterias transformadas con 
bacteriófago recombinante, plásmido, o vectores de expresión de ADN de cósmidos; levadura transformada con 
vectores de expresión de levadura; sistemas de células de insectos infectadas con vectores de expresión de virus (por 
ejemplo, baculovirus); sistemas de células vegetales transformadas con vectores de expresión de virus (por ejemplo, 15
virus mosaico de la coliflor, CaMV; virus del mosaico del tabaco, TMV) o con vectores de expresión bacterianos (por 
ejemplo, Ti o plásmidos pBR322); o sistemas de células animales.

Los "elementos de control" o "secuencias reguladoras" presentes en un vector de expresión son aquellas regiones no 
traducidas del vector - mejoradores, promotores, regiones no traducidas 5 'y 3' - que interactúan con proteínas 
celulares de huésped para llevar a cabo la transcripción y traducción. Tales elementos pueden variar en su fuerza y 20
especificidad. Dependiendo del sistema de vector y huésped usado, se puede usar cualquier número de elementos 
de transcripción y traducción adecuados, incluyendo promotores constitutivos e inducibles. Por ejemplo, cuando se 
clona en sistemas bacterianos, pueden usarse promotores inducibles tales como el promotor lacZ híbrido del fagémido 
pBluescript (Stratagene, La Jolla, Calif.) o el plásmido pSPORT1 (Gibco BRL, Gaithersburg, MD) y similares. En los 
sistemas de células de mamíferos, generalmente se prefieren los promotores de genes de mamíferos o de virus de 25
mamíferos. Si es necesario generar una línea celular que contenga múltiples copias de la secuencia que codifica un 
polipéptido, se pueden usar ventajosamente vectores basados en SV40 o EBV con un marcador apropiado que se 
puede seleccionar. 

En sistemas bacterianos, se puede seleccionar un número de vectores de expresión dependiendo del uso pretendido 
para el polipéptido expresado. Por ejemplo, cuando se necesitan grandes cantidades, por ejemplo para la inducción 30
de anticuerpos, se pueden usar vectores con expresión directa de alto nivel de proteínas de fusión que se purifican 
fácilmente. Dichos vectores incluyen, pero no se limitan a, la clonación multifuncional de E. y vectores de expresión 
de E. coli tales como BLUESCRIPT (Stratagene), en el que la secuencia que codifica el polipéptido de interés se puede 
ligar en el vector en fase con secuencias para el Met amino-terminal y los 7 residuos posteriores de β-galactosidasa 
de manera que se produzca un híbrido proteína; vectores pIN (Van Heeke & Schuster, J. Biol. Chem. 264: 5.503 a 35
5509 (1989)); y similares. También se pueden usar Vectores pGEX (Promega, Madison, Wis., GE Healthcare) para 
expresar polipéptidos extraños como proteínas de fusión con la glutatión S-transferasa (GST). En general, tales 
proteínas de fusión son solubles y se pueden purificar fácilmente a partir de células sometidas a lisis por adsorción a 
perlas de glutatión-agarosa seguida de elución en presencia de glutatión libre. Las proteínas hechas en tales sistemas 
pueden diseñarse para incluir heparina, trombina, o sitios de escisión del factor XA proteasa de modo que el polipéptido 40
clonado de interés pueda liberarse del resto de GST a voluntad. 

En la levadura, Saccharomyces cerevisiae o Pichia, tal como Pichia pastoris, por ejemplo, se puede usar un número 
de vectores que contienen promotores constitutivos o inducibles tales como factor alfa, alcohol oxidasa, y PGH. Otros 
vectores que contienen promotores constitutivos o inducibles incluyen GAP, PGK, GAL y ADH. Para una revisión, 
véase Ausubel et al. (supra) y Grant et al., Methods Enzymol. 153: 516-544 (1987) y Romas et al. Yeast 8 423-88 45
(1992). 

En los casos en que se usan vectores de expresión vegetales, la expresión de secuencias que codifican polipéptidos 
puede ser accionado por cualquiera de un número de promotores. Por ejemplo, se pueden usar promotores víricos 
tales como los promotores 35S y 19S de CaMV solos o en combinación con la secuencia líder omega de TMV 
(Takamatsu, EMBO J. 6: 307-311 (1987)). Como alternativa, se pueden usar promotores de plantas tales como la 50
subunidad pequeña de RUBISCO o promotores de choque térmico (Coruzzi et al., EMBO J. 3: 1671-1680 (1984); 
Broglie et al., Science 224:. 838-843 (1984); y Winter et al., Results Probl. Cell Differ. 17: 85-105 (1991)). Estas 
construcciones pueden introducirse en células vegetales por transformación de ADN directa o transfección mediada 
por patógeno. Dichas técnicas se describen en un número de revisiones generalmente disponibles (véase, por 
ejemplo, Hobbs en McGraw Hill Yearbook of Science and Technology páginas 191-196 (1992)). 55

También se puede usar un sistema de insecto para expresar un polipéptido de interés. Por ejemplo, en uno de dichos 
sistemas, se usa el virus de polihedrosis nuclear de Autographa californica(AcNPV) como un vector para expresar 
genes extraños en células de Spodoptera frugiperda o en Trichoplusia larvae. Las secuencias que codifican el 
polipéptido pueden clonarse en una región no esencial del virus, tal como el gen de polihedrina, y se pueden colocar 
bajo el control del promotor de la polihedrina. La inserción exitosa de la secuencia que codifica un polipéptido hará 60
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que el gen de la polihedrina se vuelva inactivo y producirá un virus recombinante que carece de proteína de la cubierta. 
Los virus recombinantes pueden entonces usarse para infectar, por ejemplo, células de S. Spodoptera o Trichoplusia 
larvae en las que puede expresarse el polipéptido de interés (Engelhard et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 91: 3224 
a 3227 (1994)).

En células huésped de mamífero, generalmente está disponible un número de sistemas de expresión basados en 5
virus. Por ejemplo, en los casos en que se usa un adenovirus como vector de expresión, las secuencias que codifican 
un polipéptido de interés pueden ligarse a un complejo de transcripción/traducción de adenovirus que consiste en el 
promotor tardío y la secuencia líder tripartita. La inserción en una región E3 o E1 no esencial del genoma vírico se 
puede usar para obtener un virus viable que sea capaz de expresar el polipéptido en células huésped infectadas 
(Logan & Shenk, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 81: 3655-3659 (1984)). Además, los mejoradores de transcripción, tal 10
como el mejorador del virus del sarcoma de Rous (RSV), se pueden usar para aumentar la expresión en células 
huésped de mamíferos. Los procedimientos y protocolos de actuación frente a vectores de adenovirus se revisan en 
Wold, Adenovirus Methods and Protocols, 1998. Las referencias adicionales relacionadas con el uso de vectores de 
adenovirus se pueden encontrar en: Adenovirus A Medical Dictionary, Bibliography, and Annotated Research Guide 
to Internet References, 2004.15

También se pueden usar señales de iniciación específicas para lograr una traducción más eficaz de secuencias que 
codifican un polipéptido de interés. Dichas señales incluyen el codón de iniciación ATG y secuencias adyacentes. En 
casos donde se insertan las secuencias que codifican el polipéptido, su codón de iniciación, y secuencias aguas arriba 
en el vector de expresión apropiado, puede ocurrir que no sean necesarias señales adicionales de control de 
transcripción o de traducción. Sin embargo, en casos en que sólo se inserta la secuencia de codificación, o una porción 20
de la misma, deben proporcionarse señales de control de traducción exógenas, incluyendo el codón de iniciación de 
ATG. Además, el codón de iniciación debe estar en fase de lectura correcta para asegurar la traducción del inserto 
completo. Los elementos de traducción exógenos y codones de iniciación pueden ser de diverso origen, tanto natural 
como sintético. La eficiencia de la expresión puede mejorarse por la inclusión de mejoradores que sean apropiados 
para el sistema celular particular que se usa, tales como los descritos en la literatura (Scharf. et al., Results Probl. Cell 25
Differ. 20: 125-162 (1994)).

Además, una cepa de célula huésped se puede elegir por su capacidad para modular la expresión de las secuencias 
insertadas o para procesar la proteína expresada de la manera deseada. Dichas modificaciones del polipéptido 
incluyen, pero no se limitan a, acetilación, carboxilación, glicosilación, fosforilación, lipidación, y acilación. El 
procesamiento de pos-traducción que escinde una forma "prepro" de la proteína también se puede usar para facilitar 30
la inserción correcta, el plegamiento y/o la función. Se pueden escoger diferentes células huésped tales como CHO, 
HeLa, MDCK, HEK293, y WI38, que tienen maquinaria celular específica y mecanismos característicos para dichas 
actividades de pos-traducción, para asegurar la modificación y el procesamiento correctos de la proteína extraña. 

Para la producción de proteínas recombinantes de alto rendimiento a largo plazo, generalmente se prefiere una 
expresión estable. Por ejemplo, las líneas celulares que expresan de forma estable un polinucleótido de interés pueden 35
transformarse usando vectores de expresión que pueden contener orígenes víricos de replicación y/o elementos de 
expresión endógenos y un gen marcador que se puede seleccionar sobre el mismo vector o un vector por separado. 
Tras la introducción del vector, las células pueden dejarse crecer durante 1-2 días en un medio enriquecido antes del 
cambio a un medio selectivo. El propósito del marcador que se puede seleccionar es conferir resistencia a la selección, 
y su presencia permite el crecimiento y la recuperación de células que expresan con éxito las secuencias introducidas. 40
Los clones resistentes de células transformadas de forma estable pueden proliferar usando técnicas de cultivo tisular 
apropiadas para el tipo de célula.

Se puede usar cualquier número de sistemas de selección para recuperar las líneas celulares transformadas. Estos 
incluyen, pero no se limitan a, genes de timidina quinasa de virus de herpes simplex (Wigler et al., Cell 11:223-32 
(1977)) y adenina fosforribosiltransferasa (Lowy et al, Cell 22:817-23 (1990)) que se pueden emplear en células tk.sup 45
o aprt.sup., respectivamente. También, se puede usar resistencia a antimetabolitos, antibióticos o herbicidas como 
base para la selección; por ejemplo, dhfr que confiere resistencia a metotrexato (Wigler et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 
U.S.A. 77:3567-70 (1980)); npt, que confiere resistencia a la aminoglucósidos, neomicina y G-418 (Colbere-Garapin 
et al., J. Mol. Biol. 150:1-14 (1981)); y del als o pat, que confieren resistencia a clorsulfurón y fosfinotricina 
acetiltransferasa, respectivamente (Murry, supra). Los genes adicionales que se pueden seleccionar se han descrito, 50
por ejemplo, trpB, que permite a las células usar indol en lugar de triptófano, o hisD, que permite a las células usar 
histinol en lugar de histidina (Hartman & Mulligan, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85:8047-51 (1988)). Recientemente, 
el uso de marcadores visibles ha ganado popularidad con marcadores tales como antocianinas, β-glucuronidasa y su 
sustrato GUS, y luciferasa y su sustrato luciferina, usándose ampliamente no sólo para identificar transformantes, sino 
también para cuantificar la cantidad de expresión de la proteína estable o transitoria atribuible a un sistema de vector 55
específico (Rhodes et al., Methods Mol. Biol. 55:121-131 (1995)). 

A pesar de que la presencia/ausencia de la expresión del gen marcador sugiere que el gen de interés también está 
presente, puede ser necesaria la confirmación de la presencia y expresión. Por ejemplo, si la secuencia que codifica 
un polipéptido se inserta dentro de una secuencia del gen marcador, las células recombinantes que contienen 
secuencias pueden identificarse por la ausencia de función del gen marcador. Alternativamente, se puede colocar un 60
gen marcador en tandem con una secuencia que codifica el polipéptido bajo el control de un único promotor. La 

E15733404
10-10-2019ES 2 749 701 T3

 



20

expresión del gen marcador en respuesta a la inducción o selección normalmente también indica la expresión del gen 
en tándem. 

Alternativamente, las células huésped que contienen y expresan una secuencia de polinucleótidos deseada pueden 
identificarse mediante varios procedimientos conocidos por los expertos en la técnica. Estos procedimientos incluyen, 
pero no se limitan a, hibridaciones de ADN-ADN o ADN-ARN y bioensayo de proteínas o técnicas de inmunoensayo 5
que incluyen tecnologías basadas en membrana, solución o chip para la detección y/o cuantificación de ácido nucleico 
o proteína. 

Una variedad de protocolos para detectar y medir la expresión de productos codificados por polinucleótidos, usando 
anticuerpos policlonales o monoclonales específicos para el producto se conocen bien en la técnica. Los ejemplos 
incluyen ensayo de inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA), radioinmunoensayo (RIA), y clasificación de células 10
activadas por fluorescencia (FACS). Para algunas aplicaciones, se prefiere un inmunoensayo de base monoclonal de 
dos sitios que usa anticuerpos monoclonales reactivos para dos epítopos no interferentes en un polipéptido dado, pero 
también se puede emplear un ensayo de unión competitiva. Estos y otros ensayos se describen, entre otros lugares, 
en Hampton et al., Serological Methods, a Laboratory Manual (1990) y Maddox et al., J. Exp. Med. 158:1211-1216 
(1983).15

Se conoce una amplia variedad de marcadores y técnicas de conjugación por parte de los expertos en la técnica y se 
puede usar en varios ensayos de ácidos nucleicos y aminoácidos. Los medios para producir sondas de hibridación o 
de PCR marcadas para detectar secuencias relacionadas con polinucleótidos incluyen oligomarcaje, traducción por 
muescas, marcaje terminal o amplificación por PCR usando un nucleótido marcado. Alternativamente, las secuencias, 
o cualquier porción de las mismas se pueden clonar en un vector para la producción de una sonda de ARNm. Tales 20
vectores son conocidos en la técnica, están comercialmente disponibles, y se pueden usar para sintetizar sondas de 
ARN in vitro mediante la adición de una ARN polimerasa apropiada tal como T7, T3, o SP6 y nucleótidos marcados. 
Estos procedimientos pueden llevarse a cabo usando varios kits comercialmente disponibles. Las moléculas 
indicadoras adecuadas o etiquetas, que pueden usarse incluyen radionucleidos, enzimas, fluorescentes, 
quimioluminiscentes, o agentes cromogénicos, así como sustratos, cofactores, inhibidores, partículas magnéticas y 25
similares.

Las células huésped transformadas con una secuencia de polinucleótidos de interés pueden cultivarse en condiciones 
adecuadas para la expresión y recuperación de la proteína del cultivo de células. La proteína producida por una célula 
recombinante puede segregarse o estar presente intracelularmente dependiendo de la secuencia y/o el vector usado. 
Como se entenderá por parte de los expertos en la técnica, los vectores de expresión que contienen polinucleótidos 30
se pueden diseñar para contener secuencias de señal que dirigen la secreción del polipéptido codificado a través de 
una membrana celular procariota o eucariota. Otras construcciones recombinantes se pueden usar para unir 
secuencias que codifican un polipéptido de interés a la secuencia de nucleótidos que codifica un dominio polipeptídico, 
lo cual facilitará la purificación de proteínas solubles. Dichos dominios que facilitan la purificación incluyen, pero no se 
limitan a, péptidos quelantes de metales tales como módulos de histidina-triptófano que permiten la purificación sobre 35
metales inmovilizados, dominios de proteína A que permiten la purificación sobre inmunoglobulina inmovilizada y el 
dominio usado en el sistema de purificación de extensión/afinidad FLAGS (Immunex Corp., Seattle, Wash.). Se puede 
usar la inclusión de secuencias enlazadoras escindibles tales como las específicas para el Factor XA o enteroquinasa 
(Invitrogen. San Diego, Calif.) entre el dominio de purificación y el polipéptido codificado para facilitar la purificación. 
Uno de tales vectores de expresión proporciona la expresión de una proteína de fusión que contiene un polipéptido de 40
interés y un ácido nucleico que codifica 6 residuos de histidina que preceden una tioredoxina o un sitio de escisión de 
enteroquinasa. Los residuos de histidina facilitan la purificación en IMIAC (cromatografía de afinidad por iones 
metálicos inmovilizados) como se describe en Porath et al., Prot. Exp. Purif. 3:263-281 (1992), mientras que el sitio de 
escisión de enteroquinasa proporciona un medio para purificar el polipéptido deseado a partir de la proteína de fusión. 
Una discusión de vectores que contienen proteínas de fusión se proporciona en Kroll et al., DNA Cell Biol. 12:441-453 45
(1993)).

LAS COMPOSICIONES POLIPEPTÍDICAS

Generalmente, un polipéptido de uso en la divulgación (por ejemplo las proteínas de CDTa, CDTb, toxina A y toxina B 
de Clostridium difficile) será un polipéptido aislado (es decir, separado de los componentes con los que normalmente 
puede encontrarse en la naturaleza).50

Por ejemplo, se aísla una proteína de origen natural si se separa de algunos o todos los materiales coexistentes en el 
sistema natural. Preferiblemente, tales polipéptidos tienen una pureza de al menos aproximadamente un 90 %, más 
preferiblemente al menos aproximadamente un 95 % y más preferiblemente al menos aproximadamente un 99 %. Un 
polinucleótido se considera aislado si, por ejemplo, se clona en un vector que no es una parte del entorno natural.

