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DESCRIPCION
Composiciones y métodos para mejorar la inmunogenicidad de los conjugados de polisacarido-proteina
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a los campos de inmunologia y vacunologia, y en particular, métodos y
composiciones para mejorar la inmunogenicidad de los conjugados de polisacarido-proteina.

Antecedentes de la invencion

La conjugacién covalente de un polisacarido a una proteina transportadora puede transformar el polisacarido de un
hapteno a un inmundégeno (por ejemplo, en nifios), potenciando la inmunogenicidad del polisacarido. Las vacunas
basadas en tales conjugados de polisacarido-proteina se han usado ampliamente entre los nifios para prevenir
infecciones bacterianas por Streptococcus pneumoniae (Pn), Neisseria meningitidis (Men), y Haemophilus influenzae
tipo b (Hib).

Se han usado varios tipos de proteinas transportadoras para preparar conjugados de polisacarido-proteina,
incluyendo toxoide tetanico, toxoide diftérico, un mutante no téxico de toxina de difteria CRM197 y la proteina de
superficie recombinante D de Hib. Sin embargo, Debido a las diversas propiedades inmunolégicas de las diferentes
proteinas transportadoras, el mismo polisacarido conjugado con diferentes proteinas transportadoras puede mostrar
diversos grados de inmunogenicidad en animales inmunizados. Por tanto, las proteinas transportadoras producidas
usando diferentes tecnologias pueden dar lugar a vacunas conjugadas de polisacarido-proteina de diferentes
propiedades inmunogénicas.

En inmunologia esta bien establecido que al entrar al cuerpo de un animal, las células presentadoras de antigenos
(APC) procesan un inmunégeno en epitopos dentro de las APC, que se incorporan en los principales complejos de
histocompatibilidad (MHC) y se muestran en la superficie de los APC para que los linfocitos T los reconozcan. Tres
factores contribuyen a la inmunogenicidad de un epitopo dado: (1) produccion del epitopo apropiado; (2) expresion
de las moléculas de MHC que se uniran al epitopo; (3) expresion del receptor de linfocitos T para reconocer el
complejo MHC-epitopo. La ausencia de cualquiera de estos tres factores resulta en deficiencia o pérdida de la
respuesta inmune al inmundgeno.

Los experimentos en ratones han revelado que la falta de un complejo MHC-epitopo adecuado es la razén mas
comun para la pérdida de la respuesta inmune a un inmunoégeno. Las moléculas de MHC exhiben un alto grado de
polimorfismo. Cada epitopo puede ser capaz de formar un complejo con uno o algunos alelos de una molécula de
MHC, pero un epitopo rara vez puede formar un complejo con todos los alelos de una molécula de MHC. Ademas, el
procesamiento inadecuado de los inmundgenos o la falta de tolerancia de los linfocitos T puede provocar la pérdida
de la respuesta inmune.

Los experimentos han demostrado que dos de los tres epitopos en el toxoide tetanico, es decir, los epitopos
QYIKANSKFIGITEL (denominado P2) y FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE (denominado P30), asi como el epitopo
ISQAVHAAHAEINE-AGR (denominado OVAp) de ovoalbumina, pueden unirse a una multitud de diferentes
moléculas de MHC de clase Il (Panina-Bordignono P et al. (1989) "Universally immunogenic T cell epitopes
promiscuous binding to human MHC class Il and promiscuous recognition by T cells". Eur. J. Immunol. 19: 2237-
2242). Estos epitopos pueden ser reconocidos por los linfocitos T y demuestran propiedades inmunogénicas
ubicuas. Por tanto, estos epitopos se denominan epitopos universales.

Los epitopos universales pueden unirse a muchos isotipos y aleotipos de moléculas de MHC de clase Il humana.
Las propiedades ubicuas de unién al MHC de tales epitopos universales pueden explotarse para desarrollar vacunas
que sean capaces de inducir una respuesta inmune en la mayoria de los individuos de una poblacién.

La investigacion ha demostrado que el epitopo P2 consiste en los aminoacidos 830-844 del toxoide tetanico
(QYIKANSKFIGITE (SEQ ID NO: 1)). El epitopo P30 consta de los aminoacidos 947-967 del toxoide tetanico
(FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE (SEQ ID NO: 2)). El epitopo OVAp consiste en los aminoacidos 323-339 de
ovoalbumina (ISQAVHAAHAEINEAGR (SEQ ID NO: 3)). Tras la admision por los APC, las proteinas que tienen
estas secuencias de epitopos se degradan, pero los epitopos se conservan y se unen a las moléculas de MHC para
que se muestren en la superficie de las APC y sean reconocidas por los linfocitos T. Estos epitopos universales
pueden interactuar con multiples tipos de HLA-DR a través del mismo mecanismo.

Las moléculas de MHC son receptores para inmundgenos procesados, y su funcién principal es mostrar epitopos
derivados de inmundgenos durante la induccion de tolerancia inmune y respuesta inmune periférica contra
inmunégenos exégenos en el timo. Por un lado, si las moléculas de MHC muestran una gran cantidad de cierto
epitopo, se espera un mayor nivel de reconocimiento de linfocitos T del inmundgeno, pero a expensas de agotar una
gran fraccion del reservorio de linfocitos T, conduciendo a tolerancia inmune. Por otro lado, si las moléculas de MHC
solo muestran una pequefia cantidad de cierto epitopo, el depdsito de linfocitos T se conserva, pero solo una
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pequefa cantidad del inmundgeno exdgeno puede representarse eficazmente para desencadenar una respuesta
inmune periférica. Por tanto, un epitopo eficaz de un inmundgeno exégeno debe permitir que las moléculas de MHC
logren un equilibrio en la cantidad de epitopos que se muestran.

Existen inmunégenos que tienen un pequefio nimero de epitopos representativos, que tras ser procesados por las
APC, preservan la integridad de la secuencia alta, y puede desencadenar una cierta cantidad de linfocitos T para
establecer la memoria inmune sin agotar demasiadas linfocitos T para resultar en tolerancia inmune. Los
inmundgenos que tienen tales epitopos tienen una fuerte inmunogenicidad, y este fenémeno explica por qué el
toxoide tetanico tiene una inmunogenicidad muy fuerte.

Los epitopos de linfocitos T mas conocidos actualmente tienen funciones inmunogénicas limitadas con haplotipos no
especificos de MHC de clase Il. Diferentes individuos conservan y muestran diferentes secuencias de epitopos
dentro de los mismos inmundgenos para desencadenar sus linfocitos T. Dicha limitacion genética de la mayoria de
los epitopos para inducir linfocitos T en una poblacidon con diversos haplotipos de MHC de clase Il dificulta
severamente el desarrollo de vacunas sintéticas. El descubrimiento de epitopos que pueden desencadenar
individuos con diversos haplotipos de MHC de clase Il (como en ratones y/o humanos) promete una estrategia
universal para activar los linfocitos T. Epitopos universales, como P2, P30, OVAp etc., se pueden incorporar en
inmundgenos proteicos naturales. La entidad fusionada se conoce como un grupo de antigeno de linfocitos T, que
puede ser reconocido por las moléculas MHC de clase Il en la mayoria de los individuos. Dichos grupos de
antigenos de linfocitos T se pueden usar directamente para inducir linfocitos T, o para facilitar la produccién de
anticuerpos por los linfocitos B contra inmunégenos débiles, mejorando asi la respuesta inmune.

Las bacterias patdégenas generalmente expresan polisacaridos capsulares (CP) de alto peso molecular que
encapsulan la superficie celular bacteriana. Los polisacaridos capsulares son excelentes inmunégenos para adultos
y pueden usarse para preparar vacunas eficaces. Sin embargo, para nifios, especialmente nifios menores de 2 afios
de edad, los CP se consideran antigenos independientes de linfocitos T. Los experimentos han revelado que los CP
pueden inducir la produccion de anticuerpos IgM especificos de CP en ratones de tipo salvaje y de linfocitos T
deficientes. Sin embargo, los CP no pueden inducir la conversién de anticuerpos IgM en anticuerpos IgG. Los datos
de humanos también demuestran que los PC pueden inducir la produccion de anticuerpos protectores en adultos,
pero los PC no pueden inducir una respuesta inmune en bebés y nifios pequefios. Especificamente, después de la
vacunacion repetida de nifios con antigenos CP, no hay una respuesta mejorada a la segunda vacunacion, tampoco
es la memoria persistente de linfocitos T inducida por dicha vacunacion.

Los experimentos inmunoldgicos han establecido que las vacunas basadas en conjugados de polisacarido-proteina
tienen ventajas sobre las vacunas basadas en polisacaridos puros debido a la respuesta inmune humoral inducida
asociada con los conjugados de polisacarido-proteina. Los antigenos CP independientes de linfocitos T pueden
unirse covalentemente a una proteina transportadora para obtener un conjugado de polisacarido-proteina. La
inmunizacién de mamiferos usando dicho conjugado de polisacéarido-proteina puede inducir linfocitos T para facilitar
la produccién de anticuerpos 1gG especificos de CP por los linfocitos B. El conjugado de polisacarido-proteina puede
inducir la conversion de IgM especifica de CP en IgG, diferenciacion de los linfocitos B de memoria y establecimiento
de memoria de linfocitos T de larga duracion.

Las vacunas basadas en conjugados de polisacéridos han desempefiado un papel importante en la prevencion de
infecciones graves, como Haemophilus influenzae tipo b, Streptococcus pneumoniae, y Neisseria meningitidis. Sin
embargo, las vacunas actuales basadas en conjugados de polisacarido-proteina estan sujetas a un alto grado de
variabilidad en su inmunogenicidad debido a variaciones en las estructuras de los polisacaridos especificos y las
proteinas transportadoras inmunogénicas. En ciertas poblaciones de alto riesgo, como nifios, ancianos e individuos
inmunocomprometidos, los conjugados proteicos de polisacaridos con inmunogenicidad débil generalmente no son
eficaces, y sus efectos protectores son bastante limitados. Por tanto, el desarrollo de vacunas basadas en
conjugados de polisacarido-proteina que tienen una inmunogenicidad mas fuerte sigue siendo un area muy
necesaria en el campo.

Breve sumario de la invencion

En el presente documento se describen composiciones y métodos para mejorar la inmunogenicidad de los antigenos
de polisacarido usando proteinas transportadoras quiméricas que comprenden un epitopo universal. Ademas se
describen composiciones inmunogénicas y vacunas basadas en los conjugados polisacaridos-proteina
transportadora quimérica, métodos para tratar infecciones bacterianas, y métodos para preparar los conjugados de
polisacarido-proteina transportadora quimérica.

La presente invencién proporciona un conjugado de polisacarido-proteina que comprende una proteina
transportadora quimérica y un antigeno polisacarido, en donde la proteina transportadora quimérica comprende una
proteina transportadora y un epitopo universal, en donde el antigeno polisacarido se conjuga covalentemente con la
proteina transportadora quimérica, y en donde la proteina transportadora quimérica comprende la secuencia de
aminoacidos de una cualquiera seleccionada entre el grupo que consiste en SEQ ID NOs: 8-32, 39-44, y 51-56.
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La presente invencion ademas proporciona:

* una composicién inmunogénica que comprende el conjugado de polisacarido-proteina;

* una vacuna que comprende la composicion inmunogénica y un vehiculo farmacéuticamente aceptable;

* la composicidon inmunogénica o la vacuna para usar en un método de inmunizacién de un individuo contra una
enfermedad causada por una bacteria, en donde el método comprende administrar al individuo una cantidad
eficaz de la composicién inmunogénica o la vacuna, en donde el antigeno polisacarido es un polisacarido
expresado en la superficie de la bacteria o un derivado de la misma; y

e un método para preparar el conjugado de polisacarido-proteina, que comprende conjugar el antigeno
polisacarido con la proteina transportadora quimérica.

En el presente documento se describe un conjugado de polisacarido-proteina que comprende una proteina
transportadora quimérica y un antigeno polisacarido, en donde la proteina transportadora quimérica comprende una
proteina transportadora y un epitopo universal, y en donde el antigeno polisacarido se conjuga covalentemente con
la proteina transportadora quimérica. En algunos aspectos, la proteina transportadora quimérica comprende
aproximadamente 1 a aproximadamente 3 copias del epitopo universal.

En algunos aspectos de acuerdo con cualquiera de los conjugados de polisacarido-proteina descritos anteriormente,
la proteina transportadora quimérica comprende al menos dos epitopos universales de diferentes secuencias de
aminoacidos.

En algunos aspectos de acuerdo con cualquiera de los conjugados de polisacarido-proteina descritos anteriormente,
el epitopo universal tiene una longitud de aproximadamente 8 a aproximadamente 20 aminoacidos.

En algunos aspectos de acuerdo con cualquiera de los conjugados de polisacarido-proteina descritos anteriormente,
el epitopo universal se fusiona covalentemente al extremo N, el extremo C, o tanto el extremo N como el extremo C
de la proteina transportadora.

En algunos aspectos de acuerdo con cualquiera de los conjugados de polisacarido-proteina descritos anteriormente,
el epitopo universal comprende la secuencia de aminoacidos de cualquiera seleccionado entre el grupo que consiste
en SEQ ID NO: 1-3.

En algunos aspectos de acuerdo con cualquiera de los conjugados de polisacarido-proteina descritos anteriormente,
la proteina transportadora se deriva del toxoide tetanico, toxoide diftérico, materiales de reaccién cruzada (CRM) de
toxina diftérica, proteina de la capside del rotavirus VP8, complejo de membrana externa meningocdcica, o proteina
D de Haemophilus influenzae. En algunos aspectos, la proteina transportadora se deriva de la cadena A de CRM197
de la toxina diftérica. En algunas realizaciones, la proteina transportadora comprende la secuencia de aminoacidos
de cualquiera seleccionado entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 4-6.

En algunos aspectos de acuerdo con cualquiera de los conjugados de polisacarido-proteina descritos anteriormente,
el epitopo universal se fusiona covalentemente a la proteina transportadora mediante un enlazador peptidico
dispuesto entre ellos. En algunos aspectos, el péptido enlazador es un enlazador flexible seleccionado entre el grupo
que consiste en un polimero de glicina, un polimero de glicina-serina, un polimero de glicina-alanina, o un polimero
de alanina-serina. En algunos aspectos, el enlazador peptidico tiene una longitud entre 1 y 20 restos de aminoacido.
En algunos aspectos, el enlazador peptidico comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7.

En algunas realizaciones de acuerdo con uno cualquiera de los conjugados de polisacarido-proteina descritos
anteriormente, la proteina transportadora quimérica comprende la secuencia de aminoacidos de cualquiera de los
seleccionados entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 8-32.

En algunas realizaciones de acuerdo con uno cualquiera de los conjugados de polisacarido-proteina descritos
anteriormente, la proteina transportadora quimérica comprende la secuencia de aminoacidos de cualquiera de los
seleccionados entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 39-44.

En algunas realizaciones de acuerdo con uno cualquiera de los conjugados de polisacarido-proteina descritos
anteriormente, la proteina transportadora quimérica comprende la secuencia de aminoacidos de cualquiera de los
seleccionados entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 51-56.

En algunas realizaciones de acuerdo con uno cualquiera de los conjugados de polisacarido-proteina descritos
anteriormente, la relacién de peso a peso del antigeno polisacarido a la proteina transportadora quimérica es de
aproximadamente 0,8 a aproximadamente 1,2 (tal como aproximadamente cualquiera de 0,8-0,9, 0,9-1,0, 1,0-1,1 o
1,1-1,2).

En algunas realizaciones de acuerdo con uno cualquiera de los conjugados de polisacarido-proteina descritos
anteriormente, el antigeno polisacarido tiene un peso molecular promedio entre aproximadamente 10 kDa y
aproximadamente 1000 kDa (como aproximadamente cualquiera de 10 kDa-100 kDa, 100 kDa-500 kDa, o 500 kDa-
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1000 kDa).

En algunas realizaciones de acuerdo con uno cualquiera de los conjugados de polisacarido-proteina descritos
anteriormente, el antigeno polisacarido se deriva de un polisacarido capsular.

En algunas realizaciones de acuerdo con uno cualquiera de los conjugados de polisacarido-proteina descritos
anteriormente, el antigeno polisacarido se deriva de Haemophilus influenzae tipo b (Hib), Streptococcus pneumoniae
(Pn), o Neisseria meningitidis (Men). En algunas realizaciones, el polisacarido capsular se deriva de Streptococcus
pneumoniae de un serotipo seleccionado entre el grupo que consiste en 1, 2, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A,
11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F y 33F. En algunas realizaciones, el polisacarido capsular se
deriva de Haemophilus influenzae tipo b (Hib). En algunas realizaciones, el polisacarido capsular se deriva de
Neisseria meningitidis de un serotipo seleccionado entre el grupo que consiste en A, C, Y,y W-135.

En un aspecto de la presente solicitud, se proporciona una composicién inmunogénica que comprende cualquiera o
cualquiera de las combinaciones de los conjugados de polisacarido-proteina descritos anteriormente. En algunas
realizaciones, la composicion inmunogénica comprende una pluralidad de los conjugados de polisacarido-proteina,
en donde al menos dos de los conjugados de polisacarido-proteina comprenden una proteina transportadora que es
diferente de uno a otro.

En algunas realizaciones de acuerdo con una cualquiera de las composiciones inmunogénicas descritas en el
presente documento, la composiciéon inmunogénica comprende una pluralidad de los conjugados de polisacarido-
proteina, en donde al menos dos de los conjugados de polisacarido-proteina comprenden un antigeno polisacarido
que se deriva de una especie bacteriana que es diferente entre si.

En algunas realizaciones de acuerdo con una cualquiera de las composiciones inmunogénicas descritas en el
presente documento, la composiciéon inmunogénica comprende una pluralidad de los conjugados de polisacarido-
proteina, en donde cada conjugado de polisacarido-proteina comprende un antigeno polisacarido derivado de una
bacteria de un serotipo distinto de la misma especie. En algunas realizaciones, la composicién inmunogénica
comprende 13 conjugados de polisacarido-proteina, en donde cada conjugado de polisacarido-proteina comprende
un polisacarido capsular derivado de Streptococcus pneumoniae de un serotipo diferente seleccionado entre el
grupo que consiste en 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F, y 23F. En algunas realizaciones, la composicién
inmunogénica comprende 24 conjugados de polisacarido-proteina, en donde cada conjugado de polisacarido-
proteina comprende un polisacarido capsular derivado de Streptococcus pneumoniae de un serotipo diferente
seleccionado entre el grupo que consiste en 1, 2, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11 A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C,
19 A, 19F, 20, 22F, 23F y 33F. En algunas realizaciones, la composiciéon inmunogénica comprende 4 conjugados de
polisacérido-proteina, en donde cada conjugado de polisacarido-proteina comprende un polisacarido capsular
derivado de Neisseria meningitidis de un serotipo diferente seleccionado entre el grupo que consiste en A, C, Y, y W-
135.

En algunas realizaciones de acuerdo con una cualquiera de las composiciones inmunogénicas descritas
anteriormente, la composicidon inmunogénica ademas comprende un adyuvante. En algunas realizaciones, el
adyuvante es fosfato de aluminio o hidréxido de aluminio.

En un aspecto de la presente solicitud, se proporciona una vacuna que comprende una cualquiera de las
composiciones inmunogénicas descritas anteriormente y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En un aspecto de la presente solicitud, se proporciona una cualquiera de las composiciones inmunogénicas
descritas anteriormente o cualquiera de las vacunas descritas anteriormente para su uso en un método de
inmunizacién de un individuo contra una enfermedad causada por una bacteria, que comprende administrar al
individuo una cantidad eficaz de cualquiera de las composiciones inmunogénicas descritas anteriormente o
cualquiera de las vacunas descritas anteriormente, en donde el antigeno polisacarido es un polisacarido expresado
en la superficie de la bacteria o un derivado de la misma. En algunas realizaciones, la composicién inmunogénica o
la vacuna se administran al individuo en al menos dos dosis. En algunas realizaciones, la enfermedad es neumonia,
infeccion del oido, infeccion sinusal, meningitis, o bacteriemia causada por Streptococcus pneumoniae. En algunas
realizaciones, la enfermedad es meningitis, neumonia, epiglotitis, celulitis, artritis o infeccion del oido causada por
Haemophilus influenzae tipo b. En algunas realizaciones, la enfermedad es meningitis 0 meningococemia causada
por Neisseria meningitidis.

En algunas realizaciones de acuerdo con uno cualquiera de los métodos de inmunizacién descritos anteriormente, el
individuo tiene una respuesta inmune pobre al antigeno polisacarido.

En algunas realizaciones de acuerdo con uno cualquiera de los métodos de inmunizacién descritos anteriormente, el
individuo es un nifio menor de aproximadamente 2 afos de edad, una persona de edad avanzada (como un
individuo mayor de aproximadamente 65 afios) o un individuo inmunocomprometido.

En el presente documento se describe el uso de cualquiera de las composiciones inmunogénicas descritas
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anteriormente o cualquiera de las vacunas descritas anteriormente en la fabricacion de un medicamento para el
tratamiento o prevenciéon de una enfermedad causada por una bacteria, en donde el antigeno polisacarido es un
polisacarido expresado en la superficie de la bacteria o un derivado de la misma.

Ademas en un aspecto de la presente solicitud, se proporciona un método para preparar cualquiera de los
conjugados de polisacarido-proteina descritos anteriormente, que comprende conjugar el antigeno polisacarido con
la proteina transportadora quimérica. En algunas realizaciones, el antigeno polisacarido se prepara cultivando una
bacteria que comprende el antigeno polisacarido y recuperando el antigeno polisacarido del cultivo.

En algunas realizaciones de acuerdo con uno cualquiera de los métodos de preparacion descritos anteriormente, el
método comprende ademas preparar el antigeno polisacérido antes de conjugar el antigeno polisacarido con la
proteina transportadora quimérica.

En algunas realizaciones de acuerdo con uno cualquiera de los métodos de preparacién descritos anteriormente, la
proteina transportadora quimérica se prepara cultivando una célula hospedadora transformada con un vector que
comprende la secuencia de acidos nucleicos que codifica la proteina transportadora quimérica en condiciones que
permiten la expresion de la proteina transportadora quimérica y recuperando la proteina transportadora quimérica
expresada del cultivo. En algunas realizaciones, el vector comprende la secuencia de acidos nucleicos de cualquiera
seleccionado entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 34-38. En algunas realizaciones, el vector comprende la
secuencia de acidos nucleicos de cualquiera seleccionado entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 46-50. En
algunas realizaciones, el vector comprende la secuencia de acidos nucleicos de cualquiera seleccionado entre el
grupo que consiste en SEQ ID NO: 58-63.

En algunas realizaciones de acuerdo con uno cualquiera de los métodos de preparaciéon descritos anteriormente, la
célula hospedadora es Escherichia coli o levadura.

En algunas realizaciones de acuerdo con uno cualquiera de los métodos de preparacion descritos anteriormente, el
método comprende ademas preparar la proteina transportadora quimérica antes de conjugar el antigeno polisacérido
con la proteina transportadora quimérica.

En algunas realizaciones de acuerdo con uno cualquiera de los métodos de preparacion descritos anteriormente, el
antigeno polisacarido se conjuga con la proteina transportadora quimérica por aminacién reductora, conjugacion de
cianilacién, o una reacciéon de carbodiimida. En algunas realizaciones, el antigeno polisacarido se activa por
tetrafluoroborato de 1-ciano-4-dimetilamoniompiridinio (CDAP). En algunas realizaciones, el antigeno polisacarido se
conjuga con la proteina transportadora quimérica a través de un enlazador de dihidrazida de acido adipico (ADH).

En algunas realizaciones de acuerdo con uno cualquiera de los métodos de preparacion descritos anteriormente, el
método comprende ademas aislar la proteina transportadora quimérica conjugada y el antigeno polisacarido para
obtener el conjugado de polisacarido-proteina.

En el presente documento también se describen composiciones farmacéuticas, kits y articulos de fabricacion de
cualquiera de los conjugados de polisacarido-proteina, o cualquiera de las composiciones inmunogénicas, o
cualquiera de las vacunas descritas anteriormente.

Estos y otros aspectos y ventajas de la presente invencién seran evidentes a partir de la descripcion detallada
posterior y las reivindicaciones adjuntas. Se entendera que una, algunas, o todas las propiedades de las diversas
realizaciones descritas en el presente documento pueden combinarse para formar otras realizaciones de la presente
invencion.

Los términos se usan en el presente documento como generalmente se usan en la técnica, a menos que se defina lo
contrario.

Se entiende que los aspectos y realizaciones de la invencion descritos en el presente documento incluyen "que
consiste" y/o "que consiste esencialmente en' aspectos y realizaciones.

La referencia a "aproximadamente" un valor o parametro en el presente documento incluye (y describe) variaciones
que se dirigen a ese valor o parametro per se. Por ejemplo, la descripcion que hace referencia a "aproximadamente
X" incluye la descripcion de "X".

Como se usa en el presente documento, la referencia a "no" un valor o parametro generalmente significa y describe
"distinto de" un valor o parametro. Por ejemplo, el método no se usa para tratar el cancer de tipo X significa que se
usa para tratar el cancer de tipos que no sean X.

El término "aproximadamente XY" usado el presente documento tiene el mismo significado que "aproximadamente X
a aproximadamente Y".
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Como se usa en el presente documento y en las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares "a", "o", y "el"
incluye referentes plurales a menos que el contexto indique claramente lo contrario.

Descripcion detallada de la invenciéon

En el presente documento se describen proteinas transportadoras quiméricas, asi como conjugados de polisacarido-
proteina que comprenden una proteina transportadora quimérica y un antigeno polisacarido. La proteina
transportadora quimérica comprende una proteina transportadora inmunogénica y un epitopo universal. Se
describen adicionalmente composiciones inmunogénicas y vacunas que comprenden los conjugados de
polisacérido-proteina y métodos para producir los conjugados de polisacarido-proteina. En comparaciéon con los
conjugados correspondientes del mismo antigeno polisacarido a proteinas transportadoras sin los epitopos
universales, los conjugados de polisacarido-proteina descritos en el presente documento tienen una
inmunogenicidad aumentada de al menos aproximadamente 3 a 5 veces. Los conjugados de polisacarido-proteina
son Uutiles como vacunas para proporcionar proteccion contra infecciones bacterianas entre individuos,
especialmente nifios pequefios, ancianos y otras personas con un sistema inmunitario comprometido.

Asi, en un aspecto, se proporciona una proteina transportadora quimérica que comprende una proteina
transportadora y un epitopo universal. En algunas realizaciones, el epitopo universal comprende la secuencia de
aminoacidos de cualquiera seleccionado entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 1-3.

En otro aspecto, se describe un conjugado de polisacarido-proteina que comprende una proteina transportadora
quimérica y un antigeno polisacarido, en donde la proteina transportadora quimérica comprende una proteina
transportadora y un epitopo universal, y en donde el antigeno polisacarido se conjuga covalentemente con la
proteina transportadora quimérica. En algunas realizaciones, el epitopo universal comprende la secuencia de
aminoacidos de cualquiera seleccionado entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 1-3.

Conjugados de polisacarido-proteina

En el presente documento se describe un conjugado de polisacarido-proteina con inmunogenicidad mejorada que
comprende una proteina transportadora quimérica que comprende uno o mas epitopos universales.

Por tanto, en el presente documento se describe un conjugado de polisacarido-proteina que comprende una proteina
transportadora quimérica y un antigeno polisacarido, en donde la proteina transportadora quimérica comprende una
proteina transportadora y un epitopo universal, y en donde el antigeno polisacarido se conjuga (por ejemplo,
conjugado covalentemente) a la proteina transportadora quimérica. En algunas realizaciones, el epitopo universal
comprende (incluyendo consiste esencialmente en o consiste en) la secuencia de aminoacidos de cualquiera
seleccionado entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 1-3. En algunas realizaciones, la proteina transportadora
se deriva del toxoide tetanico, toxoide diftérico, materiales de reaccion cruzada (CRM) de toxina diftérica, proteina de
la capside del rotavirus VP8, complejo de membrana externa meningocdcica, o proteina D de Haemophilus
influenzae. En algunas realizaciones, el antigeno polisacarido se deriva de un polisacarido capsular. En algunas
realizaciones, el antigeno polisacarido se deriva de Haemophilus influenzae tipo b (Hib), Streptococcus pneumoniae
(Pn), o Neisseria meningitidis (Men). En algunas realizaciones, la relaciéon de peso a peso del antigeno polisacarido
a la proteina transportadora quimérica es de aproximadamente 0,8 a aproximadamente 1,2 (tal como
aproximadamente cualquiera de 0,8-0,9, 0,9-1,0, 1,0-1,1 0 1,1-1,2).

En el presente documento se describe un conjugado de polisacarido-proteina que comprende una proteina
transportadora quimérica y un antigeno polisacarido, en donde la proteina transportadora quimérica comprende una
proteina transportadora y un epitopo universal, en donde el epitopo universal comprende (incluyendo consiste
esencialmente en o consiste en) la secuencia de aminoacidos de cualquiera seleccionado entre el grupo que
consiste en SEQ ID NO: 1-3, y en donde el antigeno polisacarido esta conjugado (por ejemplo, conjugado
covalentemente) con la proteina transportadora quimérica. En algunas realizaciones, la proteina transportadora se
deriva del toxoide tetanico, toxoide diftérico, materiales de reaccién cruzada (CRM) de toxina diftérica, proteina de la
capside del rotavirus VP8, complejo de membrana externa meningocécica, o proteina D de Haemophilus influenzae.
En algunas realizaciones, el antigeno polisacarido se deriva de un polisacarido capsular. En algunas realizaciones,
el antigeno polisacarido se deriva de Haemophilus influenzae tipo b (Hib), Streptococcus pneumoniae (Pn), o
Neisseria meningitidis (Men). En algunas realizaciones, la relacién de peso a peso del antigeno polisacarido a la
proteina transportadora quimérica es de aproximadamente 0,8 a aproximadamente 1,2 (tal como aproximadamente
cualquiera de 0,8-0,9, 0,9-1,0, 1,0-1,1 0 1,1-1,2).

También se describe un conjugado de polisacarido-proteina que comprende una proteina transportadora quimérica y
un antigeno polisacérido, en donde la proteina transportadora quimérica comprende una proteina transportadora y
un epitopo universal, en donde el epitopo universal comprende (incluyendo consiste esencialmente en o consiste en)
la secuencia de aminoéacidos de cualquiera seleccionado entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 1-3, en donde
la proteina transportadora se deriva del toxoide tetanico, toxoide diftérico, materiales de reaccién cruzada (CRM) de
toxina diftérica, proteina de la capside del rotavirus VP8, complejo de membrana externa meningocdcica, o proteina
D de Haemophilus influenzae, y en donde el antigeno polisacarido estd conjugado (por ejemplo, conjugado
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covalentemente) con la proteina transportadora quimérica. En algunas realizaciones, el antigeno polisacarido se
deriva de un polisacarido capsular. En algunas realizaciones, el antigeno polisacérido se deriva de Haemophilus
influenzae tipo b (Hib), Streptococcus pneumoniae (Pn), o Neisseria meningitidis (Men). En algunas realizaciones, la
relacion de peso a peso del antigeno polisacarido a la proteina transportadora quimérica es de aproximadamente 0,8
a aproximadamente 1,2 (tal como aproximadamente cualquiera de 0,8-0,9, 0,9-1,0, 1,0-1,1 0 1,1-1,2).

También se describe un conjugado de polisacarido-proteina que comprende una proteina transportadora quimérica y
un antigeno polisacarido, en donde la proteina transportadora quimérica comprende una proteina transportadora y
un epitopo universal, en donde el epitopo universal comprende (incluyendo consiste esencialmente en o consiste en)
la secuencia de aminoacidos de cualquiera seleccionado entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 1-3, en donde
la proteina transportadora comprende cualquiera de las secuencias de aminoacidos seleccionadas entre el grupo
que consiste en SEQ ID NO: 4-6, y en donde el antigeno polisacarido estd conjugado (por ejemplo, conjugado
covalentemente) con la proteina transportadora quimérica. En algunas realizaciones, el antigeno polisacarido se
deriva de un polisacarido capsular. En algunas realizaciones, el antigeno polisacérido se deriva de Haemophilus
influenzae tipo b (Hib), Streptococcus pneumoniae (Pn), o Neisseria meningitidis (Men). En algunas realizaciones, la
relacion de peso a peso del antigeno polisacarido a la proteina transportadora quimérica es de aproximadamente 0,8
a aproximadamente 1,2 (tal como aproximadamente cualquiera de 0,8-0,9, 0,9-1,0, 1,0-1,1 0 1,1-1,2).

En el presente documento también se describe un conjugado de polisacérido-proteina que comprende una proteina
transportadora quimérica y un antigeno polisacarido, en donde la proteina transportadora quimérica comprende una
proteina transportadora y un epitopo universal, en donde la proteina transportadora quimérica comprende una
cualquiera de las secuencias de aminoacidos seleccionadas entre el grupo que consiste en SEQ ID NOs: 8-32, 39-
44, y 51-56, y en donde el antigeno polisacarido esta conjugado (por ejemplo, conjugado covalentemente) con la
proteina transportadora quimérica. En algunas realizaciones, el antigeno polisacarido se deriva de un polisacarido
capsular. En algunas realizaciones, el antigeno polisacarido se deriva de Haemophilus influenzae tipo b (Hib),
Streptococcus pneumoniae (Pn), o Neisseria meningitidis (Men). En algunas realizaciones, la relaciéon de peso a
peso del antigeno polisacarido a la proteina transportadora quimérica es de aproximadamente 0,8 a
aproximadamente 1,2 (tal como aproximadamente cualquiera de 0,8-0,9, 0,9-1,0, 1,0-1,1 0 1,1-1,2).

Los conjugados de polisacarido-proteina descritos en el presente documento comprenden un antigeno polisacarido.
El término "polisacarido” se refiere a una molécula de carbohidrato polimérico compuesta de un gran namero (por
ejemplo, mas de aproximadamente 9) de unidades de monosacaridos (por ejemplo, repetitivas) que estan unidas
covalentemente por enlaces glucosidicos. La hidrélisis de los enlaces glucosidicos en un polisacarido por quimicos o
bioquimicos (por ejemplo, reacciones de digestidon enzimatica) pueden producir los monosacaridos u oligosacaridos
constituyentes. Los monosacaridos son moléculas de azucar simple, incluyendo moléculas con una férmula quimica
de Cx(Hz20)y, en donde en x e y son enteros que son tipicamente al menos aproximadamente 3 y no mas de
aproximadamente 10, asi como moléculas modificadas de los mismos, como los amino azucares (por ejemplo,
galactosamina, glucosamina, N-acetilglucosamina). Los oligosacaridos son polimeros que contienen una pequefia
cantidad (por ejemplo, aproximadamente 3 a aproximadamente 9) de monosacaridos. Como se usa en el presente
documento, "polisacarido”, "PS" puede referirse a una molécula de polisacarido de longitud completa natural, una
mezcla de cualquier combinacién de productos de hidrdlisis (incluidas especies de monosacaridos, oligosacaridos y
polisacaridos) de una molécula de polisacarido de longitud completa, cualquier derivado quimicamente modificado o
funcionalizado de la molécula de polisacarido de longitud completa o su producto de hidrdlisis, o cualquier
combinacién de los mismos. El polisacarido puede ser lineal o ramificado, una sola especie quimica o una mezcla de
especies quimicas relacionadas (como moléculas con las mismas unidades basicas de monosacaridos, pero
diferente nimero de repeticiones).

La expresion "antigeno polisacarido" o "antigeno PS" se refiere a un polisacarido (que incluye una mezcla de
especies de polisacarido relacionadas derivadas de la misma molécula de polisacarido) que puede desencadenar
una respuesta inmune, como produccion de anticuerpos especificos de PS. En algunas realizaciones, el antigeno
polisacarido solo puede desencadenar una respuesta inmune independiente de linfocitos T, o una respuesta inmune
sin memoria inmune. En algunas realizaciones, el antigeno polisacarido por si solo no desencadena una respuesta
inmune fuerte (con un alto titulo de anticuerpos anti-PS y/o una alta afinidad de anticuerpos con el antigeno PS) o
duradera (como individuos inmunocomprometidos, nifios pequefios, o ancianos) inmunizados con el antigeno PS.
"Fuerte", "alto" y "duradero" se refieren a un nivel o una cantidad que es suficiente para proporcionar protecciéon
hasta cierto punto en el individuo para prevenir, recuperar, ralentizar o retrasar una infeccion y/o uno o mas sintomas
asociados con la infeccion causada por un agente (como una bacteria) que porta el antigeno PS. En algunas
realizaciones, el antigeno polisacarido tiene un peso molecular promedio de al menos aproximadamente 10 kDa, 50
kDa, 100 kDa, 150 kDa, 200 kDa, 250 kDa, 300 kDa, 400 kDa, 500 kDa, 600 kDa, 700 kDa, 800 kDa, 900 kDa, 1000
kDa o mas. En algunas realizaciones, el antigeno polisacarido tiene un peso molecular promedio de
aproximadamente cualquiera de 10 kDa-50 kDa, 50 kDa-100 kDa, 100 kDa -150 kDa, 150 kDa-200 kDa, 200 kDa-
250 kDa, 250 kDa-300 kDa, 300 kDa-400 kDa, 400 kDa-500 kDa, 500 kDa-600 kDa, 600 kDa-700 kDa, 700 kDa-800
kDa, 800 kDa-900 kDa, 900 kDa-1000 kDa, 10 kDa-100 kDa, 10 kDa-250 kDa, 10 kDa-500 kDa, 100 kDa-250 kDa,
100 kDa-500 kDa, 10 kDa-750 kDa, 500 kDa-750 kDa, 500 kDa-1000 kDa, 250 kDa-750 kDa, o 10 kDa-1000 kDa.
En algunas realizaciones, el antigeno polisacarido tiene un peso molecular promedio de entre aproximadamente 10
kDa a aproximadamente 10000 kDa (como aproximadamente cualquiera de 10 kDa-100 kDa, 100 kDa-500 kDa, o
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500 kDa-1000 kDa).