Los polipéptidos se pueden preparar usando cualquiera de varias técnicas que se conocen bien. Los polipéptidos 55
recombinantes codificados por secuencias de ADN como se describe anteriormente se pueden preparar fácilmente a 
partir de las secuencias de ADN usando cualquiera de varios vectores de expresión conocidos por la experiencia 
ordinaria en la técnica. La expresión puede lograrse en cualquier célula huésped apropiada que se haya transformado 
o sometido a transfección con un vector de expresión que contiene una molécula de ADN que codifica un polipéptido 
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recombinante. Las células huésped adecuadas incluyen procariotas, levaduras y células eucariotas superiores, tales 
como células de mamíferos y células vegetales. Preferiblemente, las células huésped empleadas son líneas celulares 
de E. coli, levadura o mamífero tal como COS o CHO. Los sobrenadantes de los sistemas de huésped/vector 
adecuados que segregan proteína recombinante o polipéptido en medios de cultivo se pueden concentrar primero 
usando un filtro comercialmente disponible. Después de la concentración, el concentrado puede aplicarse a una matriz 5
de purificación adecuada tal como una matriz de afinidad o una resina de intercambio iónico. Por último, una o más 
etapas de HPLC de fase inversa se pueden emplear para purificar adicionalmente un polipéptido recombinante.

Los polipéptidos para su uso en la invención, fragmentos inmunógenos de los mismos, y otras variantes que tienen 
menos de aproximadamente 100 aminoácidos, y generalmente menos de aproximadamente 50 aminoácidos, también 
se pueden generar por medios sintéticos, usando técnicas que se conocen bien por parte de la experiencia ordinaria 10
en la técnica. Por ejemplo, tales polipéptidos pueden sintetizarse usando cualquiera de las técnicas en fase sólida 
comercialmente disponibles, tales como el procedimiento de síntesis en fase sólida de Merrifield, donde se añaden 
secuencialmente aminoácidos a una cadena de aminoácidos en crecimiento. Véase Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 
85:2149-2146 (1963). El equipo para la síntesis automatizada de polipéptidos está disponible comercialmente a partir 
de proveedores tales como Perkin Elmer/Applied Biosystems Division (Foster City, CA), y se pueden operar de acuerdo 15
con las instrucciones del fabricante.

Dentro de ciertos modos de realización específicos, un polipéptido puede ser una proteína de fusión que comprenda 
múltiples polipéptidos como se describe en el presente documento, o que comprenda al menos un polipéptido como 
se describe en el presente documento y una secuencia no relacionada, ejemplos de tales proteínas incluyen las 
proteínas de tétanos, tuberculosis y hepatitis (véase, por ejemplo, Stoute et al., New Engl. J. Med. 336:86-91 (1997)). 20
Un colaborador de fusión puede, por ejemplo, ayudar a proporcionar epítopos T auxiliares (un colaborador de fusión 
inmunológico), preferiblemente epítopos T auxiliares reconocidos por seres humanos, o puede ayudar a expresar la 
proteína (un mejorador de expresión) a rendimientos más altos que la proteína recombinante nativa. Ciertos 
colaboradores de fusión preferidos son colaboradores de fusión tanto inmunológicos como mejoradores de expresión. 
Se pueden seleccionar otros colaboradores de fusión para aumentar la solubilidad de la proteína o para permitir que 25
la proteína vaya dirigida a compartimentos intracelulares deseados. Colaboradores de fusión adicionales incluyen 
etiquetas de afinidad, que facilitan la purificación de la proteína.

Las proteínas de fusión pueden prepararse generalmente usando técnicas convencionales, incluyendo conjugación 
química. Preferiblemente, una proteína de fusión se expresa como una proteína recombinante, permitiendo la 
producción de niveles mayores, con relación a una proteína no fusionada, en un sistema de expresión. Brevemente, 30
las secuencias de ADN que codifican los componentes polipeptídicos se pueden ensamblar por separado, y se ligan 
en un vector de expresión apropiado. El extremo 3' de la secuencia de ADN que codifica un componente polipeptídico 
se liga, con o sin un enlazador peptídico, al extremo 5' de una secuencia de ADN que codifica el segundo componente 
polipeptídico de modo que las fases de lectura de las secuencias estén en fase. Esto permite la traducción en una 
sola proteína de fusión que retiene la actividad biológica de ambos polipéptidos de componente.35

Se puede emplear una secuencia enlazadora peptídica para separar el primer y segundo componentes polipeptídicos 
una distancia suficiente para asegurar que cada polipéptido se pliega en sus estructuras secundaria y terciaria. Dicha 
secuencia enlazadora peptídica se incorpora a la proteína de fusión usando técnicas convencionales que se conocen 
bien en la técnica. Se pueden elegir secuencias enlazadoras peptídicas adecuadas basándose en los siguientes 
factores: (1) su capacidad para adoptar una conformación extendida flexible; (2) su incapacidad para adoptar una 40
estructura secundaria que pueda interactuar con epítopos funcionales en el primer y segundo polipéptidos; y (3) la 
falta de residuos hidrófobos o cargados que puedan reaccionar con los epítopos funcionales del polipéptido. Las 
secuencias enlazadoras peptídicas preferidas contienen residuos de Gly, Asn y Ser. También se pueden usar otros 
aminoácidos casi neutros, tales como Thr y Ala en la secuencia enlazadora. Las secuencias de aminoácidos que se 
pueden emplear provechosamente como enlazadoras incluyen las descritas en Maratea et al., Gene 40:39-46 (1985); 45
Murphy et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:8258-8262 (1986); Patente de Estados Unidos N.º 4.935.233 y Patente 
de EE.UU. N.º 4.751.180. En general, la secuencia enlazadora puede tener una longitud de 1 a aproximadamente 50 
aminoácidos. Las secuencias enlazadoras no son necesarias cuando el primer y segundo polipéptidos tienen regiones 
de aminoácidos N-terminales no esenciales que se pueden usar para separar los dominios funcionales y prevenir la 
interferencia estérica.50

Los adyuvantes

En un modo de realización adicional de cualquiera de los aspectos de la invención, la composición inmunógena 
comprende adicionalmente un coadyuvante. En un modo de realización, el coadyuvante comprende hidróxido de 
aluminio o fosfato de aluminio. Alternativamente, la composición inmunógena de la invención puede comprender un 
coadyuvante libre de aluminio, la composición inmunógena se formula con un coadyuvante que está libre de sales de 55
aluminio o de aluminio, es decir, un sistema de coadyuvantes o coadyuvante libre de aluminio.

En ciertos modos de realización, la composición inmunógena se formula con un coadyuvante que comprende una 
fracción de saponina inmunológicamente activa que se presenta en forma de un liposoma. El coadyuvante puede 
comprender además un lipopolisacárido. El coadyuvante puede incluir QS21. Por ejemplo, en un modo de realización, 
el coadyuvante contiene QS21 en una formulación liposómica. En un modo de realización, el sistema de coadyuvantes 60
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incluye 3D-MPL y QS21. Por ejemplo, en un modo de realización, el coadyuvante contiene 3D-MPL y QS21 en una 
formulación liposómica. Opcionalmente, el sistema de coadyuvantes también contiene colesterol. En un modo de 
realización específico, el coadyuvante incluye QS21 y colesterol. Opcionalmente, el sistema de coadyuvantes contiene 
1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DOPC). Por ejemplo, en un sistema de coadyuvantes específico contiene 
colesterol, DOPC, 3D-MPL y QS21.5

En un ejemplo específico, la composición inmunógena incluye un coadyuvante formulado en una dosis que incluye: 
de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 0,5 mg de colesterol; de aproximadamente 0,25 a aproximadamente 2 
mg de DOPC; de aproximadamente 10 µg a aproximadamente 100 µg de 3D-MPL; y de aproximadamente 10 µg a 
aproximadamente 100 µg de QS21. En otro ejemplo específico, la composición inmunógena comprende un 
coadyuvante que se formula en una dosis que incluye: de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 0,5 mg de 10
colesterol; de aproximadamente 0,25 a aproximadamente 2 mg de DOPC; de aproximadamente 10 µg a 
aproximadamente 70 µg de 3D-MPL; y de aproximadamente 10 µg a aproximadamente 70 µg de QS21. En una 
formulación específica, el coadyuvante se formula en una única dosis que contiene: aproximadamente 0,25 mg de 
colesterol; aproximadamente 1,0 mg de DOPC; aproximadamente 50 µg de 3D-MPL; y aproximadamente 50 µg de 
QS21. En otros modos de realización, la composición inmunógena se formula con una dosis fraccionada (esto es una 15
dosis, que es una fracción de las formulaciones de dosis individual anteriores, tal como la mitad de la cantidad anterior 
de los componentes (colesterol, DOPC, 3D-MPL y QS21), ¼ de la cantidad anterior de los componentes, u otras dosis 
fraccionadas (p.ej., 1/3, 1/6, etc.) de la cantidad anterior de los componentes.

En un modo de realización, las composiciones inmunógenas de acuerdo con la invención incluyen un coadyuvante 
que contiene combinaciones de lipopolisacárido y saponinas de Quillaja que se han divulgado previamente, por 20
ejemplo en el documento EP 0671948. Esta patente demostró una fuerte sinergia cuando se combinó un 
lipopolisacárido (3D-MPL) con una saponina de Quillaja (QS21). 

El coadyuvante puede comprender además oligonucleótidos inmunoestimuladores (por ejemplo, CpG) o un vehículo. 

Una saponina particularmente adecuada para su uso en la presente invención es Quil A y sus derivados. Quil A es 
una preparación de saponina aislada del árbol sudamericano Quillaja Saponaria Molina y que se describió por primera 25
vez por parte de Dalsgaard et al. en 1974 ( "Saponin adjuvants", Archiv. für die gesamte Virusforschung, Vol. 44, 
Springer Verlag, Berlin, p243-254) que tienen actividad de coadyuvante. Se han aislado fragmentos purificados de 
Quil A por medio de HPLC que retienen la actividad de coadyuvante sin la toxicidad asociada a Quil A (documento EP 
0 362 278), por ejemplo QS7 y QS21 (también conocidos como QA7 y QA21). QS-21 es una saponina natural derivada 
de la corteza de Quillaja saponaria Molina, que induce CD8 + células T citotóxica (CTL), células Th1 y una respuesta 30
de anticuerpos IgG2a predominante y es una saponina preferida en el contexto de la presente invención.

Cuando el coadyuvante comprende una fracción de saponina inmunológicamente activa se presenta en forma de un 
liposoma, el coadyuvante puede comprender además un esterol. Adecuadamente, el esterol se proporciona en una 
relación de saponina: esterol de 1:1 a 1:100 p/p, tal como de 1:1 a 1:10 p/p; o de 1:1 a 1:5 p/p.

En un modo de realización específico, se proporciona QS21 en su composición menos reactógena, en la que se 35
inactiva con un esterol exógeno, tal como colesterol, por ejemplo. Existen varias formas particulares de composiciones 
menos reactógenas en las que QS21 se inactiva con un colesterol exógeno. En un modo de realización específico, la 
saponina/esterol está en forma de una estructura de liposoma (documento WO 96/33739, ejemplo 1). En este modo 
de realización, de forma adecuada, los liposomas contienen un lípido neutro, por ejemplo fosfatidilcolina, que, de forma 
adecuada, es no cristalino a temperatura ambiente, por ejemplo, fosfatidilcolina de yema de huevo, dioleoil 40
fosfatidilcolina (DOPC) o dilauril fosfatidilcolina. Los liposomas también pueden contener un lípido cargado que 
aumenta la estabilidad de la estructura liposoma-QS21 para los liposomas compuestos de lípidos saturados. En estos 
casos, la cantidad de lípido cargado es, de forma adecuada ,un 1-20 % p/p, preferiblemente un 5-10 %. La proporción 
de esterol con respecto a fosfolípido es de un 1-50 % (mol/mol), de forma adecuada un 20-25 %.

Los esteroles adecuados incluyen β-sitosterol, estigmasterol, ergosterol, ergocalciferol y colesterol. En un modo de 45
realización particular, la composición de coadyuvante comprende colesterol como esterol. Estos esteroles se conocen 
bien en la técnica, por ejemplo, el colesterol se divulga en el índice de Merkc, 11ª ed., página 341, como un esterol 
natural que se encuentra en la grasa animal.

Cuando la fracción de saponina activa es QS21, la proporción de QS21:esterol será, normalmente, del orden de 1:100 
a 1:1 (p/p), de forma adecuada entre 1:10 y 1:1 (p/p), y preferiblemente de 1:5 a 1:1 (p/p). De forma adecuada, está 50
presente esterol en exceso, siendo la proporción de QS21:esterol de al menos de 1:2 (p/p). En un modo de realización, 
la proporción de QS21:esterol es de 1:5 (p/p). De forma adecuada, el esterol es colesterol. 

En un modo de realización, la invención proporciona una dosis de una composición inmunógena que comprende 
inmunológicamente saponina activa, preferiblemente QS21, en un nivel de aproximadamente 1 a aproximadamente 
70 μg por dosis, por ejemplo en una cantidad de aproximadamente 50 μg.55

En un modo de realización, la invención proporciona una dosis de una composición inmunógena que comprende 
saponina inmunológicamente activa, preferiblemente QS21, en un nivel de 60 µg o menos, por ejemplo entre 1 y 60 µg. 
En un modo de realización, la dosis de la composición inmunógena comprende QS21 en un nivel de aproximadamente 
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alrededor de 50 μg, por ejemplo entre 45 y 55 μg, de manera adecuada entre 46 a 54 μg, o entre 47 y 53 μg o entre 
48 y 52 μg o entre 49 y 51 μg,o 50 μg.

En otro modo de realización, la dosis de la composición inmunógena comprende QS21 en un nivel de alrededor de 25 
µg, por ejemplo entre 20 – 30 µg, de forma adecuada entre 21 – 29 µg o entre 22 y 28 µg o entre 23 y 27 µg o entre 
24 y 26 µg, o 25 µg.5

En otro modo de realización, la dosis de la composición inmunógena comprende QS21 en un nivel de alrededor de 10 
µg por, por ejemplo entre 5 y 15 µg, de forma adecuada entre 6 y 14 µg, por ejemplo entre 7 y 13 µg o entre 8 y 12 µg 
o entre 9 y 11 µg, o 10µg. 

Específicamente, un volumen de dosis de vacuna de 0,5 ml contiene 25 µg o 50 µg de QS21 por dosis. 
Específicamente, un volumen de dosis de vacuna de 0,5 ml contiene 50 µg de QS21 por dosis. 10

En las composiciones que comprenden un lipopolisacárido, el lipopolisacárido puede estar presente en una cantidad 
de aproximadamente 1 a aproximadamente 70 μg por dosis, por ejemplo en una cantidad de aproximadamente 50 μg.

El lipopolisacárido puede ser un derivado no tóxico del lípido A, en particular monofosforil lípido A o más en particular 
monofosforil lípido A 3-desacilado (3D – MPL).

3D-MPL se vende bajo el nombre de MPL por GlaxoSmithKline Biologicals SA y se denomina en todo el documento 15
MPL o 3D-MPL. Véanse, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos Nos. 4.436.727; 4.877.611; 4.866.034 y 
4.912.094. 3D-MPL promueve principalmente respuestas de células T CD4 + con un fenotipo IFN-γ (Th1). 3D-MPL se 
puede producir de acuerdo con los procedimientos descritos en el documento GB 2 220 211 A. Químicamente es una 
mezcla de monofosforil lípido A 3-desacilado con 3, 4, 5 o 6 cadenas aciladas. Preferiblemente, en las composiciones 
de la presente invención se usa 3D-MPL de partículas pequeñas. El 3D-MPL de partículas pequeñas tiene un tamaño 20
de partícula tal que se puede esterilizar por filtración a través de un filtro de 0,22 m. Dichas preparaciones se 
describen en el documento WO 94/21292.

Por lo tanto, la invención proporciona una dosis de una composición inmunógena que comprende lipopolisacárido, 
preferiblemente 3D-MPL, en un nivel de 75 µg o menos, por ejemplo entre 1 y 60 µg.

En un modo de realización, la dosis de la composición inmunógena comprende 3D-MPL en un nivel de alrededor de 25
50 µg, por ejemplo entre 45 – 55 µg, de forma adecuada entre 46 – 54 µg o entre 47 y 53 µg o entre 48 y 52 µg o entre 
49 y 51 µg, o 50 µg.

En un modo de realización, la dosis de la composición inmunógena comprende 3D-MPL en un nivel de alrededor de 
25 µg, por ejemplo entre 20 – 30 µg, de forma adecuada entre 21 – 29 µg o entre 22 y 28 µg o entre 23 y 27 µg o entre 
24 y 26 µg, o 25 µg.30

En otro modo de realización, la dosis de la composición inmunógena comprende 3D-MPL en un nivel de alrededor de 
10 µg, por ejemplo entre 5 y 15 µg, de forma adecuada entre 6 y 14 µg, por ejemplo entre 7 y 13 µg o entre 8 y 12 µg 
o entre 9 y 11 µg, o 10µg. 

En un modo de realización, el volumen de la dosis es de 0,5 ml. En otro modo de realización, la composición 
inmunógena está en un volumen adecuado para una dosis con un volumen que es mayor de 0,5 ml, por ejemplo 0,6, 35
0,7, 0,8, 0,9 o 1 ml. En otro modo de realización, la dosis humana está entre 1 ml y 1,5 ml. 