En algunas realizaciones, el antigeno polisacarido es un polisacarido capsular. "Polisacarido capsular" o "CP", como
se usa en el presente documento, se refiere a moléculas de polisacarido producidas por una especie de bacteria u
otro microbio (como un hongo o un alga) que envuelven la superficie de la bacteria o microbio. Cada especie
bacteriana o microbiana puede incluir subespecies, cada una de las cuales puede producir un CP de una estructura
y/o composicion quimica unica (como monosacaridos y/o enlaces entre monosacaridos), que puede desencadenar
una respuesta inmune especifica. En la presente divulgacion, "polisacarido” o "PS" pueden usarse para referirse a
"polisacarido capsular" o "CP", pero los derivados de polisacarido o polisacarido (tales como los conjugados de
polisacarido-proteina) descritos en el presente documento no se limitan a polisacarido capsular o derivados de CP
del mismo. En algunas realizaciones, el antigeno polisacérido comprende unidades repetidas de monosacarido u
oligosacarido derivadas de un polisacarido capsular. En algunas realizaciones, el antigeno polisacarido comprende
CP o fragmentos quimicamente modificados (tales como unidades repetitivas de monosacarido u oligosacarido) del
mismo.

En algunas realizaciones, el antigeno polisacarido es un polisacarido capsular derivado de una bacteria patdégena.
Las bacterias patdogenas pueden incluir, pero sin limitacién, Haemophilus influenzae tipo b (Hib), Streptococcus
pneumoniae (Pn), y Neisseria meningitidis (Men), incluyendo todas las subespecies, serotipos, tipos, grupos, cepas y
variaciones de las mismas. Por ejemplo, mas de 90 serotipos de Streptococcus pneumoniae y al menos 12 serotipos
de Neisseria meningitidis han sido identificados, y cada serotipo estd asociado con un polisacarido capsular unico.
En algunas realizaciones, el antigeno polisacarido es un polisacarido capsular derivado de Streptococcus
pneumoniae de un serotipo seleccionado entre el grupo que consiste en 1, 2, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A,
11 A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19 A, 19F, 20, 22F, 23F y 33F. En algunas realizaciones, el antigeno polisacarido es
un polisacarido capsular derivado de Haemophilus influenzae tipo b (Hib). En algunas realizaciones, el antigeno
polisacarido es un polisacarido capsular derivado de Neisseria meningitidis de un serotipo seleccionado entre el
grupo que consiste en A, C, Y, y W- 135. En algunas realizaciones, el conjugado de polisacarido-proteina
comprende mas de uno (como al menos cualquiera de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas) diferentes antigenos de
polisacarido, tales como antigenos de polisacaridos de diferentes serotipos de la misma especie de bacteria.

El antigeno polisacarido puede conjugarse covalentemente o unirse a cualquier resto de aminoacido de la proteina
transportadora quimérica. En algunas realizaciones, el antigeno polisacarido esta unido covalentemente a los grupos
amino (como las cadenas laterales de lisinas) o grupos sulfhidrilo (como las cadenas laterales de restos de cisteina).
En algunas realizaciones, se dispone un enlazador organico flexible entre el antigeno polisacarido y la proteina
transportadora quimérica. En algunas realizaciones, uno o mas restos (como cualquiera de 1, 2, 3, 4, 5 0 mas) de la
proteina transportadora quimérica estan unidos covalentemente a una molécula de antigeno polisacarido. La
relacion relativa (peso a peso) del antigeno polisacarido (es decir, las moléculas de antigeno polisacarido total) a la
proteina transportadora quimérica puede ser importante para lograr la eficacia inmunogénica deseable. En algunas
realizaciones, la relacién de peso a peso del antigeno polisacarido a la proteina transportadora quimérica es
aproximadamente cualquiera de 0,2, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1,0, 1,1, 1,2, 1,2, 1,4, 1,5, 1,75, 2 0 mas. En algunas
realizaciones, la relacion de peso a peso del antigeno polisacarido a la proteina transportadora quimérica es
aproximadamente cualquiera de 0,2-0,5, 0,5-0,8, 0,8-0,9, 0,9-1,0, 1,0-1,1, 1,1-1,2, 0,6-1,0, 1,0-1,2, 1,2-1,5, 1,5-2,
1,0-1,4, 0,8-1,2, 0,6-1,5, 0,2-1,0 o 1,0-2,0. En algunas realizaciones, la relacién peso a peso del antigeno
polisacérido a la proteina transportadora quimérica es aproximadamente 0,8-1,0. En algunas realizaciones, el
porcentaje de peso del antigeno polisacarido en el conjugado de polisacarido-proteina es aproximadamente del 10
%, 20 %, 30 %, 40 %, 42 %, 44 %, 46 %, 48 %, 50 %, 52 %, 54 %, 56 %, 58 %, 60 %, 70 %, 80 % o mas. En algunas
realizaciones, el porcentaje de peso del antigeno polisacarido en el conjugado de polisacarido-proteina es
aproximadamente cualquiera del 10 %-30 %, 30 %-40 %, 40 %-44 %, 44 %-46 %, 46 %-48 %, 48 %-50 %, 50 %-
52 %, 52 %-54 %, 54 %-60 %, 60 %-80 %, 44 %-49 %, 49 %-54 %, o 44 %-54 %. En algunas realizaciones, el
porcentaje de peso de la proteina transportadora quimérica en el conjugado de polisacarido-proteina es
aproximadamente del 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 42 %, 44 %, 46 %, 48 %, 50 %, 52 %, 54 %, 56 %, 58 %, 60 %,
70 %, 80 % o mas. En algunas realizaciones, El porcentaje de peso de la proteina transportadora quimérica en el
conjugado de polisacarido-proteina es aproximadamente del 10 %-30 %, 30 %-40 %, 40 %-46 %, 46 %-48 %, 48 %-
50 %, 50 %-52 %, 52 %-54 %, 54 %-56 %, 56 %-60 %, 60 %-80 %, 46 %-51 %, 51 %-56 %, 0 46 %-56 %.

El conjugado de polisacarido-proteina descrito en el presente documento puede incluir una sola especie de molécula
de conjugado de polisacarido-proteina, o una mezcla de especies de moléculas de conjugado de polisacarido-
proteina relacionadas, en donde las especies conjugadas de proteina PS relacionadas comprenden la misma
proteina transportadora quimérica y el antigeno PS derivado de la misma fuente (tal como la misma especie de
bacteria, el mismo polisacarido capsular, etc.), pero la estructura quimica exacta del antigeno PS (incluida la
longitud, la naturaleza quimica de la unidad repetitiva, numero de unidades repetidas en cada molécula de antigeno
PS, etc.), la posicion o posiciones de enlace en la proteina transportadora quimérica y/o el numero de moléculas de
antigeno PS en la proteina transportadora quimérica pueden diferir entre las diferentes moléculas del conjugado de
polisacéarido-proteina. Por tanto, Las propiedades del conjugado de polisacarido-proteina descrito anteriormente
pueden referirse al valor promedio de las moléculas conjugadas de proteina PS.

Proteina transportadora quimérica
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Los conjugados de polisacarido-proteina descritos en el presente documento comprenden una proteina
transportadora quimeérica, que comprende una proteina transportadora y un epitopo universal.

En el presente documento también se describen proteinas transportadoras quiméricas, que puede conjugarse con
un antigeno (tal como un antigeno polisacarido) para formar un conjugado antigeno-proteina con inmunogenicidad
mejorada.

En un aspecto, Se describe una proteina transportadora quimérica para mejorar la respuesta inmune de un antigeno
polisacérido, que comprende una proteina transportadora y un epitopo universal. En algunas realizaciones, la
proteina transportadora quimérica comprende aproximadamente 1 a aproximadamente 3 copias del epitopo
universal. En algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende al menos dos epitopos
universales de diferentes secuencias de aminoacidos. En algunas realizaciones, el epitopo universal se fusiona
covalentemente al extremo N, el extremo C, o tanto el extremo N como el extremo C de la proteina transportadora.
En algunas realizaciones, el epitopo universal comprende (incluyendo consiste esencialmente en o consiste en) la
secuencia de aminoacidos de cualquiera seleccionado entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 1-3. En algunas
realizaciones, la proteina transportadora se deriva del toxoide tetanico, toxoide diftérico, materiales de reaccion
cruzada (CRM) de toxina diftérica, proteina de la capside del rotavirus VP8, complejo de membrana externa
meningococica, o proteina D de Haemophilus influenzae. En algunas realizaciones, la proteina transportadora
comprende la secuencia de aminoacidos de cualquiera seleccionado entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 4-6.
En algunas realizaciones, el epitopo universal se fusiona covalentemente a la proteina transportadora mediante un
enlazador peptidico dispuesto entre ellos.

También se describe una proteina transportadora quimérica para mejorar la respuesta inmune de un antigeno
polisacarido, que comprende una proteina transportadora y un epitopo universal, en donde el epitopo universal
comprende (incluyendo consiste esencialmente en o consiste en) la secuencia de aminoacidos de cualquiera
seleccionado entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 1-3. En algunas realizaciones, la proteina transportadora
quimérica comprende aproximadamente 1 a aproximadamente 3 copias del epitopo universal. En algunas
realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende al menos dos epitopos universales de diferentes
secuencias de aminoacidos. En algunas realizaciones, el epitopo universal se fusiona covalentemente al extremo N,
el extremo C, o tanto el extremo N como el extremo C de la proteina transportadora. En algunas realizaciones, la
proteina transportadora se deriva del toxoide tetanico, toxoide diftérico, materiales de reaccion cruzada (CRM) de
toxina diftérica, proteina de la capside del rotavirus VP8, complejo de membrana externa meningocdcica, o proteina
D de Haemophilus influenzae. En algunas realizaciones, la proteina transportadora comprende la secuencia de
aminoacidos de cualquiera seleccionado entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 4-6. En algunas realizaciones,
el epitopo universal se fusiona covalentemente a la proteina transportadora mediante un enlazador peptidico
dispuesto entre ellos.

También se describe una proteina transportadora quimérica para mejorar la respuesta inmune de un antigeno
polisacarido, que comprende una proteina transportadora y un epitopo universal, en donde el epitopo universal
comprende (incluyendo consiste esencialmente en o consiste en) la secuencia de aminoacidos de cualquiera
seleccionado entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 1-3, y en donde la proteina transportadora se deriva del
toxoide tetanico, toxoide diftérico, materiales de reaccioén cruzada (CRM) de toxina diftérica, proteina de la capside
del rotavirus VP8, complejo de membrana externa meningocdcica, o proteina D de Haemophilus influenzae. En
algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende aproximadamente 1 a aproximadamente 3
copias del epitopo universal. En algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende al menos
dos epitopos universales de diferentes secuencias de aminoacidos. En algunas realizaciones, el epitopo universal se
fusiona covalentemente al extremo N, el extremo C, o tanto el extremo N como el extremo C de la proteina
transportadora. En algunas realizaciones, la proteina transportadora comprende la secuencia de aminoacidos de
cualquiera seleccionado entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 4-6. En algunas realizaciones, el epitopo
universal se fusiona covalentemente a la proteina transportadora mediante un enlazador peptidico dispuesto entre
ellos.

En algunos aspectos, Se describe una proteina transportadora quimérica para mejorar la respuesta inmune de un
antigeno polisacéarido, que comprende una proteina transportadora y un epitopo universal, en donde el epitopo
universal comprende (incluyendo consiste esencialmente en o consiste en) la secuencia de aminoacidos de
cualquiera seleccionado entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 1-3, y en donde la proteina transportadora
comprende la secuencia de aminoacidos de cualquiera seleccionado entre el grupo que consiste en SEQ ID NOs: 4-
6. En algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende aproximadamente 1 a
aproximadamente 3 copias del epitopo universal. En algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica
comprende al menos dos epitopos universales de diferentes secuencias de aminoacidos. En algunas realizaciones,
el epitopo universal se fusiona covalentemente al extremo N, el extremo C, o tanto el extremo N como el extremo C
de la proteina transportadora. En algunas realizaciones, el epitopo universal se fusiona covalentemente a la proteina
transportadora mediante un enlazador peptidico dispuesto entre ellos.

Como se usa en el presente documento, la proteina transportadora quimérica comprende una molécula de fusién, es
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decir, un polimero de aminoacidos hecho mediante la fusion de al menos dos moléculas de polipéptidos
constituyentes o secuencias de aminoacidos que no se derivan naturalmente de la misma molécula o proteina de
polipéptido. La proteina transportadora quimérica contemplada en el presente documento puede tener una unica
cadena larga de aminoécidos (por ejemplo, al menos 30 aminoéacidos de longitud), o puede tener multiples cadenas
largas de aminoéacidos que pueden tener la misma secuencia o secuencias diferentes. La(s) cadena(s) de la proteina
transportadora quimérica puede plegarse en una sola entidad estructural. Al menos una de las cadenas en la
proteina transportadora quimérica comprende la molécula de fusién, en donde las al menos dos moléculas de
polipéptidos constituyentes pueden estar unidas covalentemente entre si a través de un enlace peptidico, un enlace
que involucra los grupos de la cadena lateral (como un enlace disulfuro), y/o un enlace mediado por un enlazador
organico (como un enlace sin impedimento estérico significativo). En algunas realizaciones, se puede disponer un
enlazador entre dos moléculas de polipéptido constituyente adyacentes o secuencias de aminoacidos dentro de la
proteina quimérica, uniendo asi las moléculas de polipéptido constituyente adyacentes o secuencias de
aminoacidos. "Conector", como se usa en el presente documento, puede referirse a un péptido corto (tal como que
comprende de 1-30 aminoéacidos) que se une o se une por enlaces peptidicos a dos secuencias de aminoacidos
constituyentes o moléculas de polipéptido dentro de la proteina quimérica. En algunas realizaciones, el enlazador no
afecta o afecta significativamente el pliegue, conformacion y/o bioactividad de las moléculas de polipéptidos
constituyentes. La proteina quimérica se puede producir mediante técnicas de ADN recombinante, producir por
sintesis quimica, o por unién covalente (como por medio de una reaccién quimica) al menos dos moléculas de
polipéptidos, que pueden derivarse de fuentes naturales o prepararse mediante técnicas de ADN recombinante o
sintesis quimica. La proteina quimérica a la que se hace referencia en el presente documento también puede incluir
polimero(s) de aminoacidos que se ha modificado de forma natural o por intervencion, tal como formaciéon de
enlaces disulfuro, glicosilacion, lipidacion, acetilacion, fosforilacién, o cualquier otra manipulacion o modificacién.
Dentro de este término también se incluyen, por ejemplo, polipéptidos que contienen uno o mas analogos de un
aminoacido (incluidos, por ejemplo, aminoacidos no naturales, etc.), asi como otras modificaciones conocidas en la
técnica. La expresion "proteina transportadora quimérica" y "proteina quimérica" se pueden usar indistintamente en
el presente documento.

En algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende una proteina transportadora y un epitopo
universal. Como se usa en el presente documento, "proteina transportadora" se refiere a una proteina de origen
natural o derivado de la misma (tal como proteina mutante, modificada quimica o naturalmente, o similar) que puede
proporcionar epitopos antigénicos para el reconocimiento por los linfocitos T (como los linfocitos T auxiliares), y
puede conjugarse a un antigeno no relacionado (como el antigeno polisacarido) para mejorar la inmunogenicidad del
antigeno no relacionado. Muchas proteinas transportadoras son conocidas en la técnica, incluyendo, pero sin
limitacion, materiales de reaccion cruzada (CRM) de toxina diftérica, toxoide tetanico, complejo de proteina de
membrana externa meningocdcica (OMPC), toxoide diftérico, proteina D de Haemophilus influenza, asi como
fragmentos, mutantes, y otras variaciones de los mismos. Por ejemplo, los materiales de reaccion cruzada (CRM,
como CRM197) son una variante de la toxina diftérica aislada de cultivos de Cornebacterium diphtheria C7 (3197),
que tienen baja o ninguna toxicidad celular, pero preserva las propiedades inmunogénicas de la toxina diftérica.
Cualquiera de los CRM o versiones genéticamente modificadas de los mismos (como CRM197) puede ser una
proteina transportadora adecuada en la proteina quimérica de la presente invencién. La cadena A de CRM197 se ha
usado previamente como proteina transportadora en vacunas conjugadas de polisacarido-proteina (véase la
publicacion de solicitud de patente china N.° CN103495161A). Cualquiera de la cadena A de CRM197 y sus
derivados (como fragmentos, mutantes o variantes modificadas, incluyendo CRM197A con SEQ ID NO: 4) puede
usarse como la proteina transportadora en la proteina transportadora quimérica de la presente solicitud. Cualquiera
de los mutantes no toxicos de la toxina diftérica que tiene su histidina del resto de aminoacido 21 reemplazado por
una glicina y sus derivados (como fragmentos, mutantes o variantes modificadas, incluyendo CRM197A con SEQ ID
NO: 6) también se puede usar en proteinas transportadoras quiméricas de la presente invencion. Ademas, proteinas
bacterianas o virales (incluidas proteinas de superficie, proteinas de la capside y similares) y derivados de las
mismas (como fragmentos, mutantes o variantes modificadas) que pueden desencadenar la respuesta de los
linfocitos T sin inducir toxicidad celular pueden usarse como la proteina transportadora en la presente invencion. Por
ejemplo, cualquiera de la proteina de la capside del rotavirus VP8 o sus derivados (como fragmentos, mutantes o
variantes modificadas, incluyendo el fragmento CoreVP8 con SEQ ID NO: 5) puede usarse como la proteina
transportadora en la proteina transportadora quimérica de la presente invencion. En algunas realizaciones, la
proteina transportadora se deriva del toxoide tetanico, toxoide diftérico, materiales de reaccion cruzada (CRM) de
toxina diftérica, proteina de la capside del rotavirus VP8, complejo de membrana externa meningocécica, o proteina
D de Haemophilus influenzae. En algunas realizaciones, la proteina transportadora se deriva de la cadena A de
CRM197 de la toxina diftérica. En algunas realizaciones, la proteina transportadora comprende la secuencia de
aminoacidos de cualquiera seleccionado entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 4-6. En algunas realizaciones,
la proteina transportadora comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4. En algunas realizaciones, la
proteina transportadora comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5. En algunas realizaciones, la
proteina transportadora comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6.

Como se usa en el presente documento, "epitopo universal" se refiere a un polimero de aminoacidos de no mas de
aproximadamente 30 aminoacidos de longitud, que comprende un epitopo que puede unirse y representarse por una
molécula MHC de clase | y/o una molécula MHC de clase Il y reconocerse por un receptor de linfocitos T. El epitopo
universal descrito en el presente documento puede tener las siguientes propiedades cuando se incorpora como parte
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de una proteina quimérica: (1) tras la exposicion y la absorciéon de una célula presentadora de antigeno (APC), se
conserva la integridad de al menos la parte del epitopo del epitopo universal, es decir, el APC no escinde ni degrada
la porcién de epitopo del epitopo universal dentro de una proteina quimérica; y (2) el epitopo puede mejorar la
respuesta inmune contra la proteina transportadora en la proteina quimérica, en comparaciéon con la porcion de
proteina transportadora de la proteina quimérica sin el epitopo universal. Se puede usar una variedad de técnicas
conocidas en la técnica para medir la respuesta inmune, incluyendo, pero sin limitaciéon, ensayos de ELISA que
determinan los titulos de anticuerpos. El epitopo universal puede exhibir las propiedades anteriores en multiples
construcciones de proteinas quiméricas (como cuando se fusionan con diferentes secuencias de proteinas), en uno
0 una variedad de tipos de células APC, y/o en APC de diferentes individuos (incluyendo individuos que tienen
diferentes alelos polimérficos de moléculas de MHC). La secuencia de aminoacidos del epitopo universal puede
derivarse de una proteina o polipéptido natural, disefiado artificialmente, o identificado a través de una pantalla de
una biblioteca de péptidos aleatorios. El epitopo universal puede derivarse de una fuente natural, producido por
técnicas de ADN recombinante, o producido por sintesis quimica. El epitopo universal contemplado en el presente
documento puede incluir péptidos lineales o ramificados, péptidos con aminoacidos modificados, y/o péptidos
interrumpidos por no aminoacidos. Por ejemplo, el epitopo universal puede abarcar un polimero de aminoacidos que
ha sido modificado de forma natural o por intervencion tal como formacién de enlaces disulfuro, glicosilacion,
lipidacion, acetilacion, fosforilacion, o cualquier otra manipulacién o modificacion. Dentro de este término también se
incluyen, por ejemplo, polipéptidos que contienen uno o mas analogos de un aminoacido (incluidos, por ejemplo,
aminoacidos no naturales, etc.), asi como otras modificaciones conocidas en la técnica.

En algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende al menos aproximadamente cualquiera de
1, 2, 3, 4, 5 0 mas epitopos universales. En algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende
un solo tipo de epitopo universal que tiene las mismas secuencias de aminoacidos. En algunas realizaciones, la
proteina transportadora quimérica comprende aproximadamente cualquiera de 1, 2, 3, 4, 5 0 mas copias del epitopo
universal. En algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende aproximadamente 1 a
aproximadamente 3 copias del epitopo universal. En algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica
comprende al menos aproximadamente cualquiera de 1, 2 o 3 tipos de epitopos universales, en donde cada tipo de
epitopos universales tiene una secuencia de aminoacidos uUnica. En algunas realizaciones, la proteina
transportadora quimérica comprende aproximadamente una cualquiera de 1, 2, 3, 4 o 5 copias del mismo epitopo
universal. En algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende al menos dos epitopos
universales de diferentes secuencias de aminoacidos. En algunas realizaciones, la proteina transportadora
quimérica comprende aproximadamente 1 a aproximadamente 3 copias de cada tipo de epitopo universal. En
algunas realizaciones, el epitopo universal comprende aproximadamente cualquiera de 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 o mas aminoacidos. En algunas realizaciones, el epitopo universal tiene una
longitud de aproximadamente 8 a aproximadamente 20 aminoacidos (como aproximadamente cualquiera de 8-10,
10-12, 12-14, 14-16, 16-18, 18-20, 8-12, 12-15, 10-15 o 15-20). En algunas realizaciones, el epitopo universal se
deriva del toxoide tetanico, ovoalbumina u otras proteinas inmunogénicas de origen natural (por ejemplo, véase
Panina-Bordignono P et al. (1989) "Universally immunogenic T cell epitopes promiscuous binding to human MHC
class Il and promiscuous recognition by T cells". Eur. J. Immunol. 19: 2237-2242). En algunas realizaciones, el
epitopo universal se une a una pluralidad (como al menos cualquiera de 2, 3, 4, 5, 10, 20, 30, 40, 50 o mas) de
moléculas MHC de clase Il codificadas por diferentes alelos polimérficos. En algunas realizaciones, el epitopo
universal se selecciona entre P2 (SEQ ID NO: 1), P30 (SEQ ID NO: 2), y OVAp (SEQ ID NO: 3). En algunas
realizaciones, el epitopo universal comprende la secuencia de aminoacidos de cualquiera seleccionado entre el
grupo que consiste en SEQ ID NO: 1-3. En algunas realizaciones, el epitopo universal comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones, el epitopo universal comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 2. En algunas realizaciones, el epitopo universal comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 3.

El epitopo universal puede fusionarse a cualquier posicion en la proteina transportadora, que no afecta o afecta
significativamente el plegado, conformaciéon y/o inmunogenicidad de la proteina transportadora. En algunas
realizaciones, el epitopo universal se fusiona covalentemente con el extremo N, o el extremo C de la proteina
transportadora. En algunas realizaciones, un primer epitopo universal se fusiona covalentemente con el extremo N
de la proteina transportadora, y un segundo epitopo universal se fusiona covalentemente con el extremo C de la
proteina transportadora, en donde el primer epitopo universal y el segundo epitopo universal pueden tener la misma
secuencia de aminoacidos, o diferentes secuencias de aminoacidos. En algunas realizaciones, el epitopo universal
se inserta dentro de una posicién interna de la proteina transportadora, tal como dentro de un bucle flexible de la
proteina transportadora. En algunas realizaciones, un primer epitopo universal se fusiona con un segundo epitopo
universal para proporcionar un epitopo universal de fusién, y el epitopo universal de fusion se fusiona
covalentemente al extremo N, extremo C, o una posicion interna en la proteina transportadora, en donde el primer
epitopo universal y el segundo epitopo universal pueden tener la misma secuencia de aminoacidos o diferentes
secuencias de aminoacidos, y el primer epitopo universal o el segundo epitopo universal puede ser un epitopo
universal de fusion que tiene al menos dos secuencias de epitopo universales fusionadas entre si con o sin un
enlazador dispuesto entre ellos.

Por ejemplo, en algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende aproximadamente
cualquiera de 1, 2 o 3 copias de un epitopo universal fusionado al extremo N de una proteina transportadora. En
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algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende al menos 1 copia (como cualquiera de 1, 2 o
3) de un epitopo universal que comprende la SEQ ID NO: 1 fusionada al extremo N de una proteina transportadora
que comprende la SEQ ID NO: 4. En algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende al
menos 1 copia (como cualquiera de 1, 2 o 3) de un epitopo universal que comprende la SEQ ID NO: 2 fusionada al
extremo N de una proteina transportadora que comprende la SEQ ID NO: 4. En algunas realizaciones, la proteina
transportadora quimérica comprende al menos 1 copia (como cualquiera de 1, 2 o 3) de un epitopo universal que
comprende la SEQ ID NO: 3 fusionada al extremo N de una proteina transportadora que comprende la SEQ ID NO:
4. En algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende al menos 1 copia (como cualquiera de
1, 2 0 3) de un epitopo universal que comprende la SEQ ID NO: 1 fusionada al extremo N de una proteina
transportadora que comprende la SEQ ID NO: 5. En algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica
comprende al menos 1 copia (como cualquiera de 1, 2 o 3) de un epitopo universal que comprende la SEQ ID NO: 2
fusionada al extremo N de una proteina transportadora que comprende la SEQ ID NO: 5. En algunas realizaciones,
la proteina transportadora quimérica comprende al menos 1 copia (como cualquiera de 1, 2 o 3) de un epitopo
universal que comprende la SEQ ID NO: 3 fusionada al extremo N de una proteina transportadora que comprende la
SEQ ID NO: 5. En algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende al menos 1 copia (como
cualquiera de 1, 2 o 3) de un epitopo universal que comprende la SEQ ID NO: 1 fusionada al extremo N de una
proteina transportadora que comprende la SEQ ID NO: 6. En algunas realizaciones, la proteina transportadora
quimérica comprende al menos 1 copia (como cualquiera de 1, 2 o 3) de un epitopo universal que comprende la
SEQ ID NO: 2 fusionada al extremo N de una proteina transportadora que comprende la SEQ ID NO: 6. En algunas
realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende al menos 1 copia (como cualquiera de 1, 2 o 3) de un
epitopo universal que comprende la SEQ ID NO: 3 fusionada al extremo N de una proteina transportadora que
comprende la SEQ ID NO: 6.

En algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende aproximadamente cualquiera de 1, 2 0 3
copias de un epitopo universal fusionado al C de la proteina transportadora. En algunas realizaciones, la proteina
transportadora quimérica comprende al menos 1 copia (como cualquiera de 1, 2 o 3) de un epitopo universal que
comprende la SEQ ID NO: 1 fusionada al extremo C de una proteina transportadora que comprende la SEQ ID NO:
4. En algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende al menos 1 copia (como cualquiera de
1, 2 0 3) de un epitopo universal que comprende la SEQ ID NO: 2 fusionada al extremo C de una proteina
transportadora que comprende la SEQ ID NO: 4. En algunas realizaciones, la proteina transportadora quimeérica
comprende al menos 1 copia (como cualquiera de 1, 2 o 3) de un epitopo universal que comprende la SEQ ID NO: 3
fusionada al extremo C de una proteina transportadora que comprende la SEQ ID NO: 4. En algunas realizaciones,
la proteina transportadora quimérica comprende al menos 1 copia (como cualquiera de 1, 2 o 3) de un epitopo
universal que comprende la SEQ ID NO: 1 fusionada al extremo C de una proteina transportadora que comprende la
SEQ ID NO: 5. En algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende al menos 1 copia (como
cualquiera de 1, 2 o 3) de un epitopo universal que comprende la SEQ ID NO: 2 fusionada al extremo C de una
proteina transportadora que comprende la SEQ ID NO: 5. En algunas realizaciones, la proteina transportadora
quimérica comprende al menos 1 copia (como cualquiera de 1, 2 o 3) de un epitopo universal que comprende la
SEQ ID NO: 3 fusionada al extremo C de una proteina transportadora que comprende la SEQ ID NO: 5. En algunas
realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende al menos 1 copia (como cualquiera de 1, 2 0 3) de un
epitopo universal que comprende la SEQ ID NO: 1 fusionada al extremo C de una proteina transportadora que
comprende la SEQ ID NO: 6. En algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende al menos 1
copia (como cualquiera de 1, 2 o 3) de un epitopo universal que comprende la SEQ ID NO: 2 fusionada al extremo C
de una proteina transportadora que comprende la SEQ ID NO: 6. En algunas realizaciones, la proteina
transportadora quimérica comprende al menos 1 copia (como cualquiera de 1, 2 o 3) de un epitopo universal que
comprende la SEQ ID NO: 3 fusionada al extremo C de una proteina transportadora que comprende la SEQ ID NO:
6.

En algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende un primer epitopo universal fusionado al
extremo N de la proteina transportadora, en donde el extremo C de la proteina transportadora se fusiona a un
segundo epitopo universal, y en donde el primer epitopo universal y el segundo epitopo universal tienen la misma
secuencia de aminoéacidos. En algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende al menos 1
copia (como cualquiera de 1, 2 o 3) de un epitopo universal que comprende la SEQ ID NO: 1 fusionada al extremo N
de una proteina transportadora que comprende la SEQ ID NO: 4, en donde el extremo C de la proteina
transportadora se fusiona adicionalmente con al menos 1 copia (tal como cualquiera de 1, 2 o 3) del epitopo
universal. En algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende al menos 1 copia (como
cualquiera de 1, 2 o 3) de un epitopo universal que comprende la SEQ ID NO: 2 fusionada al extremo N de una
proteina transportadora que comprende la SEQ ID NO: 4, en donde el extremo C de la proteina transportadora se
fusiona adicionalmente con al menos 1 copia (tal como cualquiera de 1, 2 o 3) del epitopo universal. En algunas
realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende al menos 1 copia (como cualquiera de 1, 2 o 3) de un
epitopo universal que comprende la SEQ ID NO: 3 fusionada al extremo N de una proteina transportadora que
comprende la SEQ ID NO: 4, en donde el extremo C de la proteina transportadora se fusiona adicionalmente con al
menos 1 copia (tal como cualquiera de 1, 2 o 3) del epitopo universal. En algunas realizaciones, la proteina
transportadora quimérica comprende al menos 1 copia (como cualquiera de 1, 2 o 3) de un epitopo universal que
comprende la SEQ ID NO: 1 fusionada al extremo N de una proteina transportadora que comprende la SEQ ID NO:
5, en donde el extremo C de la proteina transportadora se fusiona adicionalmente con al menos 1 copia (tal como
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cualquiera de 1, 2 o 3) del epitopo universal. En algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica
comprende al menos 1 copia (como cualquiera de 1, 2 o 3) de un epitopo universal que comprende la SEQ ID NO: 2
fusionada al extremo N de una proteina transportadora que comprende la SEQ ID NO: 5, en donde el extremo C de
la proteina transportadora se fusiona adicionalmente con al menos 1 copia (tal como cualquiera de 1, 2 o 3) del
epitopo universal. En algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende al menos 1 copia
(como cualquiera de 1, 2 o 3) de un epitopo universal que comprende la SEQ ID NO: 3 fusionada al extremo N de
una proteina transportadora que comprende la SEQ ID NO: 5, en donde el extremo C de la proteina transportadora
se fusiona adicionalmente con al menos 1 copia (tal como cualquiera de 1, 2 o 3) del epitopo universal. En algunas
realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende al menos 1 copia (como cualquiera de 1, 2 0 3) de un
epitopo universal que comprende la SEQ ID NO: 1 fusionada al extremo N de una proteina transportadora que
comprende la SEQ ID NO: 6, en donde el extremo C de la proteina transportadora se fusiona adicionalmente con al
menos 1 copia (tal como cualquiera de 1, 2 o 3) del epitopo universal. En algunas realizaciones, la proteina
transportadora quimérica comprende al menos 1 copia (como cualquiera de 1, 2 o 3) de un epitopo universal que
comprende la SEQ ID NO: 2 fusionada al extremo N de una proteina transportadora que comprende la SEQ ID NO:
6, en donde el extremo C de la proteina transportadora se fusiona adicionalmente con al menos 1 copia (tal como
cualquiera de 1, 2 o 3) del epitopo universal. En algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica
comprende al menos 1 copia (como cualquiera de 1, 2 o 3) de un epitopo universal que comprende la SEQ ID NO: 3
fusionada al extremo N de una proteina transportadora que comprende la SEQ ID NO: 6, en donde el extremo C de
la proteina transportadora se fusiona adicionalmente con al menos 1 copia (tal como cualquiera de 1, 2 o 3) del
epitopo universal.

En algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende un primer epitopo universal fusionado al
extremo N de la proteina transportadora, en donde el extremo C de la proteina transportadora se fusiona a un
segundo epitopo universal, y en donde el primer epitopo universal y el segundo epitopo universal tienen diferentes
secuencias de aminoacidos. En algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende al menos 1
copia (como cualquiera de 1, 2 o 3) de un primer epitopo universal que comprende la SEQ ID NO: 1 fusionada al
extremo N de una proteina transportadora que comprende la SEQ ID NO: 4, en donde el extremo C de la proteina
transportadora se fusiona adicionalmente con al menos 1 copia (tal como cualquiera de 1, 2 o 3) de un segundo
epitopo universal que comprende la SEQ ID NO: 2. En algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica
comprende al menos 1 copia (como cualquiera de 1, 2 o 3) de un primer epitopo universal que comprende la SEQ ID
NO: 2 fusionada al extremo N de una proteina transportadora que comprende la SEQ ID NO: 4, en donde el extremo
C de la proteina transportadora se fusiona adicionalmente con al menos 1 copia (tal como cualquiera de 1, 2 0 3) de
un segundo epitopo universal que comprende la SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones, la proteina transportadora
quimérica comprende al menos 1 copia (como cualquiera de 1, 2 o0 3) de un primer epitopo universal que comprende
la SEQ ID NO: 1 fusionada al extremo N de una proteina transportadora que comprende la SEQ ID NO: 4, en donde
el extremo C de la proteina transportadora se fusiona adicionalmente con al menos 1 copia (tal como cualquiera de
1, 2 0 3) de un segundo epitopo universal que comprende la SEQ ID NO: 3. En algunas realizaciones, la proteina
transportadora quimérica comprende al menos 1 copia (como cualquiera de 1, 2 o 3) de un primer epitopo universal
que comprende la SEQ ID NO: 3 fusionada al extremo N de una proteina transportadora que comprende la SEQ ID
NO: 4, en donde el extremo C de la proteina transportadora se fusiona adicionalmente con al menos 1 copia (tal
como cualquiera de 1, 2 o 3) de un segundo epitopo universal que comprende la SEQ ID NO: 1. En algunas
realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende al menos 1 copia (como cualquiera de 1, 2 0 3) de un
primer epitopo universal que comprende la SEQ ID NO: 2 fusionada al extremo N de una proteina transportadora
que comprende la SEQ ID NO: 4, en donde el extremo C de la proteina transportadora se fusiona adicionalmente
con al menos 1 copia (tal como cualquiera de 1, 2 o 3) de un segundo epitopo universal que comprende la SEQ ID
NO: 3. En algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende al menos 1 copia (como
cualquiera de 1, 2 o 3) de un primer epitopo universal que comprende la SEQ ID NO: 3 fusionada al extremo N de
una proteina transportadora que comprende la SEQ ID NO: 4, en donde el extremo C de la proteina transportadora
se fusiona adicionalmente con al menos 1 copia (tal como cualquiera de 1, 2 o 3) de un segundo epitopo universal
que comprende la SEQ ID NO: 2. En algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende al
menos 1 copia (como cualquiera de 1, 2 o 3) de un primer epitopo universal que comprende la SEQ ID NO: 1
fusionada al extremo N de una proteina transportadora que comprende la SEQ ID NO: 5, en donde el extremo C de
la proteina transportadora se fusiona adicionalmente con al menos 1 copia (tal como cualquiera de 1, 2 o 3) de un
segundo epitopo universal que comprende la SEQ ID NO: 2. En algunas realizaciones, la proteina transportadora
quimérica comprende al menos 1 copia (como cualquiera de 1, 2 o 3) de un primer epitopo universal que comprende
la SEQ ID NO: 2 fusionada al extremo N de una proteina transportadora que comprende la SEQ ID NO: 5, en donde
el extremo C de la proteina transportadora se fusiona adicionalmente con al menos 1 copia (tal como cualquiera de
1,2, o 3) de un segundo epitopo universal que comprende la SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones, la proteina
transportadora quimérica comprende al menos 1 copia (como cualquiera de 1, 2 o 3) de un primer epitopo universal
que comprende la SEQ ID NO: 1 fusionada al extremo N de una proteina transportadora que comprende la SEQ ID
NO: 5, en donde el extremo C de la proteina transportadora se fusiona adicionalmente con al menos 1 copia (tal
como cualquiera de 1, 2 o 3) de un segundo epitopo universal que comprende la SEQ ID NO: 3. En algunas
realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende al menos 1 copia (como cualquiera de 1, 2 o 3) de un
primer epitopo universal que comprende la SEQ ID NO: 3 fusionada al extremo N de una proteina transportadora
que comprende la SEQ ID NO: 5, en donde el extremo C de la proteina transportadora se fusiona adicionalmente
con al menos 1 copia (tal como cualquiera de 1, 2 o 3) de un segundo epitopo universal que comprende la SEQ ID
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NO: 1. En algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende al menos 1 copia (como
cualquiera de 1, 2 o 3) de un primer epitopo universal que comprende la SEQ ID NO: 2 fusionada al extremo N de
una proteina transportadora que comprende la SEQ ID NO: 5, en donde el extremo C de la proteina transportadora
se fusiona adicionalmente con al menos 1 copia (tal como cualquiera de 1,2, o 3) de un segundo epitopo universal
que comprende la SEQ ID NO: 3. En algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende al
menos 1 copia (como cualquiera de 1, 2 o 3) de un primer epitopo universal que comprende la SEQ ID NO: 3
fusionada al extremo N de una proteina transportadora que comprende la SEQ ID NO: 5, en donde el extremo C de
la proteina transportadora se fusiona adicionalmente con al menos 1 copia (tal como cualquiera de 1, 2 0 3) de un
segundo epitopo universal que comprende la SEQ ID NO: 2. En algunas realizaciones, la proteina transportadora
quimérica comprende al menos 1 copia (como cualquiera de 1, 2 o 3) de un primer epitopo universal que comprende
la SEQ ID NO: 1 fusionada al extremo N de una proteina transportadora que comprende la SEQ ID NO: 6, en donde
el extremo C de la proteina transportadora se fusiona adicionalmente con al menos 1 copia (tal como cualquiera de
1, 2 0 3) de un segundo epitopo universal que comprende la SEQ ID NO: 2. En algunas realizaciones, la proteina
transportadora quimérica comprende al menos 1 copia (como cualquiera de 1, 2 o 3) de un primer epitopo universal
que comprende la SEQ ID NO: 2 fusionada al extremo N de una proteina transportadora que comprende la SEQ ID
NO: 6, en donde el extremo C de la proteina transportadora se fusiona adicionalmente con al menos 1 copia (tal
como cualquiera de 1, 2 o 3) de un segundo epitopo universal que comprende la SEQ ID NO: 1. En algunas
realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende al menos 1 copia (como cualquiera de 1, 2 0 3) de un
primer epitopo universal que comprende la SEQ ID NO: 1 fusionada al extremo N de una proteina transportadora
que comprende la SEQ ID NO: 6, en donde el extremo C de la proteina transportadora se fusiona adicionalmente
con al menos 1 copia (tal como cualquiera de 1, 2 o 3) de un segundo epitopo universal que comprende la SEQ ID
NO: 3. En algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende al menos 1 copia (como
cualquiera de 1, 2 o 3) de un primer epitopo universal que comprende la SEQ ID NO: 3 fusionada al extremo N de
una proteina transportadora que comprende la SEQ ID NO: 6, en donde el extremo C de la proteina transportadora
se fusiona adicionalmente con al menos 1 copia (tal como cualquiera de 1, 2 o 3) de un segundo epitopo universal
que comprende la SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende al
menos 1 copia (como cualquiera de 1, 2 o 3) de un primer epitopo universal que comprende la SEQ ID NO: 2
fusionada al extremo N de una proteina transportadora que comprende la SEQ ID NO: 6, en donde el extremo C de
la proteina transportadora se fusiona adicionalmente con al menos 1 copia (tal como cualquiera de 1, 2 o 3) de un
segundo epitopo universal que comprende la SEQ ID NO: 3. En algunas realizaciones, la proteina transportadora
quimérica comprende al menos 1 copia (como cualquiera de 1, 2 0 3) de un primer epitopo universal que comprende
la SEQ ID NO: 3 fusionada al extremo N de una proteina transportadora que comprende la SEQ ID NO: 6, en donde
el extremo C de la proteina transportadora se fusiona adicionalmente con al menos 1 copia (tal como cualquiera de
1, 2 0 3) de un segundo epitopo universal que comprende la SEQ ID NO: 2.

En algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende un epitopo de fusion universal fusionado
al extremo N de una proteina transportadora, en donde el epitopo universal de fusion comprende una o dos copias
de un primer epitopo universal fusionado covalentemente a una o dos copias de un segundo epitopo universal, en
donde el primer epitopo universal y el segundo epitopo universal tienen diferentes secuencias de aminoacidos. En
algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende un epitopo de fusion universal fusionado al
extremo N de una proteina transportadora quimérica, en donde el epitopo universal de fusion comprende SEQ ID
NO: 1y SEQ ID NO: 2, y en donde la proteina transportadora comprende SEQ ID NO: 4. En algunas realizaciones,
la proteina transportadora quimérica comprende un epitopo de fusiéon universal fusionado al extremo N de una
proteina transportadora quimérica, en donde el epitopo universal de fusion comprende SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO:
3, y en donde la proteina transportadora comprende SEQ ID NO: 4. En algunas realizaciones, la proteina
transportadora quimérica comprende un epitopo de fusion universal fusionado al extremo N de una proteina
transportadora quimérica, en donde el epitopo universal de fusion comprende SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3,y en
donde la proteina transportadora comprende SEQ ID NO: 4. En algunas realizaciones, la proteina transportadora
quimérica comprende un epitopo de fusion universal fusionado al extremo N de una proteina transportadora
quimérica, en donde el epitopo universal de fusion comprende SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2, y en donde la
proteina transportadora comprende SEQ ID NO: 5. En algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica
comprende un epitopo de fusién universal fusionado al extremo N de una proteina transportadora quimérica, en
donde el epitopo universal de fusion comprende SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 3, y en donde la proteina
transportadora comprende SEQ ID NO: 5. En algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende
un epitopo de fusion universal fusionado al extremo N de una proteina transportadora quimérica, en donde el epitopo
universal de fusion comprende SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3, y en donde la proteina transportadora comprende
SEQ ID NO: 5. En algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende un epitopo de fusién
universal fusionado al extremo N de una proteina transportadora quimérica, en donde el epitopo universal de fusion
comprende SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2, y en donde la proteina transportadora comprende SEQ ID NO: 6. En
algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende un epitopo de fusion universal fusionado al
extremo N de una proteina transportadora quimérica, en donde el epitopo universal de fusién comprende SEQ ID
NO: 1y SEQ ID NO: 3, y en donde la proteina transportadora comprende SEQ ID NO: 6. En algunas realizaciones,
la proteina transportadora quimérica comprende un epitopo de fusion universal fusionado al extremo N de una
proteina transportadora quimérica, en donde el epitopo universal de fusién comprende SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO:
3, y en donde la proteina transportadora comprende SEQ ID NO: 6.
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En algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende un epitopo de fusion universal fusionado
al extremo C de una proteina transportadora, en donde el epitopo universal de fusion comprende una o dos copias
de un primer epitopo universal fusionado covalentemente a una o dos copias de un segundo epitopo universal, en
donde el primer epitopo universal y el segundo epitopo universal tienen diferentes secuencias de aminoacidos. En
algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende un epitopo de fusion universal fusionado al
extremo C de una proteina transportadora quimérica, en donde el epitopo universal de fusién comprende SEQ ID
NO: 1y SEQ ID NO: 2, y en donde la proteina transportadora comprende SEQ ID NO: 4. En algunas realizaciones,
la proteina transportadora quimérica comprende un epitopo de fusion universal fusionado al extremo C de una
proteina transportadora quimérica, en donde el epitopo universal de fusion comprende SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO:
3, y en donde la proteina transportadora comprende SEQ ID NO: 4. En algunas realizaciones, la proteina
transportadora quimérica comprende un epitopo de fusién universal fusionado al extremo C de una proteina
transportadora quimérica, en donde el epitopo universal de fusion comprende SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3,y en
donde la proteina transportadora comprende SEQ ID NO: 4. En algunas realizaciones, la proteina transportadora
quimérica comprende un epitopo de fusidon universal fusionado al extremo C de una proteina transportadora
quimérica, en donde el epitopo universal de fusion comprende SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2, y en donde la
proteina transportadora comprende SEQ ID NO: 5. En algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica
comprende un epitopo de fusidn universal fusionado al extremo C de una proteina transportadora quimérica, en
donde el epitopo universal de fusion comprende SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 3, y en donde la proteina
transportadora comprende SEQ ID NO: 5. En algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende
un epitopo de fusién universal fusionado al extremo C de una proteina transportadora quimérica, en donde el epitopo
universal de fusion comprende SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3, y en donde la proteina transportadora comprende
SEQ ID NO: 5. En algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende un epitopo de fusion
universal fusionado al extremo C de una proteina transportadora quimérica, en donde el epitopo universal de fusion
comprende SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2, y en donde la proteina transportadora comprende SEQ ID NO: 6. En
algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende un epitopo de fusion universal fusionado al
extremo C de una proteina transportadora quimérica, en donde el epitopo universal de fusion comprende SEQ ID
NO: 1y SEQ ID NO: 3, y en donde la proteina transportadora comprende SEQ ID NO: 6. En algunas realizaciones,
la proteina transportadora quimérica comprende un epitopo de fusiéon universal fusionado al extremo C de una
proteina transportadora quimérica, en donde el epitopo universal de fusién comprende SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO:
3, y en donde la proteina transportadora comprende SEQ ID NO: 6.

En algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende un primer epitopo universal fusionado al
extremo C de una proteina transportadora, en donde el extremo N de la proteina transportadora se fusiona con un
epitopo universal de fusidon. En algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende un primer
epitopo universal fusionado al extremo N de una proteina transportadora, en donde el extremo C de la proteina
transportadora se fusiona a un epitopo universal de fusion. El epitopo universal de fusion comprende al menos dos
epitopos universales de la misma secuencia de aminoacidos o diferentes secuencias de aminoacidos. Por ejemplo,
el epitopo de fusion universal puede comprender la SEQ ID NO: 1y la SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO:
3,SEQID NO: 1y SEQ ID NO: 3.

En algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende un epitopo de fusion universal fusionado
al extremo N de una proteina transportadora, en donde el extremo C de la proteina transportadora se fusiona con un
epitopo universal, en donde el epitopo de fusion universal comprende SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2, la proteina
transportadora comprende SEQ ID NO: 4, y el epitopo universal comprende SEQ ID NO: 3. En algunas
realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende un epitopo de fusion universal fusionado al extremo N
de una proteina transportadora, en donde el extremo C de la proteina transportadora se fusiona con un epitopo
universal, en donde el epitopo de fusién universal comprende SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 3, la proteina
transportadora comprende SEQ ID NO: 4, y el epitopo universal comprende SEQ ID NO: 2. En algunas
realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende un epitopo de fusion universal fusionado al extremo N
de una proteina transportadora, en donde el extremo C de la proteina transportadora se fusiona con un epitopo
universal, en donde el epitopo de fusion universal comprende SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3, la proteina
transportadora comprende SEQ ID NO: 4, y el epitopo universal comprende SEQ ID NO: 1. En algunas
realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende un epitopo de fusién universal fusionado al extremo N
de una proteina transportadora, en donde el extremo C de la proteina transportadora se fusiona con un epitopo
universal, en donde el epitopo de fusién universal comprende SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2, la proteina
transportadora comprende SEQ ID NO: 5, y el epitopo universal comprende SEQ ID NO: 3. En algunas
realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende un epitopo de fusion universal fusionado al extremo N
de una proteina transportadora, en donde el extremo C de la proteina transportadora se fusiona con un epitopo
universal, en donde el epitopo de fusion universal comprende SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 3, la proteina
transportadora comprende SEQ ID NO: 5, y el epitopo universal comprende SEQ ID NO: 2. En algunas
realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende un epitopo de fusién universal fusionado al extremo N
de una proteina transportadora, en donde el extremo C de la proteina transportadora se fusiona con un epitopo
universal, en donde el epitopo de fusién universal comprende SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3, la proteina
transportadora comprende SEQ ID NO: 5, y el epitopo universal comprende SEQ ID NO: 1. En algunas
realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende un epitopo de fusion universal fusionado al extremo N
de una proteina transportadora, en donde el extremo C de la proteina transportadora se fusiona con un epitopo
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universal, en donde el epitopo de fusion universal comprende SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2, la proteina
transportadora comprende SEQ ID NO: 6, y el epitopo universal comprende SEQ ID NO: 3. En algunas
realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende un epitopo de fusién universal fusionado al extremo N
de una proteina transportadora, en donde el extremo C de la proteina transportadora se fusiona con un epitopo
universal, en donde el epitopo de fusién universal comprende SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 3, la proteina
transportadora comprende SEQ ID NO: 6, y el epitopo universal comprende SEQ ID NO: 2. En algunas
realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende un epitopo de fusion universal fusionado al extremo N
de una proteina transportadora, en donde el extremo C de la proteina transportadora se fusiona con un epitopo
universal, en donde el epitopo de fusion universal comprende SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3, la proteina
transportadora comprende SEQ ID NO: 6, y el epitopo universal comprende SEQ ID NO: 1.

Cualquiera de las proteinas transportadoras quiméricas descritas anteriormente puede o no comprender secuencias
adicionales entre epitopos universales adyacentes, y/o entre cada epitopo universal y la proteina transportadora. En
algunas realizaciones, el epitopo universal (incluido el epitopo universal de fusién) se fusiona covalentemente a un
segundo epitopo universal (incluido el epitopo universal de fusién) o la proteina transportadora mediante un
enlazador peptidico dispuesto entre ellos. En algunas realizaciones, el epitopo universal se fusiona directamente a la
proteina transportadora sin tener un enlazador peptidico dispuesto entre ellos. En algunas realizaciones, la proteina
transportadora quimérica comprende un epitopo universal de fusién que comprende un primer epitopo universal a un
segundo epitopo universal con un enlazador peptidico dispuesto entre ellos, en donde el primer epitopo universal y
el segundo epitopo universal pueden tener la misma secuencia de aminoacidos, o diferentes secuencias de
aminoacidos. Los enlazadores adecuados pueden seleccionarse facilmente y pueden tener cualquier longitud
adecuada, como aproximadamente cualquiera de 1 aminoacido (por ejemplo, Gly) a 20 aminoacidos, de 2
aminoacidos a 15 aminoacidos, de 3 aminoacidos a 12 aminoacidos, incluyendo de 4 aminoacidos a 10
aminoacidos, de 5 aminoacidos a 9 aminoacidos, de 6 aminoacidos a 8 aminoacidos, o de 7 aminoacidos a 8
aminoacidos, y pueden ser cualquiera de 1, 2, 3, 4, 5, 6 o 7 aminoacidos. Los enlazadores flexibles ejemplares
incluyen polimeros de glicina (G)n, polimeros de glicina-serina (incluyendo, por ejemplo, (GS)n, (GSGSG)n (SEQ ID
NO: 7), (GSGGS)n y(GGGS)n, en donde n es un entero de al menos uno), polimeros de glicina-alanina, polimeros
de alanina-serina y otros enlazadores flexibles conocidos e la técnica. Los polimeros de glicina y glicina serina estan
relativamente desestructurados y, por lo tanto, pueden servir como un enlace neutro entre los componentes. Los
enlazadores flexibles ejemplares incluyen, pero no se limitan a GGSG, GSGSG (SEQ ID NO: 7),
GGGGSGGGGSGGGGS, GGGGSG, GGSGG, GSGGG, GGGSG, GSSSG, y similares. En algunas realizaciones, el
enlazador peptidico tiene una longitud entre 1 y 20 restos de aminoacido. En algunas realizaciones, el conector
peptidico comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7.

Cualquiera de las proteinas transportadoras descritas anteriormente puede combinarse con una o mas copias (como
1, 2, 3 0 mas) de cualquiera o combinaciones de los epitopos universales descritos anteriormente, y opcionalmente
combinarse con cualquiera de los enlazadores descritos anterior para proporcionar la proteina transportadora
quimérica de la presente solicitud. En algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende una
proteina transportadora y uno o mas epitopos universales seleccionados entre el grupo que consiste en SEQ ID NO:
1-3. En algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende una proteina transportadora que
comprende cualquiera de las secuencias de aminoacidos seleccionadas entre el grupo que consiste en SEQ ID NO:
4-6. En algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende una proteina transportadora que
comprende cualquiera de las secuencias de aminoacidos seleccionadas entre el grupo que consiste en SEQ ID NO:
4-6, y uno o mas epitopos universales seleccionados entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 1-3. En algunas
realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende la secuencia de aminoacidos de cualquiera de los
seleccionados entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 8-32. En algunas realizaciones, la proteina transportadora
quimérica comprende la secuencia de aminoacidos de cualquiera de los seleccionados entre el grupo que consiste
en SEQ ID NO: 39-44. En algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende la secuencia de
aminoacidos de cualquiera de los seleccionados entre el grupo que consiste en las SEQ ID NOs: 51-56.

Los conjugados de polisacarido-proteina descritos en la seccidén anterior pueden comprender cualquiera de las
proteinas transportadoras quiméricas descritas anteriormente en esta seccién en combinacién con cualquiera de los
antigenos de polisacarido descritos en la seccién anterior. Cualquiera de los antigenos de polisacarido y cualquiera
de las proteinas transportadoras quiméricas también pueden usarse en los métodos de preparacion descritos en la
seccion a continuacion.

Métodos de preparacion

En el presente documento también se describen métodos para preparar cualquiera de las proteinas transportadoras
quiméricas y los conjugados de polisacérido-proteina descritos en el presente documento.

En un aspecto de la presente invencion, se proporciona un método para preparar el conjugado de polisacarido-
proteina, que comprende conjugar el antigeno polisacarido con la proteina transportadora quimérica. En algunas
realizaciones, el método comprende ademas preparar el antigeno polisacarido antes de conjugar el antigeno
polisacarido con la proteina transportadora quimérica. En algunas realizaciones, el método comprende ademas
preparar la proteina transportadora quimérica antes de conjugar el antigeno polisacarido con la proteina
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transportadora quimérica. En algunas realizaciones, el antigeno polisacarido se prepara cultivando una bacteria que
comprende el antigeno polisacarido y recuperando el antigeno polisacarido del cultivo. En algunas realizaciones, la
proteina transportadora quimérica se prepara cultivando una célula hospedadora transformada con un vector que
comprende la secuencia de acidos nucleicos que codifica la proteina transportadora quimérica en condiciones que
permiten la expresion de la proteina transportadora quimérica y recuperando la proteina transportadora quimérica
expresada del cultivo.

En algunas realizaciones, se proporciona un método para preparar el conjugado de polisacarido-proteina, que
comprende preparar el antigeno polisacarido y conjugar el antigeno polisacarido con la proteina transportadora
quimérica. En algunas realizaciones, el antigeno polisacarido se prepara cultivando una bacteria que comprende el
antigeno polisacarido y recuperando el antigeno polisacérido del cultivo. En algunas realizaciones, la proteina
transportadora quimérica se prepara cultivando una célula hospedadora transformada con un vector que comprende
la secuencia de acidos nucleicos que codifica la proteina transportadora quimérica en condiciones que permiten la
expresion de la proteina transportadora quimérica y recuperando la proteina transportadora quimérica expresada del
cultivo.

En algunas realizaciones, se proporciona un método para preparar el conjugado de polisacarido-proteina, que
comprende preparar la proteina transportadora quimérica y conjugar el antigeno polisacarido con la proteina
transportadora quimérica. En algunas realizaciones, el antigeno polisacarido se prepara cultivando una bacteria que
comprende el antigeno polisacarido y recuperando el antigeno polisacarido del cultivo. En algunas realizaciones, la
proteina transportadora quimérica se prepara cultivando una célula hospedadora transformada con un vector que
comprende la secuencia de acidos nucleicos que codifica la proteina transportadora quimérica en condiciones que
permiten la expresion de la proteina transportadora quimérica y recuperando la proteina transportadora quimérica
expresada del cultivo.

En algunas realizaciones, se proporciona un método para preparar el conjugado de polisacarido-proteina, que
comprende preparar el antigeno polisacarido, preparar la proteina transportadora quimérica y conjugar el antigeno
polisacérido con la proteina transportadora quimérica. En algunas realizaciones, el antigeno polisacarido se prepara
cultivando una bacteria que comprende el antigeno polisacarido y recuperando el antigeno polisacarido del cultivo.
En algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica se prepara cultivando una célula hospedadora
transformada con un vector que comprende la secuencia de acidos nucleicos que codifica la proteina transportadora
quimérica en condiciones que permiten la expresion de la proteina transportadora quimérica y recuperando la
proteina transportadora quimérica expresada del cultivo.

En algunas realizaciones, se proporciona un método para preparar el conjugado de polisacarido-proteina, que
comprende:

i) cultivar una bacteria que comprende un antigeno polisacarido;
i) recuperar el antigeno polisacarido del cultivo;

iii) cultivar una célula hospedadora transformada con un vector que comprende la secuencia de acidos nucleicos
que codifica una proteina transportadora quimérica en condiciones que permiten la expresiéon de la proteina
transportadora quimérica;

iv) recuperar la proteina transportadora quimérica expresada del cultivo; y
v) conjugar el antigeno polisacarido con la proteina transportadora quimérica.

En un aspecto de la presente solicitud, se proporciona un método para preparar una proteina transportadora
quimérica, que comprende cultivar una célula hospedadora transformada con un vector que comprende la secuencia
de acidos nucleicos que codifica la proteina transportadora quimérica en condiciones que permiten la expresion de la
proteina transportadora quimérica y recuperar la proteina transportadora quimérica expresada del cultivo. En
algunas realizaciones, el vector comprende la secuencia de acidos nucleicos de una cualquiera seleccionada entre
el grupo que consiste en SEQ ID NOs: 34-38. En algunas realizaciones, el vector comprende la secuencia de acidos
nucleicos de una cualquiera seleccionada entre el grupo que consiste en SEQ ID NOs: 46-50. En algunas
realizaciones, el vector comprende la secuencia de acidos nucleicos de una cualquiera seleccionada entre el grupo
que consiste en SEQ ID NOs: 58-63.

La presente invencion puede usar cualquiera de los muchos métodos conocidos en la técnica para conjugar o unir
covalentemente polisacaridos a proteinas, por ejemplo, véase Hermanson, Greg T. "Bioconjugate techniques".
Academic press, 2013. Por ejemplo, comunmente se aplican tres métodos para conjugar polisacaridos con
proteinas, incluyendo: 1) aminacion reductora, en donde el grupo aldehido o cetona en un componente de la
reaccion reacciona con el grupo amino o hidrazida en el otro componente, y el doble enlace C=N formado se reduce
posteriormente a enlace simple C-N mediante un agente reductor; 2) conjugacion de cianilacion, en donde el
polisacarido se activa por bromuro de ciandégenos (CNBr) o por tetrafluoroborato de 1-ciano-4-dimetilamonio-piridinio
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(CDAP) para introducir un grupo cianato en el grupo hidroxilo, que forma un enlace covalente al grupo amino o
hidrazida tras la adicion del componente proteico; y 3) una reaccion de carbodiimida, en donde la carbodiimida (tal
como 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida o EDC) activa el grupo carboxilo en un componente de la reaccion
de conjugacion, y el grupo carbonilo activado reacciona con el grupo amino o hidrazida en el otro componente. Estas
reacciones también se emplean con frecuencia para activar los componentes del conjugado antes de la reaccién de
conjugacion. En algunas realizaciones, el antigeno polisacarido se conjuga con la proteina transportadora quimérica
por aminacion reductora, conjugacion de cianilaciéon, o una reaccion de carbodiimida. En algunas realizaciones, el
antigeno polisacarido se activa por tetrafluoroborato de 1-ciano-4-dimetilamoniompiridinio (CDAP). En algunas
realizaciones, el antigeno polisacarido se conjuga con la proteina transportadora quimérica a través de un enlazador
de dihidrazida de acido adipico (ADH). En algunas realizaciones, el conjugado de polisacarido-proteina sintetizado
se purifica adicionalmente por cualquiera de los métodos conocidos en la técnica, tales como cromatografia,
electroforesis, ultrafiltracion, dialisis, etc. El conjugado de polisacarido-proteina puede caracterizarse y cuantificarse
usando métodos conocidos en la técnica, tales como cromatografia, espectroscopia de masas, etc. En algunas
realizaciones, el conjugado de polisacarido-proteina tiene una pureza de aproximadamente cualquiera de mas del
70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 99 % o0 mas.

El antigeno polisacarido se puede preparar por cualquiera de los métodos conocidos en la técnica, incluyendo, pero
no limitado a, sintesis quimica y aislamiento de fuentes naturales, como aislamiento de un cultivo bacteriano. En
algunas realizaciones, el antigeno polisacarido se prepara cultivando la bacteria que comprende el antigeno
polisacéarido y recuperando el antigeno polisacarido del cultivo. En algunas realizaciones, el antigeno polisacarido se
extrae de la fraccién soluble de bacterias lisadas en un cultivo bacteriano. En algunas realizaciones, el antigeno
polisacarido extraido se purifica adicionalmente, por ejemplo, eliminando &cidos nucleicos y proteinas,
respectivamente. En algunas realizaciones, el antigeno polisacarido extraido y opcionalmente purificado se procesa
adicionalmente (tal como hidrolizado, escindido o digerido bioquimica o quimicamente) para obtener un antigeno
polisacarido de un intervalo de peso molecular apropiado y/o peso molecular medio. Pueden usarse etapas de
purificacion adicionales, tales como cromatografia, didlisis, ultrafiltracion, electroforesis, precipitacion diferencial, etc.,
para preparar el antigeno polisacarido. El antigeno polisacarido preparado puede caracterizarse usando una
variedad de métodos conocidos en la técnica, como espectroscopia de masas, FTIR, ensayos colorimétricos,
electroforesis, etc., para cuantificar y/o confirmar quimicos, propiedades fisicas y/o estructurales del antigeno
polisacérido. En algunas realizaciones, el antigeno polisacarido se activa y/u oxida adicionalmente para obtener un
derivado de antigeno polisacarido que se puede conjugar facilmente con la proteina transportadora quimérica. En
algunas realizaciones, el derivado del antigeno polisacarido tiene un grupo aldehido que puede unirse
covalentemente a un resto de aminoacido en la proteina transportadora quimérica, tal como a través de un enlazador
organico.

La proteina transportadora quimérica se puede preparar por cualquier método conocido en la técnica, incluyendo,
pero no limitado a, sintesis quimica, técnicas de ADN recombinante y expresién de proteinas, y conjugacion del
epitopo universal a la proteina transportadora por métodos quimicos o bioquimicos conocidos en la técnica, en
donde el epitopo universal y/o la proteina transportadora pueden prepararse mediante sintesis quimica o técnicas de
ADN recombinante y expresién de proteinas. Las técnicas de ADN recombinante comunmente usadas,
transformacion celular, técnicas de expresion y purificacion de proteinas, y otras técnicas relacionadas con la
preparacioén o caracterizacion de proteinas se describen en, por ejemplo, Sambrook et al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual 32 edicion (2001) Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. En algunas
realizaciones, la proteina transportadora quimérica se prepara cultivando una célula hospedadora transformada con
un vector que comprende la secuencia de acidos nucleicos que codifica la proteina transportadora quimérica en
condiciones que permiten la expresion de la proteina transportadora quimérica y recuperando la proteina
transportadora quimérica expresada del cultivo. La célula hospedadora adecuada para expresar la proteina
transportadora quimérica incluye, pero no se limita a, bacterias, levadura, células de mamiferos, y células de
insectos. En algunas realizaciones, la célula hospedadora es Escherichia coli o Saccharomyces cerevisiae. En
algunas realizaciones, la célula hospedadora esta genéticamente modificada para mejorar la expresion de proteinas.
Los parametros apropiados para la expresion de proteinas, tal como temperatura, medios, duracioén, tiempo de
induccion, etc., pueden ser elegidos y optimizados por una persona experta en la materia en funcion de la naturaleza
del sistema de expresion de proteinas (incluyendo célula hospedadora, tamafio, rendimiento, solubilidad y otras
propiedades fisicas de la proteina transportadora quimérica, etc.). En algunas realizaciones, la célula hospedadora
no tiene vias de dlicosilacion de proteinas. En algunas realizaciones, el vector es un plasmido. En algunas
realizaciones, el vector comprende una secuencia de acidos nucleicos optimizada (por ejemplo, basada en la
frecuencia de codones nativos de la célula hospedadora y/o con secuencias reguladoras de adicion) que codifica la
proteina transportadora quimérica, en donde la secuencia de acidos nucleicos optimizada se puede transcribir y/o
traducir con alta eficacia. En algunas realizaciones, el vector comprende la secuencia de acidos nucleicos de una
cualquiera seleccionada entre el grupo que consiste en SEQ ID NOs: 34-38. En algunas realizaciones, el vector
comprende la secuencia de acidos nucleicos de una cualquiera seleccionada entre el grupo que consiste en SEQ ID
NOs: 46-50. En algunas realizaciones, el vector comprende la secuencia de acidos nucleicos de una cualquiera
seleccionada entre el grupo que consiste en SEQ ID NOs: 58-63. En algunas realizaciones, la proteina
transportadora quimérica expresada se aisla de la fraccién soluble del cultivo. En algunas realizaciones, la proteina
transportadora quimérica expresada se aisla del cuerpo de inclusion del cultivo bacteriano. En algunas realizaciones,
la proteina quimérica expresada se repliega. En algunas realizaciones, la proteina quimérica expresada se purifica
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adicionalmente usando cualquiera de los métodos conocidos en la técnica, tales como, cromatografia y dialisis. En
algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica tiene una pureza de aproximadamente cualquiera de
mas del 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 99 % o mas.

Se pretende que cualquiera de las etapas y pardmetros descritos en el presente documento para preparar la
proteina transportadora quimérica, para preparar el antigeno polisacarido y para conjugar el antigeno polisacarido
con la proteina transportadora quimérica se pueden combinar entre si para preparar los conjugados de polisacarido-
proteina, como si todas y cada una de las combinaciones se describieran individualmente. Ademas en el presente
documento se describen proteinas transportadoras quiméricas y conjugados de polisacarido-proteina preparados por
cualquiera de los métodos de preparacion como se describe en el presente documento.

Composiciones inmunogénicas

En el presente documento también se describen composiciones (que incluyen composiciones inmunogénicas,
composiciones farmacéuticas, y vacunas) que comprenden uno cualquiera o cualquier combinacién de los
conjugados de polisacarido-proteina descritos anteriormente.

Por tanto, en el presente documento se describe una composicion inmunogénica que comprende uno o0 mas
conjugados de polisacarido-proteina, en donde cada uno de los uno o mas conjugados de polisacarido-proteina
comprende una proteina transportadora quimérica y un antigeno polisacarido, en donde la proteina transportadora
quimérica comprende una proteina transportadora y un epitopo universal, y en donde el antigeno polisacarido se
conjuga covalentemente con la proteina transportadora quimérica. En algunas realizaciones, el epitopo universal
comprende la secuencia de aminoacidos de cualquiera seleccionado entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 1-3.
En algunas realizaciones, la proteina transportadora se deriva del toxoide tetanico, toxoide diftérico, materiales de
reaccion cruzada (CRM) de toxina diftérica, proteina de la capside del rotavirus VP8, complejo de membrana externa
meningocdcica, o proteina D de Haemophilus influenzae. En algunas realizaciones, el antigeno polisacarido se
deriva de un polisacarido capsular. En algunas realizaciones, el antigeno polisacérido se deriva de Haemophilus
influenzae tipo b (Hib), Streptococcus pneumoniae (Pn) o Neisseria meningitidis (Men). En algunas realizaciones, la
relacion de peso a peso del antigeno polisacarido a la proteina transportadora quimérica es de aproximadamente 0,8
a aproximadamente 1,2 (tal como.

También se describe una composicion inmunogénica que comprende uno o mas conjugados de polisacarido-
proteina, en donde cada uno de los uno 0 mas conjugados de polisacarido-proteina comprende una proteina
transportadora quimérica y un antigeno polisacarido, en donde la proteina transportadora quimérica comprende una
proteina transportadora y un epitopo universal, en donde el epitopo universal comprende la secuencia de
aminoacidos de cualquiera seleccionado entre el grupo que consiste en SEQ ID NOs: 1-3, y en donde el antigeno
polisacarido se conjuga covalentemente con la proteina transportadora quimérica. En algunas realizaciones, la
proteina transportadora se deriva del toxoide tetanico, toxoide diftérico, materiales de reacciéon cruzada (CRM) de
toxina diftérica, proteina de la capside del rotavirus VP8, complejo de membrana externa meningocdcica, o proteina
D de Haemophilus influenzae. En algunas realizaciones, el antigeno polisacarido se deriva de un polisacarido
capsular. En algunas realizaciones, el antigeno polisacarido se deriva de Haemophilus influenzae tipo b (Hib),
Streptococcus pneumoniae (Pn) o Neisseria meningitidis (Men). En algunas realizaciones, la relacion de peso a peso
del antigeno polisacarido a la proteina transportadora quimérica es de aproximadamente 0,8 a aproximadamente
1,2.

En el presente documento también se describe una composicién inmunogénica que comprende uno o mas
conjugados de polisacarido-proteina, en donde cada uno de los uno o mas conjugados de polisacarido-proteina
comprende una proteina transportadora quimérica y un antigeno polisacarido, en donde la proteina transportadora
quimérica comprende una proteina transportadora y un epitopo universal, y en donde el antigeno polisacarido se
conjuga (por ejemplo, conjugado covalentemente) a la proteina transportadora quimérica. En algunas realizaciones,
el epitopo universal comprende (incluyendo consiste esencialmente en o consiste en) la secuencia de aminoacidos
de cualquiera seleccionado entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 1-3. En algunas realizaciones, la proteina
transportadora se deriva del toxoide tetanico, toxoide diftérico, materiales de reaccién cruzada (CRM) de toxina
diftérica, proteina de la capside del rotavirus VP8, complejo de membrana externa meningocdcica, o proteina D de
Haemophilus influenzae. En algunas realizaciones, el antigeno polisacarido se deriva de un polisacarido capsular.
En algunas realizaciones, el antigeno polisacarido se deriva de Haemophilus influenzae tipo b (Hib), Streptococcus
pneumoniae (Pn) o Neisseria meningitidis (Men). En algunas realizaciones, la relacion de peso a peso del antigeno
polisacarido a la proteina transportadora quimérica es de aproximadamente 0,8 a aproximadamente 1,2 (tal como
aproximadamente cualquiera de 0,8-0,9, 0,9-1,0, 1,0-1,1 0 1,1-1,2).

En el presente documento se describe una composicién inmunogénica que comprende uno o mas conjugados de
polisacéarido-proteina, en donde cada uno de los uno o mas conjugados de polisacarido-proteina comprende una
proteina transportadora quimérica y un antigeno polisacarido, en donde la proteina transportadora quimérica
comprende una proteina transportadora y un epitopo universal, en donde el epitopo universal comprende
(incluyendo consiste esencialmente en o consiste en) la secuencia de aminoacidos de cualquiera seleccionado entre
el grupo que consiste en SEQ ID NO: 1-3, en donde la proteina transportadora comprende cualquiera de las
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secuencias de aminoacidos seleccionadas entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 4-6, y en donde el antigeno
polisacarido esta (por ejemplo, conjugado covalentemente) a la proteina transportadora quimérica. En algunas
realizaciones, el antigeno polisacarido se deriva de un polisacérido capsular. En algunas realizaciones, el antigeno
polisacarido se deriva de Haemophilus influenzae tipo b (Hib), Streptococcus pneumoniae (Pn) o Neisseria
meningitidis (Men). En algunas realizaciones, la relacion de peso a peso del antigeno polisacarido a la proteina
transportadora quimérica es de aproximadamente 0,8 a aproximadamente 1,2 (tal como aproximadamente
cualquiera de 0,8-0,9, 0,9-1,0, 1,0-1,1 0 1,1-1,2).

Ademas se describe una composiciéon inmunogénica que comprende uno o mas conjugados de polisacarido-
proteina, en donde cada uno de los uno o mas conjugados de polisacarido-proteina comprende una proteina
transportadora quimérica y un antigeno polisacarido, en donde la proteina transportadora quimérica comprende una
proteina transportadora y un epitopo universal, en donde la proteina transportadora quimérica comprende
(incluyendo consiste esencialmente en o consiste en) cualquiera de las secuencias de aminoacidos seleccionadas
entre el grupo que consiste en SEQ ID Nos: 8-32, 39-44 y 51-56, y en donde el antigeno polisacarido esta conjugado
(por ejemplo, conjugado covalentemente) con la proteina transportadora quimérica. En algunas realizaciones, el
antigeno polisacarido se deriva de un polisacarido capsular. En algunas realizaciones, el antigeno polisacarido se
deriva de Haemophilus influenzae tipo b (Hib), Streptococcus pneumoniae (Pn) o Neisseria meningitidis (Men). En
algunas realizaciones, la relacion de peso a peso del antigeno polisacarido a la proteina transportadora quimérica es
de aproximadamente 0,8 a aproximadamente 1,2 (tal como aproximadamente cualquiera de 0,8-0,9, 0,9-1,0, 1,0-1,1
o0 1,1-1,2).

En algunas realizaciones, La composicion inmunogénica consiste en un conjugado de polisacarido-proteina. En
algunas realizaciones, la composicién inmunogénica comprende una pluralidad (tal como aproximadamente
cualquierade 2, 3, 4,5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 0 mas) de los conjugados
de polisacarido-proteina. La pluralidad de conjugados de polisacarido-proteina contiene diferentes tipos de
conjugados de polisacarido-proteina, tales como conjugados de proteina PS con diferentes proteinas
transportadoras quiméricas, conjugados de proteina-PS con PS derivados de diferentes serotipos de la misma
especie de bacteria, conjugados de proteina-PS con PS derivados de diferentes especies de bacterias, conjugados
de proteina PS con diferente proporcion de proteina portadora quimérica de PS, o cualquier combinacion de los
mismos. En algunas realizaciones, no existe interaccion entre los diferentes conjugados de polisacarido-proteina que
perjudica sustancialmente la eficacia deseada de cada conjugado de polisacarido-proteina. En algunas
realizaciones, la composicion inmunogénica comprende una pluralidad de los conjugados de polisacarido-proteina,
en donde al menos dos de los conjugados de polisacarido-proteina son diferentes. Por ejemplo, los al menos dos de
los conjugados de polisacarido-proteina pueden diferir en las proteinas transportadoras quiméricas, tipos o
combinaciones de tipos de epitopos universales en las proteinas transportadoras quiméricas, copias de epitopos
universales en las proteinas transportadoras quiméricas, enlazadores en las proteinas transportadoras quiméricas,
posiciones (es decir, extremo N, extremo C, o ambos) de los epitopos universales dentro de las proteinas
transportadoras quiméricas, o cualquier combinacion de las mismas. En algunas realizaciones, la composicion
inmunogénica comprende una pluralidad de conjugados de polisacarido-proteina que comprenden antigenos de
polisacarido derivados de al menos dos especies bacterianas diferentes (incluidos diferentes serotipos). En algunas
realizaciones, las al menos dos especies bacterianas diferentes se seleccionan del grupo que consiste en
Haemophilus influenzae tipo b (Hib), Streptococcus pneumoniae (Pn) o Neisseria meningitidis (Men). En algunas
realizaciones, la composicion inmunogénica comprende una pluralidad de los conjugados de polisacarido-proteina,
en donde cada conjugado de polisacarido-proteina comprende un antigeno polisacarido derivado de una bacteria de
un serotipo distinto de la misma especie. En algunas realizaciones, la composicién inmunogénica comprende uno o
mas (tal como aproximadamente cualquiera de 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22, 23 o 24) de los conjugados de polisacarido-proteina, en donde el antigeno polisacérido (tal como el antigeno
polisacarido capsular) se deriva de Streptococcus pneumoniae de un serotipo seleccionado entre el grupo que
consiste en 1, 2, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11 A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19 A, 19F, 20, 22F, 23F y 33F. En
algunas realizaciones, la composicidon inmunogénica comprende uno 0 mas (como aproximadamente cualquiera de
1, 2, 3,4,5,6,7, 8 9, 10, 11, 12 o 13) conjugados de polisacarido-proteina, en donde cada conjugado de
polisacéarido-proteina comprende un polisacarido capsular derivado de Streptococcus pneumoniae de un serotipo
diferente seleccionado entre el grupo que consiste en 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19 A, 19F, y 23F. En
algunas realizaciones, la composicién inmunogénica comprende aproximadamente 24 conjugados de polisacarido-
proteina, en donde cada conjugado de polisacarido-proteina comprende un polisacarido capsular derivado de
Streptococcus pneumoniae de un serotipo diferente seleccionado entre el grupo que consiste en 1, 2, 3, 4, 5, 6A, 6B,
7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11 A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19 A, 19F, 20, 22F, 23F y 33F. En algunas realizaciones, la
composicién inmunogénica comprende aproximadamente 13 conjugados de polisacarido-proteina, en donde cada
conjugado de polisacarido-proteina comprende un polisacarido capsular derivado de Streptococcus pneumoniae de
un serotipo diferente seleccionado entre el grupo que consiste en 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19 A, 19F, y
23F. En algunas realizaciones, la composicién inmunogénica comprende uno o mas (como aproximadamente
cualquiera de 1, 2, 3 0 4) de los conjugados de polisacarido-proteina, en donde el antigeno polisacarido (tal como el
antigeno polisacarido capsular) se deriva de Neisseria meningitidis de un serotipo seleccionado entre el grupo que
consiste en A, C, Y, y W-135. En algunas realizaciones, la composicién inmunogénica comprende aproximadamente
4 conjugados de polisacarido-proteina, en donde cada conjugado de polisacarido-proteina comprende un
polisacarido capsular derivado de Neisseria meningitidis de un serotipo diferente seleccionado entre el grupo que
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consisteen A, C, Y, y W-135.