Específicamente, un volumen de dosis de vacuna de 0,5 ml contiene 25 µg o 50 µg de 3D-MPL por dosis. 
Específicamente, un volumen de dosis de vacuna de 0,5 ml contiene 50 µg de 3D-MPL por dosis. 

De forma adecuada, la dosis de la composición inmunógena de acuerdo con cualquier aspecto de la invención se 
refiere a una dosis humana. Mediante la expresión “dosis humana” se hace referencia a una dosis que está en un 40
volumen adecuado para un uso humano. En general, esto está entre 0,3 y 1,5 ml. En un modo de realización, una 
dosis humana es de 0,5 ml. En otro modo de realización, una dosis humana es mayor de 0,5 ml, por ejemplo 0,6, 0,7, 
0,8, 0,9 o 1 ml. En otro modo de realización, una dosis humana está entre 1 ml y 1,5 ml. 

Las composiciones adecuadas de la invención son aquellas en las que los liposomas se preparan inicialmente sin 
MPL (como se describe en el documento WO 96/33739), y a continuación se añade el MPL, de forma adecuada como 45
partículas pequeñas de menos de 100 nm de partículas o partículas que son susceptibles de una filtración estéril a 
través de una membrana de 0,22 μm. Por lo tanto, el MPL no está presente dentro de la membrana vesicular (conocido 
como MPL fuera). Las composiciones en las que el MPL está presente dentro de la membrana vesicular (conocido 
como MPL dentro) también forman un aspecto de la invención. El polipéptido que comprende un fragmento de toxina 
A de C. difficile y/o un fragmento de toxina B de C. difficile puede estar presente dentro de la membrana de la vesícula 50
o presente fuera de la membrana de la vesícula. 

En un modo de realización específico, QS21 y 3D-MPL están presentes en la misma concentración final por dosis de 
la composición inmunógena es decir, la relación de QS21:3D-MPL es de 1:1. En un aspecto de este modo de 
realización, una dosis de la composición inmunógena comprende un nivel final de 25 μg de 3D-MPL y 25 μg de QS21 
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o 50 μg de 3D-MPL y 50 μg de QS21. 

En un modo de realización, el coadyuvante incluye una emulsión de aceite en agua. En un modo de realización, el 
coadyuvante comprende una emulsión de aceite en agua, en la que la emulsión de aceite en agua comprende un 
aceite metabolizable, un tocol y un emulsionante. Por ejemplo, la emulsión de aceite en agua puede incluir una fase 
oleosa que incorpora un aceite metabolizable, y un componente de fase oleosa adicional, tal como un tocol. La 5
emulsión de aceite en agua también puede contener un componente acuoso, tal como una solución salina tamponada 
(p.ej., solución salina tamponada con fosfato). Además, normalmente, la emulsión de aceite en agua contiene un 
emulsionante. En un modo de realización, el aceite metabolizable es escualeno. En un modo de realización, el tocol 
es alfa-tocoferol. En un modo de realización, el emulsionante es un emulsionante tensioactivo no iónico (tal como 
polioxietilen monooleato de sorbitán, Polysorbate® 80, Tween 80 ™). En modos de realización a modo de ejemplo, la 10
emulsión de aceite en agua contiene escualeno y alfa tocoferol en una proporción que es igual o menor de 1 (p/p).

El aceite metabolizable en la emulsión de aceite en agua puede estar presente en una cantidad de 0,5-10 mg. El tocol 
en la emulsión de aceite en agua puede estar presente en una cantidad de 0,5-11 mg. El agente emulsionante puede 
estar presente en una cantidad de 0,4-4 mg, 

Para que cualquier composición de aceite en agua sea adecuada para una administración humana, la fase de aceite 15
del sistema de emulsión tiene que comprender un aceite metabolizable. El significado del término aceite metabolizable 
se conoce bien en la técnica. Se puede definir metabolizable como "que se puede transformar por metabolismo" 
(Dorland Illustrated Medical Dictionary, W.B. Sanders Company, 25ª edición (1974)). El aceite puede ser cualquier 
aceite vegetal, aceite de pescado, aceite animal o aceite sintético, que no sea tóxico para el receptor y se pueda 
transformar por metabolismo. Los frutos secos, semillas y granos son fuentes comunes de aceites vegetales. Los 20
aceites sintéticos también son parte de la presente invención y pueden incluir aceites comercialmente disponibles tales 
como NEOBEE (triglicéridos caprílicos/cápricos fabricados usando glicerol a partir de fuentes de aceite vegetal y 
ácidos grasos de cadena media (MCT) de aceites de coco o palmiste) y otros. Un aceite metabolizable particularmente 
adecuado es escualeno. El escualeno (2,6,10,15,19,23-hexametil-2,6,10,14,18,22-tetracosahexaeno) es un aceite 
insaturado que se encuentra en grandes cantidades en el aceite de hígado de tiburón, y en menor cantidad en el aceite 25
de oliva, aceite de germen de trigo, aceite de salvado de arroz, y levadura, y es un aceite particularmente preferido 
para su uso en la presente invención. Es escualeno es un aceite metabolizable en virtud del hecho de que es un 
intermedio en la biosíntesis de colesterol (Merck index, 10ª edición, entrada n.º 8619).

Adecuadamente, el aceite metabolizable está presente en la composición de coadyuvante en una cantidad de 0,5-10 
mg, preferiblemente 1-10, 2-10, 3-9, 4-8, 5-7, o 5-6 mg (por ejemplo, 2-3 , 5-6, o 9-10 mg), específicamente de 5,35 30
mg o aproximadamente 2,14 mg por dosis.

Los tocoles se conocen bien en la técnica y se describen en el documento EP0382271. De forma adecuada, el tocol 
es alfa-tocoferol o un derivado del mismo tal como succinato de alfa-tocoferol (también conocido como succinato de 
vitamina E). Dicho tocol está presente adecuadamente en una cantidad de 0,5-11 mg, preferiblemente 1-11, 2-10, 3-
9, 4-8, 5-7, 5-6 mg (por ejemplo, 10-11, 5-6, 2,5-3,5 o 1-3 mg). En un modo de realización específico, el tocol está 35
presente en una cantidad de aproximadamente 5,94 mg o aproximadamente 2,38 mg por dosis. 

La emulsión de aceite en agua comprende adicionalmente un agente emulsionante. De forma adecuada, el agente 
emulsionante puede ser monooleato de polioxietilen sorbitano. En un modo de realización particular, el agente 
emulsionante puede ser Polysorbate® 80 (monooleato de polioxietilen (20) sorbitano) o Tween® 80.

De forma adecuada, dicho agente emulsionante está presente en la composición de coadyuvante en una cantidad de 40
0,1-5, 0,2-5, 0,3-4, 0,4-3 o 2-3 mg (p.ej. 0,4-1,2, 2-3 o 4-5 mg) de agente emulsionante. En un modo de realización 
específico, el agente emulsionante está presente en una cantidad de aproximadamente 0,97 mg o aproximadamente 
2,425 mg.

En un modo de realización, las cantidades de componentes específicos presentes en la composición son las 
cantidades presentes en una dosis humana de 0,5 ml. En otro modo de realización, la composición inmunógena está 45
en un volumen adecuado para una dosis humana con un volumen que es mayor de 0,5 ml, por ejemplo 0,6, 0,7, 0,8, 
0,9 o 1 ml. En otro modo de realización, la dosis humana está entre 1 ml y 1,5 ml. 

Cuando el coadyuvante está en forma líquida y se va a combinar con una forma líquida de una composición 
polipeptídica, la composición de coadyuvante en una dosis humana será una fracción del volumen final previsto de la 
dosis humana, por ejemplo aproximadamente la mitad del volumen final previsto de la dosis humana, por ejemplo un 50
volumen de 350 µl para una dosis humana prevista de 0,7ml, o un volumen de 250 µl para una dosis humana prevista 
de 0,5 ml. La composición de coadyuvante se diluye cuando se combina con la composición de antígeno polipeptídico 
para proporcionar la dosis humana final de la vacuna. Por supuesto, el volumen final de dicha dosis variará 
dependiendo del volumen inicial de la composición de coadyuvante y del volumen de la composición antígeno 
polipeptídico añadida a la composición de coadyuvante. En un modo de realización alternativo, se usa un coadyuvante 55
líquido para reconstituir una composición polipeptídica liofilizada. En este modo de realización, la dosis humana de la 
composición de coadyuvante es aproximadamente igual al volumen final de la dosis humana. La composición de 
coadyuvante líquida se añade al vial que contiene la composición polipeptídica liofilizada. La dosis humana final puede 
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variar entre 0,5 y 1,5 ml.

El procedimiento de producción de emulsiones de aceite en agua se conoce bien por parte de la persona experta en 
la técnica. Comúnmente, el procedimiento comprende mezclar la fase oleosa que contiene tocol con un tensioactivo 
tal como una solución de PBS/ monooleato de polioxietilen sorbitano, seguido de homogeneización usando un 
homogeneizador. Quedará claro para un experto en la técnica que un procedimiento que comprende hacer pasar la 5
mezcla dos veces a través de una aguja de jeringuilla resulta adecuado para homogeneizar volúmenes pequeños de 
líquido. Igualmente, el procedimiento de emulsionado en un microfluidizador (máquina M110S Microfluidics, máximo 
de 50 pasadas, durante un periodo de 2 minutos con una entrada de presión máxima de 6 bar (presión de salida de 
aproximadamente 850 bar)) se podría adaptar por parte del experto en la técnica para producir volúmenes menores o 
mayores de emulsión. La adaptación se podría lograr por experimentación rutinaria que comprende la medida de la 10
emulsión resultante hasta que se logre una preparación con gotas de aceite del diámetro requerido. 

En una emulsión de aceite en agua, el aceite y el emulsionante deben estar en un vehículo acuoso. El vehículo acuoso 
puede ser, por ejemplo, una solución salina tamponada con fosfato.

Preferiblemente, los sistemas de emulsión de aceite en agua de la presente invención tienen un tamaño de gota de 
aceite pequeño en el intervalo sub-micrónico. De forma adecuada, los tamaños de las gotas estarán en el intervalo de 15
120 a 750 nm, más preferiblemente tamaños de 120 a 600 nm de diámetro. Del modo más preferido, la emulsión de 
aceite en agua contiene gotas de aceite de las que al menos un 70 % por intensidad son de menos de 500 nm de 
diámetro, más preferiblemente al menos un 80 % por intensidad son de menos de 300 nm de diámetro, más 
preferiblemente al menos un 90 % por intensidad están en el intervalo de 120 a 200 nm de diámetro.

En un modo de realización, la composición inmunógena no es de 3 μg o 10 μg de cualquiera de las SEQ ID Nos. 1-7 20
combinadas con un coadyuvante que comprende una emulsión de aceite en agua que tiene 0,125 ml de emulsión 
SB62 (volumen total), 5,35 mg de escualeno, 5,94 mg de DL-α-tocoferol y 2,425 mg de polisorbato 80 por 0,5 ml de 
dosis. En un modo de realización, la composición inmunógena no es de 3 μg o 10 μg de cualquiera de las SEQ ID 
Nos. 1-7 combinadas con un coadyuvante que comprende una emulsión de aceite en agua de 5,35 mg de escualeno, 
5,94 mg de DL-α-tocoferol y 2,425 mg de polisorbato 80 por 0,5 ml de dosis. En un modo de realización, la composición 25
inmunógena no contiene un coadyuvante que comprende una emulsión de aceite en agua que tiene escualeno, DL-
α-tocoferol y polisorbato 80.

Las composiciones inmunógenas y vacunas de la invención

En un modo de realización, la composición inmunógena tiene un volumen de 0,5 a 1,5 ml.

En un modo de realización, la composición inmunógena comprende adicionalmente antígenos adicionales. En un 30
modo de realización, los antígenos adicionales son antígenos derivados de una bacteria seleccionada del grupo 
constituido por S. pneumoniae, H. influenzae, N. meningitidis, E. coli, M. catarrhalis, Clostridium tetani (tétanos), 
Corynebacterium diphteria (difteria), Bordetella pertussis (tos ferina), S. epidermidis, enterococos, S. aureus y
Pseudomonas aeruginosa.

En un modo de realización adicional, la composición inmunógena de la invención puede comprender además los 35
antígenos de C. difficile, por ejemplo, las proteínas de la capa-S (WO 01/73030). Opcionalmente, la composición 
inmunógena comprende adicionalmente un sacárido de C. difficile.

Además se proporciona una vacuna que comprende una composición inmunógena de la invención y un excipiente 
farmacéuticamente aceptable.
Las preparaciones de vacuna que contienen composiciones inmunógenas de la presente invención se pueden a modo 40
de ejemplo para proteger a un mamífero susceptible a infección por C. difficile o tratar un mamífero con una infección 
por C. difficile, por medio de la administración de dicha vacuna por vía sistémica o ruta mucosal. Estas 
administraciones pueden incluir inyección por medio de ruta intramuscular, intraperitoneal, intradérmica o subcutánea; 
o por medio de administración mucosal a los tractos oral/alimentario/respiratorio y genitourinario. Aunque la vacuna 
de la invención se puede administrar como una única dosis, los componentes de la misma también se pueden 45
coadministrar juntos al mismo tiempo o en momentos diferentes (por ejemplo, los conjugados de sacáridos 
neumocócicos se pueden administrar por separado, al mismo tiempo o 1-2 semanas después de la administración de 
cualquier componente de proteína bacteriana de la vacuna para la coordinación de las respuestas inmunitarias entre 
sí). Además de una única vía de administración, se pueden usar 2 vías de administración diferentes. Por ejemplo, los 
sacáridos o conjugados de sacáridos se pueden administrar por vía intramuscular (IM) o intradérmica (ID) y las 50
proteínas bacterianas se pueden administrar por vía intranasal (IN) o intradérmica (ID). Además, las vacunas de la 
invención pueden administrarse IM para la dosis de sensibilización e IN para dosis de refuerzo.

Típicamente, el contenido de toxinas en la vacuna estará en el intervalo de 1-250 μg, preferiblemente 5-50 μg, de la 
manera más típica en el intervalo de 5-25 μg. Después de una vacunación inicial, los sujetos pueden recibir una o 
varias inmunizaciones de refuerzo adecuadamente espaciadas. En general, la preparación de la vacuna se describe 55
en Vaccine Design (“The subunit and adjuvant approach” (eds Powell M.F. & Newman M.J.) (1995) Plenum Press New 
York). El encapsulado dentro de liposomas se describe por parte de Fullerton, Patente de Estados Unidos 4.235.877.
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En un aspecto de la invención, se proporciona un kit de vacuna, que comprende un vial que contiene una composición 
inmunógena de la invención, opcionalmente en forma liofilizada, y que comprende adicionalmente un vial que contiene 
un coadyuvante como se describe en el presente documento. Se prevé que en este aspecto de la invención, el 
coadyuvante se usará para reconstituir la composición inmunógena liofilizada.

Un aspecto adicional de la divulgación es un procedimiento de prevención o tratamiento de infección por C. difficile5
que comprende administrar al huésped una dosis inmunoprotectora de la composición inmunógena o vacuna o kit de 
la invención. En un modo de realización de la divulgación se proporciona un procedimiento para prevenir o tratar los 
episodios primarios y/o de recurrencia de la infección por C. difficile que comprende administrar al huésped una dosis 
inmunoprotectora de la composición inmunógena o vacuna o kit de la invención.

En un modo de realización de la invención, se proporciona una composición inmunógena o vacuna de la invención 10
para uso en el tratamiento o prevención de una afección o enfermedad causada por C. difficile. "La enfermedad de C. 
difficile" significa una enfermedad causada total o parcialmente por C. difficile. En un modo de realización adicional de 
la invención, se proporciona una composición inmunógena o vacuna de la invención para uso en el tratamiento o 
prevención de una afección o enfermedad causada totalmente o en parte por una cepa de C. difficile seleccionada de 
entre el grupo que consiste en 078, 019, 023, 027, 033, 034, 036, 045, 058, 059, 063, 066, 075, 078, 080, 111, 112, 15
203, 250 y 571. Preferiblemente, la cepa es la cepa 078.

Como se usa en el presente documento, "tratamiento" significa la prevención de la aparición de los síntomas de la 
afección o enfermedad en un sujeto, la prevención de la recurrencia de los síntomas de la afección o enfermedad en 
un sujeto, el retardo de la recurrencia de los síntomas de la afección o enfermedad en un sujeto, la disminución de la 
gravedad o frecuencia de los síntomas de la afección o enfermedad en un sujeto, ralentizando o eliminando la 20
progresión de la afección y la eliminación parcial o total de los síntomas de la enfermedad o afección en un sujeto.

En un aspecto adicional de la invención, se proporciona un procedimiento de prevención o tratamiento de una 
enfermedad por C. difficile que comprende administrar la composición inmunógena de la invención o la vacuna de la 
invención a un sujeto mamífero, tal como un sujeto humano. En un modo de realización adicional, la enfermedad es 
una enfermedad causada por una cepa de C. difficile seleccionada del grupo que consiste en 078, 019, 023, 027, 033, 25
034, 036, 045, 058, 059, 063, 066, 075, 078, 080, 111, 112, 203, 250 y 571. Preferiblemente, la cepa es la cepa 078.

General

"Alrededor" o "aproximadamente" se definen como dentro del 10 % más o menos de la cifra dada para los fines de la 
invención.

El término “comprende” significa “incluye”. Por tanto, a menos que el contexto lo requiera de otro modo, la palabra 30
“comprende” y variaciones tales como “comprenden” y “comprender” se entenderá que implica la inclusión de un 
compuesto o composición establecida (p.ej., ácido nucleico, polipéptido, antígeno) o etapa, o grupo de compuestos o 
etapas, pero no la exclusión de cualquier otro compuesto, composición, etapa, o grupos de los mismos. La abreviatura, 
“e. g.” (p. ej.) deriva del latín exempli gratia y se usa en el presente documento para indicar un ejemplo no limitante. 
Por tanto, la abreviatura, “e. g.” (p. ej.) es sinónimo de la expresión "por ejemplo".35

La numeración de los aminoácidos usados en el presente documento se deriva de las secuencias para CDTa, CDTb, 
toxina A y toxina B presentadas en el presente documento como SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 29 y SEQ 
ID NO: 30, respectivamente, que han de considerarse como secuencias de referencia para estas proteínas.

Los modos de realización del presente documento relativos a las "composiciones de vacuna" de la invención son 
también aplicables a modos de realización relacionados con "composiciones inmunógenas de la invención", y 40
viceversa. 

A menos que se explique de otro modo, todos los términos técnicos y científicos usados en el presente documento 
tienen el mismo significado que entiende comúnmente un experto en la técnica a la que pertenece esta divulgación. 
Las definiciones de términos comunes en biología molecular se pueden encontrar en Benjamin Lewin, Genes V, 
publicado por Oxford University Press, 1994 (ISBN 0-19-854287-9); Kendrew et al. (eds.), The Encyclopedia of 45
Molecular Biology, publicado por Blackwell Science Ltd., 1994 (ISBN 0-632-02182-9); y Robert A. Meyers (ed.), 
Molecular Biology and Biotechnology: a Comprehensive Desk Reference, publicado por VCH Publishers, Inc., 1995 
(ISBN 1-56081-569-8).

Los términos singulares “un”, “una” y “el/la” incluyen referentes en plural a menos que el contexto indique claramente 
lo contrario. De forma similar, la palabra “o” se prevé que incluya “y” a menos que el contexto indique claramente lo 50
contrario. El término “pluralidad” se refiere a dos o más. También se debe entender que todos los tamaños de bases 
o tamaños de aminoácidos, y todos los valores de peso molecular o masa molecular, dados para ácidos nucleicos o 
polipéptidos son aproximados, y se proporcionan para la descripción. Además, las limitaciones numéricas dadas con 
respecto a las concentraciones o niveles de una sustancia, tal como un antígeno, pueden ser aproximadas. 

Con el fin de que se entienda mejora la presente invención, se exponen los siguientes ejemplos. Estos ejemplos tienen 55
un fin meramente ilustrativo y no se deben interpretar como limitantes del alcance de la invención en modo alguno.
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Ejemplos

El coadyuvante AS01B al que se hace referencia es un coadyuvante que tiene 50 µg de QS21 presentado en la forma 
de un liposoma, 50 µg de 3D-MPL, 0,25 mg de colesterol y 1,0 mg de DOPC por dosis de 0,5 ml. Una dosis de 50 μl 
adecuada para inmunizar ratones contiene 5 μg de QS21, 5 μg de 3D-MPL, 0,025 mg de colesterol y 0,1 mg de DOPC.

Ejemplo 1: Diseño de antígenos de toxinas binarias5

La toxina binaria (otro nombre: ADP-ribosiltranferasa toxina) está compuesta por dos componentes: el componente 
enzimático, llamado CDTa y el componente de transporte y unión, llamado CDTb.

Con base en datos de la literatura e información disponible para los componentes de otras toxinas binarias bacterianas, 
CDTb podría dividirse en cinco dominios. El primero es el prodominio, su escisión por una enzima que tiene una 
actividad de quimotripsina permite la heptamerización de la proteína madura. El segundo dominio permite la unión a 10
CDTa. El tercero y cuarto están involucrados en la oligomerización y la inserción de membrana. Finalmente, el último 
dominio es el dominio de unión a receptor de la célula huésped.

CDTb madura

Con el fin de evitar la etapa de activación de quimotripsina en el procedimiento de CDTb, se intentó expresar solamente 
la proteína CDTb madura (sin su péptido señal y prodominio).15

En la literatura (Protein Expression and Purification, 2010, vol. 74: 42-48), la CDTb madura se describió partiendo de 
leucina 210 de la SEQ ID NO: 3. Esta CDTb madura se nombra como CDTb".

Otros datos experimentales sugieren que la CDTb activada comienza en la serina 212 de la SEQ ID NO: 3. Este 
resultado fue apoyado por el análisis de una estructura 3D modelizada de CDTb. Este modelo ha sido desarrollado 
usando SwissModel (Bioinformatics, 2006, vol. 22: 195-201). La plantilla usada para el modelado de homología fue el 20
componente B de Bacillus anthracis, llamado antígeno protector o PA (número de acceso a Banco de Datos de 
Proteínas: 3TEW).

Dominio solo de unión a receptor de CDTb

El modelo de homología de la estructura 3D obtenida para CDTb usando el antígeno PA de B. anthraxis es exacto 
para los cuatro primeros dominios de CDTb pero no para el dominio de unión a receptor (estos dominios de CDTb y 25
PA son bastante diferentes). Para diseñar construcciones que expresan el dominio de unión a receptor solo, la parte 
C-terminal del cuarto dominio se analizó en el modelo de estructura 3D con el fin de decidir donde comienza el último 
dominio.

Se diseñaron dos versiones del dominio de unión a receptor de CDTb. En el primero, este dominio comienza justo 
después de la estructura 3D modelizada del cuarto dominio. En esta versión, el dominio de unión a receptor de CDTb, 30
probablemente tendrá un péptido largo y flexible en su parte N-terminal. La segunda versión del dominio de unión a 
receptor se inicia donde las estructuras predichas 2D desarrolladas sobre la parte C-terminal de CDTb (predicciones 
realizadas usando el programa PSIPRED, Bioinformatics, 2000, vol. 16: 404-405) se hacen más compactas después 
de una falta de estructuras secundarias predichas. Esto podría indicar el comienzo de un nuevo dominio estructural. 
En esta segunda versión, ningún péptido flexible está presente en la parte N-terminal del dominio de unión a receptor 35
de CDTb.

Mutación con motivo de unión de Ca2+ de CTDb

Siguiendo la información de la literatura, las mutaciones en el dominio de unión Ca2+ del componente B de la toxina 
iota de Clostridium perfringens (Ib) dan lugar a la abolición de la unión con el componente A de esta toxina binaria (Ia). 
Estas mutaciones podrían ser muy interesante en el caso de una composición de vacuna que contiene una mezcla de 40
proteína CDTb madura y una proteína CDTa de tipo salvaje.
Mediante el uso de alineación múltiple de secuencias de proteínas, estas mutaciones se ubicaron en la secuencia de 
CDTb y se mutaron. Se refiere a los residuos Asp220, Asp222 y Asp224 de la SEQ ID NO: 3. Se mutaron en residuos de 
Ala.

Prodominio de CDTb45

Con el fin de tratar de disminuir los problemas de degradación observados con la construcción de C55 (CDTb con el 
prodominio eliminado), en gel, se evaluaron algunas pruebas co-expresión. La hipótesis de trabajo para hacer eso, es 
para mejorar el plegamiento de la CDTb madura.
Se propusieron dos límites de prodominio. El primero empieza en el residuo 43 de CDTb de SEQ ID NO: 3 (después 
de la escisión del péptido señal) y termina en el residuo Met211 (teniendo en cuenta que el primer residuo determinado 50
experimentalmente de la CDTb madura es Ser212). El segundo prodominio se diseñó sobre la base de la estructura 3D 
predicha de CDTb. El enlazador existente entre el prodominio y el primer dominio estructural de la proteína CDTb 
madura se elimina en esta construcción.
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Ejemplo 2 - Clonación, expresión y purificación de proteína CDTb de C. difficile

Plásmido de expresión y cepa recombinante: C37 y C55 (tal como se establece en la Tabla A).

Los genes que codifican la proteína CDTb truncada sin péptido señal (Pro-CDTb`, C37) y una etiqueta de His en el C-
término se clonaron en el vector de expresión pGEX-6p1 (GE Healthcare) usando los sitios de restricción BamHI/XhoI 
usando procedimientos convencionales. Este vector incluye GST (glutatión-S-transferasa) como colaborador de fusión 5
en N-terminal de CDTb` (GST-Pro-CDTb '). La construcción final se generó por medio de la transformación de la cepa 
BL21 (DE3) de E. coli con el vector de expresión recombinante de acuerdo con el procedimiento convencional con 
células tratadas con CaCl2 (Hanahan D. «Plasmid transformation by Simanis. » In Glover, D. M. (Ed), clonación de 
ADN. IRL Press London. (1985):p. 109-135.).

Los genes que codifican la proteína CDTb truncada sin péptido señal y prodominio (CDTb``: C55) y una etiqueta de 10
His en C-término se clonaron en el vector de expresión pET24b (+) (Novagen) usando los sitios de restricción 
NdeI/XhoI usando procedimientos convencionales. Se generaron construcciones finales mediante la transformación 
de la cepa modificada B834 (DE3) de E. coli con los vectores de expresión recombinantes apropiados de acuerdo con 
el procedimiento convencional con células tratadas con CaCl2 (Hanahan D. «Plamid transformation by Simanis. » In 
Glover, D. M. (Ed), clonación de ADN. IRL Press London. (1985):p. 109-135.).15

Cepa de Huésped

BL21 (DE3). BL21 (DE3) es un derivado auxótrofo de B834 que no es metionina. Las cepas que tienen la designación 
(DE3) son lisógenas para un profago λ que contiene una ARN polimerasa de T7 inducible por IPTG. Los lisógenos λ 
DE3 se diseñan para la expresión de la proteína de vectores de pET. Esta cepa también es deficiente en las proteasas 
lon y ompT.20

Genotipo: Cepa de E. coli BL21::DE3, F - ompT hsdS B(rB
- mB

-)gal dcm DE3).

B834 es la cepa parental de BL21. Estos huéspedes deficientes en proteasa son auxótrofos de metionina. Los 
lisógenos λ DE3 se diseñan para la expresión de la proteína de vectores de pET. Esta cepa también es deficiente en 
las proteasas lon y ompT.

Modificación: Incluyendo gen de PGL para evitar fosfogluconoilación en el locus biotina (la cepa es auxótrofa para la 25
biotina).
Genotipo: Cepa B834::DE3, F- ompT hsdSB (rB - mB-) gal dcm met (DE3) 
Modificación: Δ (bioA-bioD)::PGL 

Expresión de las proteínas recombinantes:

Los transformantes de E. coli fueron separados de la placa de agar y se usaron para inocular 200 ml de caldo de LBT 30
± 1 % (p/v) de glucosa +/- canamicina (50 µg/ml) o ampicilina (100 µg/ml) para obtener O.D.600 nm entre 0,1-0,2. Se 
incubaron los cultivos durante la noche a 37 ºC, 250 rpm.

Se diluyó un cultivo durante la noche a 1:20 en 500 ml de medio de LBT que contenía +/- canamicina (50 µg/ml) o 
ampicilina (100 µg/ml) y se cultivó a 37 °C a una velocidad de agitación de 250 rpm hasta que se alcanzó un O.D.620

de 0,5/0,6.35

A un O.D. a 600 nm de alrededor de 0,6, los cultivos se enfriaron antes de inducir la expresión de la proteína 
recombinante mediante la adición de isopropil β-D-tiogalactopiranósido 1 mM (IPTG; EMD Chemicals Inc., número de 
catálogo: 5815) y se incubó durante la noche a 23 ºC, 250 rpm.

Después de las inducciones durante la noche (aproximadamente 16 horas), se evaluaron los O.D. a 600 nm después 
de la inducción y los cultivos se centrifugaron a 14 000 rpm durante 15 minutos y los sedimentos se congelaron a -20 40
 C por separado.

Purificación

C37 (SEQ ID NO: 5)

El sedimento bacteriano se resuspendió en tampón de bicina 50 mM (pH 8,0) que contenía 500 mM de NaCl, 5 mM 
deTCEP (clorhidrato de (2-carboxietil)fosfina de Thermo Scientific Pierce) y una mezcla de inhibidor de proteasa 45
(Complete, Roche). Se sometieron las bacterias a lisis usando un sistema de prensa francesa de 3 X 20 000 PSI. Los 
componentes solubles (sobrenadante) e insolubles (sedimentos) se separaron por centrifugación a 20 000 g durante 
30 min a 4 °C.

Se purificó la proteína con etiqueta 6-His en condiciones nativas en IMAC. Los componentes solubles se cargaron en 
una columna de GE Histrap de 5 ml (GE) pre-equilibrada con el mismo tampón usado para la re-suspensión bacteriana. 50
Después de cargar en la columna, se lavó ésta con un tampón de pH 8,0 de 50 mM de bicina, que contenía 150 mM 
de NaCl, 25 mM de imidazol, 1 mM de TCEP.
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La elución se realizó con un tampón de pH 8,0 de 50 mM de bicina que contenía 150 mM de NaCl, 250 mM de imidazol, 
1 mM de TCEP.

Después de la etapa de desalación (Desalación BioRad Bio-Gel P6) en tampón de pH 8,0 de 50 mM de bicina que 
contenía 150 mM de NaCl y 1 mM de TCEP, se trató el producto (durante la noche a 4 °C) con proteasa de PreScission 
(GE-Healthcare) con el fin de escindir la etiqueta de GST. Después del tratamiento durante la noche, se añadió Tween 5
20 de 0,2 % a la mezcla de digestión. 

A continuación, la proteína se pasó por una columna de afinidad de GST (GE GSTrap FF) pre-equilibrada con tampón 
de pH 8,0 de 50 mM de bicina que contenía 150 mM de NaCl, 1 mM de TCEP, Tween 20 de 0,2 % y 20 mM de glutation 
reducido, con el fin de eliminar la etiqueta escindida, la proteína de fusión no escindida y la proteasa de PreScission.

La proteína libre de GST se recogió en el flujo pasante y se cargó de nuevo en una columna de Histrap GE de 5 ml 10
(GE) pre-equilibrada con tampón de pH 8,0 de 50 mM de bicina que contenía 150 mM de NaCl, 1 mM de TCEP, Tween 
20 de 0,2 %. Después de cargar en la columna, la columna se lavó con un tampón de pH 8,0 de 50 mM de bicina, que 
contenía 150 mM de NaCl, Tween de 0,2 %, 1 mM de TCEP y 10 mM de imidazol. La elución se realizó con un tampón 
de pH 8,0 de 50 mM de bicina que contenía 150 mM de NaCl, Tween de 0,2 %, 1 mM de TCEP y 500 mM de imidazol.

Después de la etapa de desalación (Desalación BioRad Bio-Gel P6) en tampón de pH 8,0 de 50 mM de bicina que 15
contenía 150 mM de NaCl, 1 mM de TCEP y Tween 20 de 0,2 %, el producto se trató con α-quimotripsina (de páncreas 
bovino-Sigma), seguido de tratamiento con inhibidor de tripsina (de huevo blanco-Sigma). La activación completa de 
CDTb por medio de quimotripsina se controló por SDS-PAGE. 

Se cargó el producto completamente activado en cromatografía SEC (SUPERDEXTM 75) en tampón de pH 8,0 de 50 
mM de bicina que contenía 300 mM de NaCl, 1 mM de TCEP. Las fracciones que contenían antígeno de CDTb se 20
seleccionaron sobre la base de la pureza por SDS-PAGE. La concentración de proteína se determinó a través de 
ensayo de proteína Lowry RC/DC de BioRad. El volumen purificado se filtró de forma estéril sobre 0,22 µm y se 
almacenó a -80 ° C.

C55 (SEQ ID NO: 7)

El sedimento bacteriano se resuspendió en tampón de 50 mM de bicina (pH 8,0) que contenía 150 mM de NaCl, 5 mM 25
de TCEP (Thermo Scientific Pierce, clorhidrato de (2-carboxietil)fosfina), 0,4 % de Empigen y una mezcla de 
inhibidores de proteasas (Complete, Roche). Se lisaron las bacterias usando un sistema French Press de 3 X 20 000 
PSI. Los componentes solubles (sobrenadante) en insolubles (sedimentos) se separaron por centrifugación a 20 000 
g durante 30 min a 4 °C.