La relacién relativa (como peso a peso o mol a mol) entre los diferentes conjugados de polisacarido-proteina en la
composicion inmunogénica que comprende una pluralidad de conjugados de polisacarido-proteina puede depender
de multiples factores que afectan la inmunogenicidad de cada conjugado de polisacarido-proteina, asi como la
eficacia inmunogénica deseada contra cada antigeno polisacarido incluido en la composicion inmunogénica. Por
ejemplo, la relacién relativa del antigeno polisacarido a la proteina transportadora quimérica, la naturaleza de la
proteina transportadora quimérica (como tipo y numero de epitopos universales), la naturaleza del antigeno PS
(como el peso molecular, longitud, nimero de unidades de repeticion, naturaleza quimica de las unidades de
repeticion, la fuente bacteriana, etc.), y/o el método para producir el antigeno PS, la proteina transportadora
quimérica, y/o conjugar el antigeno PS con la proteina transportadora quimérica puede afectar la eficacia
inmunogénica de cada conjugado de proteina PS en la composicién inmunogénica, que puede diferir de un lote a
otro para preparar los conjugados de proteina PS y, por lo tanto, puede tener que determinarse experimentalmente
para cada lote de conjugado de proteina PS antes de mezclar los conjugados de proteina PS para obtener la
composicion inmunogénica. La eficacia inmunogénica deseada contra cada antigeno polisacarido depende de la
aplicacion real de la composicion inmunogénica, por ejemplo, la frecuencia de cada serotipo bacteriano entre una
poblacién de individuos a inmunizar, la gravedad de cada serotipo bacteriano, los individuos a inmunizar (como si el
individuo tiene una respuesta inmune normal o débil contra los antigenos PS, exposicion previa o simultanea a
conjugados de proteina PS similares, etc.), y el titulo de anticuerpos especifico de PS eficaz requerido para lograr la
proteccién deseable contra el serotipo de bacteria. Cualquiera de los métodos conocidos en la técnica para
determinar la inmunogenicidad, como ensayos ELISA que cuantifican titulos de anticuerpos especificos de PS en un
animal inmunizado con la composicién inmunogénica, puede usarse para determinar la relacién relativa entre los
diferentes conjugados de polisacarido-proteina en la composiciéon inmunogénica. Ademas, los métodos analiticos,
tales como cromatografia, espectroscopia de masas, y similares, puede usarse para determinar las propiedades
quimicas y estructurales de cada conjugado de polisacarido-proteina en la composicién inmunogénica. En algunas
realizaciones, la composiciéon inmunogénica comprende una pluralidad de conjugados de polisacarido-proteina en
una relacién molar aproximadamente igual.

En algunas realizaciones, la composicién inmunogénica comprende ademas uno o mas adyuvantes. Como se usa
en el presente documento, un adyuvante es un agente que modifica el efecto de los otros agentes en la composicién
inmunogénica o vacuna, como potenciar la inmunogenicidad de la composicion inmunogénica. Se pueden
administrar adyuvantes para aumentar la respuesta inmune, como producir un titulo mas alto de anticuerpos,
proporcionando una proteccién mas duradera y/o reduciendo el nUmero y la dosis de inyecciones. En la técnica se
conoce bien los adyuvantes. En algunas realizaciones, el adyuvante puede estabilizar las formulaciones de la
composicién inmunogénica. Los adyuvantes adecuados para mejorar la eficacia de la composicién inmunogénica
incluyen, pero sin limitacion: sales de aluminio (alumbre), como hidréxido de aluminio, fosfato de aluminio, sulfato de
aluminio, etc.; aceite mineral, como aceite de parafina; productos bacterianos, como componentes de la pared
celular bacteriana, bacterias muertas, mutantes desintoxicados de toxoides bacterianos, etc.; compuestos organicos
no bacterianos, como escualeno, timerosal, etc.; sistemas de administracion, como sistemas adyuvantes de
saponina (por ejemplo, Quil-A®), sistema adyuvante Ribi™ (RAS), etc.; citocinas, como interleuquinas (por ejemplo,
IL- 1, IL-2, IL-12, etc.), interferones (por ejemplo, interferon gamma), factor estimulante de las colonias de
granulocitos (GM-CSF), factor estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF), factor de necrosis tumoral (TNF),
moléculas coestimuladoras B7-1 y B7-2, etc.; composiciones como adyuvante completo de Freund, adyuvante
incompleto de Freund; otras sustancias que actian como agentes inmunoestimulantes para mejorar la eficacia de la
composicion inmunogénica; y cualquier combinacion de los mismos. En algunas realizaciones, la composicion
inmunogénica comprende ademas fosfato de aluminio o hidréxido de aluminio.

En el presente documento se describe una vacuna que comprende una cualquiera de las composiciones
inmunogénicas descritas anteriormente y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. La expresion "vehiculo
farmacéuticamente aceptable” como se usa en el presente documento significa uno o mas cargas, diluyentes o
sustancias encapsulantes soélidas o liquidas compatibles que son adecuadas para la administracion a un sujeto.
"Farmacéuticamente aceptable" se usa para referirse a un material no téxico que es compatible con un sistema
biolégico como una célula, cultivo celular, tejido, u organismo. El término "vehiculo" indica un ingrediente orgénico o
inorganico, natural o sintético, con el cual se combina el principio activo para facilitar la aplicacion. Las
caracteristicas del vehiculo dependen de la via de administraciéon. Los vehiculos fisiolégica y farmacéuticamente
aceptables incluyen diluyentes, cargas, sales, tampones, estabilizantes, solubilizantes, y otros materiales que son
bien conocidos en la técnica.

Se puede usar cualquiera de las composiciones inmunogénicas descritas en el presente documento en la vacuna, u
otras composiciones o formulaciones farmacéuticas, combinando las composiciones inmunogénicas descritas con un
vehiculo farmacéuticamente aceptable, excipientes, agentes estabilizantes y/u otros agentes, que se conocen en la
técnica, para uso en los métodos de tratamiento, métodos de administracién, y regimenes de dosificacién descritos
en el presente documento.

Los vehiculos farmacéuticos adecuados incluyen agua estéril; solucion salina, dextrosa; dextrosa en agua o solucion
salina; productos de condensacién de aceite de ricino y 6xido de etileno que combinan aproximadamente 30 a
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aproximadamente 35 moles de 6xido de etileno por mol de aceite de ricino; acido liquido; alcanoles inferiores;
aceites como aceite de maiz; aceite de cacahuete, aceite de sésamo y similares, con emulsionantes como mono- o
di-glicéridos de un acido graso o un fosfatido, por ejemplo, lecitina, y similares; glicoles; polialquilenglicoles; medios
acuosos en presencia de un agente de suspension, por ejemplo, carboximetilcelulosa sddica; alginato sddico;
poli(vinilpirrolidona); y similares, solo o con agentes de distribucion adecuados como lecitina; estearato de
polioxietileno; y similares. El vehiculo también puede contener adyuvantes como agentes conservantes,
estabilizantes, humectantes, emulsionantes y similares junto con el potenciador de penetracion. La forma final puede
ser estéril y también puede pasar facilmente a través de un dispositivo de inyeccion, como una aguja hueca. La
viscosidad adecuada puede lograrse y mantenerse mediante la eleccion adecuada de disolventes o excipientes.
Ademas, el uso de revestimientos moleculares o particulados como lecitina, la seleccion adecuada del tamafio de
particula en dispersiones, o el uso de materiales con propiedades tensioactivas se puede utilizar.

Las composiciones farmacéuticas (incluidas las vacunas) descritas en el presente documento pueden incluir otros
agentes, excipientes o estabilizadores para mejorar las propiedades de la composicién inmunogénica. Los ejemplos
de excipientes y diluyentes adecuados incluyen, pero sin limitacion, lactosa, dextrosa, sacarosa, sorbitol, manitol,
almidones, goma arabiga, fosfato de calcio, alginatos, tragacanto, gelatina, silicato calcico, celulosa microcristalina,
polivinilpirrolidona, celulosa, agua, soluciéon salina, jarabe, metilcelulosa, metil- y propilhidroxibenzoatos, talco,
estearato de magnesio y aceite mineral. Las formulaciones pueden incluir adicionalmente agentes lubricantes,
agentes humectantes, agentes emulsionantes y de suspension, agentes conservantes, agentes edulcorantes, o
agentes aromatizantes. Los ejemplos de agentes emulsionantes incluyen ésteres de tocoferol como succinato de
tocoferil polietilenglicol y similares, pluronic®, emulsionantes basados en compuestos de polioxietileno, Span 80 y
compuestos relacionados y otros emulsionantes conocidos en la técnica y aprobados para su uso en animales o en
formas de dosificacion humana. Las composiciones farmacéuticas (incluidas las vacunas) pueden formularse para
proporcionar una liberacion rapida, sostenida o retardada del principio activo después de la administracion al
paciente empleando procedimientos bien conocidos en la técnica.

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica (incluida la vacuna) se formula para tener un pH en el
intervalo de aproximadamente 4,5 a aproximadamente 9,0, incluyendo por ejemplo intervalos de pH de cualquiera de
aproximadamente 5,0 a aproximadamente 8,0, de aproximadamente 5,5 a aproximadamente 6,5, o de
aproximadamente 5,6 a aproximadamente 6,0. En algunas realizaciones, el pH de la composiciéon farmacéutica
(incluida la vacuna) se formula a no menos de aproximadamente 5,6. La composicion farmacéutica (incluida la
vacuna) también puede hacerse isotonica con la sangre mediante la adicion de un modificador de tonicidad
adecuado, tal como glicerol.

"Individuo”, "sujeto" o "paciente" como se usa en el presente documento se refiere a un mamifero e incluye, pero no
se limita a, ser humano, bovino, caballo, felino, canino, roedor o primate. En algunas realizaciones, La composicion
farmacéutica (incluida la vacuna) es adecuada para la administracion a un ser humano. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica (incluida la vacuna) es adecuada para la administracion a un humano por administracién
parenteral. Las formulaciones adecuadas para administracion parenteral incluyen soluciones de inyeccion acuosas y
no acuosas, isotonicas estériles, que pueden contener antioxidantes, tampones, agentes bacterioestaticos y solutos
que hacen que la formulacion sea compatible con la sangre del receptor previsto, y suspensiones estériles acuosas y
no acuosas que pueden incluir agentes de suspension, solubilizantes, agentes espesantes, agentes estabilizantes, y
conservantes. Las formulaciones pueden presentarse en envases sellados de dosis unitarias o multidosis, tales
como jeringas y viales, y se pueden almacenar en una condicion liofilizada (liofilizada) que requiere solo la adiciéon de
métodos de tratamiento con excipientes liquidos estériles, métodos de administracion y regimenes de dosificacion
descritos en el presente documento (es decir, agua) para inyeccién, inmediatamente antes de su uso. Las soluciones
y suspensiones de inyeccidon extemporanea se pueden preparar a partir de polvos estériles, granulos, y del tipo
descrito anteriormente. Se prefieren formulaciones inyectables. En algunas realizaciones, la composicion
farmacéutica (incluida la vacuna) esta contenida en una jeringa de un solo uso, como una jeringa sellada de un solo
uso. En algunas realizaciones, cada jeringa de un solo uso contiene una cantidad terapéutica o profilacticamente
eficaz del conjugado de polisacarido o la pluralidad de conjugados de polisacarido en una unidad de peso o volumen
adecuado para la administracién a un individuo. En algunas realizaciones, La composicién farmacéutica (incluida la
vacuna) esta contenida en un vial multiusos. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica (incluida la
vacuna) esta contenida a granel en un envase.

En algunas realizaciones, la vacuna es una vacuna monovalente, en donde la vacuna comprende una composicion
inmunogénica que comprende uno o mas conjugados de polisacarido-proteina, en donde el uno o mas conjugados
de polisacarido-proteina comprende un antigeno polisacarido derivado de un solo serotipo de bacteria. En algunas
realizaciones, se proporciona una vacuna monovalente contra Haemophilus influenzae tipo b (Hib) que comprende
uno o mas conjugados de polisacarido-proteina, en donde cada uno de los uno o mas conjugados de polisacarido-
proteina comprende una proteina transportadora quimérica y un antigeno polisacérido, en donde la proteina
transportadora quimérica comprende una proteina transportadora y un epitopo universal (tal como un epitopo
universal que comprende la secuencia de aminoacidos de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-3), y en donde el
antigeno polisacarido se deriva de Haemophilus influenzae tipo b ( Hib). En algunas realizaciones, la vacuna es una
vacuna multivalente, en donde la vacuna comprende una composicion inmunogénica que comprende una pluralidad
de conjugados de polisacarido-proteina, en donde cada conjugado de polisacarido-proteina comprende un antigeno
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polisacarido derivado de una bacteria de un serotipo distinto de la misma especie. En algunas realizaciones, se
proporciona una vacuna de Streptococcus pneumoniae 13-valente que comprende aproximadamente 13 conjugados
de polisacérido-proteina, en donde cada conjugado de polisacarido-proteina comprende una proteina transportadora
quimérica y un antigeno polisacarido, en donde la proteina transportadora quimérica comprende una proteina
transportadora y un epitopo universal (tal como un epitopo universal que comprende la secuencia de aminoacidos de
cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-3), y en donde cada conjugado de polisacarido-proteina comprende un polisacarido
capsular derivado de Streptococcus pneumoniae de un serotipo diferente seleccionado entre el grupo que consiste
en 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19 A, 19F, y 23F. En algunas realizaciones, se proporciona una vacuna de
Streptococcus pneumoniae 24-valente que comprende aproximadamente 24 conjugados de polisacarido-proteina,
en donde cada conjugado de polisacarido-proteina comprende una proteina transportadora quimérica y un antigeno
polisacérido, en donde la proteina transportadora quimérica comprende una proteina transportadora y un epitopo
universal (tal como un epitopo universal que comprende la secuencia de aminoacidos de cualquiera de las SEQ ID
NOs: 1-3), y en donde cada conjugado de polisacarido-proteina comprende un polisacarido capsular derivado de
Streptococcus pneumoniaede un serotipo diferente seleccionado entre el grupo que consiste en 1, 2, 3, 4, 5, 6A, 6B,
7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11 A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19 A, 19F, 20, 22F, 23F y 33F. En algunas realizaciones, se
proporciona una vacuna Neisseria meningitidis 4-valente que comprende aproximadamente 24 conjugados de
polisacarido-proteina, en donde cada conjugado de polisacarido-proteina comprende una proteina transportadora
quimérica y un antigeno polisacarido, en donde la proteina transportadora quimérica comprende una proteina
transportadora y un epitopo universal (tal como un epitopo universal que comprende la secuencia de aminoacidos de
cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-3), y en donde cada conjugado de polisacarido-proteina comprende un polisacarido
capsular derivado de Neisseria meningitidis de un serotipo diferente seleccionado entre el grupo que consiste en A,
C, Y, y W-135. En algunas realizaciones, la vacuna comprende ademas otros antigenos (relacionados o no
relacionados con el antigeno PS o la proteina transportadora quimérica). En algunas realizaciones, los otros
antigenos pueden formularse con adyuvantes, diluyentes, excipientes, vehiculos y otras sustancias
farmacéuticamente aceptables.

Métodos de tratamiento

En el presente documento también se describen métodos para tratar o prevenir una enfermedad (como una
infeccion) causada por una bacteria, que comprende administrar a un individuo una cantidad eficaz de cualquiera de
las composiciones (incluidos los conjugados de polisacarido-proteina, composiciones inmunogénicas, composiciones
farmacéuticas y vacunas) descritas en el presente documento, en donde la bacteria comprende el antigeno
polisacarido. En algunas realizaciones, el individuo es un nifio menor de aproximadamente 2 afios de edad, un
anciano o un individuo inmunocomprometido.

En el presente documento se describe un método para inmunizar a un individuo contra una enfermedad causada por
una bacteria que comprende administrar al individuo una cantidad eficaz de cualquiera de las composiciones
inmunogénicas, composiciones farmacéuticas, o vacunas descritas en el presente documento, en donde la bacteria
expresa un polisacarido (tal como polisacarido capsular) que comprende el antigeno polisacarido. También se
describe el uso de cualquiera de las composiciones inmunogénicas, composiciones farmacéuticas, y vacunas en la
fabricacién de un medicamento para el tratamiento o prevencion de una enfermedad causada por una bacteria, en
donde el antigeno polisacarido es un polisacarido expresado en la superficie de la bacteria o un derivado de la
misma. En algunas realizaciones, la bacteria es Haemophilus influenzae tipo b (Hib), Streptococcus pneumoniae, o
Neisseria meningitidis (Men). En algunas realizaciones, el individuo es un nifio menor de aproximadamente 2 afios
de edad, un anciano o un individuo inmunocomprometido.

Los métodos de tratamiento descritos en el presente documento son generalmente aplicables a cualquier
enfermedad o afeccién causada por una bacteria que expresa un polisacarido (como un polisacarido capsular) que
comprende un antigeno polisacarido, incluyendo, pero no limitado a enfermedades o afecciones causadas por
Haemophilus influenzae tipo b (Hib), Streptococcus pneumoniae (Pn), o Neisseria meningitidis (Men). Por ejemplo,
en algunas realizaciones, la enfermedad es neumonia, infecciéon del oido, infeccidn sinusal, meningitis, bacteremia,
cualquier combinacion de los mismos, y/o cualquier otra enfermedad o afeccién causada por Streptococcus
pneumoniae. En algunas realizaciones, la enfermedad es meningitis, neumonia, epiglotitis, celulitis, artritis, infeccion
del oido, cualquier combinacién de los mismos, y/o cualquier otra enfermedad o afeccion causada por Haemophilus
influenzae tipo b. En algunas realizaciones, la enfermedad es meningitis, meningococemia, combinaciéon de los
mismos y/o cualquier otra enfermedad o afeccion causada por Neisseria meningitidis.

"Individuo”, "sujeto" o "paciente" como se usa en el presente documento se refiere a un mamifero e incluye, pero no
se limita a, ser humano, bovino, caballo, felino, canino, roedor o primate. En algunas realizaciones, el individuo es un
individuo humano. En algunas realizaciones, el individuo tiene un sistema inmune comprometido. En algunas
realizaciones, la respuesta inmune débil individual a los antigenos de polisacarido (como el titulo bajo de anticuerpos
especificos de PS, corta duracion de la respuesta inmune y/o baja memoria inmune) en comparacién con un adulto
sano. En algunas realizaciones, el individuo tiene un sistema de linfocitos T deficiente o inmaduro. En algunas
realizaciones, el individuo tiene un sistema de memoria inmune deficiente o inmaduro. En algunas realizaciones, el
individuo es un nifio pequefio (como un nifio menor de aproximadamente 2 afios de edad, como un nifio de menos
de aproximadamente 3 meses, 6 meses, 12 meses, 1,5 afios o0 2 afios de edad). En algunas realizaciones, el
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individuo es un anciano, como un individuo mayor de 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o mas afios de edad. En
algunas realizaciones, el individuo es un individuo inmunocomprometido. En algunas realizaciones, el método
proporciona una inmunoprotecciéon amplia entre individuos que tienen diferentes polimorfismos en las moléculas de
MHC.

Como se usa en el presente documento, "tratamiento" o "tratamiento" es un enfoque para obtener resultados
beneficiosos o deseados, incluidos resultados clinicos, incluyendo tratamiento terapéutico y medidas profilacticas o
preventivas. Para los fines de esta divulgacion, los resultados clinicos beneficiosos o deseados incluyen, pero sin
limitacion, uno o mas de los siguientes: disminuir uno 0 mas sintomas resultantes de la enfermedad, disminuir el
alcance de la enfermedad, estabilizar la enfermedad (por ejemplo, prevenir o retrasar el empeoramiento de la
enfermedad), prevenir o retrasar la propagacion de la enfermedad, prevenir o retrasar la aparicion o recurrencia de la
enfermedad, retrasar o ralentizar la progresion de la enfermedad, mejorar el estado de la enfermedad, proporcionar
una remision (ya sea parcial o total) de la enfermedad, disminuir la dosis de uno o0 mas medicamentos necesarios
para tratar la enfermedad, aumentar la calidad de vida y/o prolongar la supervivencia. En algunas realizaciones, la
composicion reduce la gravedad de uno o mas sintomas asociados con la enfermedad (como la infeccion por una
bacteria) en al menos aproximadamente cualquiera del 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95
% o 100 % en comparacién con el sintoma correspondiente en el mismo individuo antes del tratamiento o en
comparacién con el sintoma correspondiente en otras personas que no reciben el método o la composicién del
tratamiento. Los métodos descritos en el presente documento contemplan uno o mas de estos aspectos del
tratamiento.

Un tratamiento capaz de "retrasar la progresion" de una enfermedad puede incluir diferir, impedir, ralentizar, retardar,
estabilizar, y/o posponer el desarrollo de la enfermedad. Este retraso puede ser de diferentes periodos de tiempo,
dependiendo de los antecedentes de la enfermedad y/o del individuo que se trate. Como es evidente para un experto
en la materia, un retraso suficiente o significativo puede, en efecto, incluir la prevencion, en que el individuo, por
ejemplo, un individuo en riesgo de desarrollar el trastorno o afeccién, no desarrolla la enfermedad.

Como se entiende en la técnica, una "cantidad eficaz" se refiere a una cantidad de una composicién, o una terapia
de combinacién suficiente para producir un resultado terapéutico deseado (por ejemplo, reducir la gravedad o la
duracion de, estabilizar la gravedad de, eliminar uno o mas sintomas o prevenir la aparicion de la enfermedad). La
cantidad puede estar en una o mas dosis, es decir, una dosis Unica o dosis multiples. Se pueden usar métodos
convencionales para medir la magnitud del efecto beneficioso, como ensayos in vitro (por ejemplo, ELISA), ensayos
basados en células (por ejemplo, ensayos de destruccidn opsonofagocitética), modelos animales y/o ensayos en
humanos. En algunas realizaciones, la composicidon (incluidos los conjugados de polisacarido-proteina,
composiciones inmunogénicas, composiciones farmacéuticas y vacunas) se administra en una cantidad que induce
una respuesta inmunoprotectora sin efectos adversos, significativos. Tal cantidad puede variar segun la especie de
bacteria y el serotipo de la bacteria. Se pueden determinar cantidades éptimas de componentes para una vacuna
particular mediante estudios estandar que implican la observacion de respuestas inmunes apropiadas en sujetos.
Después de una vacunacion inicial, los sujetos pueden recibir una o varias inmunizaciones de refuerzo
adecuadamente separadas. En algunas realizaciones, la composicién (incluidos los conjugados de polisacarido-
proteina, composiciones inmunogénicas, composiciones farmacéuticas y vacunas) se administran en una o mas
dosis (como 1, 2, 3 0 mas). En algunas realizaciones, la composicién se administra en al menos 2 (como 2, 3, 4 o
mas) dosis. En algunas realizaciones, el titulo de anticuerpos especificos de polisacarido en el individuo aumenta en
respuesta a dosis posteriores en comparacion con la dosis inicial. En algunas realizaciones, el interno entre dos
dosis adyacentes es aproximadamente uno de 1 mes, 3 meses, 6 meses, 1 afo, 2 afios, 3 afios, 4 afos, 5 afios, o
mas. En algunas realizaciones, cada dosis comprende de 0,1 a 100 pg del antigeno polisacarido. En algunas
realizaciones, cada dosis comprende de 0,1 a 10 pg del antigeno polisacarido.

Las composiciones (incluidos los conjugados de polisacarido-proteina, composiciones inmunogénicas, las
composiciones farmacéuticas y las vacunas) descritas en el presente documento pueden administrarse mediante
cualquier via de administracion adecuada. En algunas realizaciones, la composicidon se administra parentalmente, tal
como inyeccién. En algunas realizaciones, la composicion se administra a través de una via sistémica o mucosa. Las
vias de administracion ejemplares aplicables a la presente divulgacion incluyen, pero no se limitan a, inyeccion por
via intramuscular, intraperitoneal, rutas intradérmicas o subcutaneas; o inyeccidon por via mucosa a la via
oral/alimentaria, tractos respiratorios (por ejemplo, intranasales) o genitourinarios.

Kits y articulos de fabricacién

En el presente documento también se describe un kit o un articulo de fabricacién que comprende cualquiera de las
composiciones, incluyendo las proteinas transportadoras quiméricas, los conjugados de polisacarido-proteina, las
composiciones inmunogeénicas, las composiciones farmacéuticas y las vacunas descritas en el presente documento.

En el presente documento se describe un kit Gtil para mejorar la inmunogenicidad de un antigeno polisacarido que
comprende una proteina transportadora quimérica que comprende una proteina transportadora y un epitopo
universal. En algunas realizaciones, el epitopo universal comprende la secuencia de aminoacidos de cualquiera
seleccionado entre SEQ ID NOs: 1-3. En algunas realizaciones, la proteina transportadora se deriva del toxoide
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tetanico, toxoide diftérico, materiales de reaccién cruzada (CRM) de toxina diftérica, proteina de la capside del
rotavirus VP8, complejo de membrana externa meningocdcica, o proteina D de Haemophilus influenzae. En algunas
realizaciones, la proteina transportadora comprende la secuencia de aminoacidos de cualquiera de las SEQ ID NOS:
4-6. En algunas realizaciones, la proteina transportadora quimérica comprende la secuencia de aminoacidos de
cualquiera de las SEQ ID NOS: 8-32, 39-44, y 51-56. En algunas realizaciones, el kit comprende ademas un
antigeno polisacarido, y opcionalmente reactivos para conjugar el antigeno polisacarido con la proteina
transportadora quimérica, para la preparacion de un conjugado de polisacarido-proteina util como vacuna contra la
bacteria que comprende el antigeno polisacarido.

También se describe un kit util para tratar o prevenir una enfermedad (como una infeccién) causada por una bacteria
que comprende cualquiera de las composiciones (incluidos los conjugados de polisacarido-proteina), las
composiciones inmunogénicas, las composiciones farmacéuticas y las vacunas descritas en el presente documento),
en donde el antigeno polisacarido es un polisacarido expresado en la superficie de la bacteria o un derivado de la
misma. En algunas realizaciones, se proporciona un kit Gtil para inmunizar a un individuo contra una bacteria que
comprende cualquiera de las composiciones (incluidos los conjugados de polisacarido-proteina, las composiciones
inmunogénicas, las composiciones farmacéuticas y las vacunas descritas en el presente documento), en donde el
antigeno polisacarido es un polisacarido expresado en la superficie de la bacteria o un derivado de la misma. En
algunas realizaciones, la bacteria es Haemophilus influenzae tipo b (Hib), Streptococcus pneumoniae, o Neisseria
meningitidis (Men). En algunas realizaciones, la composicion, tal como la vacuna, esta contenida en una jeringa.

El articulo de fabricacion o kit puede comprender ademas un envase y una etiqueta o prospecto en o asociado con el
envase. Los envases adecuados incluyen, por ejemplo, frascos, viales, jeringas, bolsas de solucion IV, etc. Los
envases pueden formarse a partir de una diversidad de materiales tales como vidrio o plastico. El envase contiene
una composicidon que esta sola o combinada con otra composicion eficaz para tratar, prevenir y/o diagnosticar la
afeccion y puede tener un puerto de acceso estéril (por ejemplo, el recipiente puede ser una bolsa de solucién
intravenosa o un vial que tiene un tapdn perforable con una aguja de inyeccién hipodérmica). Al menos un agente
activo en la composicién es la proteina transportadora quimérica, o el conjugado de polisacarido-proteina de la
presente invencién. La etiqueta o prospecto indica que la composicidon se usa para tratar la dolencia de eleccion. El
articulo de fabricacion puede comprender ademas un prospecto que indica que las composiciones pueden usarse
para tratar una afeccién particular. Como alternativa o ademas, el articulo de fabricacion o kit puede comprender
ademas un segundo (o tercer) recipiente que comprende un tampon farmacéuticamente aceptable, tal como agua
bacteriostatica para inyeccion (BWFI), solucién salina tamponada con fosfato, disoluciéon de Ringer y disolucion de
dextrosa. Puede incluir ademas otros materiales deseables desde un punto de vista comercial y de usuario, que
incluyen otros tampones, diluyentes, filtros, agujas y jeringas.

Se considera que la memoria descriptiva es suficiente para permitir a un experto en la materia practicar la invencion.
Varias modificaciones de la invencion ademas de las mostradas y descritas en el presente documento resultaran
evidentes para los expertos en la materia a partir de la descripcion anterior.

Ejemplos

Los ejemplos, que estan destinados a ser puramente ejemplos de la invencion y, por lo tanto, no deben considerarse
que limitan la invencién de ninguna manera, también describen y detallan aspectos y realizaciones de la invencién
discutidos anteriormente. Los ejemplos no pretenden representar que los experimentos a continuacion son todos o
los unicos experimentos realizados. Se han realizado esfuerzos para garantizar la precision con respecto a los
numeros utilizados (por ejemplo, cantidades, temperatura, etc.), pero deben tenerse en cuenta algunos errores y
desviaciones experimentales. A menos que se indique otra cosa, las partes son partes en peso, el peso molecular es
el peso molecular promedio, la temperatura esta en grados centigrados y la presiéon es o esta cerca de la
atmosférica.

Los ejemplos a continuacién proporcionan un método para mejorar la inmunogenicidad de los conjugados de
polisacarido-proteina mediante la adicién de epitopo(s) universal a la proteina transportadora en el conjugado. La
proteina transportadora quimérica que comprende el epitopo universal se produce usando bacterias manipuladas de
forma recombinante. Luego, un polisacarido se conjuga covalentemente con la proteina transportadora quimérica
que comprende el epitopo universal. Al entrar en el cuerpo de un animal, el conjugado de polisacarido-proteina
puede ser absorbido y degradado por las células presentadoras de antigeno (APC) para producir epitopos
universales y fracciones de unidades repetitivas de los polisacaridos, que pueden unirse y mostrarse mediante
moléculas MHC de clase |l para una induccion eficaz de linfocitos T, que conduce a una inmunogenicidad mejorada
y a la produccién de un titulo aumentado de anticuerpos especificos contra los polisacaridos capsulares bacterianos.
En comparaciéon con un conjugado de polisacarido-proteina correspondiente sin ningun epitopo universal, los
conjugados de polisacarido-proteina ejemplares que tienen epitopos universales en la proteina transportadora como
se describe en el presente documento tienen una inmunogenicidad mejorada de aproximadamente 3-5 veces.

La estrategia técnica para los conjugados de polisacarido-proteina ejemplares descritos en el presente documento
es la siguiente:

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2760 536 T3

a) introducir epitopo(s) universal(es) en una proteina transportadora para hacer una proteina transportadora
quimérica, y producir la proteina transportadora quimérica usando bacterias modificadas genéticamente
recombinantes;

b) conjugar covalentemente la proteina transportadora quimérica en a) que tiene un epitopo universal a un
polisacarido para obtener un conjugado de polisacarido-proteina.

En algunas realizaciones adicionales, la proteina transportadora quimérica como se describe en estos ejemplos
comprende X numero de epitopos universales, en donde X es mayor o igual que 1.

En algunas realizaciones adicionales, la proteina transportadora quimérica como se describe en estos ejemplos
comprende un epitopo universal unido al extremo N, al extremo C, o simultaneamente tanto al extremo N como al
extremo C de la proteina transportadora.

En algunas realizaciones adicionales, la proteina transportadora quimérica como se describe en estos ejemplos
comprende un epitopo universal unido al extremo N y/o al extremo C de la proteina transportadora a través de una
secuencia de aminoacidos GSGSG.

En algunas realizaciones adicionales, la proteina transportadora quimérica como se describe en estos ejemplos
comprende un epitopo universal seleccionado de QYIKANSKFIGITEL (denominado P2),
FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE (denominado P30), ISQAVHAAHAEINEAGR (denominado OVAp), y cualquier
combinacién de los mismos.

En algunas realizaciones adicionales, la proteina transportadora quimérica como se describe en estos ejemplos
comprende una proteina transportadora seleccionada de la cadena A de la toxina diftérica mutante CRM197
(denominada CRM197A), el nucleo de la proteina de superficie del rotavirus VP8 (denominado CoreVP8) y la
cadena A de la toxina diftérica H21G mutante (denominado H21G).

En algunas realizaciones adicionales, las bacterias modificadas genéticamente recombinantes descritas en estos
ejemplos son E. coli genéticamente recombinantes.

En algunas realizaciones adicionales, el polisacarido como se describe en estos ejemplos son polisacaridos
capsulares preparados cultivando Haemophilus influenzae tipo b (Hib), Streptococcus pneumoniae (Pn) o Neisseria
meningitidis (Men).

En algunas realizaciones adicionales, El método para conjugar covalentemente el polisacéarido con la proteina
transportadora quimérica que comprende el epitopo universal como se describe en estos ejemplos es la aminacion
reductora, método ADH (usando dihidrazida de &cido adipico), o método CDAP (usando 3-(etiliminometilamino)-N,
N-dimetil-propan-1-amina).

Ejemplo 1: Preparacion y evaluacion inmunolégica de conjugados de polisacarido-proteina que comprenden
una proteina transportadora quimérica que comprende CRM197A y un epitopo universal

Parte 1. Disefio de las secuencias de aminoacidos de las proteinas transportadoras quiméricas

1. Disefio de secuencia de la proteina transportadora inmunogénica CRM197
La toxina diftérica es un polipéptido citoplasmatico expresado por o fago que porta el gen de la toxina diftérica en la

bacteria Corynebacterium diphtheriae. El polipéptido tiene 560 aminoacidos y un peso molecular de 62.000 Dalton.
La secuencia de aminoacidos de la toxina diftérica de tipo salvaje se muestra a continuacién en la SEQ ID NO: 64.
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(SEC ID NO:64)

MSRKLFASILIGALLGIGAPPSAHAGADDVVDSSKSEFVMENESSYHGTKPGYVDSIQKGIOK

PKSGTOGNYDDDWKGEFYSTDNKYDAAGY SVDNENPLSGKAGGVVKVTY PGLTKVLALKVDNA

ETIKKELGLSLTEPLMEQVGTEEFTIKRFGDGASRVVLSLPFAEGSSSVEY INNWEQAKALSV

ELEINFETRGKRGODAMYEYMAQACAGNRVRRSVGSSLSCINLDWDVIRDKTKTKIESLKEH

GPIKNKMSESPNKTVSEEKAKQYLEEFHQTALEHPELSELKTVTGTNPVFAGANYAAWAVNV
AQVIDSETADNLEKTTAALSILPGIGSVMGIADGAVHHENTEEIVAQSIALSSIMVAQATIPLYV
GELVDIGFAAYNEVESIINLFQVVHNSYNRPAYSPGHKTQPFLHDGYAVSWNTVEDSIIRTG
FOGESGHDIKITAENTPLPIAGVLLPTIPGKLDVNKSKTHISVNGRKIRMRCRAIDGDVTEC
RPKSPVYVGNGVHANLHVAFHRSSSEKTHSNEISSDSIGVLGYQKTVDHTKVNSKLSLEFFET
KS

La secuencia lider de 25 restos N-terminal se elimina tras la secrecién del polipéptido fuera de la bacteria, dando

como resultado un polipéptido secretado de cadena sencilla que tiene 535 aminoacidos y un peso molecular de 58
kDa, con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 65 que se muestra a continuacion.

(SEQ ID NO:65)

GADDVVDSSKSEFVMENEFSSYHGTKPGYVDSTIOKGIOKPKSGTOGNYDDDWKGEY STDNKY DA

AGYSVDNENPLSGKAGGVVKVTYPGLTKVLALKVDNAET IKKELGLSLTEPLMEQVGTEEFE T

KREFGDGASRVVLSLPFAEGSSSVEYINNWEQAKALSVELEINFETRGKRGODAMYEYMAQAC

AGNRVRRSVGSSLSCINLDWDVIRDKTKTKIESLKEHGPIKNKMSES PNKTVSEEKAKQYLE
EFHOTALEHPELSELKTVTGTNPVFAGANYAAWAVNVAQVIDSETADNLEKTTAALSILPGT
GSVMGIADGAVHHNTEEIVAQSIALSSIMVAQATPLVGELVDIGFAAYNFVESIINLFOVVH
NSYNRPAYSPGHKTQPFLHDGYAVSWNTVEDSIIRTGFQGESGHDIKITAENTPLPTIAGVLL
PTIPGKLDVNKSKTHISVNGRKIRMRCRAIDGDVTEFCRPKSPVYVGNGVHANLHVAFHRSSS
EKIHSNEISSDSIGVLGYQKTVDHTKVNSKLSLFEFEIKS

La toxina diftérica secretada se corta enzimaticamente en la cadena A y la cadena B, que estan conectadas a través
de un enlace disulfuro para formar una sola molécula de proteina. Cada una de las dos cadenas polipeptidicas tiene
una funcién Unica. La cadena A es el fragmento N-terminal de la proteina de la toxina diftérica, que tiene 193
aminoacidos y un peso molecular de 21 kDa. La cadena A es la culpable de la toxicidad de la toxina diftérica. En el
citoplasma de las células eucariotas, la cadena A transfiere covalentemente un resto ADP-ribosa de NAD+ al factor
de elongacion-2 (EF-2), atenuando asi la sintesis de proteinas en la célula hospedadora, lo que conduce a la
inhibicion del crecimiento celular y finalmente resulta en muerte celular. La cadena B es el fragmento C-terminal de
la toxina diftérica, que tiene 342 aminoacidos y un peso molecular de 37 kDa. La cadena B puede reconocer
receptores especificos en la superficie de las células sensibles, que permite la union de la toxina diftérica a las
células sensibles y facilita la entrada de la cadena A en las células.