Se purificó la proteína con etiqueta de 6-His en condiciones nativas en IMAC. Los componentes solubles se cargaron 30
en una columna GE Histrap de 5 ml (GE) pre-equilibrada con tampón de 50 mM de bicina (pH 8,0) que contenía 150 
mM de NaCl, Empigen de 0,15 %, 1 mM de TCEP. Después de cargar en la columna, se lavó ésta con un tampón de 
pH 8,0 de 50 mM de bicina, que contenía 150 mM de NaCl, Tween de 0,2 %, 20 mM de imidazol y 1 mM de TCEP. La 
elución se realizó con un tampón de pH 8,0 de 50 mM de bicina que contenía 150 mM de NaCl, Tween de 0,2 %, 500 
mM de imidazol y 1 mM de TCEP.35

Después de la etapa de desalación (Desalación BioRad Bio-Gel P6) en un tampón de pH 8,0 de 50 mM de bicina que 
contenía 300 mM de NaCl, 1 mM de TCEP, el producto se cargó en cromatografía SEC (SUPERDEXTM 75) en el 
mismo tampón. Las fracciones que contenían antígeno de CDTb se seleccionaron sobre la base de la pureza por SDS-
PAGE. La concentración de proteína se determinó a través de ensayo de proteína Lowry RC/DC de BioRad. El 
volumen purificado se filtró de forma estéril sobre 0,22 µm y se almacenó a -80 ° C.40

Ejemplo 3: Clonación, expresión y purificación de proteína CDTa

Plásmido de expresión y cepa recombinante: CDTa de longitud completa (C34, C44, C49, C50, C54, C67, C68, C69, 
C107, C108, C110 tal como se establece en la Tabla A)

Los genes que codifican la proteína de longitud completa sin péptido señal de CDTa con y sin mutaciones (véase la 
Tabla A) y una etiqueta de His en el C-término se clonaron en el vector de expresión de pET24b (+) (Novagen) usando 45
los sitios de restricción NdeI/XhoI usando procedimientos convencionales. Se generaron construcciones finales 
mediante la transformación de la cepa HMS174 (DE3) o BLR (DE3) pLysS (C34) de E. coli con cada vector de 
expresión recombinante por separado de acuerdo con el procedimiento convencional con células tratadas con CaCl2 
(Hanahan D. «Plasmid transformation by Simanis. » In Glover, D. M. (Ed), clonación de ADN. IRL Press London. 
(1985):p. 109-135.).50

Cepa huésped:

HMS 174 (DE3). Las cepas de HMS174 proporcionan la mutación recA en un fondo de K-12. Las cepas que tienen la 
designación (DE3) son lisógenas para un profago λ que contiene una ARN polimerasa de T7 inducible por IPTG. Los 
lisógenos λ DE3 están diseñados para la expresión de proteínas a partir de vectores de pET Genotipo: F- recA1 
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hsdR(rK12
- mK12

+) (Rif R).

BLR(DE3) pLysS. BLR es un derivado de recA de BL21. Las cepas que tienen la designación (DE3) son lisógenas 
para un profago λ que contiene una ARN polimerasa de T7 inducible por IPTG. Los lisógenos λ DE3 están diseñados 
para la expresión de proteínas a partir de vectores de pET Esta cepa es también deficiente en las proteasas lon y 
OmpT, las cepas de pLysS expresan lisozima T7 que suprimen de forma adicional la expresión basal de ARN 5
polimerasa de T7 antes de la inducción. 

Genotipo: Cepa de BLR::DE3 de E.coli, F- ompT hsdSB(rB
- mB

-) gal dcm (DE3) Δ(srl-recA)306::Tn10 pLysS (CamR, 
TetR).

Expresión de las proteínas recombinantes:

Los transformantes de E. coli se separaron de la placa de agar y se usaron para inocular 200 ml de caldo de LBT ± 10
1 % (p/v) de glucosa + canamicina (50 µg/ml) para obtener un O.D.600 nm entre 0,1-0,2. Se incubaron los cultivos 
durante la noche a 37 ºC, 250 rpm.

Cada cultivo durante la noche se diluyó a 1:20 en 500 ml de medio de LBT que contenía canamicina (50 µg/ml) y se 
cultivó a 37 °C a una velocidad de agitación de 250 rpm hasta alcanzar un O.D.620 de 0,5/0,6.

A un valor de O.D.600 nm alrededor de 0,6, los cultivos se enfriaron antes de inducir la expresión de la proteína 15
recombinante mediante la adición de 1 mM de isopropil β-D-tiogalactopiranósido (IPTG; EMD Chemicals Inc., número 
de catálogo: 5815) y se incubó durante la noche a 23 ºC, 250 rpm.

Después de la inducción durante la noche (alrededor de 16 horas), se evaluó O.D. 600 nm después de la inducción y el 
cultivo se centrifugó a 14 000 rpm durante 15 minutos y los sedimentos se congelaron a -20 C por separado.

Plásmido de expresión y cepa recombinante: CDTa-N-terminal (C49 y C50 tal como se establece en la Tabla A)20

Los genes que codifican la proteína de N-terminal, sin péptido señal de CDTa (véase la Tabla A) y de una etiqueta de 
His en C-término se clonaron en el vector de expresión pET24b (+) (Novagen) usando los sitios de restricción 
NdeI/XhoI usando procedimientos convencionales. Se generaron construcciones finales mediante la transformación 
de la cepa HMS174 (DE3) de E. coli con cada uno de los vectores de expresión recombinantes por separado de 
acuerdo con el procedimiento convencional con células tratadas con CaCl2 (Hanahan D. « Plasmid transformation by 25
Simanis. » In Glover, D. M. (Ed), clonación de ADN. IRL Press London. (1985):p. 109-135.).

Cepa huésped:

HMS 174 (DE3). Las cepas de HMS174 proporcionan la mutación de recA en un fondo de K-12. Las cepas que tienen 
la designación (DE3) son lisógenas para un profago λ que contiene una ARN polimerasa de T7 inducible por IPTG. 
Los lisógenos λ DE3 están diseñados para la expresión de proteínas a partir de vectores de pET Genotipo: F- recA1 30
hsdR(rK12

- mK12
+) (Rif R).

Expresión de las proteínas recombinantes:

Los transformantes de E. coli se separaron de la placa de agar y se usaron para inocular 200 ml de caldo de LBT ± 
1 % (p/v) de glucosa + canamicina (50 µg/ml) para obtener un O.D.600 nm entre 0,1-0,2. Se incubaron los cultivos 
durante la noche a 37 ºC, 250 rpm.35

Se diluyó este cultivo durante la noche hasta 1:20 en 500 ml de medio de LBT que contenía canamicina (50 µg/ml) y 
se cultivó a 37 ºC a una velocidad de agitación de 250 rpm hasta que O.D.620 alcanzó 0,5/0,6.

A un valor de O.D. 600nm de alrededor de 0,6, el cultivo se enfrió antes de inducir la expresión de la proteína 
recombinante mediante la adición de 1 mM de isopropil β-D-tiogalactopiranósido (IPTG; EMD Chemicals Inc., número 
de catálogo: 5815) y se incubó durante la noche a 23 ºC, 250 rpm.40

Después de la inducción durante la noche (alrededor de 16 horas), se evaluó O.D. 600 nm después de la inducción y se 
centrifugó el cultivo a 14 000 rpm durante 15 minutos y se congelaron los sedimentos a -20 ºC por separado.

Purificación

Se usó el siguiente procedimiento para purificar las construcciones de C34, C44, C49, C50, C54, C67, C69, C107 y 
C110. Los sedimentos bacterianos se resuspendieron en tampones de 20 mM o 50 mM de bicina (pH 7,5 o pH 8,0), 45
que contenían 500 mM de NaCl, 0 mM o 5 mM de TCEP (Thermo Pierce Scientific, clorhidrato de (2-carboxietil)fosfina) 
y una mezcla de inhibidores de proteasas (Complete , Roche, sin EDTA). Se lisaron las bacterias usando un sistema 
French Press de 3 X 20 000 PSI. Los componentes solubles (sobrenadante) en insolubles (sedimentos) se separaron 
por centrifugación a 20 000 g durante 30 min a 4 °C.

Se purificaron las proteínas etiquetadas con 6-His en condiciones nativas sobre IMAC. Los componentes solubles se 50
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cargaron en una columna de GE Histrap de 5 ml (GE) pre-equilibrada con el mismo tampón usado para la re-
suspensión bacteriana. Después de cargar en la columna, se lavó ésta con un tampón de 20 mM o 50 mM de bicina 
(pH 7,5 o pH 8,0), que contenía 500 mM de NaCl, 10 mM de imidazol, 5 mM de TCEP. La elución se realizó con un 
tampón de pH 7,6 de 50 mM de bicina, 500 mM de NaCl, 1 mM de TCEP e imidazol (250 mM o 500 mM). 

Después de las etapas de desalación (Desalación Biorad Bio-Gel P6) y concentración (Amicon Ultra 10 kDa), el 5
producto se cargó en cromatografía SEC (SUPERDEX TM 75 o 200) en tampón de 20 mM o 50 mM de bicina (pH 7,5 
o pH 8,0), 150 mM de NaCl, 1 mM de TCEP, para la etapa de purificación adicional.

Las fracciones que contenían antígeno de CDTa se seleccionaron sobre la base de la pureza por SDS-PAGE. La 
concentración de proteína se determinó a través de ensayo de proteína Lowry RC/DC de BioRad. El volumen purificado 
se filtró de forma estéril sobre 0,22 µm y se almacenó a -80 ° C.10

Ejemplo Comparativo 4: Diseño, clonación, expresión y purificación de proteína CDTb de C. difficile con 
capacidad formadora de poros modificada.

Se evaluó una primera estrategia con el fin de disminuir la citotoxicidad observada para CDTb sola: evitar la posibilidad 
de que CDTb modificara su estructura en un endosoma, a fin de formar un poro en la membrana de este endosoma. 
Las dos estrategias seguidas en este enfoque se basaron en datos de publicación disponibles para componentes B 15
procedentes de la toxina binaria de Bacillus anthracis (C123 y C149) y Clostridium botulinium (C126, C152, C164 y 
C166). Se diseñaron las siguientes proteínas de CDTb:

Nombre Longitud (aa) * Ubicación Descripción SEQ ID

C123 pGEX-CDTb-F455R-His SEQ ID 
NO:10

C126 pGEX-CdtB-E426A-D453A SEQ ID 
NO: 11

C149 841 43-876 de CDTb 
de SEQ ID NO: 3

pET24b-Cdtb-F455R-His SEQ ID 
NO: 25

C152 841 43-876 de CDTb 
de SEQ ID NO: 3

pET24b-Cdtb-E426A-D453A-His SEQ ID 
NO: 26

C164 672 212-876 de CDTb 
de SEQ ID NO: 3

pET24b-Cdtb-w/o prodiminio-F455R-His SEQ ID 
NO: 43

C166 672 212-876 de CDTb 
de SEQ ID NO: 3

pET24b-Cdtb-w/o prodominio-E426A-D453A-His SEQ ID 
NO: 44

* Tiene en cuenta el codón de inicio de Met y la etiqueta de His.

Clonación y producción

Etiqueta de His en C-término/clonación en el vector pGEX-6P1 en BamH1-Xho1 sitio/Cepas B834 (DE3):genotipo: 20
Cepa de BL21::DE3 de E. coli, F- ompT hsdSB (rB-mB-) gal dcm (DE3).

B834 es la cepa parental para BL2. Estos anfitriones deficientes en proteasa son auxótrofos de metionina. Los 
lisógenos λ DE3 se diseñan para la expresión de proteínas a partir de los vectores de pET y pGEX. Esta cepa también 
es deficiente en las proteasas lon y ompT. Selección de antibiótico: Ampicilina: 50 µg/ml/producción o/n a 16C

Purificación (C123, C126, C149 y C152):25

Prensa francesa con tampón de lisis: 50 mM de bicina-500 mM de NaCl, - 5mM de TCEP, pH 8,0-Completo
Trampa de Ni-NTA GE His de 5 ml (profinia) + Desalación
Equilibrada: 50 mM de bicina-500 mM de NaCl, 1 mM de TCEP - pH 8,0
Lavado: 50 mM de bicina-150 mM de NaCl, 1 mM de TCEP-0 nM de imidazol pH 8,0
Elución: 50 mM de bicina-150 mM de NaCl, 1 mM de TCEP- 250 mM de imidazol pH 8,030
Desalación: 50 mM de bicina-150mM de NaCl-1 mM de TCEP pH 8,0
Escisión de PreScission (etiqueta de GST):

+ 375μl (500UI/250μl): 750 UI
a 4 ° C + añadir Tween 20 de 0,2 % concentración final.
GSTrap FF (1 ml)35
Tampón equilibrado: 50 mM de bicina-150 mM de NaCl-1 mM de TCEP-Tween 20 de 0,2 % pH 8,0
Mantener el FT 
Tampón de lavado: igual que tampón equil
Tampón de elución: 50 mM de bicina-150 mM de NaCl-1mM de TCEP-Tween 20 de 0,2 %-250mM de imidazol, pH 
8,0 40
IMAC GE 5ml + Desalación 
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Tampón equilibrado: 50 mM de Bicina -150 mM de NaCl- 1 mM de TCEP-Tween 20 de 0,2 %, pH 8,0
Tampón de lavado: 50 mM de bicina-150 mM de NaCl-10 mM de imidazol-1 mM de TCEP- Tween 20 de 0,2 %, 
pH 8,0.
Tampón de elución: 50 mM de bicina-150 mM de NaCl-1 mM de TCEP-250 mM de imidazol-Tween 20 de 0,2 %, 
pH 8,05
Tampón de desalación: 50 mM de bicina-150 mM de NaCl-1 mM de TCEP-Tween 20 de 0,2 %, pH 8,0
Dosificación RC/DC
Activación: Tratamiento de quimotripsina:

Quimotripsina 100 μg (1μg/l) 1 mg de proteína activa
(42 mg + 3,6 mg de quimotripsina en volumen final de 12,5 ml)10
50 min a TA
+ Inactivación:12,6 mg de inhibidor de quimotripsina 
SEC Superdex 200 
Equilibrado: 50 mM de bicina-150 mM de NaCl-1 mM de TCEP, pH 8,0
La concentración en IMAC GE 1 ml + Desalación 15
Tampón equilibrado: 50 mM de bicina-150 mM de NaCl-1 mM de TCEP, pH 8,0
Tampón de lavado: 50 mM de bicina-150 mM de NaCl-1 mM de TCEP, pH 8,0
Tampón de elución: 50 mM bicina - 150 mM de imidazol-1 mM de TCEP-250 mM de imidazol, pH 8,0
Tampón de desalación: 50 mM de bicina-150 mM de NaCl-1 mM de TCEP, pH 8,0
Filtración en 0,22 μm, dosificación RC/DC20

La purificación del C164 se llevó a cabo de acuerdo con el siguiente esquema 1:

La purificación del C166 se llevó a cabo de acuerdo con el siguiente esquema 2:
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Caracterización:

Se usa dispersión de luz dinámica para evaluar el radio hidrodinámico en solución de proteínas purificadas de CDTb, 
además de proporcionar información sobre la homogeneidad y para detectar la presencia de agregados de alto peso 
molecular dentro de una muestra de proteína. Esto se basa en el cálculo del coeficiente de difusión de las diferentes 5
especies que se obtienen midiendo la fluctuación de dispersión de luz, que depende de la forma y tamaño molecular 
de la proteína, y de los otros componentes menores de la muestra.

Las muestras de proteína se analizaron en un lector de placas de Dynapro (tecnología de Wyatt), usando cinco 
adquisiciones de 15 segundos a 25 °C
a- Tampón: 50 mM de bicina-150 mM de NaCl-1 mM de TCEP, pH 8,010
Los resultados se muestran en la figura 3.

Ejemplo Comparativo 5: Diseño, clonación, expresión y purificación de proteína de CTDb de C. difficile con el 
péptido señal y el prodominio eliminados y también el dominio de unión a receptor eliminado y/o el dominio 
de unión a CDTa eliminado.

El razonamiento para expresar los diferentes dominios estructurales de CDTb sola fue entender cuál conduce a 15
problemas de degradación y agregación. Se evaluaron dos dominios usando esta estrategia: el dominio de unión a 
receptor y el dominio de unión a CDTa se eliminaron en la estructura C116 y C117, respectivamente. Los dominios de 
"oligomerización" e "inserción de membrana" de CDTb no se expresaron por separado, ya que están potencialmente 
relacionados desde el punto de vista estructural. Se diseñaron las siguientes proteínas de CDTb:

Nombre Longitud (aa) * Ubicación Descripción SEQ ID

C116 414 212-616 de CDTb de SEQ 
ID NO: 3

pET24b-CDTb ΔRBD-His SEQ ID NO:8

C117 588 296-876 de CDTb de SEQ 
ID NO: 3

pET24b-CDTb ΔCDTa BDG-His SEQ ID NO: 9

C118 330 296-616 de CDTb de SEQ 
ID NO: 3

pET24b-CDTb- ΔRBD-ΔCDTa BDG-
His

SEQ ID NO:37

* Tiene en cuenta el codón de inicio de Met y la etiqueta de His.