La cadena A de la toxina diftérica tiene una excelente solubilidad en agua. Sus aminoacidos son los que se muestran
a continuacion en SEQ ID NO: 66.
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(SEQ ID NO: 66)

GADDVVDSSKSEFVMENFSSYHGTKPGYVDSIQKGIQKPKSGTOGNYDDDWKGEY STDNKYDA
AGYSVDNENPLSGKAGGVVKVTYPGLTKVLALKVDNAETIKKELGLSLTEPLMEQVGTEEFERT
KREGDGASRVVLSLPFAEGSSSVEY INNWEQAKALSVELEINFETRGKRGODAMYEYMAQAC
AGNRVRR

La investigacién ha demostrado que las mutaciones en el gen tox que codifica la toxina diftérica en el fago tienen
poco efecto en la replicacion del fago, pero reducen o eliminan en gran medida la toxicidad de la toxina diftérica
expresada, que se conocen como Material de reaccién cruzada (CRM) (Giannini et al. (1984) "The amino-acid
sequence of two non-toxic mutants of diphtheria toxin: CRM45 and CRM197". Nucleic Acid Research 12: 4063-
4069). Las propiedades inmunogénicas del CRM en el suero todavia estan altamente correlacionadas con las de la
toxina de tipo salvaje. En particular, el mutante no téxico CRM197 tiene una mutacion de punto Gly—Glu en el
aminoacido 52, y su secuencia de aminoacidos es como se muestra a continuacion en la SEQ ID NO: 4.

(SEQ ID NO:4)

GADDVVDSSKSEVMENEFSSYHGTKPGYVDSIQKGIQKPKSGTOGNYDDDWKEFYSTDNKYDA
AGYSVDNENPLSGKAGGVVRKVTYPGLTKVLALKVDNAET IKKELGLSLTEPLMEQVGTEEEFT
KREGDGASRVVLSLPFAEGSSSVEY INNWEQAKALSVELEINFETRGKRGODAMYEYMAQAC
AGNRVRR

En comparacion con otras proteinas transportadoras del mercado usadas para vacunas contra Streptococcus
pneumonia, la cadena A de CRM197 (denominada CRM197A en adelante) tiene las siguientes ventajas. Las
propiedades inmunogeniciticas de CRM197A y la toxina diftérica de tipo salvaje de longitud completa estan
altamente correlacionadas. Con un peso molecular pequefio y alta solubilidad en agua, CRM197A es facil de
producir y de usar en reacciones quimicas para la preparacion de moléculas de alto peso molecular. Las
aplicaciones clinicas a largo plazo de las vacunas basadas en la toxina diftérica han demostrado la seguridad y
eficacia de dichas vacunas.

Aqui, la proteina CRM197A expresada recombinantemente se usdé como una proteina transportadora en la
produccién de conjugados de polisacarido-proteina. CRM197A se uni6 covalentemente a polisacaridos capsulares
(CP) de Streptococcus pneumoniae (Pn) para preparar conjugados Pn PS-CRM197A. CRM197A se unio
covalentemente a polisacéridos capsulares (CP) de Haemophila influenzae tipo b (Hib) para preparar conjugados Hib
PS-CRM197A. CRM197A se unié covalentemente a polisacaridos capsulares (CP) de Neisseria meningitidis (Men)
para preparar conjugados Men CP-CRM197A. Cada uno de los conjugados se prepard adicionalmente en una
composicion de vacuna para servir como control para la investigacion de la inmunogenicidad de los conjugados
correspondientes que tienen el mismo CP pero una proteina transportadora quimérica que comprenda CRM197A y
uno 0 mas epitopos universales.

2. Disefio de secuencia de proteinas transportadoras quiméricas

Los epitopos universales se fusionaron con la proteina transportadora inmunogénica CRM197A para construir una
nueva proteina transportadora quimérica util para la preparacion de conjugados de polisacarido-proteina. El epitopo
universal P2, P30 u OVAp se fusionaron individualmente con el extremo N o el extremo C de la proteina
transportadora CRM197A. Alternativamente, cada una de una combinacion de dos tipos diferentes de epitopos
universales se fusioné respectivamente con el extremo N o el extremo C de la proteina transportadora CRM197A. En
una tercera estrategia, dos copias del mismo epitopo universal se fusionaron entre si y después se fusionaron con el
extremo N o el extremo C de la proteina transportadora CRM197A. Una cuarta estrategia fue fusionar un epitopo
universal con el extremo C o el extremo N de la proteina transportadora CRM197A, y el término restante de
CRM197A se unié a dos copias del mismo o un tipo diferente de epitopo universal, que se fusionaron entre si.

2-1 Disefio de secuencia de una proteina transportadora quimérica que comprende P2 y CRM197A

2-1-1 Disefio de secuencia de una proteina transportadora quimérica P2-extremo-N-CRM197A (P2CRM197A)

29



10

15

20

25

30

35

ES 2760 536 T3

Una copia de la secuencia de aminoacidos de P2 (SEQ ID NO: 1) se fusioné con el extremo N de la proteina
transportadora CRM197A (SEQ ID NO: 4) a través de un enlazador GSGSG (SEQ ID NO: 7) dispuesto entre ellos
para obtener una nueva proteina transportadora quimérica llamada P2CRM197A. La secuencia de aminoacidos de
la nueva proteina transportadora quimérica se muestra a continuacion en SEQ ID NO: 8. La secuencia del epitopo
P2 esta subrayada.

(SEQ ID NO:8)

OYIKANSKEFIGITELGSGSGGADDVVDSSKSEFVMENFSSYHGTKPGYVDSIQKGIOQKPKSGT

OGNYDDDWKEFYSTDNKYDAAGY SVDNENPLSGKAGGVVKVTYPGLTKVLALKVDNAETIKK
ELGLSLTEPLMEQVGTEEF IKRFGDGASRVVLSLPFAEGSSSVEY INNWEQAKALSVELEIN
FETRGKRGODAMYEYMAQACAGNRVRR

2-1-2 Disefio de secuencia de una proteina transportadora quimérica CRM197A-extremo-C-P2 (CRM197AP2)

Una copia de la secuencia de aminoacidos de P2 (SEQ ID NO: 1) se fusiond al extremo C de la proteina
transportadora CRM197A (SEQ ID NO: 4) a través de un enlazador GSGSG (SEQ ID NO: 7) dispuesto entre ellos
para obtener una nueva proteina transportadora quimérica llamada CRM197AP2. La secuencia de aminoacidos de
la nueva proteina transportadora quimérica se muestra a continuacion en SEQ ID NO: 9. La secuencia del epitopo
P2 esta subrayada.

(SEQ ID NO:9)

MGADDVVDSSKSEFVMENESSYHGTKPGYVDSIQKGIQKPKSGTOGNYDDDWKEFYSTDNKYD
AAGYSVDNENPLSGRKAGGVVKEVTYPGLTKVLALKVDNAETIKKELGLSLTEPLMEQVGTEEF
IKRFGDGASRVVLSLPFAEGSSSVEY INNWEQAKALSVELEINFETRGKRGODAMYEYMAQA
CAGNRVRRGSGSGQYIKANSKFIGITEL

2-1-3 Disefio de secuencia de una proteina transportadora quimérica P2-extremo-N-CRM197A-extremo-C-P2
(P2CRM197AP2)

Una copia de la secuencia de aminoacidos de P2 (SEQ ID NO: 1) se fusion6 con el extremo N y el extremo C de la
proteina transportadora CRM197A (SEQ ID NO: 4) respectivamente, cada uno a través de un enlazador GSGSG
(SEQ ID NO: 7) dispuesto entre ellos para obtener una nueva proteina transportadora quimérica llamada
P2CRM197AP2. La secuencia de aminodacidos de la nueva proteina transportadora quimérica se muestra a
continuacion en SEQ ID NO: 10. La secuencia del epitopo P2 esta subrayada.

(SEQ ID NO:10)

OYIKANSKFIGITELGSGSGGADDVVDSSKSEFVMENFSSYHGTKPGYVDSTIQKGIQKPKSGT

OGNYDDDWKEFYSTDNKYDAAGY SVDNENPLSGKAGGVVKVTYPGLTKVLALKVDNAETIKK
ELGLSLTEPLMEQVGTEEFIKRFGDGASRVVLSLPFAEGSSSVEY INNWEQAKALSVELEIN
FETRGKRGODAMYEYMAQACAGNRVRRGSGSGOYIKANSKEFIGITEL

2-1-4 Disefio de secuencia de una proteina transportadora quimérica P2P2-extremo-N-CRM197A (P2P2CRM197A)

Dos copias de la secuencia de aminoacidos de P2 (SEQ ID NO: 1) se fusionaron entre si a través de un enlazador
GSGSG (SEQ ID NO: 7) dispuesto entre ellas, y la secuencia fusionada se fusioné con el extremo N del CRM197A
proteina transportadora (SEQ ID NO: 4) a través de un enlazador GSGSG (SEQ ID NO: 7) dispuesto entre ellas para
obtener una nueva proteina transportadora quimérica llamada P2P2CRM197A. La secuencia de aminoacidos de la
nueva proteina transportadora quimérica se muestra a continuacién en SEQ ID NO: 11. La secuencia del epitopo P2
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esta subrayada.

(SEQ ID NO:11)

QYIKANSKFIGITELGSGSGQYIKANSKEIGITELGSGSGGADDVVDSSKSEVMENESSYHG

TKPGYVDSIQKGIQOKPKSGTOGNYDDDWKEFYSTDNKYDAAGY SVDNENPLSGKAGGVVKVT
YPGLTRVLALKVDNAET IKKELGLSLTEPLMEQVGTEEFIKRFGDGASRVVLSLPFAEGSSS
VEYINNWEQAKALSVELEINFETRGKRGODAMYEYMAQACAGNRVRR

2-1-5 Disefio de secuencia de una proteina transportadora quimérica CRM197A-extremo-C-P2P2 (CRM197AP2P2)

Dos copias de la secuencia de aminoacidos de P2 (SEQ ID NO: 1) se fusionaron entre si a través de un enlazador
GSGSG (SEQ ID NO: 7) dispuesto entre ellas, y la secuencia fusionada se fusioné con el extremo N del CRM197A
proteina transportadora (SEQ ID NO: 4) a través de un enlazador GSGSG (SEQ ID NO: 7) dispuesto entre ellos,
para obtener una nueva proteina transportadora quimérica llamada P2P2CRM197A. La secuencia de aminoacidos
de la nueva proteina transportadora quimérica se muestra a continuacién en SEQ ID NO: 12. La secuencia del
epitopo P2 esta subrayada.

(SEQ ID NO:12)

GADDVVDSSKSEVMENESSYHGTKPGYVDSIQKGIQKPKSGTQGNYDDDWKEFY STDNKYDA
AGYSVDNENPLSGKAGGVVKVTYPGLTKVLALKVDNAETIKKELGLSLTEPLMEQVGTEEF T
KREGDGASRVVLSLPFAEGSSSVEY INNWEQAKALSVELEINFETRGKRGODAMYEYMAQAC
AGNRVRRGSGSGOYIKANSKFIGITELGSGSGQYIKANSKEIGITEL

2-1-6 Disefio de secuencia de una proteina transportadora quimérica P2P2-extremo-N-CRM197A-extremo-C-P2
(P2P2CRM197AP2)

Dos copias de la secuencia de aminoacidos de P2 (SEQ ID NO: 1) se fusionaron entre si a través de un enlazador
GSGSG (SEQ ID NO: 7) dispuesto entre ellas, y la secuencia fusionada se fusioné con el extremo N del CRM197A
proteina transportadora (SEQ ID NO: 4) a través de un enlazador GSGSG (SEQ ID NO: 7) dispuesto entre ellas;
ademas, una copia de la secuencia de aminoacidos de P2 (SEQ ID NO: 1) se fusiono6 al extremo C de la proteina
transportadora CRM197A (SEQ ID NO: 4) a través de un enlazador GSGSG (SEQ ID NO: 7) dispuesto entre ellas,
para obtener una nueva proteina transportadora quimérica llamada P2P2CRM197AP2. La secuencia de
aminoacidos de la nueva proteina transportadora quimérica se muestra a continuacién en SEQ ID NO: 13. La
secuencia del epitopo P2 est4 subrayada.

(SEQ ID NO:13)

QYTKANSKEFIGITELGSGSGQYIKANSKFIGITELGSGSGGADDVVDSSKSEFVMENESSYHG

TKPGYVDSIOKGIQKPRKSGTOGNYDDDWKEFY STDNKYDAAGY SVDNENPLSGKAGGVVERVT
YPGLTEVLALKVDNAETIKKELGLSLTEPLMEQVGTEEF IKRFGDGASRVVLSLPFARGSSS
VEYINNWEQAKALSVELEINFETRGKRGODAMYEYMAQACAGNRVRRGSGSGQY TKANSKET

GITEL

2-1-7 Disefio de secuencia de una proteina transportadora quimérica P2P2-extremo-N-CRM197A-extremo-C-P2
(P2CRM197AP2P2)

31



10

15

20

25

30

ES 2760 536 T3

Una copia de la secuencia de aminoacidos de P2 (SEQ ID NO: 1) se fusioné con el extremo N de la proteina
transportadora CRM197A (SEQ ID NO: 4) a través de un enlazador GSGSG (SEQ ID NO: 7) dispuesto entre ellas;
ademas, dos copias de la secuencia de aminoacidos de P2 (SEQ ID NO: 1) se fusionaron entre si a través de un
enlazador GSGSG (SEQ ID NO: 7) dispuesto entre ellas, y la secuencia fusionada se fusioné con el extremo C del
CRM197A proteina transportadora (SEQ ID NO: 4) a través de un enlazador GSGSG (SEQ ID NO: 7) dispuesto
entre ellos, para obtener una nueva proteina transportadora quimérica llamada P2CRM197AP2P2. La secuencia de
aminoacidos de la nueva proteina transportadora quimérica se muestra a continuacion en SEQ ID NO: 14. La
secuencia del epitopo P2 esta subrayada.

(SEQ ID NO:14)

QYIKANSKFIGITELGSGSGGADDVVDSSKSEFVMENESSYHGTKPGYVDSTIQKGIQKPKSGT

OGNYDDDWKEFYSTDNKYDAAGY SVDNENPLSGKAGGVVKVTYPGLTKVLALKVDNAETIKK
ELGLSLTEPLMEQVGTEEFIKRFGDGASRVVLSLPFAEGSSSVEY INNWEQAKALSVELEIN
FETRGKRGODAMYEYMAQACAGNRVRRGSGSGOYIKANSKEIGITELGSGSGQYIKANSKET

GITEL

2-2 Disefio de secuencia de una proteina transportadora quimérica que comprende P30 y CRM197A

2-2-1 Disefio de secuencia de una proteina transportadora quimérica P30-extremo-N-CRM197A (P30CRM197A)

Una copia de la secuencia de aminoacidos de P30 (SEQ ID NO: 2) se fusion6 con el extremo N de la proteina
transportadora CRM197A (SEQ ID NO: 4) a través de un enlazador GSGSG (SEQ ID NO: 7) dispuesto entre ellos,
para obtener una nueva proteina transportadora quimérica llamada P30CRM197A. La secuencia de aminoacidos de

la nueva proteina transportadora quimérica se muestra a continuacion en SEQ ID NO: 15. La secuencia del epitopo
P30 esta subrayada.

(SEQ ID NO:15)

FNNFTVSEFWLRVPKVSASHLEGSGSGGADDVVDSSKSEFVMENFSSYHGTKPGYVDSIQKGIQ

KPKSGTOGNYDDDWKEFY STDNKYDAAGY SVDNENPLSGKAGGVVKVTY PGLTRKVLATLKVDN

AETIKKELGLSLTEPLMEQVGTEEF IKRFGDGASRVVLSLPFAEGSSSVEY INNWEQAKALS
VELEINFETRGKRGODAMYEYMAQACAGNRVRR

2-2-2 Disefio de secuencia de una proteina transportadora quimérica CRM197A-extremo-C-P30 (CRM197AP30)

Una copia de la secuencia de aminoacidos de P30 (SEQ ID NO: 2) se fusion6 al extremo C de la proteina
transportadora CRM197A (SEQ ID NO: 4) a través de un enlazador GSGSG (SEQ ID NO: 7) dispuesto entre ellos,
para obtener una nueva proteina transportadora quimérica llamada CRM197AP30. La secuencia de aminoacidos de
la nueva proteina transportadora quimérica se muestra a continuacion en SEQ ID NO: 16. La secuencia del epitopo
P30 esté subrayada.
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(SEQ ID NO:16)

MGADDVVDSSKSEFVMENFSSYHGTKPGYVDSIQKGIQKPKSGTOGNYDDDWKEEFYSTDNKYD
AAGYSVDNENPLSGKAGGVVRKVTYPGLTKVLALKVDNAET IKKELGLSLTEPLMEQVGTEEF
IKRFGDGASRVVLSLPFAEGSSSVEY INNWEQAKALSVELE INFETRGKRGODAMYEYMAQA
CAGNRVRRGSGSGEFNNFTVSEFWLRVPKVSASHLE

2-2-3 Disefio de secuencia de una proteina transportadora quimérica P30-extremo-N-CRM197A-extremo-C-P30
(P30CRM197AP30)

Una copia de la secuencia de aminoacidos de P30 (SEQ ID NO: 2) se fusiond con el extremo N y el extremo C de la
proteina transportadora CRM197A (SEQ ID NO: 4) respectivamente, cada uno a través de un enlazador GSGSG
(SEQ ID NO: 7) dispuesto entre ellos, para obtener una nueva proteina transportadora quimérica llamada
P30CRM197AP30. La secuencia de aminoacidos de la nueva proteina transportadora quimérica se muestra a
continuacion en SEQ ID NO: 17. La secuencia del epitopo P30 esta subrayada.

(SEQ ID NO:17)

FNNFTVSFWLRVPKVSASHLEGSGSGGADDVVDSSKSEFVMENEFSSYHGTKPGYVDSIQKGIQ

KPKSGTOGNYDDDWKEEFY STDNKYDAAGY SVDNENPLSGKAGGVVKVTYPGLTKVLALKVDN
AETIKKELGLSLTEPLMEQVGTEEFIKREGDGASRVVLSLPFAEGSSSVEY INNWEQAKALS
VELEINFETRGKRGODAMYEYMAQACAGNRVRRGSGSGFNNEFTVSFWLRVPKVSASHLE

2-2-4 Disefio de secuencia de una proteina transportadora quimérica P30P30-extremo-N-CRM197A
(P30P30CRM197A)

Dos copias de la secuencia de aminoacidos de P30 (SEQ ID NO: 2) se fusionaron entre si a través de un enlazador
GSGSG (SEQ ID NO: 7) dispuesto entre ellas, y la secuencia fusionada se fusiond después al extremo N del
CRM197A proteina transportadora (SEQ ID NO: 4), a través de un enlazador GSGSG (SEQ ID NO: 7) dispuesto
entre ellas, para obtener una nueva proteina transportadora quimérica llamada P30P30CRM197A. La secuencia de
aminoacidos de la nueva proteina transportadora quimérica se muestra a continuacién en SEQ ID NO: 18. La
secuencia del epitopo P30 esta subrayada.

(SEQ ID NO:18)

FNNEFTVSFWLRVPKVSASHLEGSGSGFNNEFTVSEFWLRVPKVSASHLEGSGSGGADDVVDSSK

SEVMENFSSYHGTKPGYVDSIQKGIQKPKSGTOGNYDDDWKEFY STDNKYDAAGY SVDNENP
LSGKRKAGGVVKVTYPGLTKVLALKVDNAETIKKELGLSLTEPLMEQVGTEEFIKREFGDGASRV
VLSLPFAEGSSSVEY INNWEQAKALSVELEINFETRGKRGODAMYEYMAQACAGNRVRR

2-2-5 Disefio de secuencia de una proteina transportadora quimérica CRM197A-extremo-C-P30P30 (CRM197A
P30P30)

Dos copias de la secuencia de aminoacidos de P30 (SEQ ID NO: 2) se fusionaron entre si a través de un enlazador
GSGSG (SEQ ID NO: 7) dispuesto entre ellas, y la secuencia fusionada se fusiond después al extremo C del
CRM197A proteina transportadora (SEQ ID NO: 4), a través de un enlazador GSGSG (SEQ ID NO: 7) dispuesto
entre ellas, para obtener una nueva proteina transportadora quimérica llamada CRM197AP30P30. La secuencia de
aminoacidos de la nueva proteina transportadora quimérica se muestra a continuacion en SEQ ID NO: 19. La
secuencia del epitopo P30 esta subrayada.
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(SEQ ID NO:19)

GADDVVDSSKSEFVMENFSSYHGTRKPGYVDSIQKGIQKPKSGTOGNYDDDWKEEY STDNKYDA
AGYSVDNENPLSGKAGGVVKVTYPGLTKVLALKVDNAET IKKELGLSLTEPLMEQVGTEEFT
KREGDGASRVVLSLPFAEGSSSVEYINNWEQAKALSVELEINFETRGKRGODAMYEYMAQAC
AGNRVRRGSGSGENNEFTVSFWLRVPKVSASHLEGSGSGENNEFTVSEFWLRVPKVSASHLE

2-2-6 Disefio de secuencia de una proteina portadora quimérica P30P30-extremo-N-CRM197A-extremo-C-P30
(P30P30CRM197AP30)

Dos copias de la secuencia de aminoacidos de P30 (SEQ ID NO: 2) se fusionaron entre si a través de un enlazador
GSGSG (SEQ ID NO: 7) dispuesto entre ellas, y la secuencia fusionada se fusion6 después al extremo N del
CRM197A proteina transportadora (SEQ ID NO: 4), a través de un enlazador GSGSG (SEQ ID NO: 7) dispuesto
entre ellas; ademds, una copia de P30 (SEQ ID NO: 2) se fusiond al extremo C de la proteina transportadora
CRM197A (SEQ ID NO: 4), a través de un enlazador GSGSG (SEQ ID NO: 7) dispuesto entre ellos, para obtener
una nueva proteina transportadora quimérica llamada P30P30CRM197AP30. La secuencia de aminoacidos de la
nueva proteina transportadora quimérica se muestra a continuacién en SEQ ID NO: 20. La secuencia del epitopo
P30 esta subrayada.

(SEQ ID NOC:20)

FNNETVSFWLRVPEVSASHLEGSGSGEFNNETVSEFWLRVPEKVSASHLEGSGSGGADDVVDSSK

SEVMENESSYHGTKPGYVDSIQKGIQKPKSGTOGNY DDDWKEEFY STDNKYDAAGY SVDNENP
LSGKRKAGGVVREVTYPGLTRKVLALKVDNAET IKKELGLSLTEPLMEQVGTEEF IKREFGDGASRY
VLSLPFAEGSSSVEY INNWEQAKALSVELEINFETRGKRGODAMYEYMAQACAGNRVRRGSG
SGENNFTVSFWLRVPKVSASHLE

2-2-7 Disefio de secuencia de una proteina portadora quimérica P30-extremo-N-CRM197A-extremo-C-P30 P30
(P30CRM197AP30P30)

Una copia de la secuencia de aminoacidos de P30 (SEQ ID NO: 2) se fusiond con el extremo N de la proteina
transportadora CRM197A (SEQ ID NO: 4), a través de un enlazador GSGSG (SEQ ID NO: 7) dispuesto entre ellas;
ademas, dos copias de la secuencia de aminoacidos de P30 (SEQ ID NO: 2) se fusionaron entre si a través de un
enlazador GSGSG (SEQ ID NO: 7) dispuesto entre ellas, y la secuencia fusionada se fusion6 con el extremo C del
CRM197A proteina transportadora (SEQ ID NO: 4), a través de un enlazador GSGSG (SEQ ID NO: 7) dispuesto
entre ellas, para obtener una nueva proteina transportadora quimérica llamada P30CRM197AP30P30. La secuencia
de aminoacidos de la nueva proteina transportadora quimérica se muestra a continuacién en SEQ ID NO: 21. La
secuencia del epitopo P30 esta subrayada.

(SEQ ID NO:21)

FNNEFTVSFWLRVPKVSASHLEGSGSGGADDVVDSSKSEFVMENESSYHGTKPGYVDSIQKGIQ

KPKSGTOGNYDDDWKEFYSTDNKYDAAGY SVDNENPLSGKAGGVVKVTY PGLTKVLALKVDN
AETIKKELGLSLTEPILMEQVGTEEFIKRFGDGASRVVLSLPFAEGSSSVEY INNWEQAKALS
VELEINFETRGKRGODAMYEYMAQACAGNRVRRGSGSGENNETVSEFWLRVPKVSASHLEGSG

SGENNEFTVSFWLRVPKVSASHLE

2-3 Disefio de secuencia de una proteina transportadora quimérica que comprende OVAp y CRM197A 2-3-1 Disefio
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de secuencia de una proteina transportadora quimérica OVAp-extremo-N-CRM197A (OVApCRM197A)

Una copia de la secuencia de aminoacidos de OVAp (SEQ ID NO: 3) se fusiond con el extremo N de la proteina
transportadora CRM197A (SEQ ID NO: 4) a través de un enlazador GSGSG (SEQ ID NO: 7) dispuesto entre ellos,
para obtener una nueva proteina transportadora quimérica llamada OVApCRM197A. La secuencia de aminoacidos
de la nueva proteina transportadora quimérica se muestra a continuacion en SEQ ID NO: 22. La secuencia del
epitopo OVAp esta subrayada.

(SEQ ID NO:22)

ISOAVHAAHAEINEAGRGSGSGGADDVVDSSKSEVMENESSYHGTKPGYVDSTIQOKGIQKPKS

GTOGNYDDDWKEEFYSTDNKYDAAGY SVDNENPLSGKAGGVVKVTYPGLTKVLALKVDNAET I
KKELGLSLTEPLMEQVGTEEFIKREFGDGASRVVLSLPFAEGSSSVEY INNWEQAKALSVELE
INFETRGKRGODAMYEYMAQACAGNRVRR

2-3-2 Disefio de secuencia de una proteina transportadora quimérica CRM197A-extremo-C-OVAp (CRM197A0VAp)
Una copia de la secuencia de aminoacidos de OVAp (SEQ ID NO: 3) se fusiond con el extremo C de la proteina
transportadora CRM197A (SEQ ID NO: 4) a través de un enlazador GSGSG (SEQ ID NO: 7) dispuesto entre ellos,
para obtener una nueva proteina transportadora quimérica llamada CRM197A0VAp. La secuencia de aminoacidos

de la nueva proteina transportadora quimérica se muestra a continuacién en SEQ ID NO: 23. La secuencia del
epitopo OVAp esta subrayada.

(SEQ ID NO:23)

MGADDVVDSSKSEFVMENEFSSYHGTKPGYVDS IQKGIQKPKSGTOQGNYDDDWKEFYSTDNKYD
AAGYSVDNENPLSGKAGGVVKVTYPGLTKVLALKVDNAETIKKELGLSLTEPLMEQVGTEEFE
IKREGDGASRVVLSLPFAEGSSSVEY INNWEQAKALSVELEINFETRGKRGODAMYEYMAQA
CAGNRVRRGSGSGISQAVHAAHAEINEAGR

2-3-3 Disefio de secuencia de una proteina transportadora quimérica OVAp-extremo-N-CRM197A-extremo-C-OVAp
(O VApCRM 197A0VAp)

Una copia de la secuencia de aminoacidos de OVAp (SEQ ID NO: 3) se fusiond con el extremo N y el extremo C de
la proteina transportadora CRM197A (SEQ ID NO: 4) respectivamente, cada uno a través de un enlazador GSGSG
(SEQ ID NO: 7) dispuesto entre ellos, para obtener una nueva proteina transportadora quimérica llamada
OVApCRM197A0VAp. La secuencia de aminoacidos de la nueva proteina transportadora quimérica se muestra a
continuacion en SEQ ID NO: 24. La secuencia del epitopo OVAp esta subrayada.

(SEQ ID NO:24)

ISQAVHAAHAEINEAGRGSGSGGADDVVDSSKSEFVMENFSSYHGTKPGYVDSIQKGIQKPKS

GTOGNYDDDWKEFYSTDNKYDAAGY SVDNENPLSGKAGGVVKVTYPGLTKVLALKVDNAETT
KKELGLSLTEPLMEQVGTEEFIKRFGDGASRVVLSLPFAEGSSSVEY INNWEQAKALSVELE
INFETRGKRGODAMYEYMAQACAGNRVRRGSGSGISQAVHAAHAEINEAGR

2-3-4 Disefio de secuencia de una proteina transportadora quimérica OVApOVAp-extremo-N-CRM197A
(OVApOVApPCRM197A)
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Dos copias de la secuencia de aminoacidos de OVAp (SEQ ID NO: 3) se fusionaron entre si a través de un
enlazador GSGSG (SEQ ID NO: 7) dispuesto entre ellas, y la secuencia fusionada se fusion6 después al extremo N
del CRM197A proteina transportadora (SEQ ID NO: 4) a través de un enlazador GSGSG (SEQ ID NO: 7) dispuesto
entre ellos, para obtener una nueva proteina transportadora quimérica llamada OVApOVApCRM197A. La secuencia
de aminoéacidos de la nueva proteina transportadora quimérica se muestra a continuacién en SEQ ID NO: 25. La
secuencia del epitopo OVAp esta subrayada.

(SEQ ID NO:25)

ISOAVHAAHAEINEAGRGSGSGISOAVHAAHAEINEAGRGSGSGGADDVVDS SKSEFVMENES

SYHGTKPGYVDSIQKGIQKPKSGTOGNYDDDWKEFY STDNKYDAAGY SVDNENPLSGKAGGV
VEKVTYPGLTKVLALKVDNAET IKKELGLSLTEPLMEQVGTEEF IKRFGDGASRVVLSLPFAE
GSSSVEYINNWEQAKALSVELEINFETRGKRGODAMYEYMAQACAGNRVRR

2-3-5 Disefio de secuencia de una proteina transportadora quimérica CRM197A-extremo-C-OVApOVAp
(CRM197A0VApPOVAp)

Dos copias de la secuencia de aminoacidos de OVAp (SEQ ID NO: 3) se fusionaron entre si a través de un
enlazador GSGSG (SEQ ID NO: 7) dispuesto entre ellas, y la secuencia fusionada se fusioné después al extremo C
del CRM197A proteina transportadora (SEQ ID NO: 4) a través de un enlazador GSGSG (SEQ ID NO: 7) dispuesto
entre ellos, para obtener una nueva proteina transportadora quimérica llamada CRM197A0OVApOVAp. La secuencia

de aminoacidos de la nueva proteina transportadora quimérica se muestra a continuacién en SEQ ID NO: 26. La
secuencia del epitopo OVAp esta subrayada.

(SEQ ID NO:26)

GADDVVDSSKSEVMENESSYHGTKPGYVDSIQKGIQKPKSGTOGNYDDDWKEEFY STDNKYDA
AGYSVDNENPLSGKAGGVVKVTYPGLTKVLALKVDNAETIKKELGLSLTEPLMEQVGTEEET
KREGDGASRVVLSLPFARGSSSVEY INNWEQAKALSVELEINFETRGKRGODAMYEYMAQAC
AGNRVRRGSGSGISQAVHAAHAEINEAGRGSGSGISOAVHAAHAETINEAGR

2-3-6 Disefio de secuencia de una proteina transportadora quimérica OVApOVAp-extremo-N-CRM197A-extremo-C-
OVAp (OVApPO VAPCRM 197A0VAp)

Dos copias de la secuencia de aminoacidos de OVAp (SEQ ID NO: 3) se fusionaron entre si a través de un
enlazador GSGSG (SEQ ID NO: 7) dispuesto entre ellas, y la secuencia fusionada se fusiond después al extremo N
del CRM197A proteina transportadora (SEQ ID NO: 4) a través de un enlazador GSGSG (SEQ ID NO: 7) dispuesto
entre ellas; ademas, una copia de la secuencia de aminoacidos de OVAp se fusioné con el extremo C de la proteina
transportadora CRM197A (SEQ ID NO: 4) a través de un enlazador GSGSG (SEQ ID NO: 7) dispuesto entre ellos,
para obtener una nueva proteina transportadora quimérica llamada OVApOVApCRM197A0VAp. La secuencia de
aminoacidos de la nueva proteina transportadora quimérica se muestra a continuacién en SEQ ID NO: 27. La
secuencia del epitopo OVAp esta subrayada.
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(SEQ ID NO:27)

ISOAVHAAHAEINEAGRGSGSGISQAVHAAHAEINEAGRGSGSGGADDVVDS SKSEVMENE'S

SYHGTKPGYVDSIQKRKGIQKPKSGTOQGNYDDDWKEFY STDNKYDAAGY SVDNENPLSGKAGGY
VRVIYPGLTRKVLALKVDNAETIKKELGLSLTEPLMEQVGTEEFIKRFGDGASRVVLSLPFAE
GSSSVEY INNWEQAKALSVELEINFETRGKRGODAMYEYMAQACAGNRVRRGSGSGISQAVH
AAHAEINEAGR

2-3-7 Disefio de secuencia de una proteina transportadora quimérica OVAp-extremo-N-CRM197A-extremo-C-
OVApPOVAp (OVApCRM197A0VApPOVAp)

Una copia de la secuencia de aminoacidos de OVAp (SEQ ID NO: 3) se fusiond con el extremo N de la proteina
transportadora CRM197A (SEQ ID NO: 4) a través de un enlazador GSGSG (SEQ ID NO: 7) dispuesto entre ellas;
ademas, dos copias de la secuencia de aminoacidos de OVAp (SEQ ID NO: 3) se fusionaron entre si a través de un
enlazador GSGSG (SEQ ID NO: 7) dispuesto entre ellas, y la secuencia fusionada se fusioné después al extremo C
del CRM197A proteina transportadora (SEQ ID NO: 4) a través de un enlazador GSGSG (SEQ ID NO: 7) dispuesto
entre ellos, para obtener una nueva proteina transportadora quimérica llamada OVApCRM197A0OVApOVAp. La
secuencia de aminoacidos de la nueva proteina transportadora quimérica se muestra a continuacion en SEQ ID NO:
28. La secuencia del epitopo OVAp esta subrayada.

(SEQ ID NO:28)

ISQAVHAAHAEINEAGRGSGSGGADDVVDSSKSEFVMENFSSYHGTKPGYVDSIQKGIQKPKS

GTOGNYDDDWKEFYSTDNKYDAAGY SVDNENPLSGKAGGVVKVTYPGLTKVLALKVDNAETT
KKELGLSLTEPLMEQVGTEEFIKRFGDGASRVVLSLPFAEGSSSVEY INNWEQAKALSVELE
INFETRGKRGODAMYEYMAQACAGNRVRRGSGSGISQAVHAAHAE INEAGRGSGSGISQAVH

ARHAEINEAGR

2-4 Disefio de secuencia de una proteina transportadora quimérica que comprende al menos dos tipos diferentes de
epitopos universales

Combinaciones de tres epitopos universales diferentes, P2, P30 y OVAp se fusionaron con la proteina
transportadora  CRM197A respectivamente para disefiar secuencialmente nuevas proteinas transportadoras
quiméricas.

2-4-1 Disefio de secuencia de una proteina transportadora quimérica P30-extremo-N-CRM197A-extremo-C-P2
(P2CRM197AP30)

Una copia de la secuencia de aminoacidos de P2 (SEQ ID NO: 1) se fusion6 con el extremo N de la proteina
transportadora CRM197A (SEQ ID NO: 4) a través de un enlazador GSGSG (SEQ ID NO: 7) dispuesto entre ellos, y
una copia de la secuencia de aminoacidos de P30 (SEQ ID NO: 2) se fusioné al extremo C de la proteina
transportadora CRM197A (SEQ ID NO: 4) a través de un enlazador GSGSG (SEQ ID NO: 7) dispuesto entre ellos,
para obtener una nueva proteina transportadora quimérica llamada P2CRM197AP30. La secuencia de aminoacidos
de la nueva proteina transportadora quimeérica se muestra a continuacién en SEQ ID NO: 29. Las secuencias de los
epitopos P2 y P30 estan subrayadas.
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(SEQ ID NC:29)

OYIKANSKEIGITELGSGSGGADDVVDS SKSEFVMENEFSSYHGTKPGYVDSIQKGIQKPKSGT

OGNYDDDWKEFYSTDNKYDAAGY SVDNENPLSGKAGGVVKVTYPGLTKVLALKVDNAETIKK

ELGLSLTEPIMEQVGTEEF IKREGDGASRVVLSLPFAEGSSSVEY INNWEQARKALSVELEIN
FETRGKRGODAMYEYMAQACAGNRVRRGSGSGENNEFTVSFWLRVPKVSASHLE

2-4-2 Disefio de secuencia de una proteina transportadora quimérica P2-extremo-N-CRM197A-extremo-C-P30
(P30CRM197AP2)

Una copia de la secuencia de aminoacidos de P30 (SEQ ID NO: 2) se fusion6 con el extremo N de la proteina
transportadora CRM197A (SEQ ID NO: 4) a través de un enlazador GSGSG (SEQ ID NO: 7) dispuesto entre ellos, y
una copia de la secuencia de aminoacidos de P2 (SEQ ID NO: 1) se fusiond al extremo C de la proteina
transportadora CRM197A (SEQ ID NO: 4) a través de un enlazador GSGSG (SEQ ID NO: 7) dispuesto entre ellos,
para obtener una nueva proteina transportadora quimérica llamada P30CRM197AP2. La secuencia de aminoacidos
de la nueva proteina transportadora quimérica se muestra a continuacion en SEQ ID NO: 30. Las secuencias de los
epitopos P2 y P30 estan subrayadas.