20

Clonación y producción

Etiqueta de his en C-término/clonación en el vector pET24b en el sitio Nde1-Xho1/Cepas B834 (DE3): genotipo: Cepa 
BL21::DE3 de E. coli, F- ompT hsdSB(rB-mB-) gal dcm (DE3).
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B834 es la cepa parental para BL2. Estos huéspedes deficientes en proteasa son auxótrofos de metionina. Los 
lisógenos λ DE3 se diseñan para la expresión de proteínas a partir de los vectores de pET. Esta cepa también es 
deficiente en las proteasas lon y ompT. Selección de antibiótico: Canamicina: 50 µg/ml/producción o/n a 16C

Purificación y Caracterización

C1165

Prensa francesa

Tampón de lisis: 50 mM de bicina-500 mM de NaCl-5mM de TCEP, pH 8,0-Completo

Trampa de Ni-NTA GE His de 5ml

Equilibrado: 8M de Urea-50 mM de bicina-500 mM de NaCl-1 mM de TCEP, pH 8,0
Lavado: 8M de urea -50mM de bicina-500 mM de NaCl, 1mM de TCEP - 5 mM de imidazol - pH 8,010

Replegado en trampa de His en columna 

Gradiente: 100 min a 1 ml/min: 8M-50mM de bicina-150 mM de NaCl-1 mM de TECP-pH 8, 0 1mM de TCEP a 0M de 
urea-50 mM de bicina-150 mM de NaCl-1 mM de TECP - pH 8,0 

Elución

50 mM de bicina-150 mM de NaCl, 1mM de TCEP-500 mM de imidazol, pH 7,515

SEC: Superdex 200

50 mM de bicina-150 mM de NaCl-1mM de TCEP- pH 7,5

0,22 μm - Dosificación de LowryRCDC

C117

Prensa francesa20

con tampón de lisis: 50 mM de bicina-500 mM de NaCl-5mM de TCEP, pH 8,0-Completo

Trampa de Ni-NTA GE His de 5 ml (profinia) 

Equilibrado: 50 mM de bicina-500 mM de NaCl, 1 mM de TCEP - pH 8,0
Lavado: 50 mM de bicina-500 mM de NaCl, 1 mM de TCEP- 0 mM de imidazol, pH 8,0
Elución: 50 mM de bicina-150 mM de NaCl, 1mM de TCEP-500 mM de imidazol, pH 7,525

SEC Superdex 200 

Equilibrado: 50 mM de bicina-150 mM de NaCl-1 mM de TCEP, pH 7,5

Filtración en 0,22 μm, dosificación RC/DC

Ejemplo Comparativo 6: Diseño, clonación, expresión y purificación de proteína de CTDb de C. difficile con 
capacidad heptamerización modificada30

Se usó una segunda estrategia con el fin de disminuir la citotoxicidad observada para CDTb sola: evitar la 
heptamerización de CDTb. Se diseñó un modelo 3D de un complejo de heptamérico de CDTb. Usando este modelo, 
se identificó un bucle como elemento potencial de interacción entre monómeros. Se evaluaron dos enfoques: quitar 
este bucle (C127) o la mutación de los residuos presentes en este bucle que probablemente estén implicados en la 
interacción entre el monómero (C128). Se diseñaron las siguientes proteínas:35

Nombre Longitud (aa) * Ubicación Descripción SEQ ID

C127 834 43-876 de CDTb de SEQ ID NO: 3
pET24b-truncada CDTb-
His

SEQ ID NO: 12

C128 841 43-876 de CDTb de SEQ ID NO:2 pET24b-mutada CDTb-His SEQ ID NO: 13

* Tiene en cuenta el codón de inicio de Met y la etiqueta de His.

Clonación y producción

Etiqueta de His en C-término/clonación en el vector de pET24b en el sitio de Nde1-Xho1/Cepas B834 (DE3):genotipo: 
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Cepa BL21::DE3 de E. coli, F- ompT hsdSB(rB-mB-) gal dcm (DE3).

B834 es la cepa parental para BL2. Estos huéspedes deficientes en proteasa son auxótrofos de metionina. Los 
lisógenos λ DE3 se diseñan para la expresión de proteínas a partir de los vectores de pET. Esta cepa también es 
deficiente en las proteasas lon y ompT. Selección de antibiótico: Canamicina: 50 µg/ml/producción/n a 16C.

Purificación y Caracterización5

Prensa francesa

con tampón de lisis: 50 mM de bicina-150 mM de NaCl-Empigen de 0,4 %- 5 mM de TCEP- pH 8,0-Completo Trampa 
de Ni-NTA GE His de 1ml (profinia)
Equilibrado: 50 mM de bicina-150 mM de NaCl- Empigen de 0,15 %-1 mM de TCEP-pH 8,0
Lavado: 50 mM de bicina-150 mM de NaCl-Tween 20 de 0,2 %-1mM de TCEP-10 mM de imidazol, pH 8,0 Elución: 50 10
mM de bicina-150 mM de NaCl-Tween 20 de 0,2 %-1 mM de TCEP-500 mM de imidazol, pH 8,0 Desalación G-25: 50 
mM de bicina-150 mM de NaCl- Tw

Activación de quimotripsina

SEC: Superdex 200 XK16/60 (120 ml)
Equilibrado: 50 mM de bicina-150 mM de NaCl-1 mM de TCEP, pH 8,015
Concentración: Trampa de GE-His (1 ml) + Desalación
50 mM de bicina-150 mM de NaCl-1 mM de TCEP, pH 8,0
0,22 μm-Dosificación de LowryRCDC

Caracterización:

La dispersión de luz dinámica se usa para evaluar el radio hidrodinámico en solución de proteínas purificadas de 20
CDTb, además de proporcionar información sobre la homogeneidad y detectar la presencia de agregados de alto peso 
molecular dentro de una muestra de proteína. Esto se basa en el cálculo del coeficiente de difusión de las diferentes 
especies que se obtienen midiendo la fluctuación de dispersión de luz, que depende de la forma y tamaño molecular 
de la proteína, y de los otros componentes menores de la muestra.

Las muestras de proteína se analizaron en un lector de placas de Dynapro (tecnología de Wyatt), usando cinco 25
adquisiciones de 15 segundos a 25 °C
a- Tampón: 50 mM de bicina-150 mM de NaCl-1 mM de TCEP, pH 8,0

Ejemplo 7: La citotoxicidad de las proteínas de CDTb sobre las células HT29. 

Las subunidades de CDTb activadas por quimotripsina (C37) solo parecen citotóxicas sobre las células HT29. Esto 
sugiere que la formación de poros puede ser responsable de la citotoxicidad.30

Se ha producido una segunda generación de diseño antígeno con el fin de inhibir la etapa formadora de poros mediante 
la interrupción de las interacciones hidrófobas entre las hojas beta de proteínas individuales.

Se añadió esta subunidad B de la toxina binaria (parte de células de unión) de las toxinas binarias sola o mezclada 
con subunidad A de toxina binaria (parte enzimática) en las células epiteliales de colon humano (HT29 células) para 
evaluar su citotoxicidad residual.35

Se probó la citotoxicidad de los candidatos C123, C126, C128, C164, C166, C116, C117, C149 y C152 en líneas 
celulares HT29. 

Ensayo de citotoxicidad de toxina binaria

Se cultivaron células epiteliales de colon humano (células HT29) a 37 °C con 5 % de CO2 en DMEM + 10 % de suero 
bovino fetal + 1 % de glutamina + 1 % de antibióticos (penicilina-estreptomicina-anfotericina) y se sembraron en placas 40
de cultivo de tejido negro de 96 pocillos (Greiner Bio-One, Ref: 655090) a una densidad de 4·103 células/pocillo para 
HT29. 
Después de 24 h, se eliminaron 50 µl del medio celular de los pocillos.

Se diluyeron los candidatos de toxinas binarias a caracterizar con el fin de llegar a 2μg/ml de CDTa y 6 µg/ml de CDTb. 
Se realizaron otras diluciones de tres veces en microplaca (NUNC, Ref: 163320). Se añadieron 50 µl de diluciones en 45
serie de preparaciones de toxina binaria a las placas negras y se incubaron las microplacas a 37 °C con 5 % de CO2 
durante 6 días.

Después de 6 días, se eliminaron la mezcla de toxina binaria y medio del pocillo y se añadieron 100 µl de tinte de 
Hoechst (BD Pharmingen, Ref. 561908) diluido 1:500 en solución salina de tampón de fosfato (PBS) en cada pocillo 
durante 2 horas en oscuridad a temperatura ambiente.50
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Después de la coloración, se eliminó el tinte de Hoechst de los pocillos y se midieron las células de fluorescencia 
usando un microscopio Axiovision.

La citotoxicidad se expresa en porcentaje de superficie cubierta por tinción fluorescente en cada pocillo. No se obtiene 
efecto citotóxico alguno (100 % de recuperación) con células solas. Y el nivel superior de la citotoxicidad se obtiene 
con la toxina binaria completa activada (CDTa C34 + CDTb C37). 5

Los resultados se muestran en la Figura 1, Figura 2 y la Figura 8.

Ejemplo 8: Análisis de proteínas de CDTb por DLS

Se usó la dispersión de luz dinámica (DLS) para evaluar el radio hidrodinámico en solución de proteínas purificadas 
de CDTb C123, C126 y C128, además de proporcionar información sobre la homogeneidad y detectar la presencia de 
agregados de alto peso molecular dentro de una muestra de proteína. Esto se basa en el cálculo del coeficiente de 10
difusión de las diferentes especies que se obtienen midiendo la fluctuación de dispersión de luz, que depende de la 
forma y tamaño molecular de la proteína, y de los otros componentes menores de la muestra.

Las siguientes muestras de proteínas se analizaron en un lector de placas de Dynapro (tecnología de Wyatt), usando 
cinco adquisiciones de 15 segundos a 25 °C. 
Todas las proteínas están en un tampón compuesto por 50 mM de bicina-150 mM de NaCl-1mM de TCEP, pH 8,0. 15
Las mediciones se realizaron en el volumen purificado matenido a 4 °C que no se había congelado.

Como se muestra en la figura 3, tanto la construcción formadora de poros C126 KO como la construcción de 
heptamerización C128 KO tienen un radio hidrodinámico de la población principal alrededor de 3 nm que podrían ser 
compatible con un monómero. La construcción de heptamerización C123 KO se encuentra como un oligómero de alto 
peso molecular homogénea peso o agregado, con un radio hidrodinámico de 15,7 nm.20
El hecho de que el radio hidrodinámico promedio del total de muestras esté cerca del radio de las poblaciones 
principales, junto con su baja polidispersidad, sugieren que tanto C123, C126 y C128 sus proteínas purificadas 
etiquetadas con his tienen una distribución de tamaño homogénea.

Ejemplo 9: Diseño, clonación, expresión y purificación de proteína de CTDb de C. difficile que comprende una 
proteína CDTa de longitud completa y una proteína CDTb25

Existen dos grandes ventajas para una fusión de CDTa y CDTb: la primera es sólo un procedimiento para obtener 2 
proteínas. La segunda: CDTa es más fácil de producir que CDTb -> La colocación de CDTa como primer colaborador 
de fusión podría tener potencialmente un efecto positivo en toda la elaborabilidad de la fusión. En C139, tanto se 
fusionaron las proteínas tanto CDTa madura (sin su péptido señal) como CDTb (sin su péptido señal y sin su 
prodominio).30
En C139 el colaborador de CDTa está mutado en la posición 428 (un glutamato está mutado en una glutamina) con el 
fin de mutar la actividad citotóxica de CDTa, y el colaborador de CDTa de esta fusión está mutado en la posición 45 
(a Cys se ha mutado en un residuo de Tyr) con el fin de evitar una dimerización observada de CDTa. 
En C145, la parte de CDTa de la fusión es el mismo que para C139. El dominio de unión a CDTa del colaborador de 
CDTb se eliminó con el fin de evitar potencialmente la interacción entre este dominio y el colaborador de CDTa. Entre 35
ambos colaboradores se añadió un enlazador/espaciador (6 residuos de Gly) con el fin de mejorar la flexibilidad 
estructural entre los colaboradores y permitir un correcto plegamiento independiente de las dos proteínas.
El dominio de unión a receptor de CDTb tiene un muy buen rendimiento de expresión, es homogéneo pero menos 
inmunógeno que CDTb madura. Los inventores tratan de aumentar la inmunogenicidad de este dominio por medio de 
la fusión del colaborador de CDTa madura. Se diseñaron dos límites diferentes para este dominio de unión a receptor 40
de modo que se evaluaron 2 fusiones. En C155 y C156 el colaborador de CDTa es el mismo que para C139 y C145. 
En C156, entre ambos colaboradores de fusión, se añadió un espaciador/enlazador (6 residuos de Gly). No se necesita 
este enlazador en la construcción C155 debido a que el dominio de unión a receptor de CDTb usado en C155 comienza 
por un péptido largo, flexible y no estructurado que podría usarse como enlazador/espaciador.
Se diseñaron las siguientes proteínas de fusión:45

Nombre Longitud 
(aa) *

Ubicación Descripción SEQ ID

C139 1094 CDTa: 44-463 de la SEQ ID NO: 1
CDTb: 212-876 de la SEQ ID NO: 3

pET24b-CDTa-E428Q-CDTb 
madura-his

SEQ ID NO: 14

C145 1016 CDTa: 44-463 de la SEQ ID NO: 
1CDTb: 296-876 de la SEQ ID NO: 3

pET24b-CDTa-E428Q-CDTb 
∆CDTa bdg-his

SEQ ID NO: 15

C155 686 CDTa: 44-463 de la SEQ ID NO: 1
CDTb: 620-876 de la SEQ ID NO: 3

pET24b-CDTa-E428Q-CDTb 
RBD larga

SEQ ID NO: 16

C156 676 CDTa: 44-463 de la SEQ ID NO: 1
CDTb: 636-876 de la SEQ ID NO: 3

pET24b-CDTa-E428Q-CDTb 
RBD corta

SEQ ID NO: 17

* Tiene en cuenta el codón de inicio de Met y la etiqueta de His.
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Clonación y producción

Como para el Ejemplo 5.

Ejemplo 10: Evaluación de peso molecular de construcciones de fusión de CDTb y CDTa-CDTb

Se puede a modo de ejemplo ultracentrifugación analítica para determinar la distribución de homogeneidad y el tamaño 
en la solución de las diferentes especies dentro de una muestra de proteína por medición de la velocidad a la que las 5
moléculas se mueven en respuesta a una fuerza centrífuga. Esto se basa en el cálculo de los coeficientes de 
sedimentación de las diferentes especies que se obtienen por el experimento de velocidad de sedimentación, que 
dependen de su masa y forma molecular.

1. Las muestras de proteína se centrifugan en una ultracentrífuga analítica de Beckman-Coulter ProteomeLab XL-
1 a 8000 rpm, 25000 rpm o 42000 rpm dependiendo del tamaño de la proteína diana, después de haber equilibrado 10
el rotor AN-60Ti a 15 °C. 
2. Para la recogida de datos, se registran detecciones a 280 nm cada 5 minutos.
3. El análisis de datos se realiza usando programa SEDFIT para la determinación de la distribución de C(S). La 
determinación del volumen específico parcial de las proteínas se lleva a cabo con el software SEDNTERP a partir 
de su secuencia de aminoácidos. También se puede usar Sednterp para determinar la viscosidad y la densidad 15
del tampón.
4. El peso molecular de las diferentes especies puede determinarse a partir del diagrama de distribución de C(S) 
(concentración vs coeficiente de sedimentación), considerando que se trata de una mejor representación de los 
datos en bruto que la distribución de C(M) (concentración vs peso molecular) para caracterizar la distribución de 
tamaño de una mezcla.20

Ejemplo 11: Inmunización de ratones con subunidades de proteínas de CDTa y CDTb de C. difficile en una 
formulación de AS01B.

Inmunización de ratones

Se inmunizaron grupos de 25 ratones hembra Balb/C IM en los días 0, 14 y 28 con 5 µg de sub-unidades purificadas 
de toxina binaria de CDTa y CDTb. Estos antígenos se inyectaron en una formulación de AS01B. 25
Se determinaron los valores de ELISA anti-CDTa y anti-CDTb en sueros individuales recogidos en el día 42 (Post III 
14). Los resultados se muestran en las Figuras 4-5.
También se realizó un ensayo de inhibición de citotoxicidad de la toxina binaria en sueros combinados Post III (día 
42). Los resultados se muestran en las Figuras 6-7

Respuesta de ELISA anti-CDTa y anti-CDTb: Protocolo30

Se revistieron sub-unidades de CDTa completa (C34) o CDTb completa (C37) a 1 µg/ml (para CDTa) o 2 μg/ml (para 
CDTb) en solución salina tamponada de fosfato (PBS) en placas de microvaloración de unión elevada (Nunc 
MAXISORPTM) durante la noche a 4 °C. Las placas se bloquearon con PBS-BSA al 1 % durante 30 min a TA con 
agitación. Se prediluyeron los sueros anti-ratones 1/500 en PBS-BSA al 0,2 %-TWEENTM al 0,05 %, y, a continuación, 
se realizaron más diluciones en microplacas y se incubaron a TA durante 30 min. Después del lavado, se detectó el 35
anticuerpo de ratón unido usando anti-ratón conjugado con peroxidasa de Jackson ImmunoLaboratories Inc. (ref: 115-
035-003) diluido a 1:5000 en PBS-BSA al 0,2 %-Tween al 0,05 %. Los anticuerpos de detección se incubaron durante 
30 min. a temperatura ambiente (RT) con agitación. El color se desarrolló usando 4 mg de o-fenilendiamina (OPD) + 
5 µl de H2O2 por 10 ml de tampón de 01 M de citrato de pH 4,5 durante 15 minutos en la oscuridad a temperatura 
ambiente. Se detuvo la reacción con 50 µl de HCl, y se leyó la densidad óptica (OD) a 490 nm con relación a 620 nm. 40

El nivel de anticuerpos anti-CDTa o anti-CDTb se expresa en los valores de punto medio. Se calculó un GMT para las 
25 muestras en cada grupo de tratamiento. 

Ensayo de inhibición de citotoxicidad de toxina binaria

Se cultivaron células epiteliales de colon humano (células HT29 o HCT-116) a 37 °C con 5 % de CO 2 en DMEM + 
10 % de suero bovino fetal + 1 % de glutamina + 1 % de antibióticos (penicilina-estreptomicina-anfotericina) y se 45
sembraron en placas de cultivo de tejido negro de 96 pocillos (Greiner Bio-One, Ref: 655090) a una densidad de 4·104

células/pocillo para células HT29 y 1·104 células/pocillo para células HCT116.
Después de 24 h, se retiró el medio celular de los pocillos.

Se prediluyeron los sueros anti-ratones 1:50 en medio celular y, a continuación, se realizaron otras diluciones de tres 
veces en microplacas (NUNC, Ref: 163320). Se añadieron 50 µl de diluciones en serie de antisueros de ratón 50
combinados a las placas negras. A continuación se añadieron 50 µl de una mezcla de CDTa (25 ng/ml) y CDTb 
activada con quimotripsina (75 ng/ml) y las placas negras se incubaron a 37 °C con 5 % de CO 2 durante 6 días.

Después de 6 días, la mezcla de antisueros y la toxina se eliminaron de los pozos y se añadieron 100 µl de tinte de 
Hoescht (BD Pharmingen, Ref: 561908) diluido 1:500 en solución salina de tampón de fosfato (PBS) en cada pocillo 
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durante 2 horas en oscuridad a temperatura ambiente.

Después de la coloración, se eliminó el tinte de Hoescht de los pocillos y las células de fluorescencia de células se 
midieron usando un microscopio de Axiovision.

Se determinó la superficie cubierta por tinción fluorescente en cada pocillo y se definieron los valores de inhibición de 
citotoxicidad como la dilución recíproca que inducía una inhibición del 50 % de la señal fluorescente.5

Ejemplo 12: Citotoxicidad de las proteínas de CDTb en células HCT116

Las subuniddes de CDTb activadas con quimotripsina (C37) solo parecen citotóxicas sobre las células HCT116. Esto 
sugiere que la formación de poros puede ser responsable de la citotoxicidad.

Se ha producido una segunda generación de diseño de antígeno con el fin de inhibir la etapa formadora de poros 
mediante la interrupción de las interacciones hidrófobas entre las hojas beta de proteínas individuales.10

Esta subunidad B de la toxina binaria (parte de células de unión) de las toxinas binarias se añadió sola o mezclada 
con la subunidad A de toxina binaria (parte enzimática) en células epiteliales del colon humano (HCT116) para evaluar 
su citotoxicidad residual.

La citotoxicidad de los candidatos C123, C126, C128, C164, C166, C116, C117, C149 y C152 se probó en líneas 
celulares de HCT116. 15

Ensayo de citotoxicidad de toxina binaria

Se cultivaron células epiteliales de colon humano (células HCT116) a 37 ° C con CO2 al 5 % en DMEM + 10 % de 
suero bovino fetal + 1 % de glutamina + 1 % de antibióticos (penicilina-estreptomicina-anfotericina) y se sembraron en 
placas de cultivo de tejido negro de 96 pocillos (Greiner Bio-One, Ref: 655090) a una densidad de 103 células/pocillo 
para HCT116. 20
Después de 24 h, se eliminaron 50 µl del medio celular de los pocillos.

Se diluyeron los candidatos de toxinas binarias a caracterizar con el fin de llegar a 2 μg/ml de CDTa y 6 µg/ml de 
CDTb. Se realizaron otras diluciones de tres veces en microplaca (NUNC, Ref: 163320). Se añadieron 50 µl de 
diluciones en serie de preparaciones de toxina binaria a las placas negras y se incubaron las microplacas a 37 °C con 
5 % de CO2 durante 6 días.25

Después de 6 días, se eliminaron la mezcla de toxina binaria y medio del pocillo y se añadieron 100 µl de tinte de 
Hoechst (BD Pharmingen, Ref. 561908) diluido 1:500 en solución salina de tampón de fosfato (PBS) en cada pocillo 
durante 2 horas en oscuridad a temperatura ambiente.

Después de la coloración, se eliminó el tinte de Hoechst de los pocillos y se midieron las células de fluorescencia 
usando un microscopio de Axiovision.30

La citotoxicidad se expresa en porcentaje de superficie cubierta por la tinción fluorescente en cada pocillo. No se 
obtiene efecto citotóxico alguno (100 % de recuperación) con células solas. Y el nivel superior de la citotoxicidad se 
obtiene con la toxina binaria completa activada (CDTa C34 + CDTb C37). 
Los resultados se muestran en la Figura 9

Ejemplo 13: Citotoxicidad de proteínas de fusión de CDTa-CDTb sobre células HT2935

La citotoxicidad de fusiones C139, C145, C155 y C156 se probó en líneas celulares HT29. El potencial de citotoxicidad 
residual asociado a la subunidad CDTb se evaluó por medio de marcaje con subunidad de CDTa completa. El potencial 
de citotoxicidad residual asociado a la subunidad de CDTa se evaluó por medio de marcaje con la subunidad de CDTb 
completa. Se usaron CDTa de longitud completa y CDTb de longitud completa como controles.

Ensayo de citotoxicidad de toxina binaria40

Se cultivaron células epiteliales de colon humano (células HT29) a 37 °C con 5 % de CO2 en DMEM + 10 % de suero 
bovino fetal + 1 % de glutamina + 1 % de antibióticos (penicilina-estreptomicina-anfotericina) y se sembraron en placas 
de cultivo de tejido negro de 96 pocillos (Greiner Bio-One, Ref: 655090) a una densidad de 4·103 células/pocillo para 
HT29. 
Después de 24 h, se eliminaron 50 µl del medio celular de los pocillos.45

Se diluyeron los candidatos de toxinas binarias a caracterizar con el fin de llegar a 2 μg/ml de CDTa y 6 µg/ml de 
CDTb. Se realizaron otras diluciones de tres veces en microplaca (NUNC, Ref: 163320). Se añadieron 50 µl de 
diluciones en serie de preparaciones de toxina binaria a las placas negras y se incubaron las microplacas a 37 °C con 
5 % de CO2 durante 6 días.

Después de 6 días, se eliminaron la mezcla de toxina binaria y medio del pocillo y se añadieron 100 µl de tinte de 50
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Hoechst (BD Pharmingen, Ref. 561908) diluido 1:500 en solución salina de tampón de fosfato (PBS) en cada pocillo 
durante 2 horas en oscuridad a temperatura ambiente.

Después de la coloración, se eliminó el tinte de Hoechst de los pocillos y se midieron las células de fluorescencia 
usando un microscopio de Axiovision.

La citotoxicidad se expresa en porcentaje de superficie cubierta por la tinción fluorescente en cada pocillo. No se 5
obtiene efecto citotóxico alguno (100 % de recuperación) con células solas. Y el nivel superior de la citotoxicidad se 
obtiene con la toxina binaria completa activada (CDTa C34 + CDTb C37). 
Ninguna de las fusiones fue citotóxica y no se observó citotoxicidad residual observada asociada a la subunidad de 
CDTb de las fusiones. No hubo citotoxicidad residual observada asociado a la subunidad de CDTa en la fusión de 
CDTa completa-CDTb completa (C139). Se observó una citotoxicidad residual muy baja asociada a la subunidad de 10
CDTa con las fusiones 3 que no incluyeron CDTb de longitud completa (C145, C155, C156).
Los resultados se muestran en las figuras 10 y 11.

Ejemplo 14: Inmunización de ratones con subunidades de proteínas de CDTa y CDTb de C. difficile en la 
formulación de AS01B.

Inmunización de ratones15

Se inmunizaron grupos de 12 ratones hembra Balb/c IM en los días 0, 14 y 28 con 1 µg de subunidades purificadas 
de toxina binaria de CDTa y CDTb y con 2 µg de fusiones de CDTa-CDTb. Estos antígenos se inyectaron en una 
formulación de AS01B. 
Se determinaron los valores de ELISA anti-CDTa y anti-CDTb en sueros individuales recogidos en el día 42 (Post III 
14). Los resultados se muestran en las Figuras 12-13.20
También se realizó un ensayo de inhibición de citotoxicidad de la toxina binaria en sueros combinados Post III (día 42) 
en líneas celulares HT29 y HCT116. Los resultados se muestran en la figura 14.

Respuesta de ELISA anti-CDTa y anti-CDTb: Protocolo

Se revistieron subunidades de CDTa con mutación E-428 (C44) o CDTb no activada (C46) con 1 µg/ml en solución 
salina tamponada de fosfato (PBS) en placas de microvaloración de alta unión (Nunc MAXISORPTM) durante la noche 25
a 4 °C. Las placas se bloquearon con PBS-BSA al 1 % durante 30 min a TA con agitación. Se prediluyeron los sueros 
anti-ratones 1/500 en PBS-BSA al 0,2 %-TWEENTM al 0,05 %, y, a continuación, se realizaron diluciones adicionales 
en microplacas y se incubaron a TA durante 30 min. Después del lavado, se detectó el anticuerpo de ratón unido 
usando anti-ratón conjugado con peroxidasa de Jackson ImmunoLaboratories Inc. (ref: 115-035-003) diluido a 1:5000 
en PBS-BSA al 0,2 %-Tween al 0,05 %. Los anticuerpos de detección se incubaron durante 30 min. a temperatura 30
ambiente (TA) con agitación. El color se desarrolló usando 4 mg de o-fenilendiamina (OPD) + 5 µl de H2O2 por 10 ml 
de tampón de 0,1 M de citrato de pH 4,5 durante 15 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente. Se detuvo la 
reacción con 50 µl de HCl, y se leyó la densidad óptica (OD) a 490 nm con relación a 620 nm. 

El nivel de anticuerpos anti-CDTa o anti-CDTb se expresa en los valores de punto medio. Se calculó un GMT para las 
12 muestras en cada grupo de tratamiento. 35

Los valores de anticuerpos anti-CDTa obtenidos se muestran en la Figura 12.
Los valores de anticuerpos anti-CDTb obtenidos se muestran en la Figura 13

Ejemplo 15: Ensayo de inhibición de citoxicidad de CDTb y fusión CDTa-CDTb.

Ensayo de inhibición de citotoxicidad de toxina binaria

Se cultivaron células epiteliales de colon humano (células HT29 o HCT-116) a 37 °C con 5 % de CO 2 en DMEM + 40
10 % de suero bovino fetal + 1 % de glutamina + 1 % de antibióticos (penicilina-estreptomicina-anfotericina) y se 
sembraron en placas de cultivo de tejido negro de 96 pocillos (Greiner Bio-One, Ref: 655090) a una densidad de 4·103

células/pocillo para células HT29 y 1·103 células/pocillo para células HCT116.
Después de 24 h, se retiró el medio celular de los pocillos.

Se prediluyeron los sueros anti-ratones 1:50 en medio celular y, a continuación, se realizaron otras diluciones de tres 45
veces en microplacas (NUNC, Ref: 163320). Se añadieron 50 µl de diluciones en serie de antisueros de ratones 
combinados a las placas negras. A continuación se añadieron 50 µl de una mezcla de CDTa (25 ng/ml) y CDTb 
activada con quimotripsina (75 ng/ml) y las placas negras se incubaron a 37 °C con 5 % de CO 2 durante 6 días.

Después de 6 días, la mezcla de antisueros y la toxina se eliminaron de los pozos y se añadieron 100 µl de tinte de 
Hoescht (BD Pharmingen, Ref: 561908) diluido 1:500 en solución salina de tampón de fosfato (PBS) en cada pocillo 50
durante 2 horas en oscuridad a temperatura ambiente.

Después de la coloración, se eliminó el tinte de Hoescht de los pocillos y las células de fluorescencia de células se 
midieron usando un microscopio de Axiovision.
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Se determinó la superficie cubierta por tinción fluorescente en cada pocillo y se definieron los valores de inhibición de 
citotoxicidad como la dilución recíproca que inducía una inhibición del 50 % de la señal fluorescente.
Los resultados se muestran en la Figura 14

Resumen de secuencias (Tabla A)

Descripción Construcción 
de referencia

Secuencia de 
aminoácidos

Secuencia de 
polinucleótidos

CDTa de longitud completa (cepa R20291) N/A SEQ ID NO:1 SEQ ID NO:2
CDTb de longitud completa (cepa R20291) N/A SEQ ID NO:3 SEQ ID NO:4
CDTb' (menos péptido señal) ligado a la proteína 
glutatión-S-transferasa. (GST subrayado)

C37 SEQ ID NO:5 SEQ ID NO:6

CDTb con prodominio eliminado (CDTb'', aa212-876) C55 SEQ ID NO:7
CDTb con prodominio y dominio de unión a receptor 
eliminado (correspondiente a los aa 212 a 616 de la SEQ 
ID NO: 3), incluye etiqueta de His

C116 SEQ ID NO: 8

CDTb con prodominio y dominio de unión a CDTa 
eliminado (correspondiente a aa296-876 de SEQ ID NO: 
3), incluye etiqueta de His

C117 SEQ ID NO: 9

CDTb (correspondiente a SEQ ID NO: 3) mut-F455R, 
etiqueta de His

C123 SEQ ID NO: 
10

secuencia de CDTb (correspondiente a SEQ ID NO: 3) 
en la que los residuos 423 (glutamato) y 453 (aspartato) 
se han mutado ambos a alanina.

C126 SEQ ID NO: 
11

CDTb (correspondiente a los aa 43 a 876 de SEQ ID NO: 
3) en la que aa 532 a aa 542 se eliminan y se sustituyen 
por 3 residuos de Gly

C127 SEQ ID NO: 
12

CDTb (correspondiente a aa 43-876 de SEQ ID NO: 3) 
mut -D537G-E539G-D540G-K541G, etiqueta de His

C128 SEQ ID NO: 
13

Fusión CDTa-E428Q-CDTb madura, etiqueta de his 
(CDTa: aa 44-463 de SEQ ID NO: 1; CDTb: aa 212-876 
de SEQ ID NO: 3)

C139 SEQ ID NO: 
14

Fusión del dominio de CDTa-E428Q-CDTb con CDTa 
bdg eliminado, etiqueta de his (CDTa: aa 44-463 de SEQ 
ID NO: 1; CDTb: aa 296-876 de SEQ ID NO: 3)

C145 SEQ ID NO: 
15

Fusión CDTa-E428Q-CDTb RBD larga (CDTa: aa 44-463 
de SEQ ID NO: 1; CDTb: aa 620-876 de SEQ ID NO: 3)

C155 SEQ ID NO: 
16

Fusión CDTa-E428Q-CDTb RBD corta (CDTa: aa 44-463 
de SEQ ID NO: 1; CDTb: aa 636-876 de SEQ ID NO: 3)

C156 SEQ ID NO: 
17

CDTa enlazador (aa 44-268 de SEQ ID NO: 1) C49 SEQ ID NO: 
18

CDTa sin enlazador (aa 44-260 de SEQ ID NO:1) C50 SEQ ID NO: 
19

Dominio N terminal de CDTa (residuo 44 hasta residuo 
240)

Gülke et al 
2001

SEQ ID NO: 
20

CDTa (aa 44-463 de SEQ ID NO:1) mut E428Q-E430Q C67 SEQ ID NO: 
21

CDTa (aa 44-463 de SEQ ID NO: 1) MUT-R345A 
Q350A-N385A-R402A-S388F-E428Q-E430Q

C69 SEQ ID NO: 
22

CDTa (aa 44-463 de SEQ ID NO: 1) MUT-R345A 
Q350A-N385A-R402A-S388F

C107 SEQ ID NO: 
23

CDTa (aa 44-463 de SEQ ID NO: 1) MUT-R345A 
Q350A-N385A-R402A-S388F-E430Q

C108 SEQ ID NO: 
24

CDTb con prodominio, mut F455R C149 SEQ ID NO: 
25

CDTb con prodominio, mut E426A-D453A C152 SEQ ID NO: 
26

dominio de unión a receptor de CDTb con enlazador en 
N-terminal de la secuencia, de aa 620-876 de SEQ ID 
NO: 3

C52 SEQ ID NO: 
27

dominio de unión a receptor de CDTb sin enlazador en 
N-terminal de la secuencia, desde aa 636-876 de SEQ ID 
NO: 3

C53 SEQ ID NO: 
28

Toxina A SEQ ID NO: 
29
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(continuación)

Descripción Construcción 
de referencia

Secuencia de 
aminoácidos

Secuencia de 
polinucleótidos

Toxina B SEQ ID NO: 
30

Fusión 1 F1 SEQ ID NO: 
31

Fusión 2 F2 SEQ ID NO: 
32

Fusión 3 F3 SEQ ID NO: 
33 

Fusión 4 F4 SEQ ID NO: 
34 

Fusión 5 F5 SEQ ID NO: 
35 

CDTa (aa44-463 de SEQ ID NO: 1) C34 SEQ ID NO: 
36

proteína CDTb truncada con el péptido señal, 
prodominio, dominio de unión a receptor y dominio de 
unión a CDTa eliminados, correspondiente aa 296 a aa 
616 de la SEQ ID NO: 3