(SEQ ID NO:30)

FNNFTVSFWLRVPKVSASHLEGSGSGGADDVVDSSKSEVMENEFSSYHGTKPGYVDSIOKGIQ

KPKSGTOGNYDDDWKEFYSTDNKYDAAGYSVDNENPLSGKAGGVVKVTYPGLTKVLALKVDN
AETIKKELGLSLTEPLMEQVGTEEFIKRFGDGASRVVLSLPFAEGSSSVEYINNWEQAKALS
VELEINFETRGKRGODAMYEYMAQACAGNRVRRGSGSGQYIKANSKFIGITEL

2-4-3 Disefio de secuencia de una proteina transportadora quimérica P2P30-extremo-N-CRM197A-extremo-C-P2
(P30CRM197AP2)

Una copia de la secuencia de aminoacidos de P2 (SEQ ID NO: 1) y una copia de la secuencia de aminoacidos de
P30 (SEQ ID NO: 2) se fusionaron entre si a través de un enlazador GSGSG (SEQ ID NO: 7) entremedio, la
secuencia fusionada después se fusiond al extremo N de la proteina transportadora CRM197A (SEQ ID NO: 4) a
través de un enlazador GSGSG (SEQ ID NO: 7) dispuesto entre ellas; adicionalmente, y una copia de la secuencia
de aminoacidos de P2 (SEQ ID NO: 1) se fusioné con el extremo C de la proteina transportadora CRM197A (SEQ ID
NO: 4) a través de un enlazador GSGSG (SEQ ID NO: 7) entremedio, para obtener una nueva proteina
transportadora quimérica llamada P2P30CRM197AP2. La secuencia de aminoacidos de la nueva proteina
transportadora quimérica se muestra a continuacion en SEQ ID NO: 31. Las secuencias de los epitopos P2, P30 y
OVAp estan subrayadas.

(SEQ ID NO:31)

QYTIKANSKEFIGITELGSGSGFNNFTVSFWLRVPKVSASHLEGSGSGGADDVVDSSKSFVMEN

FSSYHGTKPGYVDSIQKGIQKPKSGTOGNYDDDWKEFYSTDNKYDAAGY SVDNENPLSGKAG
GVVKVTYPGLTKVLALKVDNAETIKKELGLSLTEPLMEQVGTEEFIKRFGDGASRVVLSLPF
AEGSSSVEYINNWEQAKALSVELEINFETRGKRGODAMYEYMAQACAGNRVRRGSGSGQYTK
ANSKFIGITEL

2-4-4 Disefio de secuencia de una proteina transportadora quimérica P2P30-extremo-N-CRM197A-extremo-C-OVAp
(P2P30CRM197A0 VAp)
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Una copia de la secuencia de aminoacidos de P2 (SEQ ID NO: 1) y una copia de la secuencia de aminoacidos de
P30 (SEQ ID NO: 2) se fusionaron entre si a través de un enlazador GSGSG (SEQ ID NO: 7) entremedio, la
secuencia fusionada después se fusiond al extremo N de la proteina transportadora CRM197A (SEQ ID NO: 4) a
través de un enlazador GSGSG (SEQ ID NO: 7) dispuesto entre ellas; adicionalmente, y una copia de la secuencia
de aminoacidos de OVAp (SEQ ID NO: 3) se fusioné con el extremo C de la proteina transportadora CRM197A
(SEQ ID NO: 4) a través de un enlazador GSGSG (SEQ ID NO: 7) entremedio, para obtener una nueva proteina
transportadora quimérica llamada P2P30CRM197A0OVAp. La secuencia de aminoacidos de la nueva proteina
transportadora quimérica se muestra a continuacion en SEQ ID NO: 32. Las secuencias de los epitopos P2, P30 y
OVAp estan subrayadas.

(SEQ ID NO:32)

OYTKANSKEIGITELGSGSGENNETVSEFWLRVPRKVSASHLEGSGSGGADDVVDSSKSFVMEN

FSSYHGTKPGYVDSIQKGIQKPKSGTOGNYDDDWKEFY STDNKYDAAGY SVDNENPLSGKAG
GVVRVTYPGLTKVLALKVDNAETIKKELGLSLTEPLMEQVGTEEF IKRFGDGASRVVLSLPE
AEGSSSVEY INNWEQAKALSVELE INFETRGKRGODAMYEYMAQACAGNRVRRGSGSGISQA
VHAAHAETINEAGR

Il. Construccién de plasmidos de expresion para proteinas transportadoras quiméricas que comprenden proteina
transportadora CM197A y epitopo(s) universal(es)

1. Construccion de un plasmido de expresion de la proteina transportadora CRM197A

La secuencia de aminoacidos de la proteina CRM197 completa, PRF:224021, se obtuvo en GenBank, y se
determind que la secuencia del fragmento de cadena A de CRM197 (en lo sucesivo denominado CRM197A) era los
aminoacidos 1-193 de la secuencia CRM197. Basandose en la secuencia CRM197A, la secuencia de acidos
nucleicos que codifica la secuencia CRM197A se optimizé para permitir la expresion de alta eficacia del fragmento
de cadena A en Escherichia coli. Se usé un plasmido de expresion personalizado. La enzima de restriccion Nde | se
us6 para reconocer sitios que tienen una secuencia CATATG, y la enzima de restriccion Bam HI se us6 para
reconocer sitios que tienen una secuencia GGATCC. Se analizo la secuencia de acidos nucleicos de CRM197A y no
se encontraron sitios de reconocimiento de Nde | o Bam HI en la secuencia de CRM197A. La secuencia de acidos
nucleicos sintetizada que codifica la proteina CRM197A es como se muestra a continuacién en SEQ ID NO: 33.
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(SEQ ID NO:33)

CATATG GGTGCGGACG ACGTTGTGGA CTCCTCAAAA TCGTTTGTCA

TGGAAAACTT
ATTCAGAAGG
TGACGATTGG
GCTACTCTGT
GTTAAGGTCA
TAACGCCGAA
TGATGGAACA
GCATCGCGTG
GGAATACATT
AAATCAATTT
TATATGGCTC

CAGCTCTTAT
GCATCCARAA
AAGGAATTCT
TGACAACGAA
CCTATCCGGG
ACCATTAAAA
AGTGGGTACG
TCGTGCTGAG
AACAATTGGG
CGAAACGCGT
AGGCGTGTGC

CATGGCACCA
ACCGAAGTCA
ACAGCACGGA
AATCCGCTGA
TCTGACGAAA
AGGAACTGGG
GAAGAATTTA
CCTGCCGTTT
AACAAGCARA
GGCAAACGCG
GGGCAATCGC

AACCGGGTTA
GGCACCCAGG
CAATAAGTAT
GTGGTAAAGC
GTTCTGGCGC
CCTGTCTCTG
TCAAACGTTT
GCTGAAGGCA
AGCTCTGTCA
GTCAAGATGC
GTCCGTCGCT

CGTGGACTCC
GTAACTACGA
GATGCGGCCG
AGGCGGTGTG
TGAAGGTCGA
ACCGAACCGC
CGGCGATGGT
GTTCCICAGT
GTTGAACTGG
TATGTATGAA
AAGGATCC

Las enzimas Ndel y BamHI se agregaron cada una al plasmido vacio y al producto de PCR del gen sintetizado que
codifica la proteina transportadora CRM197A para realizar una digestion de restriccion de doble enzima. Después de
la purificacion, se afadié ligasa T4 a la mezcla de ligadura para ligar los fragmentos. Después de completar la
reaccion de ligadura, el plasmido de expresion se purificd y verifico usando métodos de verificacion por PCR y
mapeo de digestion de restriccion. Usando células competentes BL21 (DE3), el plasmido de expresién se transformo
en las células y se seleccionaron las colonias. Después de obtener un clon positivo de la bacteria de expresién
disefiada, se establecié una biblioteca de reservas, incluyendo reservas maestras y reservas de trabajo. La
biblioteca de reservas se almacené en el refrigerador a -20 °C.

2. Construccioén de plasmidos de expresion para proteinas transportadoras quiméricas que comprenden CRM197A 'y
epitopos universales

2-1. Construccion de un plasmido de expresion para P2CRM197A

Se us6 un plasmido de expresién personalizado. La enzima de restriccion Nde | se us6 para reconocer sitios que
tienen una secuencia CATATG, y la enzima de restriccion Bam HI se usé para reconocer sitios que tienen una
secuencia GGATCC. Se analizé la secuencia de acidos nucleicos de P2CRM197A, y no se encontraron sitios de
reconocimiento de Nde | o Bam HI en la secuencia P2CRM197A. La secuencia de acidos nucleicos sintetizada que
codifica la proteina P2CRM197A es como se muestra a continuacion en SEQ ID NO: 34.
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(SEQ ID NO:34)

CATATG CAATACATCA AGGCGAACAG CAAATTCATC GGCATCACGG

AACTGGGCTC
TCGTTTGTCA
CGTGGACTCC
GTAACTACGA
GATGCGGCCG
AGGCGGTGTG
TGAAGGTCGA
ACCGAACCGC
CGGCGATGGT
GTTCCTCAGT
GTTGAACTGG
TATGTATGAA

GGGCTCTGGC
TGGAAAACTT
ATTCAGAAGG
TGACGATTGG
GCTACTCTGT
GTTAAGGTCA
TAACGCCGAA
TGATGGAACA
GCATCGCGTG
GGAATACATT
AAATCAATTT
TATATGGCTC

GTGCGGACG ACGTTGTGGA CTCCTCAAAA

CAGCTCTTAT
GCATCCAAAA
AAGGAATTCT
TGACAACGAA
CCTATCCGGG
ACCATTAARA
AGTGGGTACG
TCGTGCTGAG
AACAATTGGG
CGAAACGCGT
AGGCGTGTGC

ATGGCACCA AACCGGGTTA

ACCGAAGTCA
ACAGCACGGA
AATCCGCTGA
TCTGACGAAA
AGGAACTGGG
GAAGAATTTA
CCTGCCGTTIT
AACAAGCAAA
GGCAAACGCG
GGGCAATCGC

GGCACCCAGG
CAATAAGTAT
GTGGTAAAGC
GTTCTGGCGC
CCTGTCTCTG
TCARACGTTT
GCTGAAGGCA
AGCTCTGTCA
GTCAAGATGC
GTCCGTCGCT

AA
GGATCC

Las enzimas Ndel y BamHI se agregaron cada una al plasmido vacio y al producto de PCR del gen sintetizado que
codifica la proteina transportadora P2CRM197A para realizar una digestion de restriccion de doble enzima. Después
de la purificacion, se afiadio ligasa T4 a la mezcla de ligadura para ligar los fragmentos. Después de completar la
reaccion de ligadura, el plasmido de expresiéon se purificéd y verifico usando métodos de verificacién por PCR y
mapeo de digestion de restriccion. Usando células competentes BL21 (DE3), el plasmido de expresion se transformo
en las células y se seleccionaron las colonias. Después de obtener un clon positivo de la bacteria de expresion
disefiada, se establecid una biblioteca de reservas, incluyendo reservas maestras y reservas de trabajo. La
biblioteca de reservas se almacend en el refrigerador a -20 °C.

2-2. Construccion de un plasmido de expresion para P2CRM197AP2

Se us6 un plasmido de expresién personalizado. La enzima de restriccion Nde | se us6 para reconocer sitios que
tienen una secuencia CATATG, y la enzima de restriccion Bam HI se uso para reconocer sitios que tienen una
secuencia GGATCC. Se analizé la secuencia de acidos nucleicos de P2CRM197AP2, y no se encontraron sitios de
reconocimiento de Nde | o Bam HI en la secuencia P2CRM197AP2. La secuencia de acidos nucleicos sintetizada
que codifica la proteina P2CRM197AP2 es como se muestra a continuacion en SEQ ID NO: 35.

41



10

15

20

25

ES 2760 536 T3

(SEQ ID NO:35)

CATATG CAATACATCA AGGCGAACAG CAAATTCATC GGCATCACGG

AACTGGGCTC
TCGTTTGTCA
CGTGGACTCC
GTAACTACGA
GATGCGGCCG
AGGCGGTGTG
TGAAGGTCGA
ACCGAACCGC
CGGCGATGGT
GTTCCTCAGT
GTTGAACTGG
TATGTATGAA
AAGGCTCGGG

ATCACGGAAC

GGGCTCTGGC
TGGAAAACTT

ATTCAGAAGG
TGACGATTGG
GCTACTCTGT
GTTAAGGTCA
TAACGCCGAA
TGATGGAACA
GCATCGCGTG
GGAATACATT
AAATCAATTT
TATATGGCTC
CTCTGGCCAA

TGGGATCC

GTGCGGACG ACGTTGTGGA CTCCTCAAAA

CAGCTCTTAT

AAGGAATTCT
TGACAACGAA
CCTATCCGGG
ACCATTAAAL
AGTGGGTACG
TCGTGCTGAG
AACAATTGGG
CGAAACGCGT
AGGCGTGTGC
TACATCAAGG

ATGGCACCA AACCGGGTTA

ACAGCACGGA
AATCCGCTGA
TCTGACGAAA
AGGAACTGGG
GAAGAATTTA
CCTGCCGTTT
AACAAGCAAA
GGCAAACGCG
GGGCAATCGC
CGAACAGCAA

COCONCOOMCO
INTN LA AL LT

i £

]

CAATAAGTAT
GTGGTAAAGC
GTTCTGGCGC
CCTGTCTCTG
TCAAACGTTT
GCTGAAGGCA
AGCTCTGTCA
GTCAAGATGC
GTCCGTCGCT
ATTCATCGGC

Las enzimas Ndel y BamHI se agregaron cada una al plasmido vacio y al producto de PCR del gen sintetizado que
codifica la proteina transportadora P2CRM197AP2 para realizar una digestién de restriccion de doble enzima.
Después de la purificacion, se afadié ligasa T4 a la mezcla de ligadura para ligar los fragmentos. Después de
completar la reaccion de ligadura, el plasmido de expresion se purifico y verificd usando métodos de verificacion por
PCR y mapeo de digestion de restriccion. Usando células competentes BL21 (DE3), el plasmido de expresion se
transformé en las células y se seleccionaron las colonias. Después de obtener un clon positivo de la bacteria de
expresion disefiada, se establecié una biblioteca de reservas, incluyendo reservas maestras y reservas de trabajo.
La biblioteca de reservas se almacené en el refrigerador a -20 °C.

2-3. Construccion de plasmidos
P2P2CRM197AP2 y P2CRM197AP2P2

de expresion para CRM197AP2, P2P2CRM197A, CRM197AP2P2,

El método es el mismo que el descrito anteriormente en la seccion "2-1. Construccion de un plasmido de expresion
para P2CRM197A".

2-4. Construccién de un plasmido de expresion para P3SOCRM197A

Se us6 un plasmido de expresion personalizado. La enzima de restriccién Nde | se usé para reconocer sitios que
tienen una secuencia CATATG, y la enzima de restriccion Bam HI se usé para reconocer sitios que tienen una
secuencia GGATCC. Se analizé la secuencia de acidos nucleicos de P30CRM197A, y no se encontraron sitios de
reconocimiento de Nde | o Bam HI en la secuencia P30CRM197A. La secuencia de acidos nucleicos sintetizada que
codifica la proteina P30CRM197A es como se muestra a continuacion en SEQ ID NO: 36.
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(SEQ ID NO:36)

CATATG TTCAATAATT TTACGGTGTC GITTTGGCTG CGTGTCCCGA

AAGTCTCTGC
GTGGTTGATA
TGGCACCAAA
CGAAAAGCGG
TCAACGGACA
TCCGCTGAGC
TGACGAAAGT
GAACTGGGCC
AGAATTTATC
TGCCGTTITGC
CAAGCAAAAG
CAAACGCGGT

GAGTCATCTG
GCTCTAAATC
CCGGGTTACG
CACCCAGGGT
ACAAATACGA
GGTAAAGCGG
GCTGGCTICTG
TGTCCCTGAC
AAACGTTTCG
AGAAGGCTCA
CTCTGAGCGT
CAGGATGCGA

GAAGGTICTG
TTTCGTTATG
TCGATTCGAT
AACTACGATG
TGCGGCCGGL
GCGGTGTCGT
AAAGTTGATA
CGAACCGCTG
GCGACGGTGC
TCGAGCGTCG
GGAACTGGAA
TGTATGAATA

GTAGCGGTGG
GAAAACTTCA
TCAGAAAGGC
ACGATTGGAA
TACTCCGTGG
GAAAGTTACC
ATGCGGAAAC
ATGGAACAAG
CTCTCGCGTT
AATACATTAA
ATCAACTTCG
CATGGCGCAA

TGCGGATGAC
GTTCCTATCA
ATCCAAARAAC
AGAATTCTAC
ACAACGAAAA
TATCCGGGTC
CATCAAAARA
TGGGTACGGA
GTCCTGAGTC
CAATTGGGAA
AAACGCGTGG
GCCTGCGCAG

GTAATCGTGT TCGTCGC GGATCC

Las enzimas Ndel y BamHI se agregaron cada una al plasmido vacio y al producto de PCR del gen sintetizado que
codifica la proteina transportadora P30CRM197A para realizar una digestion de restriccion de doble enzima.
Después de la purificacion, se anadié ligasa T4 a la mezcla de ligadura para ligar los fragmentos. Después de
completar la reaccion de ligadura, el plasmido de expresion se purifico y verificd usando métodos de verificacion por
PCR y mapeo de digestion de restriccion. Usando células competentes BL21 (DE3), el plasmido de expresion se
transformé en las células y se seleccionaron las colonias. Después de obtener un clon positivo de la bacteria de
expresion disefiada, se establecié una biblioteca de reservas, incluyendo reservas maestras y reservas de trabajo.
La biblioteca de reservas se almacend en el refrigerador a -20 °C.

2-5. Construccion de plasmidos de expresiéon para CRM197AP30, P30CRM197AP30, P30P30CRM197A,
CRM197AP30P30, P30P30CRM197AP30 y PSOCRM197AP30P30

El método es el mismo que el descrito anteriormente en la seccion "2-4. Construcciéon de un plasmido de expresion
para P30CRM197A".

2-6. Construccion de un plasmido de expresion para OVApCRM197A

Se us6 un plasmido de expresién personalizado. La enzima de restriccion Nde | se us6 para reconocer sitios que
tienen una secuencia CATATG, y la enzima de restriccion Bam HI se uso para reconocer sitios que tienen una
secuencia GGATCC. Se analiz6 la secuencia de acidos nucleicos de OVApCRM197A, y no se encontraron sitios de
reconocimiento de Nde | o Bam HI en la secuencia OVApCRM197A. La secuencia de acidos nucleicos sintetizada
que codifica la proteina OVApCRM197A es como se muestra a continuacién en SEQ ID NO: 37.
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(SEQ ID NO:37)

CATATG ATCAGCCAAG CGGTTCACGC AGCCCACGCC GAAATTAACG

AAGCGGGTCG
AGCAAATCAT
GGGTTACGTG
CCCAGGGTAA
AAATACGATG
TARAGCAGGC
TGGCGCTGAA
TCGCTGACCG
ACGTTTCGGC
AAGGCAGTTC
CTGAGTGTTG
GGACGCAATG

CGGTAGCGGT
TCGTCATGGA
GACTCCATTC
CTATGATGAC
CGGCCGGCTA
GGTGTGGTTA
AGTCGATAAC
AACCGCTGAT
GATGGTGCAT
CTCAGTGGAA
AACTGGAAAT
TATGAATATA

TCTGGCGGTG
AAACTTTAGC
AGAAAGGCAT
GATTGGAAAG
CTCTGTTGAC
AAGTCACCTA
GCCGAAACCA
GGAACAAGTG
CGCGTGTCGT
TACATTAACA
CAATTTCGAA
TGGCCCAGGC

CAGACGATGT
TCTTATCATG
CCAARAARNCCG
AATTCTACTC
AACGAAALTC
TCCGGGTCTG
TCAARARAAGA
GGTACGGAAG
GCTGAGCCTG
ATTGGGAACA
ACGCGTGGTA
TTGTGCAGGC

TGTTGACTCC
GCACCARACC
AAATCAGGCA
TACGGACAAC
CGCTGAGTGG
ACGAAAGTTC
ACTGGGCCTG
AATTTATCAA
CCGTTTGCTG
AGCAAAAGCT
AACGCGGTCA
AACCGTGTTC

GCCGTTAA GGATCC

Las enzimas Ndel y BamHI se agregaron cada una al plasmido vacio y al producto de PCR del gen sintetizado que
codifica la proteina transportadora OVApCRM197A para realizar una digestién de restriccion de doble enzima.
Después de la purificacion, se afiadié ligasa T4 a la mezcla de ligadura para ligar los fragmentos. Después de
completar la reaccién de ligadura, el plasmido de expresion se purificé y verific6 usando métodos de verificacion por
PCR y mapeo de digestion de restriccién. Usando células competentes BL21 (DE3), el plasmido de expresion se
transformé en las células y se seleccionaron las colonias. Después de obtener un clon positivo de la bacteria de
expresion disefiada, se establecié una biblioteca de reservas, incluyendo reservas maestras y reservas de trabajo.
La biblioteca de reservas se almaceno en el refrigerador a -20 °C.

2-7. Construccién de plasmidos de expresion para CRM197A0VAp, OVApCRM197A0VAp, OVApOVApCRM197A,
CRM197A0VApOVAp, OVApOVAPCRM197A0VAp y OVAPCRM197A0VApPOVAp

El método es el mismo que el descrito anteriormente en la seccion "2-6. Construccion de un plasmido de expresion
para OVApCRM197A".

2-8. Construccién de un plasmido de expresiéon para P3OCRM197AP2

Se us6 un plasmido de expresion personalizado. La enzima de restricciéon Nde | se usé para reconocer sitios que
tienen una secuencia CATATG, y la enzima de restriccion Bam HI se us6 para reconocer sitios que tienen una
secuencia GGATCC. Se analiz6 la secuencia de acidos nucleicos de P30CRM197AP2, y no se encontraron sitios de
reconocimiento de Nde | o Bam HI en la secuencia P30CRM197AP2. La secuencia de acidos nucleicos sintetizada
que codifica la proteina P30CRM197AP2 es como se muestra a continuacion en SEQ ID NO: 38.
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(SEQ ID NO:38)

CATATG TTCAACAATT TTACGGTICTC GTTTTGGCTG CGTGTCCCGA

AAGTGTICTGC
GTGGTTGATA
TGGTACCAAA
CGAAAAGTGG
TCTACGGACA
TCCGCTGAGC
TGACGAAAGT

CTCACATCTIG
GCTCTAAATC
CCGGGCTACG
TACCCAGGGC
ACAAATACGA
GGTAAAGCCG
GCTGGCTICTG

GAAGGTAGCG
CTTTGTTATG
TCGATTCTAT
AACTATGATG
TGCGGCCGGET
GCGGTGTCGT
AAAGTTGATA

GTTCAGGTGG
GAAAACTTCA
TCAGAAAGGT
ACGATTGGAA
TACTCGGTGG
GAAAGTTACC
ACGCGGAAAC

TGCGGATGAC
GTTCCTATCA
ATCCAARARC
AGAATTCTAC
ACAACGAARA
TATCCGGGCC
CATCAAAADRA

GAACTGGGTC
AGAATTTATC
TGCCGTTTGC
CAAGCAARAAG
TAARCGCGGC
GTAACCGTGT
AGTAAATTCA

TGAGCCTGAC
AAACGTTTCG
AGAAGGTTCA
CTCTGAGCGT
CAGGATGCTA
TCGTCGCGGL
TCGGCATCAC

CGAACCGCTG
GTGACGGTGC
TCGAGCGTCG
GGAARCTGGAA
TGTATGAATA
TCTGGTAGTG

ATGGAACAAG
ATCCCGTGTT
AATACATCAA
ATCAATTTCG
CATGGCGCAA
GCCAGTACAT

GGAACTG GGATCC

TGGGCACGGA
GTCCTGTCAC
CAACTGGGAA
AARCCCGTGG
GCCTGCGCAG
CAARGCGAAC

Las enzimas Ndel y BamHI se agregaron cada una al plasmido vacio y al producto de PCR del gen sintetizado que
codifica la proteina transportadora P30CRM197AP2 para realizar una digestion de restriccion de doble enzima.
Después de la purificacion, se afadié ligasa T4 a la mezcla de ligadura para ligar los fragmentos. Después de
completar la reaccion de ligadura, el plasmido de expresion se purifico y verificd usando métodos de verificacion por
PCR y mapeo de digestion de restriccion. Usando células competentes BL21 (DE3), el plasmido de expresion se
transformd en las células y se seleccionaron las colonias. Después de obtener un clon positivo de la bacteria de
expresion disefiada, se establecié una biblioteca de reservas, incluyendo reservas maestras y reservas de trabajo.
La biblioteca de reservas se almacené en el refrigerador a -20 °C.

2-9. Construccion de plasmidos de expresion para P2CRM197AP30, P2P30CRM197AP2 y P2P30CRM197A0VAp

El método es el mismo que el descrito anteriormente en la seccion "2-8. Construccién de un plasmido de expresion
para P30CRM197AP2".

Ill. Preparacion de proteinas transportadoras quiméricas CRM197A que comprenden un epitopo universal

Los experimentos han demostrado propiedades similares de la proteina transportadora CRM197A vy las proteinas
transportadoras quiméricas que comprenden la proteina transportadora CRM197A y epitopos universales. Por tanto,
los métodos de purificacion para todas las proteinas transportadoras descritas en el presente documento son
similares. A continuacion se describe un método ejemplar para preparar proteina transportadora quimérica que
comprende la proteina transportadora CRM197A y epitopos universales.

1. Preparacidon de bacterias modificadas que expresan proteinas transportadoras quiméricas CRM197A que
comprenden un epitopo universal

Cada plasmido que expresa la proteina transportadora quimérica se transformé en células competentes utilizando
métodos estandar de biologia molecular, y se examiné la expresién de la proteina. Los clones que tenian altos
niveles de expresion de proteinas y pasaron las pruebas de antisuero se seleccionaron para establecer una
biblioteca de reserva maestra y una biblioteca de reserva de trabajo.
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2. Fermentacion de bacterias modificadas genéticamente que expresan proteinas transportadoras quiméricas
CRM197A que comprenden un epitopo universal

Se tomd un tubo de bacterias que podia expresar una proteina portadora quimérica CRM197A especifica que
comprende un epitopo universal de la biblioteca de reserva de trabajo de E. coli sometido a ingenieria en el
refrigerador de baja temperatura y se descongel6 a temperatura ambiente. La suspension de bacterias en el material
de trabajo se transfirié a un medio de 50 ml utilizando técnicas estériles, y se cultivd en una incubadora con agitacion
a 37 °C a una velocidad de agitacion de 180 rpm hasta que DOeoo alcanzé aproximadamente 1,0. El cultivo
bacteriano se uso6 para inocular un medio de cultivo de 1 I, que se cultivd en una incubadora con agitacién a 37 °C a
una velocidad de agitacion de 180 rpm hasta que DOsoo alcanzé aproximadamente 1,0. El cultivo bacteriano de 1 |
después se uso6 para inocular un medio de 20 | en un fermentador de 50 |, que después se fermentd a 240 rpm y 37
°C. Cuando DOeoo alcanzé aproximadamente 7-8, se afiadié IPTG al cultivo para inducir la expresion de proteinas en
la bacteria. La fermentacion se detuvo a las 14 horas desde el comienzo del proceso de fermentacion. El cultivo
bacteriano fermentado se centrifugd y se recogieron las bacterias.

3. Purificacién de proteinas transportadoras quiméricas CRM197A que comprenden un epitopo universal

Dado que CRM197A se us6 como un componente central para construir diferentes proteinas transportadoras
quiméricas que tienen epitopos universales, los experimentos demostraron que a pesar de la adicion de los epitopos
universales, los parametros para la purificacion de proteinas no se vieron afectados significativamente. El
procedimiento de purificaciéon de la proteina transportadora CRM197A podria modificarse para establecer métodos
de purificacion para las proteinas transportadoras quiméricas CRM197A que comprenden un epitopo universal.

Se pesaron 50 g de bacterias humedas en una taza de centrifuga de 2 I. Se afiadieron a la taza 300 ml de tampdn
1X PBS pH 7,0 para resuspender las bacterias. La suspension de bacterias se mezclé completamente en una placa
de agitacion magnética durante 30 minutos, y después se centrifugd durante 20 minutos a 4 °C, 4000 rpm. El
sobrenadante se descartd y las bacterias se recogieron. Estas etapas se repitieron dos veces. Al tubo de centrifuga
que tenia la bacteria se afiadieron 300 ml de PBS 1X pH 7,0. Las bacterias se lisaron en un homogeneizador y se
centrifugaron durante 20 minutos a 4 °C, 10000 rpm. El sedimento se recogioé y el sobrenadante se descart6. Al
sedimento se le afiadieron 300 ml de tampdn PBS 1X pH 7,0, y la mezcla se mezclé completamente en una placa de
agitacion magnética durante 30 minutos. La mezcla se centrifugd durante 20 minutos a 4 °C, 4000 rpm. El cuerpo de
inclusion se recogid y el sobrenadante se descartd. Se afiadieron 900 ml de solucion desnaturalizante al cuerpo de
inclusion lavado. La mezcla se centrifugé después durante 30 minutos a 25 °C, 10000 rpm. El sobrenadante se
recogio y el sedimento se descartd. El sobrenadante se transfiri6 a una bolsa de dialisis de 6-8 KDA. La bolsa de
didlisis se sell6 y se colocé en 10 | de tampon de replegamiento 1, y se dejé equilibrar durante la noche a
temperatura ambiente en una placa de agitacidon magnética. Al dia siguiente, la bolsa de didlisis se transfirié a 10 | de
tampon de replegamiento 2 y se agité para equilibrar a temperatura ambiente durante aproximadamente 8-10 horas.
La bolsa de dialisis se transfirid a 10 | de tampdn de didlisis 3, y se agité para equilibrar a temperatura ambiente
durante la noche. Al dia siguiente, la bolsa de didlisis se transfirié a 10 | de tampon de replegamiento 4 y se agité
para equilibrar a temperatura ambiente durante aproximadamente 8-10 horas. La bolsa de didlisis se transfirié a 10 |
de tampdn de replegamiento 5 y se agitdé para equilibrar a temperatura ambiente durante la noche. Al dia siguiente,
la bolsa de dialisis se transfirié a 2 | de tampo6n de almacenamiento y se agité para equilibrar a temperatura ambiente
durante aproximadamente 8-10 horas. El tampdn de almacenamiento se reemplazé dos veces, y la dialisis se realizé
a temperatura ambiente durante la noche. Se obtuvo 1 ml de solucién de dialisis y se centrifugd durante 10 minutos
a temperatura ambiente y 12000 rpm. El sobrenadante se recogié y la concentracién de proteina se midi6. La
muestra de proteina se cargd en una columna de gel DEAE preequilibrada y se eluyé con un modo de gradiente
para recoger el pico de proteina diana. La muestra recogida se cargd después en una columna hidréfoba de fenilo
para una purificacion adicional, y el pico eluido se recogio. Finalmente, la muestra recogida se cargd en una columna
de gel SP y el pico eluido se recogid. La proteina diana purificada recogida se transfirié a una bolsa de dialisis y se
dializé contra un tampdn de NaCl 0,15 M. La muestra dializada se transfirié a 4 °C para su almacenamiento.

IV. Preparacion de polisacaridos capsulares bacterianos

Los polisacaridos capsulares de tres especies bacterianas, incluyendo 13 serotipos de Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae tipo b, y grupos A, C, Y, y W135 de Neisseria meningitidis, se purificaron para sintetizar las
vacunas conjugadas. La calidad de los polisacaridos capsulares purificados satisface los estandares de la OMS para
los polisacaridos usados en la sintesis de vacunas conjugadas de polisacarido-proteina.

1. Preparacion de polisacaridos capsulares de Streptococcus pneumoniae

1-1. Construccion de una biblioteca de reserva

13 cepas de serotipo de Streptococcus pneumoniae se adquirieron en ATCC, incluyendo 1 (numero de articulo:
9163), 3 (numero de articulo: 10813), 4 (numero de articulo: BAA-334), 5 (nUmero de articulo: BAA-341), 6A (nimero

de articulo: BAA-659), 6B (numero de articulo: 700675), 7F (numero de articulo: 10351), 9V (numero de articulo:
700671), 14 (namero de articulo: 6314), 18C (numero de articulo: 10356), 19A (numero de articulo: 700673), 19F

46



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2760 536 T3

(numero de articulo: 700905), y 23F (700669). A cada una de las cepas de bacterias adquiridas en ATCC (reserva
original) se le afiadieron 0,5 ml de medio de cultivo liquido de Streptococcus pneumoniae AHC y se mezclé a fondo
con la cepa bacteriana. Se usaron 0,25 ml de cultivo bacteriano para inocular un medio de cultivo AHC que contenia
5 % de sangre de oveja, y se incubd en un agitador a 36 °C £ 1 °C, 120 rpm durante aproximadamente 12-20 horas.
Después de que DOsoo alcanzara 1,0, se usé un circuito de inoculacién para inocular el cultivo de AHC que contenia
5 % de sangre de oveja en una placa de agar AHC, y se incubd en una incubadora a 36 °C + 1 °C durante 12-20
horas. Se us6 un circuito de inoculacién para inocular de 1 a varias colonias bacterianas en 10 ml de solucién de
cultivo de AHC cada una, y se incubd en un agitador a 36 °C + 1 °C durante 12 horas con una velocidad de agitacién
de 150-200 rpm. Cuando DOsoo del cultivo bacteriano alcanzé 1,0, se usaron 5 ml del cultivo AHC de bacterias para
inocular un cultivo AHC nuevo de 200 ml, y se incubaron en un agitador a 36 °C + 1 °C durante 12 horas, con una
velocidad de agitacion de 150-200 rpm. Después de que DOeoo alcanzara 1,0, el cultivo bacteriano se dividié en
alicuotas en 200 tubos de ensayo pequefios con 1 ml de cultivo bacteriano cada uno, y se centrifugé (4000 rpm, 10
minutos). El sobrenadante se descarté y 0,5 ml de solucién de cultivo AHC fresca y 0,5 ml de leche desnatada estéril
se afiadieron al sedimento, se mezclé bien, y se congel6 rapidamente en bafio de hielo seco con etanol. La muestra
después se liofilizd, se numero y se almacend en un refrigerador a 4 °C como reserva maestra. La reserva maestra
se tomo6 y el método para establecer la reserva maestra se usd para establecer la reserva de trabajo: el cultivo
bacteriano se uso para inocular una solucion de cultivo AHC de 200 ml fresca y se incub6 en un agitador a 36 °C + 1
°C durante 12 horas, con una velocidad de agitaciéon de 150-200 rpm. Después de que DOesoo alcanzara 1,0, el
cultivo bacteriano se dividi6 en alicuotas en 200 tubos de ensayo pequefios con 1 ml de cultivo bacteriano cada uno,
y se centrifugd (4000 rpm, 10 minutos). El sobrenadante se descarto, se afiadieron 0,6 ml de solucién de cultivo AHC
fresca y 0,4 ml de solucion de glicerol al 40 % a la muestra, se mezcld bien, se congelé en hielo seco, y se almacend
en un refrigerador a baja temperatura de -70 °C como reservas de trabajo.

1-2. Fermentacion de Streptococcus pneumoniae

Se tomd una reserva de trabajo liofilizada de la biblioteca de reserva y se afiadié 1 ml de solucién de cultivo rica en
AHC para disolver las bacterias liofilizadas. La solucién de bacterias disueltas se usé para inocular una solucién de
cultivo rica en AHC de 5 ml en un tubo de ensayo, y se incubé durante la noche en una incubadora de CO2. Cuando
se observo crecimiento de bacterias, el cultivo bacteriano se usé para inocular un medio rico en AHC de 100 ml en
un matraz. El matraz se colocé en un agitador y se incub6 a 36 °C, 200 rpm hasta que DOeoo alcanzé 1,0. Se usaron
dos alicuotas de cultivo bacteriano de 100 ml para inocular un medio de cultivo rico en AHC de 1 | en un frasco de
cultivo respectivamente. El frasco de cultivo se colocd en un agitador y se incubd a 36 °C, 200 rpm hasta que DOsoo
alcanzo 1,0. La solucién de cultivo rica en AHC filtrada estéril de 35 | se transfirié a un fermentador de 50 I. El cultivo
bacteriano 2 | con una DO de 1 se transfirid al fermentador. Cuando el crecimiento bacteriano alcanzé la fase de
meseta, se eliminaron las bacterias y el sobrenadante se recogio.

1- 3. Purificacién de polisacaridos capsulares

Se uso6 un filtro de profundidad para filtrar el sobrenadante para eliminar ain mas las bacterias y los desechos
restantes. El sobrenadante estéril se concentré 10 veces (aproximadamente 600 ml) usando una membrana de
ultrafiltro de 100 KDa. Se usaron 6 | de acetato sédico 25 mM para lavado por ultrafiltracion. Se afiadié solucion de
almacenamiento de HB para obtener una concentracion final de 1 % (p/v), se mezcld bien, y se almacend en una
habitacion fria durante la noche. La soluciéon se centrifugd a 4000 rpm durante 1 hora, el precipitado de
polisacarido/HB se recogio y el sobrenadante se descartd. Se afiadié acetato sédico 25 mM y solucién de HB al 1 %
al precipitante de polisacarido/HB, que se resuspendid por agitacion, después la resuspensién se centrifugd a 4000
rpom durante 1 hora, El precipitante de polisacarido/HB se recogi6 y el sobrenadante se descartd. El proceso de
centrifugacion se repitié 3 veces. Se afiadieron 600 ml de solucion de cloruro sddico 0,25 a la mezcla de polisacarido
+ HB, se mezclé completamente y se afiadié yoduro potasico a una concentracion final del 0,5 %. La solucién se
almacend en una habitacion fria durante la noche. La solucion se filtré6 usando un filtro de profundidad para eliminar
el precipitante HB/I, y se uso solucion de cloruro sédico 0,25 M/yoduro potasico al 0,5 % para lavar el precipitado en
el filtro de filtro de profundidad. El filirado se recogid y el precipitante se descarté. La solucion de polisacarido en
bruto se filtré en un filtro de profundidad con carbon activado durante 30 minutos (filtro activado al 4 %/solucion de
polisacarido en bruto de 0,5 mg/ml). Se afiadié6 tampdn de fosfato sédico pH 6,8 a la soluciéon de polisacarido con
una concentracion final de 25 mM. La solucion anterior se pasoé a través de una columna de HA (50-100 ml) y se hizo
circular durante 30 minutos. El mismo tampoén fosfato se usé para lavar la columna para un volumen de 4-5
columnas. Una membrana de 30 KDa se uso6 para ultrafiltrar y concentrar la solucién de polisacarido 5 veces. Se us6
agua libre de pirégenos para limpiar por ultrafiltro la solucién de polisacarido. Una membrana de 0,22 ym se usé
para filtrar la solucién de polisacarido, que después se liofilizo.

2. Preparacion de polisacéaridos capsulares de Haemophilus influenzae tipo b
2- 1. Construccion de una biblioteca de reserva
Una cepa bacteriana de tipo b de Haemophilus influenzae obtenida como obsequio se usé como reserva original

para establecer la reserva maestra y la reserva de trabajo. El método para establecer las reservas se describe en la
seccion de construccion de una biblioteca de reservas para Streptococcus pneumoniae.
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2-2. Fermentacion de Haemophilus influenza tipo b

La reserva de trabajo de Haemophilus influenza tipo b (Hib) se usé para inocular los medios en una placa, y se
incubd en una incubadora a 36,5 °C durante la noche. Se tomd una colonia Hib para inocular un medio de cultivo
esencial fresco de 5 ml, y se incubd en un agitador a 36,5 °C y 300 rpm. Cuando el cultivo inoculado alcanzé la fase
de crecimiento logaritmico medio, con una DO de 0,6-1,0, el cultivo inoculado se transfiri6 a un matraz de cultivo de
250 ml con 45 ml de medio de cultivo esencial fresco, y se incubd en un agitador a 36,5 °C y 300 rpm. Cuando el
cultivo inoculado alcanzé la fase de crecimiento logaritmico medio, con una DO de 0,6-1,0, el cultivo inoculado se
transfirid a un matraz de cultivo de 4 | con 1 | de medio de cultivo esencial fresco, y se incubd en un agitador a 36,5
°C y 300 rpm. Cuando el cultivo inoculado alcanzo la fase de crecimiento logaritmico medio (aproximadamente 16-18
horas), con una DO de 0,6-1,0, el cultivo inoculado se transfiri6 a un fermentador con 20 litros de medio de cultivo
esencial fresco. Cuando la bacteria Hib alcanzé la fase de crecimiento logaritmico medio, se afiadieron medios de
cultivo esenciales frescos y medios de cultivo suplementarios, para proporcionar una concentracioén final de glucosa
de 23 g/l en los medios de cultivo. La solucion de cultivo suplementaria fresca afiadida tenia un volumen total de 25 I.
La fermentacion se detuvo después de 14,5 horas de incubacion.

2- 3. Purificacién de polisacaridos capsulares

El cultivo de Hib se centrifugdé y se recogieron las bacterias Hib granuladas, se resuspendieron en 2 | de agua
destilada, y se mezclé completamente usando un agitador magnético. Se afadieron 200 ml de soluciéon de
desoxicolato sddico al 12 % a la suspension de bacterias, se mezclé bien durante 30 minutos y se transfirié a una
camara fria a 10 °C = 3 °C y se agitdé durante 8-24 horas para lisar las bacterias y liberar los polisacaridos. Se usé
una solucién de acido acético al 50 % para ajustar el pH del lisado bacteriano a 6,4-6,8 a 20 °C £ 5 °C, y se detuvo
la agitacion para permitir que la solucién reposara durante 12-24 horas. La solucion se centrifugé a 10.000 rpm
durante 1 hora, el sobrenadante se recogid y el sedimento se descartd. Se usé un tampoén fosfato 0,05 M pH 7,0
para didlisis contra el sobrenadante de polisacarido. Se afiadié un volumen igual de soluciéon de HB al 0,2 %, se
mezcld usando un agitador magnético durante 30 minutos y después se transfirid a una habitacion fria a 4 °C para
que reposara durante la noche. La solucion se centrifugdé a 10.000 rpm durante 1 hora, el sedimento se recogi6 y el
sobrenadante se descarté. Se afiadieron 100 ml de solucién de cloruro sédico 0,5 M para disolver el sedimento. Se
afadieron 680 ml de etanol anhidro, se mezclé bien y después se transfiri6 a una camara fria a 4 °C para que
reposara durante la noche. La solucion se centrifugdé a 10.000 rpm durante 30 minutos, el sobrenadante se recogio y
el sedimento se descart6. Se afiadieron 5,2 | de etanol anhidro, se mezclé bien y después se transfirié a una camara
fria a 4 °C para que reposara durante la noche. La solucidon se centrifugd a 10.000 rpm durante 30 minutos, el
sedimento se recogid y el sobrenadante se descarté. Se afiadieron 500 ml de agua destilada para disolver el
sedimento, que después se dializd y liofilizo.

3. Preparacion de polisacéaridos capsulares de Neisseria meningitidis
3- 1. Construccion de una biblioteca de reserva

Las cepas bacterianas de Neisseria meningitidis, A, C, Y y W135 obtenidas como obsequio se usaron como cepas
originales para establecer reservas maestras y reservas de trabajo. El método para establecer las reservas se
describe en la seccion de construccién de una biblioteca de reservas para Streptococcus pneumoniae.

3-2. Fermentacion de Neisseria meningitidis y purificacion de polisacaridos capsulares
Consulte las secciones correspondientes para la fermentacion de Hib y la purificacion de los polisacaridos de Hib.
V. Preparacion de conjugados de polisacarido-proteina

Las estructuras quimicas de diferentes polisacaridos bacterianos contienen diferentes grupos funcionales. Por tanto,
se necesitan diferentes métodos sintéticos para unir covalentemente diferentes polisacaridos a las proteinas
transportadoras para formar los conjugados. El rendimiento y las propiedades inmunogénicas de los conjugados
formados por diferentes métodos sintéticos pueden ser diferentes. Los resultados experimentales de la presente
invencion mostraron que tres métodos sintéticos diferentes, es decir, aminacion reductora, método CDAP (usando 3-
(etiliminometilaminoamino)-N,N-dimetil-propan-1-amina), y meétodo ADH (dihidrazida de acido adipico), para
sintetizar conjugados especificos de polisacarido-proteina. Los ejemplos de conjugados de polisacarido-proteina de
la presente invencion incluyen conjugados de polisacarido (Pn) de Streptococcus pneumoniae 13-valentes,
conjugados de polisacarido de Haemophilus influenza tipo b (Hib) y conjugados de polisacarido de Neisseria
meningitidis (Men) 4-valentes.

1. Preparacion de conjugados de polisacarido de Streptococcus pneumoniae (Pn)-P2CRM197A 13-valentes
Se disefiaron y produjeron 26 tipos de conjugados de polisacarido-proteina que comprenden proteinas

transportadoras quiméricas CRM197A. Dado que las estructuras de las proteinas son similares, el mismo método
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seleccionado de aminacion reductora, el método ADH y el método CDAP se usan para sintetizar los conjugados de
polisacéarido-proteina. El siguiente ejemplo solo muestra el proceso de sintesis usando la proteina transportadora
quimérica P2CRM197A con fines ilustrativos. Los métodos de sintesis que usan otras proteinas transportadoras
quiméricas son similares y, por lo tanto, no se detallan en el presente documento.

1-1. Preparacion de conjugado de polisacarido capsular serotipo 1 (Pnl)-P2CRM197A de Streptococcus
pneumoniae

Se pesaron 5 mg de polisacarido digerido con Pn1 en un matraz de reaccion, y se afadieron 0,5 ml de NaCl 1 M al
matraz de reaccion. El polisacarido se completd disolviendo por agitacion. Se registré el pH inicial de la solucion de
polisacarido, y se midié una cantidad apropiada de solucion de CDAP y se afiadié al matraz de reaccion. La mezcla
se agité y se dejé reaccionar a temperatura ambiente durante 1,5 minutos, y el pH de la mezcla se midié a 30 s.
Después de 1,5 minutos, se afiadio solucion de NaOH 0,2 M para ajustar el pH de la solucion a 9,5, y la mezcla se
agitd y se dejo reaccionar a temperatura ambiente durante 3 minutos (se usé NaOH 0,2 M para mantener el pH de la
mezcla a 9,5). Inmediatamente después de 3 minutos, se afadieron al matraz de reaccion 5 mg de proteina
quimérica P2CRM197A, y la mezcla se agitd y se dejé reaccionar a temperatura ambiente (25 °C) durante 1 hora. Se
afadieron 37,5 ul de solucion de lisina 2 M al matraz de reaccion, y se us6 una soluciéon de HCI 0,1 N para ajustar el
pH de la mezcla a 9,0. La mezcla se agitdé y se dejoé reaccionar a temperatura ambiente durante 30 minutos. El
matraz de reaccion se transfirié a 4 °C para permitir la reaccion durante la noche. La mezcla de reaccion se transfirio
a una bolsa de dialisis (MWCO 6-8000), y se dializ6 contra una solucién de NaCl al 0,85 % 3 veces (6 l/tiempo) a 4
°C. Después de la dialisis, la mezcla de reaccion se centrifugd a 10.000 rpm durante 10 minutos, y se recogio el
sobrenadante. El sobrenadante se purificé y se dializé6 usando una columna de gel Sepharose CL-4B, el pico
conjugado se recogio y se tomoé una muestra y se envié para su analisis.

1-2. Preparacion de conjugado de polisacarido capsular serotipo 3 (Pn3)-P2CRM197A de Streptococcus
pneumoniae

Se pesaron 20 mg de polisacarido digerido con Pn1 en un matraz de reaccion, y se afiadieron 2 ml de NaCl 0,15 M
al matraz de reaccion. El polisacarido se completd disolviendo por agitacion. Se midié una cantidad apropiada de
solucion de CDAP y se afiadi6 al matraz de reaccion. La mezcla se agité y se dejo reaccionar a temperatura
ambiente durante 1,5 minutos, y el pH de la mezcla se midié a 30 s. Después de 1,5 minutos, se afiadio solucion de
NaOH 0,2 M para ajustar el pH de la soluciéon a 9,5, y la mezcla se agité y se dejoé reaccionar a temperatura
ambiente durante 3 minutos (se us6 NaOH 0,2 M para mantener el pH de la mezcla a 9,5). Se afiadié ADH al matraz
de reaccién para alcanzar una concentracion final de 0,8 M, se mezcld bien y se dejo reaccionar a temperatura
ambiente durante 2 horas. El polisacarido derivado se transfirié a una bolsa de didlisis, se dializé contra una solucién
de NaCl 0,15 M, y la solucién de NaCl se cambié tres veces. La muestra se cargd en una columna G-50 y se eluyo
usando NaCl 0,15 M, y se recogi6 el pico fuera del volumen vacio. La muestra recogida se transfirié a una bolsa de
dialisis, serial hizo contra agua, y el agua se cambio tres veces. Se pesaron 5 mg del polisacérido Pn3 derivado y se
disolvieron en 0,5 ml de solucion de NaCl 0,15 M. Se afadieron 5 mg de proteina quimérica P2CRM197A y se
mezclaron completamente. Se afiadio EDC 30 mM, y se dejé reaccionar a temperatura ambiente durante 4 horas, y
se transfirié a 4 °C para permitir la reaccidon durante la noche. La mezcla de reaccién se transfirié a una bolsa de
dialisis (MWCO 6-8000), y se dializd contra una solucién de NaCl al 0,85 % 3 veces (6 l/tiempo) a 4 °C. Después de
la didlisis, la mezcla de reaccién se centrifugd a 10.000 rpm durante 10 minutos, y se recogi6 el sobrenadante. El
sobrenadante se purificd y se dializé usando una columna de gel Sepharose CL-4B, el pico conjugado se recogi6 y
se tomd una muestra y se envi6 para su analisis.

1-3. Preparacion de conjugado de polisacarido capsular serotipo 4 (Pn4)-P2CRM197A de Streptococcus
pneumoniae

Se pesaron 5 mg de polisacarido activado en un matraz de reaccién, y se midieron 100 uyl de tampoén de fosfato
sédico 0,5 M y se anadieron al matraz de reaccion. Se pesaron 5 mg de proteina quimérica P2CR197A y se
afadieron al matraz de reaccion. La mezcla se agité hasta que el polisacarido se disolvié por completo. Se midieron
0,5 ml de agua pura y se afiadieron al matraz de reaccion, y se mezclaron completamente agitando. Se pesaron 5,0
mg de cianoborohidruro sédico y se afiadieron al matraz de reaccion. El sistema de reaccién se colocé en un bafio
seco a 40 °C para permitir la reaccion durante 12 horas. Después de finalizar la reaccion, se afiadieron 1,5 ml de
solucion de cloruro sédico 0,15 M al matraz de reaccion. Se pesaron 2,5 mg de borohidruro sédico y se afiadieron al
matraz de reaccion. El sistema de reaccién se coloco a 22 °C para permitir la reaccion durante 5 horas. La mezcla
de reaccion se transfirid a una bolsa de dialisis (MWCO 12-14 kDa), y se dializé contra una solucion de NaCl 0,15 M
3 veces (6 litiempo) a 4 °C. Después de la dialisis, la mezcla de reaccién se centrifugd a 10.000 rpm durante 10
minutos, y se recogié el sobrenadante. El sobrenadante se purificé y se dializé usando una columna de gel
Sepharose CL-4B, el pico conjugado se recogio y se tom6 una muestra y se envio para su analisis.

1-4. Preparacion de conjugado de polisacarido capsular serotipo 5 (Pn5)-P2CRM197A de Streptococcus
pneumoniae

Se pesaron 5 mg de polisacarido activado en un matraz de reaccién, y se midieron 100 uyl de tampoén de fosfato
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sédico 0,5 M y se anadieron al matraz de reaccidén. Se pesaron 4,0 mg de proteina quimérica P2CR197A y se
afadieron al matraz de reaccion. Se midieron 0,5 ml de agua pura y se afiadieron al matraz de reaccion, se mezcld
por agitaciéon magnética para disolver el reactivo, y se midi6 el pH de la mezcla de reaccién. Se pesaron 5,0 mg de
cianoborohidruro sodico y se afiadieron al matraz de reaccién. El sistema de reaccién se colocé a temperatura
ambiente para permitir la reaccidn durante 48 horas. Se pesaron 2,5 mg de borohidruro sédico, se disolvieron en 10
ul de agua pura usando una pipeta, y se cargé en el matraz de reaccion. El sistema de reaccion se coloco a 23 °C
para permitir la reaccion durante 5 horas. La mezcla de reaccion se transfirié a una bolsa de dialisis (MWCO 6-8
KDA) y se dializé contra una solucién de NaCl 0,15 M 3 veces a 4 °C, cambiando la solucién de NaCl cada 5 horas.
Después de la dialisis, la mezcla de reacciéon se centrifugé a 10.000 rpm durante 10 minutos, y se recogié el
sobrenadante. El sobrenadante se purificd y se dializd6 usando una columna de gel Sepharose CL-4B, el pico
conjugado se recogio y se tomoé una muestra y se envié para su andlisis.

1-5. Preparacion de conjugado de polisacarido capsular serotipo 6A (Pn6A)-P2CRM197A de Streptococcus
pneumoniae

Se pesaron 6,0 mg de polisacarido activado Pn6A en un matraz de reaccién. Se afadié 1 ml de agua pura al matraz
de reaccion, se agité hasta que el polisacarido se disolvié por completo y se midié el pH inicial de la solucion. Se usé
NaOH 0,1 M para ajustar el pH de la soluciéon a 7,0. Se afiadieron 4,0 mg de proteina quimérica P2CRM197A al
matraz de reaccion, y se agité a fondo. Se pesaron 5,0 mg de cianoborohidruro sédico y se afiadieron al matraz de
reaccion, y se dejaron reaccionar a temperatura ambiente durante 18 horas. Se tomd6 una muestra después de la
reaccion y se envid para ensayo. Se pesaron 2,7 mg de borohidruro sédico, se afiadié al matraz de reaccion y se
dejo reaccionar a temperatura ambiente durante 5 horas. Se tomé6 una muestra después de la reaccion y se envio
para ensayo. La mezcla de reaccion se transfirié a una bolsa de dialisis y se dializé contra una solucién de NaCl 0,15
M 3 veces (6 I/'tiempo) a 4 °C. Después de la didlisis, la mezcla de reaccién se centrifugd a 10.000 rpm durante 10
minutos, y se recogié el sobrenadante. El sobrenadante se purificé y se dializé usando una columna de gel
Sepharose CL-4B, el pico conjugado se recogio y se tomoé una muestra y se envié para su analisis.

1-6. Preparacion de conjugado de polisacarido capsular serotipo 6B (Pn6B)-P2CRM197A de Streptococcus
pneumoniae

Se pesaron 5,0 mg de polisacarido Pn6B en un matraz de reaccion. Se afadié 1 ml de agua pura al matraz de
reaccion, se agitdé hasta que el polisacarido se disolvié por completo y se midié el pH inicial de la solucién. Se uso6
NaOH 0,1 M para ajustar el pH de la solucién a 7,0. Se afadieron 2,5 mg de proteina quimérica P2CRM197A al
matraz de reaccion, y se agité a fondo. Se pesaron 5,0 mg de cianoborohidruro sédico y se afiadieron al matraz de
reaccion, y se dejaron reaccionar a temperatura ambiente durante 20 horas. Se pesaron 2,5 mg de borohidruro
sédico, se afadié al matraz de reaccién y se dejo reaccionar a temperatura ambiente durante 6 horas. La mezcla de
reaccion se transfirié a una bolsa de didlisis y se dializ6é contra una solucién de NaCl 0,15 M 5 veces (6 I/'tiempo) a 4
°C. Después de la dialisis, la mezcla de reaccién se centrifugd a 10.000 rpm durante 10 minutos, y se recogio el
sobrenadante. El sobrenadante se purificd y se dializ6 usando una columna de gel Sepharose CL-4B, el pico
conjugado se recogio y se tomoé una muestra y se envié para su analisis.

1-7. Preparacion de conjugado de polisacarido capsular serotipo 6F (Pn6B)-P2CRM197A de Streptococcus
pneumoniae

Se pesaron 10,0 mg de polisacarido Pn6F en un matraz de reacciéon. Se anadié 1 ml de agua pura al matraz de
reaccion y se agitdé hasta que se disolvid el polisacarido. Se afiadi6 NaOH 0,1 M gota a gota a la solucion de
polisacérido para ajustar el pH de la solucién a 7,0. Se anadieron 3,5 mg de proteina quimérica P2CRM197A al
matraz de reaccion, y se agité para mezclar completamente. Se pesaron 5,0 mg de cianoborohidruro sédico y se
afadieron al matraz de reaccion, y se dejaron reaccionar a temperatura ambiente durante 20 horas. Se afadieron
990 ul de agua al matraz de reacciéon y se mezclaron completamente. Se pesaron 2,5 mg de borohidruro sédico, se
afadié al matraz de reaccién y se dej6 reaccionar a temperatura ambiente durante 6 horas. La mezcla de reaccién
se transfirié a una bolsa de dialisis (MWCO 6-8KDA), y se dializé contra succinato 5 mM/tampoén de cloruro sédico al
0,9 % 5 veces (6 ltiempo) a 4 °C. Después de la dialisis, la mezcla de reaccién se centrifugdé a 10.000 rpm durante
10 minutos, y se recogié el sobrenadante. El sobrenadante se purificé y se dializé usando una columna de gel
Sepharose CL-4B, el pico conjugado se recogio y se tom6 una muestra y se envio para su andlisis.

1-8. Preparacion de conjugado de polisacéarido capsular serotipo 9V (Pn9V)-P2CRM197A de Streptococcus
pneumoniae

Se pesaron 10,0 mg de polisacarido activado con Pn9V en un matraz de reaccion. Se afiadieron 125 pl de tampén
de fosfato sédico al matraz de reaccion. Se afiadieron 125 pl de agua pura al matraz de reaccion, y se agitdé hasta
que el polisacarido se disolvié por completo. Se afiadieron 15 mg de proteina quimérica P2CRM197A al matraz de
reaccion, y se agitdé para disolver completamente. Se pesaron 10 mg de NaBH3(CN) y se anadieron al matraz de
reaccion. El sistema de reaccion se coloco a 22 °C y se dejé reaccionar durante 48 horas. Se pesaron 2,5 mg de
borohidruro soédico, se afiadieron al matraz de reaccién y se dejaron reaccionar a 22 °C durante 5 horas. La mezcla
de reaccion se centrifugé a 10.000 rpm durante 10 minutos, y se recogié el sobrenadante. El sobrenadante se
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purificé y se dializé usando una columna de gel Sepharose CL-4B, el pico conjugado se recogié y se tomé una
muestra y se envio para su analisis.

1-9. Preparacion de conjugado de polisacarido capsular serotipo 14 (Pn14)-P2CRM197A de Streptococcus
pneumoniae

Se pesaron 5 mg de polisacarido activado con Pn14 en un matraz de reaccidn. Se afiadié 1 ml 3,9 mg de proteina
quimérica P2CRM197A al matraz de reaccién, y se agitd para permitir que el polisacarido se disolviera
completamente. Se afiadieron 5 mg de cianoborohidruro sédico al matraz de reaccién y se dej6 reaccionar a 22 °C
durante 48 horas. Se afiadieron 2,5 mg de borohidruro sédico al matraz de reacciéon y se dejé reaccionar a
temperatura ambiente durante 4 horas. La mezcla de reaccién se transfirié a una bolsa de dialisis (MWCO 12-14
KDA), incluyendo 2 ml de la solucién de dialisis usada para enjuagar el matraz de reaccion. La mezcla de reaccion
se dializé contra solucion de cloruro sédico 0,15 M 3 veces, 6 l/tiempo, cambiando la solucién de cloruro sédico cada
5 horas. Después de la dialisis, la muestra dializada se centrifugé a 10.000 rpm durante 10 minutos y se recogi6 el
sobrenadante. El sobrenadante se purificd y se dializd6 usando una columna de gel Sepharose CL-4B, el pico
conjugado se recogio y se tomoé una muestra y se envié para su analisis.

1-10. Preparacion de conjugado de polisacarido capsular serotipo 18C (Pnl18C)-P2CRM197A de Streptococcus
pneumoniae

Se pesaron 5 mg de polisacarido digerido con Pn18C en un matraz de reaccion, y se afiadié 1 ml de solucion de
cloruro sédico 1 M para disolver el polisacarido. Se midié un pH inicial de la solucién disuelta. Se afiadié una
cantidad apropiada de solucion de CDAP y se agit6é a temperatura ambiente durante 1,5 minutos. Se afiadié solucién
de NaOH 0,2 M para ajustar el pH de la mezcla a 9,0. Después se permitié que la mezcla reaccionara a temperatura
ambiente durante 3 minutos. Se afadieron 10 mg de proteina quimérica P2CRM197A al matraz de reaccion y se
dejo reaccionar a 25 °C durante 45 minutos. Después de finalizar la reaccion, se afiadieron 37,5 pl de solucion de
lisina 2 M y se dejo reaccionar a 25 °C durante 30 minutos. La mezcla se dejo reaccionar a 4 °C durante la noche. La
mezcla de reaccion se transfirid a una bolsa de dialisis (MWCO 6-8 KDA) y se dializé contra una solucién de cloruro
sédico al 0,85 %, cambiando la solucién de cloruro sédico 3 veces, 6 l/tiempo, cambiando la solucidon de cloruro
sodico cada 5 horas. Después de la dialisis, la muestra dializada se centrifug6é a 10.000 rpm durante 10 minutos y se
recogid el sobrenadante. El sobrenadante se purificéd y se dializé usando una columna de gel Sepharose CL-4B, el
pico conjugado se recogiod y se tomo6 una muestra y se envié para su analisis.

1-11. Preparacion de conjugado de polisacarido capsular serotipo 19 A (Pn19A)-P2CRM197A de Streptococcus
pneumoniae

Se pesaron 10 mg de polisacarido activado con Pn19A en un matraz de reaccién. Se afadieron 0,5 ml de solucién
tampodn a las escamas de reaccion y se agitd usando una barra magnética hasta que el polisacarido se disolvio por
completo. Se afiadieron 10 mg de proteina quimérica P2CRM197A al matraz de reaccion, y se agité para mezclar
completamente. Se afiadieron 5 mg de cianoborohidruro sédico al matraz de reaccién y se dejo reaccionar a
temperatura ambiente durante 20 horas. Se anadieron 2,5 mg de borohidruro sédico al matraz de reaccion y se dejo
reaccionar a temperatura ambiente durante 5 horas. La mezcla de reaccidon se transfiri6 a una bolsa de dialisis
(MWCO 6-8 KDA), y se dializé contra solucién de cloruro sédico al 0,85 % 3 veces, 6 l/tiempo, cambiando la solucién
de cloruro soédico cada 5 horas. Después de la didlisis, la muestra dializada se centrifugd a 10.000 rpm durante 10
minutos y se recogid el sobrenadante. El sobrenadante se purificoé y se dializé usando una columna de gel
Sepharose CL-4B, el pico conjugado se recogio y se tom6 una muestra y se envio para su andlisis.

1-12. Preparacion de conjugado de polisacarido capsular serotipo 19F (Pnl19F)-P2CRM197A de Streptococcus
pneumoniae

Se pesaron 5,2 mg de polisacarido Pn19F oxidado y se afadieron a un matraz de reaccién. Se afadié 1 ml de agua
pura al matraz de reaccion y se agitd usando una barra magnética hasta que el polisacarido se disolvié por
completo. Se afiadieron 3,0 mg de proteina quimérica P2CRM197A al matraz de reaccion, y se agité para mezclar
completamente. Se afadieron 4,9 mg de cianoborohidruro sédico al matraz de reaccion, se agité en una placa de
agitacion magnética y se dejé reaccionar a 18 °C durante 24 horas. Se afiadieron 2,5 mg de borohidruro sédico al
matraz de reaccion y se dejo reaccionar a 18 °C en una incubadora durante 5 horas. La mezcla de reaccion se
transfirid a una bolsa de dialisis (MWCO 12-14 KDA) y se dializé6 5 veces, 6 | de solucion de dialisis/tiempo,
cambiando la solucion de dialisis cada 5 horas. Después de la didlisis, la muestra dializada se centrifugdé a 10.000
rpm durante 10 minutos y se recogié el sobrenadante. El sobrenadante se purificé y se dializé usando una columna
de gel Sepharose CL-4B, el pico conjugado se recogio y se tomo una muestra y se envid para su analisis.

1-13. Preparacion de conjugado de polisacarido capsular serotipo 23F (Pn23F)-P2CRM197A de Streptococcus
pneumoniae

Se pesaron 4,9 mg de polisacarido Pn23F oxidado y se afiadieron a un matraz de reaccion. Se afiadié 1 ml de agua
pura al matraz de reaccion y se agité usando una barra magnética hasta que el polisacarido se disolvidé por
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completo. Se afiadieron al matraz de reaccién 5,0 mg de proteina quimérica P2CRM197A. Se afiadieron 5,1 mg de
cianoborohidruro sédico al matraz de reaccioén, se agité en una placa de agitacién magnética y se dej6 reaccionar a
18 °C en una incubadora durante 17 horas. Se afiadieron 2,5 mg de borohidruro sédico al matraz de reaccién y se
dejo reaccionar a 18 °C en una incubadora durante 5 horas. La mezcla de reaccion se transfirié a una bolsa de
dialisis (MWCO 12-14 KDA) y se dializdé contra una solucion de cloruro sédico 0,15 M 5 veces, 6 | de solucion de
dialisis/tiempo, cambiando la solucién de didlisis cada 5 horas. Después de la didlisis, la muestra dializada se
centrifugé a 10.000 rpm durante 10 minutos y se recogio el sobrenadante. El sobrenadante se purificé y se dializé
usando una columna de gel Sepharose CL-4B, el pico conjugado se recogié y se tomd una muestra y se envio para
su analisis.

2. Preparacién de conjugados de polisacarido de Haemophilus influenza tipo b (Hib)-P2CRM197A (Hib-
P2CRM197A)

En los ejemplos de sintesis de vacunas conjugadas de Haemophilus influenza tipo b (Hib), se usaron seis proteinas
transportadoras quiméricas que comprendian epitopos universales y la proteina transportadora CRM197, incluyendo
proteinas transportadoras quiméricas P2CRM197A, P2CRM197AP2, P30CRM197A, OVApCRM197A,
P30CRM197AP2, y P2P30CRM197A0VAp. Dado a que los métodos para sintetizar conjugados de Hib que tienen
diferentes proteinas transportadoras quiméricas son similares, el método que usa la proteina portadora quimérica
P2CRM197A se usa en el presente documento como un ejemplo en la presente invencion para describir el método
de sintesis de conjugado.

El método ADH se usé para sintetizar los conjugados Hib. Las etapas sintéticas de este método se pueden dividir en
etapas de derivacion de polisacarido Hib y etapas de sintesis conjugada.

2-1. Etapas de derivacion del polisacarido Hib

Se disolvieron 5 mg de polisacarido Hib en 1 ml de agua pura y se activaron mediante la adicion de bromuro de
cianogeno. A la mezcla de reaccion se afiadieron 2 ml de solucion de ADH para alcanzar una concentracion final de
0,4 M, y se dejé reaccionar durante la noche a 2-8 °C. La mezcla de reaccion se dializé contra cloruro sédico 0,2 M.
La muestra se cargé en una columna G-50, y se recogio el pico fuera del volumen vacio. La muestra de conjugado
se transfirié a una bolsa de dialisis, se dializé contra agua pura y se liofilizd para obtener el derivado de polisacarido
solido. El derivado de polisacarido se deberia almacenar a menos de -20 °C o0 menos.

2-2. Sintesis de conjugado de polisacarido Hib-P2CRM197A

Se pesaron 10 mg de derivado de polisacarido Hib y se afiadieron a un matraz de reaccién. Se afiadieron 0,5 ml de
NaCl 0,15 M al matraz de reaccion, se agité para disolver el polisacarido, se colocé a temperatura ambiente seguido
de 4 °C durante la noche para asegurar la disolucion completa del polisacérido. La concentracion del polisacérido en
la mezcla fue de 20 mg/ml. La solucién de polisacarido se filtro estéril a través de una membrana de 0,45 ym en un
matraz de reaccién. Se usé NaOH 0,1 M o HCI 0,1 N para ajustar el pH de la solucién filtrada a 5,5. Se afiadié una
solucion que contenia 5 mg de P2CRM197A al matraz de reaccion, y se agité para mezclar completamente. Se
afadieron 2,9 mg de EDC al matraz de reaccion, se agitd y se dejé reaccionar durante 4 horas. La mezcla de
reaccion se transfirid a una bolsa de didlisis (MWCO 6-8 KDA) contra una soluciéon de NaCl 0,15 M a 4 °C, mientras
que la solucién de NaCl se cambi6 tres veces. La muestra dializada se purificé a través de una columna Sepharose
CL-4B, y se recogi6 el pico fuera del volumen vacio. Basandose en los resultados del andlisis, las fracciones que
contenian el conjugado se agruparon, se filtraron de forma estéril y se almacenaron a 4 °C.

2-3. Sintesis de conjugados de polisacarido Hib-CRM197A

De acuerdo con el método descrito en la seccion anterior "sintesis del conjugado de polisacarido Hib-P2CRM197A",
la presente invencidn eligié seis proteinas transportadoras quiméricas adicionales que comprenden epitopos
universales, incluyendo proteinas transportadoras quiméricas CRM197AP2, P2CRM197AP2, P30CRM197A,
OVApCRM197A, P30CRM197AP2, P2P30CRM197A0VAp, y la muestra de control usando la proteina
transportadora CRM197A, para preparar un total de 7 conjugados, es decir, Hib-CRM197AP2, Hib-P2CRM197AP2,
Hib-P30CRM197A, Hib-OVApCRM197A, Hib-P30CRM197AP2, Hib-P2P30CRM197A0VAp, y Hib-CRM197A.

3. Preparacion de conjugados de polisacérido-P2CRM197A Neisseria meningitidis (Men) 4-valentes

El método ADH se utilizd para sintetizar conjugados de polisacarido-P2CRM197A de Neisseria meningitidis. El
método tiene dos etapas, es decir, derivacion de polisacéarido y sintesis de conjugado.

3-1. Sintesis de conjugado de la cepa A de polisacarido-P2CRM197A (MenA-P2CRM197A) de Neisseria meningitidis
3-1-1. Derivacion de los polisacaridos de la cepa A (MenA) de Neisseria meningitidis

Se disolvieron 20 mg de polisacaridos MenA en 4 ml de agua pura y se activaron mediante la adicion de bromuro de
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ciandégeno. A la mezcla de reaccion se afiadieron 10 ml de solucién de ADH para alcanzar una concentracion final de
0,4 M, y se dejo reaccionar durante la noche a 2-8 °C. La mezcla de reaccion se dializé contra cloruro sédico 0,2 M.
La muestra se cargé en una columna G-50, y se recogi6 el pico fuera del volumen vacio. La muestra de conjugado
se transfirié a una bolsa de dialisis, se dializé contra agua pura y se liofilizd para obtener el derivado de polisacarido
solido. El derivado de polisacarido se deberia almacenar a menos de -20 °C o menos.

3-1-2. Sintesis de conjugado de polisacarido MenA-P2CRM197A

Se pesaron 5 mg de derivado de polisacarido MenA y se afiadieron a un matraz de reaccion. Se afiadieron 0,5 ml de
NaCl 0,15 M al matraz de reaccién, se agitd para disolver el polisacarido y se colocé a temperatura ambiente
seguido de 4 °C durante la noche para asegurar la disolucién completa del polisacarido. La concentraciéon del
polisacérido en la mezcla fue de 20 mg/ml. La solucion de polisacarido se filtré estéril a través de una membrana de
0,45 ym en un matraz de reaccion. Se us6 NaOH 0,1 M o HCI 0,1 N para ajustar el pH de la solucién filtrada a 5,5.
Se afadié una solucidon que contenia 5 mg de P2CRM197A al matraz de reaccion, y se agitdé para mezclar
completamente. Se afadieron 2,9 mg de EDC al matraz de reaccion, se agité y se dejoé reaccionar durante 4 horas.
La mezcla de reaccion se transfirié a una bolsa de dialisis (MWCO 6-8 KDA) contra una solucién de NaCl 0,15 M a 4
°C, mientras que la solucion de NaCl se cambid tres veces. La muestra dializada se purificé a través de una columna
Sepharose CL-4B, y se recogié el pico fuera del volumen vacio. Basandose en los resultados del analisis, las
fracciones que contenian el conjugado se agruparon, se filtraron de forma estéril y se almacenaron a 4 °C.

3-1-3. Sintesis de otros conjugados de polisacarido-CRM197A de Neisseria meningitidis

De acuerdo con el método descrito en la seccion anterior "sintesis del conjugado de polisacarido MenA-
P2CRM197A", se sintetizaron tres conjugados adicionales, incluyendo el polisacarido del grupo C- P2CRM197A
(denominado MenC-P2CRM 197A) de Neisseria meningitidis, polisacarido del grupo Y-P2CRM 197A (denominado
MenY-P2CRM197A) de Neisseria meningitidis, y polisacarido del grupo W135-P2CRM197A (denominado MenW135-
P2CRM197A) de Neisseria meningitidis.

3-2. Preparacion de otros conjugados de polisacarido-CRM197A de Neisseria meningitidis 4-valentes

De acuerdo con el método descrito en la seccion anterior "Preparacion de conjugados de polisacarido-P2CRM197A
de Neisseria meningitidis (Men) 4-valentes", la presente invencion eligié seis proteinas transportadoras quiméricas
que comprenden epitopos universales, incluyendo proteinas transportadoras quiméricas CRM197AP2,
P2CRM197AP2, P30CRM197A, OVApCRM197A, P30CRM197AP2, P2P30CRM197A0VAp, y la muestra de control
usando la proteina transportadora CRM197A, para preparar un total de 7 tipos de conjugados, es decir, 4Men-
CRM197AP2, 4Men-P2CRM197AP2, 4Men-P30CRM197A, 4Men-OVApCRM197A, 4Men-P30CRM197AP2, 4Men-
P2P30CRM197A0VAp y 4Men-CRM197A.

VI. Evaluacién de las propiedades inmunogénicas de los conjugados de polisacarido-proteina

Las vacunas preparadas usando los conjugados de polisacarido-proteina correspondientes se inyectaron en ratones.
Se recogieron muestras de sangre y se usaron ensayos ELISA para determinar los titulos de los anticuerpos
antipolisacaridos en el suero. Los ensayos de opsonofagocitosis se usaron para evaluar la mejora de la
inmunogenicidad.

1. Evaluacién de la inmunogenicidad de los conjugados de polisacarido-proteina de Streptococcus pneumoniae 13-
valentes

1) Evaluacioén de la inmunogenicidad de los conjugados de polisacarido Pn-P2CRM197A 13-valentes

Para evaluar si los conjugados de polisacarido-proteina que comprenden proteinas transportadoras quiméricas
CRM197A que tienen epitopos universales tienen una inmunogenicidad superior que los conjugados de polisacarido-
proteina que comprenden la proteina transportadora CRM197A sin epitopos universales, los conjugados de Pn-
CRM197A 13-valentes se sintetizaron para servir como un control para evaluar la mejora de la inmunogenicidad de
los conjugados de proteina transportadora quimérica Pn-CRM197A 13-valentes.

1-1. Preparacion de una vacuna de conjugado de polisacarido Pn-proteina P2CRM197A 13-valente y una vacuna de
conjugado de proteina de polisacarido Pn-CRM197A 13-valente

El sistema de filtracion de flujo tangencial LABSCALE™ (TFF) (Millipore, USA) se uso para concentrar cada una de
las soluciones de conjugados que comprenden polisacaridos capsulares Pn-1, -3, -4, -5, -6 A, -7F, -9V, -14, -18C, -
19 A, -19F y -23F a una concentracion de polisacérido de aproximadamente 40 pg/ml. La concentracion de la
solucion del conjugado que comprende polisacaridos capsulares de serotipo Pn-6B se concentré a una
concentracion de polisacarido de 80 ug/ml. De acuerdo con las concentraciones finales de polisacaridos
enumerados en la Tabla 1 a continuacion, se afadié un volumen calculado correspondiente de cada uno de los
conjugados de serotipo Unico al frasco de preparacion.
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Tabla 1. Concentraciones finales de soluciones conjugadas de un solo serotipo

Serotipo del polisacarido en el Concentracion de solucion Concentracion de polisacarido
conjugado conjugada (mg/ml) (mg/ml)
1 40 1
3 40 2
4 40 1
5 40 1
6A 40 2
6B 80 4
7F 40 1
9V 40 1
14 40 1
18C 40 1
19A 40 2
19F 40 2
23F 40 2

La mezcla de conjugado se filtro estéril a través de un filtro de 0,22 ym. Se afiadié gel de fosfato de aluminio estéril
para alcanzar una concentracion final de iones de aluminio de 125 mg/ml. Se afadié tampén al volumen final y se
envaso en 0,5 ml/frasco.