C118 SEQ ID NO: 
37

CDTb' (menos péptido señal) C46 SEQ ID NO: 
38

CDTa (aa 44-463 de SEQ ID NO:1) mut E428Q C44 SEQ ID NO: 
39

CDTa (aa 44-463 de SEQ ID NO:1) mut E430Q C54 SEQ ID NO: 
40

CDTa (aa 44-463 de SEQ ID NO: 1) MUT-R345A 
Q350A-N385A-R402A-E428Q-E430Q

C68 SEQ ID NO: 
41

CDTa (aa 44-463 de SEQ ID NO: 1) MUT-R345A 
Q350A-N385A-R402A-S388F-E428Q

C110 SEQ ID NO: 
42

CDTb sin prodominio, mut F455R C164 SEQ ID NO: 
43

SEQ ID NO: 45

CDTb sin prodominio, mut E426A-D453A C166 SEQ ID NO: 
44

SEQ ID NO: 46

CDTb' (menos péptido señal) ligado a la proteína 
glutatión-S-transferasa. (GST subrayado) (sin etiqueta de 
his)

C37 sin 
etiqueta de his

SEQ ID NO: 
47

CDTb con prodominio eliminado (CDTb'', aa 212-876) 
(sin etiqueta de his)

C55 sin 
etiqueta de his

SEQ ID NO: 
48

CDTb con prodominio y dominio de unión a receptor 
eliminados (correspondiente a los aa 212 a 616 de la 
SEQ ID NO: 3), sin etiqueta de his

C116 sin 
etiqueta de his

SEQ ID NO: 
49

CDTb con prodominio y dominio de unión a CDTa 
eliminado (correspondiente a aa296-876 de SEQ ID NO: 
3), sin etiqueta de his

C117
sin etiqueta de 
his

SEQ ID NO: 
50

CDTb (correspondiente a SEQ ID NO: 3) mut-F455R, sin 
etiqueta de his

C123 sin 
etiqueta de his

SEQ ID NO: 
51

secuencia de CDTb (correspondiente a SEQ ID NO: 3) 
en la que los residuos 423 (glutamato) y 453 (aspartato) 
se han mutado ambos a alanina. Sin etiqueta de his

C126 sin 
etiqueta de his

SEQ ID NO: 
52

CDTb (correspondiente a los aa 43 a 876 de SEQ ID NO: 
3) en la que aa 532 a aa 542 se eliminan y se sustituyen 
por 3 residuos de Gly, sin etiqueta de his

C127 sin 
etiqueta de his

SEQ ID NO: 
53

CDTb (correspondiente a aa 43-876 de SEQ ID NO: 3) 
mut-D537G-E539G-D540G-K541G, sin etiqueta de his

C128 sin SEQ ID NO: 
54

Fusión CDTa-E428Q-CDTb madura, sin etiqueta de his 
(CDTa: aa 44-463 de SEQ ID NO: 1; CDTb: aa212-876 
de SEQ ID NO: 3)

C139 sin 
etiqueta de his

SEQ ID NO:55

Fusión del dominio de CDTa-E428Q-CDTb con CDTa 
bdg eliminado, sin etiqueta de his (CDTa: aa 44-463 de 
SEQ ID NO: 1; CDTb: aa 296-876 de SEQ ID NO: 3)

C145 sin 
etiqueta de his

SEQ ID NO:56
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(continuación)

Descripción Construcción 
de referencia

Secuencia de 
aminoácidos

Secuencia de 
polinucleótidos

Fusión CDTa-E428Q-CDTb RBD larga (CDTa: aa 44-463 
de SEQ ID NO: 1; CDTb: aa 620-876 de SEQ ID NO: 3) 
sin etiqueta de his

C155 sin 
etiqueta de his

SEQ ID NO:57

Fusión de CDTa-E428Q-CDTb RBD corta (CDTa: aa 44-
463 de SEQ ID NO: 1; CDTb: aa 636-876 de SEQ ID NO: 
3) sin etiqueta de his

C156 sin 
etiqueta de his

SEQ ID NO:58

CDTa enlazador (aa 44-268 de SEQ ID NO: 1) sin 
etiqueta de his

C49 sin 
etiqueta de his

SEQ ID NO:59

CDTa sin enlazador (aa 44-260 de SEQ ID NO:1) sin 
etiqueta de his

C50 sin 
etiqueta de his

SEQ ID NO:60

Dominio de CDTa N terminal (residuo 44 a residuo 240) 
sin etiqueta de his

Gülke et al 
2001 sin 
etiqueta de his

SEQ ID NO:61

CDTa (aa 44-463 de SEQ ID NO:1) mut E428Q-E430Q 
sin etiqueta de his

C67 sin 
etiqueta de his

SEQ ID NO:62

CDTa (aa 44-463 de SEQ ID NO: 1) mut-R345A Q350A-
N385A-R402A-S388F-E428Q-E430Q sin etiqueta de his

C69 sin 
etiqueta de his

SEQ ID NO:63

CDTa (aa 44-463 de SEQ ID NO: 1) mut-R345A Q350A-
N385A-R402A-S388F sin etiqueta de his

C107 sin 
etiqueta de his

SEQ ID NO:64

CDTa (aa 44-463 de SEQ ID NO: 1) mut-R345A Q350A-
N385A-R402A-S388F-E430Q sin etiqueta de his

C108 sin 
etiqueta de his

SEQ ID NO:65

CDTb con prodominio, mut F455R sin etiqueta de his C149 sin 
etiqueta de his

SEQ ID NO:66

CDTb con prodominio, mut E426A-D453A sin etiqueta de 
his

C152 sin SEQ ID NO:67

dominio de unión a receptor de CDTb con enlazador en 
N-terminal de la secuencia, de aa 620-876 de SEQ ID 
NO: 3 sin etiqueta de his

C52 sin 
etiqueta de his

SEQ ID NO:68

dominio de unión a receptor de CDTb sin enlazador en 
N-terminal de la secuencia, desde aa 636-876 de SEQ ID 
NO: 3 sin etiqueta de his

C53 sin SEQ ID NO:69

CDTa (aa 44-463 de SEQ ID NO: 1) sin etiqueta de his C34 sin 
etiqueta de his

SEQ ID NO:70

proteína CDTb truncada con el péptido señal, 
prodominio, dominio de unión a receptor y dominio de 
unión a CDTa eliminados, correspondiente a aa 296 a aa 
616 de la SEQ ID NO: 3, sin etiqueta de his

C118 sin 
etiqueta de his

SEQ ID NO:71

CDTb' (menos péptido señal), sin etiqueta de his C46 sin 
etiqueta de his 

SEQ ID NO:72

CDTa (aa 44-463 de SEQ ID NO:1) mut E428Q, sin 
etiqueta de his

C44 sin 
etiqueta de his

SEQ ID NO:73

CDTa (aa 44-463 de SEQ ID NO:1) mut E430Q, sin 
etiqueta de his

C54 sin 
etiqueta de his

SEQ ID NO:74

CDTa (aa 44-463 de SEQ ID NO: 1) mut-R345A Q350A-
N385A-R402A-E428Q-E430Q, sin etiqueta de his

C68 sin 
etiqueta de his

SEQ ID NO:75

CDTa (aa 44-463 de SEQ ID NO: 1) mut-R345A Q350A-
N385A-R402A-S388F-E428Q, sin etiqueta de his

C110 sin 
etiqueta de his

SEQ ID NO:76

E15733404
10-10-2019ES 2 749 701 T3
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SEQ ID 2 - Secuencia de polinucleótidos de CDTa de longitud completa

SEQ ID 3 - Secuencia polipeptídica de CDTb de longitud completa5

E15733404
10-10-2019ES 2 749 701 T3
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SEQ ID 1 - Secuencia polipeptídica de CDTa de longitud completa
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SEQ ID 4 - Secuencia de polinucleótidos de CDTb de longitud completa

E15733404
10-10-2019ES 2 749 701 T3
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SEQ ID 5 - Construcción de CDTb C37. Secuencia polipeptídica de CDTb' (menos péptido señal) ligado a la 
proteína glutatión-S-transferasa (GST subrayado).

E15733404
10-10-2019ES 2 749 701 T3
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SEQ ID 6 - Construcción de CDTb C37. Secuencia de polinucleótidos de CDTb' (menos pro-dominio) ligada a 
la proteína glutatión-S-transferasa (GST subrayado).

E15733404
10-10-2019ES 2 749 701 T3
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SEQ ID NO: 7 - Secuencia de aminoácidos de CDTb con prodominio eliminado (CDTb'', aa 212-876) (C55)

SEQ ID NO: 8 C116

5

E15733404
10-10-2019ES 2 749 701 T3
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SEQ ID NO: 9 C117

SEQ ID NO: 10 Secuencia C123 de CDTb con F455R.

SEQ ID NO: 11 Secuencia C126 de CDTb en la que los residuos 426 (glutamato) y 453 (aspartato) se mutaron 5
en alanina.

E15733404
10-10-2019ES 2 749 701 T3
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SEQ ID NO: 12 C127

SEQ ID NO: 13 C128

E15733404
10-10-2019ES 2 749 701 T3
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SEQ ID NO: 14 C139

SEQ ID NO: 15 C145

E15733404
10-10-2019ES 2 749 701 T3
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SEQ ID NO: 16 C155

SEQ ID NO: 17 C156

5

E15733404
10-10-2019ES 2 749 701 T3
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SEQ ID NO: 18: C49

SEQ ID NO: 19: C50

5

SEQ ID NO: 20: Secuencia polipeptídica de dominio de CDTa N terminal (residuo 44 a residuo 240).

SEQ ID NO: 21: C67

SEQ ID NO: 22: C6910

E15733404
10-10-2019ES 2 749 701 T3
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SEQ ID NO: 23: C107

SEQ ID NO: 24: C108

5

SEQ ID NO: 25: C149

E15733404
10-10-2019ES 2 749 701 T3
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SEQ ID NO: 26: C152

SEQ ID NO: 27: C52

5

SEQ ID NO: 28: C53

SEQ ID NO: 29 Secuencia de aminoácidos de la Toxina A

E15733404
10-10-2019ES 2 749 701 T3

 



55

E15733404
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SEQ ID NO: 30 - Secuencia de aminoácidos de la Toxina B

E15733404
10-10-2019ES 2 749 701 T3
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10-10-2019ES 2 749 701 T3
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SEQ ID NO: 31: F1

SEQ ID NO: 32: F2

5

E15733404
10-10-2019ES 2 749 701 T3
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SEQ ID NO: 33: F3

SEQ ID NO: 34: F4

5

E15733404
10-10-2019ES 2 749 701 T3
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SEQ ID NO: 35: F5

SEQ ID NO: 36: Secuencia polipeptídica de la construcción C34 de CDTa

5

E15733404
10-10-2019ES 2 749 701 T3

 



61

SEQ ID NO: 37: Construccion C118 de CDTb. CDTb sin péptido señal, sin prodominio, sin dominio de unión a 
CDTa y sin dominio de unión a receptor 

SEQ ID NO: 38: Construcción C46 de CDTb. Secuencia polipeptídica de CDTb' (menos péptido señal)5

SEQ ID NO: 39: Construcción C44. Secuencia polipeptídica de mut E418Q de CDTa.

SEQ ID NO: 40: Construcción C54. Secuencia polipeptídica de mutación E430Q de CDTa.10

E15733404
10-10-2019ES 2 749 701 T3
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SEQ ID NO: 41: C68

SEQ ID NO: 42: Secuencia de aminoácidos de CDTa sin péptido señal, con seis mutaciones (R345A, Q350A, 
N385A, R402A, S388F, E428Q, aa 44-463) (C1105

SEQ ID NO: 43: Secuencia de aminoácidos de C164 (mutación F455R formadora de poros KO sobre CDTb sin 
prodominio)

10

ES 2 749 701 T3
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SEQ ID NO: 44: Secuencia de aminoácidos de C166 (mutación E426A-D453A formadora de poros KO sobre CDTb 
sin prodominio)

SEQ ID NO: 45: Secuencia de ácido nucleico de C164 (mutación F455R formadora de poros KO sobre CDTb sin 
prodominio)5

ES 2 749 701 T3
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SEQ ID NO: 46: Secuencia de ácido nucleico de C166 (mutación E426D-D435A formadora de poros KO sobre 
CDTb sin prodominio)

ES 2 749 701 T3
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SEQ ID 47 - Construcción de CDTb C37. Secuencia polipeptídica de CDTb' (menos péptido señal) ligado a la 
proteína glutatión-S-transferasa (GST subrayado), sin etiqueta de his.

ES 2 749 701 T3
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SEQ ID NO: 48 - Secuencia de aminoácidos de CDTb con prodominio eliminado (CDTb'', aa 212-876) (C55), sin 
etiqueta de his

SEQ ID NO: 49 C116 sin etiqueta de his5

SEQ ID NO: 50 C117 sin etiqueta de his

ES 2 749 701 T3
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SEQ ID NO: 51 Secuencia C123 de CDTb con F455R, sin etiqueta de his.

SEQ ID NO: 52 Secuencia C126 de CDTb en la que los residuos 426 (glutamato) y 453 (aspartato) se han mutado 
en alanina, sin etiqueta de his.5

ES 2 749 701 T3
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SEQ ID NO: 53 C127 sin etiqueta de his

SEQ ID NO: 54 C128 sin etiqueta de his

5

ES 2 749 701 T3

 



69

SEQ ID NO: 55 C139 sin etiqueta de his

SEQ ID NO: 56 C145 sin etiqueta de his

5

ES 2 749 701 T3

 



70

SEQ ID NO: 57 C155 sin etiqueta de his

SEQ ID NO: 58 C156 sin etiqueta de his

5

SEQ ID NO: 59: C49 sin etiqueta de his

ES 2 749 701 T3
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SEQ ID NO: 60: C50 sin etiqueta de his

SEQ ID NO: 61: Secuencia polipeptídica de dominio N terminal de CDTa (residuo 44 a residuo 240) sin etiqueta 
de his.5

SEQ ID NO: 62: C67 sin etiqueta de his

SEQ ID NO: 63: C69 sin etiqueta de his

10

SEQ ID NO: 64: C107 sin etiqueta de his

ES 2 749 701 T3
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SEQ ID NO: 65: C108 sin etiqueta de his

SEQ ID NO: 66: C149 sin etiqueta de his

5

SEQ ID NO: 67: C152 sin etiqueta de his

ES 2 749 701 T3
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SEQ ID NO: 68: C52 sin etiqueta de his

SEQ ID NO: 69: C53 sin etiqueta de his

5

SEQ ID NO: 70: Secuencia polipeptídica de construcción C34 de CDTa sin etiqueta de his

SEQ ID NO: 71: Construccion C118 de CDTb. CDTb sin péptido señal, sin prodominio, sin dominio de unión a 
CDTa y sin dominio de unión a receptor, sin etiqueta de his

ES 2 749 701 T3
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SEQ ID NO: 72: Construcción C46 de CDTb. Secuencia polipeptídica de CDTb' (menos péptido señal) sin 
etiqueta de his

SEQ ID NO: 73: Construcción C44. Secuencia polipeptídica de mutación E428Q de CDTa, sin etiqueta de his.5

SEQ ID NO: 74: Construcción C54. Secuencia polipeptídica de mutación E430Q de CDTa, sin etiqueta de his.

ES 2 749 701 T3
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SEQ ID NO: 75: C68 sin etiqueta de his

SEQ ID NO: 76: Secuencia de aminoácidos de CDTa sin péptido señal, con seis mutaciones (R345A, Q350A, 
N385A, R402A, S388F, E428Q, aa 44-463) (C110 sin etiqueta de his)5

ES 2 749 701 T3
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REIVINDICACIONES

1. Una composición inmunógena que comprende una proteína de fusión que comprende (i) una proteína CDTa de 
longitud completa y (ii) una proteína CDTb en la que la proteína CDTb es una proteína CDTb de longitud completa con 
el prodominio eliminado.

2. La composición inmunógena de la reivindicación 1, en la que la proteína de fusión que comprende una proteína 5
CDTa de longitud completa y una proteína CDTb, es o comprende adecuadamente

(i) SEQ ID NO: 14; o 
(ii) una proteína de fusión variante que tiene al menos un 80 %, 85 %, 88 %, 90 %, 92 %, 95 %, 98 %, 99 %, 100 % 
de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 14; o
(iii) un fragmento que tiene al menos 30, 50, 80, 100, 120, 150, 200, 250, 300, 350 o 400 aminoácidos contiguos 10
de la SEQ ID NO: 14.

3. La composición inmunógena de cualquier reivindicación anterior, en la que la composición produce anticuerpos que 
neutralizan CDTa o CDTb o ambos.

4. La composición inmunógena de cualquier reivindicación anterior, en la que la composición produce anticuerpos que 
neutralizan la toxina binaria.15

5. La composición inmunógena de cualquier reivindicación anterior, en la que la composición inmunógena comprende 
adicionalmente una proteína de toxina A de Clostridium difficile aislada y/o una proteína de toxina B de C. difficile
aislada.

6. La composición inmunógena de la reivindicación 5, en la que la composición inmunógena comprende una proteína 
de toxina A de Clostridium difficile aislada y una proteína de toxina B de C. difficile aislada en la que la proteína de 20
toxina A de Clostridium difficile aislada y la proteína de toxina B de C. difficile aislada forman una proteína de fusión.

7. La composición inmunógena de cualquier reivindicación anterior, en la que la composición inmunógena comprende 
adicionalmente un coadyuvante.

8. Una vacuna que comprende la composición inmunógena de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores y un 
excipiente farmacéuticamente aceptable.25

9. La composición inmunógena de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7 o la vacuna de la reivindicación 8, para 
su uso en el tratamiento o la prevención de una enfermedad por C. difficile.
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