1-2. Preparacion de conjugados de polisacarido-proteina de Streptococcus pneumoniae (Pn) 13-valentes que
comprenden otras proteinas transportadoras quimeéricas que tienen epitopos universales

De acuerdo con el método descrito en las secciones anteriores "Preparacion de conjugados de proteina de
polisacérido Pn-P2CRM197AP2 13-valentes", la presente invencién preparé vacunas correspondientes a los
siguientes conjugados de proteina transportadora quimérica de polisacarido Pn-CRM 197 13-valentes, que se
usaron en ensayos de evaluacion de inmunogenicidad.

Vacunas preparadas usando conjugados de polisacarido Pn 13-valentes que comprenden proteinas transportadoras
quiméricas que tienen un epitopo universal P2: 13Pn-CRM197AP2, 13Pn-P2CRM197AP2, 13Pn-P2P2CRM197A,
13Pn-CRM197AP2P2, 13Pn-P2P2CRM197P2, y 13Pn-P2CRM197AP2P2.

Vacunas preparadas usando conjugados de polisacarido Pn 13-valentes que comprenden proteinas transportadoras
quiméricas que tienen un epitopo universal P30: 13Pn-P30CRM197A, 13Pn-CRM197AP30, 13Pn-
P30CRM197AP30, 13Pn-P30P30CRM197A, 13Pn-CRM197AP30P30, 13Pn-P30P30CRM197AP30, y 13-
P30CRM197AP30P30.

Vacunas preparadas usando conjugados de polisacarido Pn 13-valentes que comprenden proteinas transportadoras
quiméricas que tienen un epitopo universal OVAp: 13Pn-OVApCRM197A, 13Pn-CRM197A0VAp, 13Pn-
OVApCRM197A0VAD, 13Pn-OVApOVApCRM 197A, 13Pn-CRM197A0VApOVAp, 13Pn-
OVApOVApCRM197A0VAp, y 13Pn-OVApCRM197A0OVApOVAp.

Vacunas preparadas usando conjugados de polisacarido Pn 13-valentes que comprenden proteinas transportadoras
quiméricas que tienen al menos dos tipos diferentes de epitopos universales: 13Pn-P30CRM197AP2, 13Pn-
P2CRM197AP30, 13Pn-P2P30CRM197AP2, y 13Pn-P2P30CRM197A0VAp.

1-3. Inmunizacién de ratones y recoleccion de sangre

Se obtuvieron 70 ratones KM57 de 5-6 semanas de edad. A cada ratén se le inyect6 la vacuna de conjugado de
polisacérido Pn-proteina P2CRM197A 13-valente preparada. El volumen de inyeccion fue de 0,1 ml/raton/tiempo.
Los ratones se dividieron en dos grupos: al grupo 1 se le inyectd la vacuna de polisacarido Pn-P2CRM197A 13-
valente; al grupo 2 se le inyectd la vacuna Pn polisacarido-CRM197A 13-valente como control. El calendario de
inmunizacion de los ratones fue como se muestra en la Tabla 2 a continuacion:

Tabla 2. Calendario de inmunizacion.

Grupo de Numero Numero de Semana | Semana | Semana | Semana | Semana | Semana
inmunizacién de ratones | inyecciones 1 2 3 4 5 6
10 1 Inyectar Extraer - - - -
sangre
13Pn- Extraer
P2CRM197A 10 2 Inyectar - Inyectar sangre - -
10 3 Inyectar - Inyectar - Inyectar Extraer
sangre
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(continuacién)

Grupo de Numero Numero de Semana | Semana | Semana | Semana | Semana | Semana
inmunizacién de ratones | inyecciones 1 2 3 4 5 6
10 1 Inyectar Extraer ) . ] ]

sangre
13Pn-CRM197A 10 2 Inyectar - Inyectar | EXraer - -
sangre
10 3 Inyectar - Inyectar . Inyectar | EXtraer
sangre

Se recogieron muestras de sangre en tubos de centrifuga, se dejaron reposar a temperatura ambiente durante 2
horas y se centrifugd a 10.000 rpm durante 10 minutos. Una pipeta se uso para extraer cuidadosamente el suero del
sobrenadante, y se almacend en un refrigerador a 4 °C para su andlisis posterior.

1-4. Determinacion del titulo de anticuerpo anti-polisacarido en suero de ratones usando ELISA

13 soluciones, cada una con 1 mg/ml de uno de los polisacaridos especificos de serotipo 13 Pn (en solucion 1X
PBS), se prepararon y almacenaron en un refrigerador a 4 °C. Las soluciones de polisacarido Pn especificas de
serotipo se diluyeron a 2-4 pg/ml en tampon de revestimiento. Se afiadieron 100 pl de tampon de revestimiento a
cada pocillo de una placa ELISA para revestir el pocillo, y se incubaron a temperatura ambiente durante la noche.
Los pocillos se lavaron con el tampdn de lavado 4 veces y se afiadieron 100 ul de tampdn de bloqueo a cada pocillo,
incubados a temperatura ambiente durante 2 horas. Los pocillos se lavaron con tampén de lavado 4 veces, y se
pudieron almacenar a 4 °C durante 1 semana.

Las muestras de suero obtenidas de ratones inyectados con vacunas conjugadas o muestra de control se diluyeron
1:10 para obtener muestras de suero de trabajo, que se diluyeron aiun mas mediante un nimero apropiado de
plegamientos y se afiadieron a la primera fila de pocillos en la placa ELISA, con un volumen total de 200 pl por
pocillo. Una dilucién doble en serie de la primera fila de muestras se prepard en las siguientes filas, y la placa se
incub6 a temperatura ambiente durante 2 horas. Los pocillos se lavaron con tampén de lavado 4 veces. A cada
pocillo se afiadieron 100 pl de anticuerpo de cabra-anti-ratén marcado con fosfatasa alcalina (diluciéon 1:2000), y se
incubaron a temperatura ambiente durante 4 horas. Los pocillos se lavaron con tampoén de lavado 4 veces. A cada
pocillo se afiadieron 100 pl de sustrato de 4-nitrofenilfosfato disédico, y se registr6 DO a una longitud de onda de
405 nm. Los titulos para los anticuerpos de polisacarido Pn especificos de serotipo en suero de ratones fueron como
se muestran en la Tabla 3 a continuacion.

Tabla 3. Titulos de anticuerpos de polisacarido Pn especificos de serotipo.

Titulo de anticuerpos en suero de ratones contra cada uno de los polisacaridos especificos
Serotipo de serotipo 13 Pn (Eu)
13Pn-P2CRM197A 13Pn-CRM197A

1descarga | 2descargas | 3descargas | 1descarga | 2descargas | 3 descargas
1 0,02 1,82 5,65 0,02 0,74 1,85
3 0,03 1,52 4,12 0,01 0,62 1,54
4 0,06 2,04 8,56 0,04 1,04 1,68
5 0,02 2-21 5,67 0,02 0,83 1,09
6A 0,03 1,34 5,79 0,07 0,73 1,18
6B 0,02 0,96 4,92 0,03 0,46 0,98
7F 0,01 1,32 5,91 0,01 0,55 1,24
9V 0,05 0,85 5,54 0,01 0,71 1,14
14 0,04 2-13 5,12 0,03 0,87 1,22
18C 0,02 1,08 4,32 0,05 0,58 1,84
19A 0,01 0,64 3,34 0,02 0,54 1,12
19F 0,02 1,12 4,78 0,02 0,68 1,62
23F 0,03 0,85 4,44 0,01 0,55 1,78

Los resultados mostraron que las vacunas de conjugados que comprenden proteinas transportadoras quiméricas
que tienen epitopos universales, es decir, los conjugados de polisacarido capsular Pn-P2CRM197A 13-valentes que
comprenden la proteina transportadora quimérica P2CRM197A, tiene una inmunogenicidad superior que los
conjugados de polisacarido capsular Pn-CRM197A 13-valentes. Los titulos de los anticuerpos IgG especificos contra
los polisacaridos Pn en suero de ratones después de tres inyecciones fueron significativamente mas altos que los
titulos de los anticuerpos IgG después de una o dos inyecciones. Cada titulo de anticuerpo especifico de serotipo
después de tres inyecciones fue superior a mas de 4 veces el titulo después de una inyeccion, satisfacer los
estandares de la OMS para aumentar los titulos de vacunas conjugadas. En comparacion con los conjugados de
polisacéarido capsular Pn-CRM197A 13-valentes, los conjugados Pn PS-P2CRM197A 13 valentes tenian titulos de
anticuerpos mas altos contra cada CP especifico de serotipo después de tres inyecciones en el suero de ratones.
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1-5. Ensayo opsonofagocitico (OPA)

El ensayo opsonofagocitico es un método para evaluar la eficacia bactericida de una vacuna basada en conjugado
de polisacarido Pn. Las muestras de suero de ratones se analizaron usando el "protocolo para el ensayo de
destruccion opsonogofagocitica multiplexada para anticuerpos contra Streptococcus pnaeumoniae polisacarido
capsular" por UAB-MOPA. Las concentraciones de OPA se muestran en la Tabla 4 a continuacion.

Tabla 4. Concentraciones de OPA.

Serotipo 13Pn-CRM197A (Suero después de tres 13Pn-P2CRM197A (Suero después de
inyecciones) tres inyecciones)
1 1024 8192
3 512 4096
4 1024 8192
5 2048 8192
6A 1024 4096
6B 512 2048
7F 1024 8192
9V 512 4096
14 2048 8192
18C 512 4096
19A 512 4096
19F 1024 8192
23F 1024 8192

Los resultados del experimento mostraron que las concentraciones de OPA de las muestras de suero de ratones
obtenidas después de ftres inyecciones de los conjugados Pn PS-P2CRM197A 13 valentes aumentaron
significativamente en comparacion con las concentraciones de OPA de las muestras de suero de ratones obtenidas
después de tres inyecciones de conjugados Pn PS-CRM197A 13 valentes.

2) Evaluacion de la inmunogenicidad de otros conjugados Pn PS-CRM197A 13-valentes
Similar a los métodos descritos en las secciones anteriores "Evaluacién de la inmunogenicidad de los conjugados Pn
PS-P2CRM197A 13-valentes", los titulos de los anticuerpos anti-polisacarido IgG como respuesta a las otras

vacunas que comprenden proteinas transportadoras quiméricas que tienen epitopos universales se muestran en la
Tabla 5 a continuacion. La Tabla 5 solo enumera los titulos de IgG anti-polisacarido después de tres inyecciones.
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Los resultados anteriores demostraron que la inmunogenicidad de los conjugados de Pn PS 13-valentes que
comprenden las proteinas transportadoras quiméricas CRM197A que tienen epitopos universales aumenté
significativamente en comparacién con los conjugados de Pn PS 13-valentes que comprenden la proteina
transportadora CRM197A sin epitopos universales. Los conjugados de Pn PS 13-valentes que comprenden una
proteina transportadora quimérica CRM197A que tiene dos copias del mismo epitopo universal tenian una
inmunogenicidad mas alta que los conjugados de Pn PS 13-valentes que comprenden proteinas transportadoras
quiméricas CRM197A que tienen solo una copia del epitopo universal. Cuando el nimero de copias de un epitopo
universal en la proteina transportadora quimérica se aumenté a tres, no hubo diferencia significativa en la
inmunogenicidad de los conjugados de Pn PS 13-valentes preparados de los mismos, en comparaciéon con los
conjugados de Pn PS 13-valentes que comprenden una proteina transportadora quimérica CRM197A que tiene dos
copias del epitopo universal. La fusidon del epitopo universal en el extremo N o el extremo C de la proteina
transportadora quimérica no produjo diferencias en la inmunogenicidad de los conjugados de Pn PS-proteina
transportadora quimérica CRM197A de 13-valentes correspondientes. Las proteinas transportadoras quiméricas que
tienen al menos dos tipos diferentes de epitopos universales aumentaron aun mas la inmunogenicidad de los
correspondientes conjugados de Pn PS-proteinas transportadoras quiméricas CRM197A 13-valentes.

2. Evaluacion de la inmunogenicidad de los conjugados de Hib PS-proteina transportadora quimérica CRM197A
2-1. Preparacion de una vacuna basada en conjugados de Hib PS-proteina quimérica CRM197A

Los polisacaridos Hib (Hib PS) se usaron para preparar conjugados que comprenden la proteina transportadora
CRM197A, o cualquiera de los 6 tipos diferentes de proteinas transportadoras quiméricas CRM197A que tienen
epitopos universales. Los conjugados de Hib PS- proteina se usaron para preparar ademas las vacunas
correspondientes para inyeccion. El método es como se describe a continuacion:

El sistema de filtraciéon de flujo tangencial LABSCALE™ (TFF) (Millipore, USA) se us6 para concentrar cada una de
las soluciones de conjugados de CP-proteina a una concentracion de polisacarido de aproximadamente 25 pg/ml.
Las soluciones concentradas se esterilizaron cada una a través de un filtro de 0,22 ym. Se afiadié adyuvante de
fosfato de aluminio estéril a cada solucién para alcanzar una concentracion final de iones de aluminio de 125 mg/ml.
Las soluciones de vacuna se agitaron para mezclar bien y se almacenaron en un refrigerador de 2-8 °C.

2-2. Inmunizacién y evaluacion de la inmunogenicidad de las vacunas.

Se usaron métodos similares a los descritos en la secciéon anterior "Evaluacién de la inmunogenicidad de los
conjugados de Pn PS-CRM197A de 13-valentes" para inmunizar animales, recoger muestras de sangre y determinar
los titulos séricos de anticuerpos contra polisacaridos Hib usando ensayos ELISA. Los resultados son como se
muestra en la Tabla 6 a continuacion.

Tabla 6. Titulos de anticuerpos anti-Hib PS en suero de ratones.

Titulo de anticuerpo IgG anti-Hib PS en suero de
Vacuna Hib ratones (Eu)
1 inyecciéon | 2 inyecciones 3 inyecciones
Hib-P2CRM197A 0,01 1,45 5,88
Hib-CRM197AP2 0,03 1,28 6,39
Hib-P2CRM197A VP2 0,23 2-40 7,26
Hib-P30CRM197A 0,04 2,04 6,31
Hib-OVApCRM197A 0,02 2,03 9,23
Hib-P30CRM 197AP2 0,16 2-26 8,11
Hib-P2P30CRM 197A0VAp 0,06 2,09 6,41
Hib-CRM197A (Control) 0,02 0,78 2-41

Los titulos del anticuerpo anti-Hib PS anterior mostraron resultados similares de los diferentes tipos de conjugados
de proteina quimérica Hib PS-CRM197A. En comparacion con los conjugados de Hib PS-proteina CRM197A sin
epitopos universales, los otros seis conjugados que comprenden proteinas transportadoras quiméricas CRM197A
que tienen epitopos universales, es decir, Hib-P2CRM197A, Hib-P2CRM197AP2, Hib-P30CRM197A, Hib-
OVApCRM197A, Hib-P30CRM197AP2, y Hib-P2P30CRM197A0VAp, habian mejorado significativamente los titulos
de IgG. Los titulos de IgG de las muestras de suero después de tres inyecciones en comparacion con los titulos de
IgG de las muestras de suero después de una inyeccion también fueron significativamente diferentes, con una
p<0,05.

3. Evaluacion de la inmunogenicidad de conjugados de Men PS-proteina quimérica CRM197A 4-valentes

3-1. Preparacion de una vacuna de conjugado de Men PS-proteina quimérica CRM197A (4Men-P2CRM197A) 4-
valentes
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El sistema de filtracidn de flujo tangencial (TFF) LABSCALE™ (Millipore, USA) se uso para concentrar cada solucion
de MenA-P2CRM197A, MenC-P2CRM197A, MenY-P2CRM197A, y MenW135-P2CRM197A se conjugan a una
concentracion de polisacarido de aproximadamente 1000 pg/ml, y después se diluyen con solucién de NaCl al 0,85
% y se mezclan para preparar una vacuna conjugada 4Men- P2CRM197A que tiene una concentracién de
polisacérido de cada grupo de 100 pg/ml. La solucién de la vacuna se filtré a través de una membrana de 0,22 pm
para eliminar las bacterias. Se afiadié adyuvante de fosfato de aluminio estéril a la soluciéon de vacuna para alcanzar
una concentracion final de iones de aluminio de 125 mg/ml. Las soluciones de la vacuna se almacenaron en un
refrigerador de 2-8 °C.

3-2. Inmunizacién y evaluacion de la inmunogenicidad de la vacuna.

Las muestras de suero se obtuvieron usando métodos similares a los descritos en la seccion anterior "Evaluaciéon de
la inmunogenicidad de los conjugados de Pn PS-CRM197A 13-valentes". A cada ratdn se le inyecté 0,1 ml de la
solucion de vacuna, con una dosis de inyeccion de polisacérido de 10 pg/raton/tiempo. Los ensayos ELISA se
usaron para determinar los titulos séricos de anticuerpos contra cada grupo de polisacarido Men. Los resultados son
como se muestra en la Tabla 7 a continuacion.

Tabla 7. Titulos de anticuerpos anti-Men PS en suero de ratones.

G d Titulo de anticuerpo IgG anti-Men PS en suero de
Vacuna rupo de ratones (Eu)
PS - — - - - -
1 inyeccién 2 inyecciones 3 inyecciones

A 0,03 2-32 6,78
C 0,05 1,98 5,32
4Men-P2CRM197A Y 0.02 105 4.49
W135 0,08 1,75 5,44
A 0,02 1,65 4,98
C 0,01 1,34 5,11
4Men-CRM197AP2 Y 0.03 126 6.80
W135 0,03 1,07 5,50
A 0,12 3,01 7,96
C 0,18 2-29 9,32
4Men-P2CRM197AP2 Y 0.14 271 7.89
W135 0,16 2,55 7,65
A 0,02 2-40 5,66
C 0,04 2-18 4,64
4Men-P30CRM197A Y 0.03 114 6.15
W135 0,05 1,45 6,53
A 0,01 2-22 4,88
C 0,03 2-41 5,01
4Men-OVApCRM197A Y 0.02 1.20 6.84
W135 0,04 1,33 4,66
A 0,15 2-34 7,06
C 0,20 2-24 9,39
4Men-P30CRM197AP2 Y 0.11 2.01 8.89
W135 0,13 2-40 7,45
A 0,04 1,65 5,16
C 0,06 1,40 5,33
4Men-P2P30CRM197A0VAp Y 0.04 197 5.30
W135 0,06 1,68 4,27
A 0,03 0,75 2-23
C 0,04 0,62 1,85
4Men-CRM197A (Control) Y 0.02 0.98 196
W135 0,06 0,82 1,77

Los titulos del anticuerpo PS anti-Men anterior mostraron resultados similares a los de los conjugados Pn PS 13-
valentes y los conjugados Hib PS. En comparacion con los conjugados de Men PS-proteina CRM197A 4-valentes
sin epitopos universales, los conjugados que comprenden proteinas transportadoras quiméricas CRM197A que
tienen epitopos universales tenian titulos de IgG anti-PS especificos significativamente mas altos. Los titulos de IgG
de las muestras de suero después de tres inyecciones en comparacion con los titulos de IgG de las muestras de
suero después de una inyeccion también fueron significativamente diferentes, con una p<0,05.

Ejemplo 2: Preparaciéon y evaluacion de la inmunogenicidad de conjugados de polisacarido-proteina que

comprenden una proteina transportadora quimérica que comprende la proteina de superficie de rotavirus
VP8 (CoreVP8) y un epitopo universal
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I. Disefio de secuencia de proteinas quiméricas CoreVP8 y Core VP8 que comprenden epitopos universales
1. Disefio de secuencia de CoreVP8

El rotavirus se puede dividir en diferentes tipos, subtipos y serotipos basados en las propiedades inmunogénicas del
virus. En la actualidad, se han descubierto 7 serotipos (serotipo A-G). La mayoria de los rotavirus patégenos
humanos pertenecen a los serotipos A, B y C. Los grupos de antigenos de las proteinas de la capside de superficie
VP7 y VP4 de diferentes rotavirus son diferentes, y cada uno puede inducir independientemente los anticuerpos
neutralizantes correspondientes. El serotipo de un rotavirus se puede determinar por la inmunogenicidad especifica
de los antigenos VP4 y VP7. El rotavirus A se puede clasificar adicionalmente como serotipo G y serotipo P segun la
naturaleza de VP7 y VP4. VP4 es una proteina que la tripsina puede dividir en dos proteinas virales diferentes, es
decir, VP8 y VP5. La investigacion ha demostrado que VP5 tiene una secuencia de aminoacidos estable, pero la
secuencia de aminoacidos de VP8 esta asociada con una alta tasa de mutacion. La secuencia de VP8 determina si
el virus pertenece al serotipo P. Por tanto, la proteina de superficie VP8 se puede usar como antigeno para
inmunizar animales con el fin de obtener un antigeno con un amplio alcance de proteccion. La presente invencion
usa VP8 como una proteina transportadora inmunogénica en conjugados de polisacarido-proteina. Los antigenos
derivados de la proteina transportadora inmunogénica VP8 en los conjugados pueden desencadenar la produccién
de anticuerpos en la poblacién humana inmunizada y proporcionar inmunidad contra la infeccion por rotavirus.

El serotipo P de la cepa de rotavirus Wa pertenece al serotipo P1A y comprende el 90 % de todas las cepas de
rotavirus patégenos endémicos en humanos. La presente invencion se basa en el gen que codifica la subunidad VP8
en VP4 de la cepa de rotavirus Wa. El gen VP8 se modifico, se clond, se expresd y se purificd para preparar
proteinas transportadoras en vacunas conjugadas.

La proteina VP8 de la cepa Wa del rotavirus humano tiene 247 aminoacidos y un peso molecular de 32.000 Dalton.
La secuencia de aminoacidos se muestra a continuacién en SEQ ID NO: 67.

(SEQ ID NO:67)

MASLIYROLLSNSYVINISDEVNEIGTKKTTNVTVNPGPFAQTGYAPVDWGHGELPDSTLVQ
PTLDGPYQPTSLNLPVDYWMLIAPTREGKVAEGTNTTDRWFACVLVEPNVONTQOROYVLDGR

NVOLNVSNESRTSWKEFILFIKLTPDGTYTQYSTLSTPHKLCAWMKRDNRVYWYQGATPNASE

SYYLTINNDNSNVSSDAEFYLIPOSQTAMCTQYINNGLPPIONTRNIVPVNITSROIKDAIR

La proteina viral VP8 es una proteina de la cépside del rotavirus y es una proteina estructural. La proteina VP8 de
longitud completa tiene poca solubilidad en agua. Si se usa VP8 de longitud completa como proteina transportadora
para sintetizar conjugados, el proceso de purificacion podria ser dificil y el rendimiento de los conjugados podria ser
bajo. Para superar este problema, el gen que codifica la proteina VP8 de longitud completa se puede escindir
selectivamente para clonar fragmentos de VP8 de longitud variable, para mejorar la solubilidad en agua de la
proteina VP8 escindida. A pesar de la escision, los principales epitopos de la proteina VP8 deben conservarse. El
sitio de escision de la proteina VP8 puede estar en el extremo N, el extremo C, o en ambos de la proteina. Una
realizacion preferente de la presente invencién tiene la escision tanto del extremo N como del extremo C de la
proteina VP8, es decir, escisién antes de la posicion 64 del extremo N y después de la posicion 223 cerca del
extremo C. La proteina VP8 escindida tiene 160 aminoacidos. Los experimentos han demostrado que esta
secuencia abarca la region del receptor que media la union del rotavirus a las células hospedadoras. Los acidos
sialicos en la superficie de las células hospedadoras se consideran el ligando para la unién de VP8. El polipéptido
VP8 escindido se denomina VP8 central, con un peso molecular de 28 kDa. La secuencia de aminoéacidos de
CoreVP8 se muestra a continuacién en SEQ ID NO: 5.

(SEQ ID NO:bH)

LDGPYQPTSLNLPVDYWMLIAPTREGKVAEGTNTTDRWEACVLVEPNVONTOROYVLDGRNV

QLNVSNESRTSWKEFILFIKLTPDGTYTQYSTLSTPHKLCAWMKRDNRVYWYQGATPNASESY

YLTINNDNSNVSSDAEFYLTIPQSQTAMCTQY INNGL

Los experimentos han demostrado que el polipéptido CoreVP8 tiene una alta solubilidad en agua y es facil de
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purificar. Ademas, como una proteina transportadora para conjugados, CoreVP8 permite un alto rendimiento de los
conjugados sintetizados.

2. Disefio de secuencia de proteinas portadoras quiméricas Core VP8 que comprenden un epitopo universal

Los epitopos universales se fusionaron con la proteina transportadora inmunogénica CoreVP8 para construir una
nueva proteina transportadora quimérica util para la preparacion de conjugados de polisacarido-proteina. El epitopo
universal puede fusionarse con el extremo N o el extremo C de la proteina CoreVP8. Alternativamente, dos epitopos
universales diferentes pueden fusionarse cada uno con el extremo N o el extremo C de la proteina CoreVP8
respectiva. En una tercera estrategia, dos copias del mismo epitopo universal pueden fusionarse entre si y después
fusionarse con el extremo N o el extremo C de la proteina CoreVP8.

Como el disefio de secuencia para las proteinas transportadoras quiméricas que comprenden CoreVP8 y epitopos
universales es similar al de las proteinas transportadoras quiméricas que comprenden CRM197A y epitopos
universales, la presente descripcion describe varias proteinas portadoras quiméricas CoreVP8 representativas que
comprenden epitopos universales. Debe entenderse que la presente invencidn no se limita a los ejemplos descritos
en el presente documento.

2-1 Disefio de secuencia de una proteina transportadora quimérica que comprende P2 y Core VP8

2-1-1 Disefio de secuencia de una proteina transportadora quimérica P2-extremo-N-CoreVP8 (P2CoreVP8)

Una copia de la secuencia de aminoacidos de P2 (SEQ ID NO: 1) se fusion6 con el extremo N de la proteina
transportadora CoreVP8 (SEQ ID NO: 5) a través de un enlazador GSGSG (SEQ ID NO: 7) dispuesto entre ellos
para obtener una nueva proteina transportadora quimérica llamada P2CoreVP8. La secuencia de aminoacidos de la

nueva proteina transportadora quimérica se muestra a continuacion en SEQ ID NO: 39. La secuencia del epitopo P2
esta subrayada.

(SEQ ID NO:39)

QYIKANSKFIGITELGSGSGLDGPYQPTSLNLPVDYWMLIAPTREGKVAEGTNTTDRWEACY

LVEPNVONTOROYVLDGRNVOLNVSNESRTSWKEFILFIKLTPDGTYTQYSTLSTPHKLCAWM
KRDNRVYWYQGATPNASESYYLTINNDNSNVSSDAEFYLIPQOSOTAMCTOYINNGL

2-1-2 Disefio de secuencia de una proteina transportadora quimérica P2-extremo-N-CoreVP8-extremo-C-P2
(P2CoreVP8P2)

Una copia de la secuencia de aminoacidos de P2 (SEQ ID NO: 1) se fusiond con el extremo N y el extremo C de la
proteina transportadora CoreVP8 (SEQ ID NO: 5) respectivamente, cada uno a través de un enlazador GSGSG
(SEQ ID NO: 7) dispuesto entre ellos para obtener una nueva proteina transportadora quimérica llamada
P2CoreVP8P2. La secuencia de aminoacidos de la nueva proteina transportadora quimérica se muestra a
continuacion en SEQ ID NO: 40. La secuencia del epitopo P2 esta subrayada.

(SEQ ID NO:40)

OQYIKANSKFIGITELGSGSGLDGPYQPTSLNLPVDYWMLIAPTREGKVAEGTNTTDRWEACY

LVEPNVONTOROQYVLDGRNVOLNVSNESRTSWKEILFIKLTPDGTYTQYSTLSTPHKLCAWM
KRDNRVYWYQGATPNASESYYLTINNDNSNVSSDAEFYLIPQSQTAMCTQY INNGLGSGSGQ
YIKANSKFIGITEL

2-2 Disefio de secuencia de una proteina transportadora quimérica que comprende P30 y Core VP8
2-2-1 Disefio de secuencia de una proteina transportadora quimérica P30-extremo-N-CoreVP8 (P30 CoreVP8)

Una copia de la secuencia de aminoacidos de P30 (SEQ ID NO: 2) se fusiond con el extremo N de la proteina
transportadora CoreVP8 (SEQ ID NO: 5) a través de un enlazador GSGSG (SEQ ID NO: 7) dispuesto entre ellos,
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para obtener una nueva proteina transportadora quimérica llamada P30CoreVP8. La secuencia de aminoacidos de
la nueva proteina transportadora quimérica se muestra a continuacion en SEQ ID NO: 41. La secuencia del epitopo
P30 esta subrayada.

(SEQ ID NO:41)

FNNETVSEFWLRVPRKVSASHLEGSGSGLDGPYQPTSLNLPVDYWMLIAPTREGKVAEGTNTTD

RWEACVLVEPNVONTORQYVLDGRNVOLNVSNESRTSWKEFILFIKLTPDGTYTQYSTLSTPH
KLCAWMKRDNRVYWYQGATPNASESYYLTINNDNSNVSSDAEFYLIPOSQTAMCTQOY INNGL

2-3 Disefio de secuencia de una proteina transportadora quimérica que comprende OVAp y Core VP8

2-3-1 Disefio de secuencia de una proteina transportadora quimérica OVAp-extremo-N-Core VP8 (OVAp CoreVP8)
Una copia de la secuencia de aminoacidos de OVAp (SEQ ID NO: 3) se fusiond con el extremo N de la proteina
transportadora CoreVP8 (SEQ ID NO: 5) a través de un enlazador GSGSG (SEQ ID NO: 7) dispuesto entre ellos,
para obtener una nueva proteina transportadora quimérica llamada OVApCoreVP8. La secuencia de aminoacidos de

la nueva proteina transportadora quimérica se muestra a continuacion en SEQ ID NO: 42. La secuencia del epitopo
OVAp esta subrayada.

(SEQ ID NO:42)

ISOAVHAAHAETINEAGRGSGSGLDGPYQPTSLNLPVDYWMLIAPTREGKVAEGTNTTDRWEA

CVLVEPNVONTOROYVLDGRNVOLNVSNESRTSWKEFILFIKLTPDGTYTQYSTLSTPHKLCA
WMKRDNRVYWYQGATPNASESYYLTINNDNSNVSSDAEFYLIPOSOQTAMCTQYINNGL

2-4 Disefio de secuencia de una proteina transportadora quimérica que comprende al menos dos tipos diferentes de
epitopos universales

2-4-1 Disefio de secuencia de una proteina portadora quimérica P30-extremo-N-CoreVP8-extremo-C-P2
(P30CoreVP8P2)

Una copia de la secuencia de aminoacidos de P30 (SEQ ID NO: 2) se fusion6 con el extremo N de la proteina
transportadora CoreVP8 (SEQ ID NO: 5) a través de un enlazador GSGSG (SEQ ID NO: 7) dispuesto entre ellos, y
una copia de la secuencia de aminoacidos de P2 (SEQ ID NO: 1) se fusiond al extremo C de la proteina
transportadora CoreVP8 (SEQ ID NO: 5) a través de un enlazador GSGSG (SEQ ID NO: 7) dispuesto entre ellos,
para obtener una nueva proteina transportadora quimérica llamada P30CoreVP8P2. La secuencia de aminoacidos
de la nueva proteina transportadora quimérica se muestra a continuacién en SEQ ID NO: 43. Las secuencias de los
epitopos P2 y P30 estén subrayadas.

(SEQ ID NO:43)

FNNFTVSFWLRVPKVSASHLEGSGSGLDGPYQPTSLNLPVDYWMLIAPTREGKVAEGTNTTD

RWEACVLVEPNVONTOROYVLDGRNVOLNVSNESRTSWKEFILFIKLTPDGTYTQYSTLSTPH
KLCAWMKRDNRVYWYQGATPNASESYYLTINNDNSNVSSDAEFYLIPOSQTAMCTQY INNGL
GSGSGQYIKANSKEIGITEL

2-4-2 Disefio de secuencia de una proteina transportadora quimérica P2P30-extremo-N-CoreVP8-extremo-C-OVAp
(P2P30CoreVP80VAp)

Una copia de la secuencia de aminoacidos de P2 (SEQ ID NO: 1) y una copia de la secuencia de aminoacidos de
P30 (SEQ ID NO: 2) se fusionaron entre si a través de un enlazador GSGSG (SEQ ID NO: 7) entremedio, la
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secuencia fusionada después se fusiond al extremo N de la proteina transportadora CoreVP8 (SEQ ID NO: 5) a
través de un enlazador GSGSG (SEQ ID NO: 7) dispuesto entre ellas; adicionalmente, y una copia de la secuencia
de aminoacidos de OVAp (SEQ ID NO: 3) se fusion6 con el extremo C de la proteina transportadora CoreVP8 (SEQ
ID NO: 5) a través de un enlazador GSGSG (SEQ ID NO: 7) entremedio, para obtener una nueva proteina
transportadora quimérica llamada P2P30CoreVP80VAp. La secuencia de aminoacidos de la nueva proteina
transportadora quimérica se muestra a continuacion en SEQ ID NO: 44. Las secuencias de los epitopos P2, Los
epitopos P30 y OVAp estan subrayados.

(SEQ ID NO:44)

QYIRKANSKEIGITELGSGSGENNFTVSFWLRVPKVSASHLEGSGSGLDGPYQPTSLNLPVDY

WMLTAPTREGKVAEGTNTTDRWEFACVLVEPNVONTOROYVLDGRNVOLNVSNESRTSWKEIL
FIKLTPDGTYTOYSTLSTPHKLCAWMKRDNRVYWYOQGATPNASESYYLTINNDNSNVSSDAE
FYLIPOSQTAMCTOYINNGLGSGSGISQAVHAAHARTNEAGR

Il. Construccion de plasmidos de expresion para proteinas transportadoras quiméricas que comprenden proteina
transportadora Core VP8 y epitopo(s) universal(es)

1. Construccion de un plasmido de expresion de la proteina transportadora Core VP8

La secuencia de aminoacidos de la cepa Wa del rotavirus humano, GenBank: AGI04377, se obtuvo en GenBank, y
se determind la secuencia del fragmento de proteina VP8. Basandose en la secuencia VP8, segmentos del extremo
N y el extremo C de la secuencia de aminoacidos se eliminaron respectivamente para obtener la secuencia de
aminoacidos CoreVP8. La secuencia de acidos nucleicos que codifica la secuencia de aminoacidos de CoreVP8 se
optimizé para permitir la expresién de alta eficacia de la proteina CoreVP8 en Escherichia coli.

Se us6 un plasmido de expresién personalizado. La enzima de restriccion Nde | se us6 para reconocer sitios que
tienen una secuencia CATATG, y la enzima de restriccion Bam HI se uso para reconocer sitios que tienen una
secuencia GGATCC. Se analiz6 la secuencia de acidos nucleicos de CoreVP8 y no se encontraron sitios de
reconocimiento de Nde | o Bam HI en la secuencia de CoreVP8. La secuencia de acidos nucleicos sintetizada que
codifica la proteina CoreVP8 es como se muestra a continuacion en SEQ ID NO: 45.

(SEQ ID NO:45)

CATATG TGGATGGTCC GTATCAACCG ACGACGTTTA CCCCGCCGAA

CGATTATTGG ATTCTGATCA ACTCAAATAC GAACGGCGTG GTTTACGAAA

GTACCAACAA TTCCGATTTC TGGACGGCGG TCGTGGCCAT CGAACCGCAT

GTTAATCCGG CGACCGCCA GTATACCATT TTTGGTGAAAT GCAAACAATT

CAATGTCAGC
GCTCTAGTCA
CGTCTGGTGG
TGAAACGCCG
ATATTTCAAT

AACGACTCTA
GAACGAATTT
GCATCCTGAA
CGTGCAACCA
CACGATTCAC

ATAAATGGAA
TATAATCGTC
GTACGGCGGT
CGGACTCCTC
CACGATTCAC

GTTTCTGGAA
GCACCCTGAC
CGCGTTTGGA
ATCGACCGCG
CACGATTCAC

ATGTTCCGTA
GTCTGATACC
CCTTCCATGG
AACCTGAACA
TCGGAATTTT

ACATCATCCC GCGTAGCCAG GAAAGCAAAT GCAACGAATA CATCAATAAT
GGICTGTGAT AAGGATCC

Las enzimas Ndel y BamHI se afiadieron cada una al plasmido vacio y al producto de PCR del gen sintetizado que
codifica la proteina transportadora CRM197A para llevar a cabo una digestion de restriccion de doble enzima.

63



10

15

20

25

30

35

ES 2760 536 T3

Después de la purificacion, se anadié ligasa T4 a la mezcla de ligadura para ligar los fragmentos. Después de
completar la reaccién de ligadura, el plasmido de expresion se purificé y verific6 usando métodos de verificaciéon por
PCR y mapeo de digestion de restriccién. Usando células competentes BL21 (DE3), el plasmido de expresion se
transformd en las células y se seleccionaron las colonias. Después de obtener un clon positivo de la bacteria de
expresion disefiada, se establecié una biblioteca de reservas, incluyendo reservas maestras y reservas de trabajo.
La biblioteca de reservas se almaceno en el refrigerador a -20 °C.

2. Construccion de plasmidos de expresion para proteinas transportadoras quiméricas que comprenden Core VP8 y
epitopos universales

Para evaluar la inmunogenicidad de los conjugados de proteina PS que comprenden una proteina transportadora
quimérica CoreVP8 que tiene un epitopo universal, se disefiaron seis tipos diferentes de proteinas transportadoras
quiméricas CoreVP8 como ejemplo.

2-1. Construccién de un plasmido de expresion para P2CoreVP8

Se us6 un plasmido de expresion personalizado. La enzima de restriccion Nde | se usé para reconocer sitios que
tienen una secuencia CATATG, y la enzima de restriccion Bam HI se us6 para reconocer sitios que tienen una
secuencia GGATCC. Se analizé la secuencia de acidos nucleicos de P2CoreVP8, y no se encontraron sitios de

reconocimiento de Nde | o Bam HI en la secuencia P2CoreVP8. La secuencia de acidos nucleicos sintetizada que
codifica la proteina P2CoreVP8 es como se muestra a continuaciéon en SEQ ID NO: 46.

(SEQ ID NO:46)

CATATG CAGTACATTA AAGCAAACTC AAAATTCATT GGCATTACCG
AACTGGGCTC AGGCTCAGGT TGGATGGTC CGTATCAACC GACGACGTTT
ACCCCGCCGA ACGATTATTG GATTCTGATC ACTCAAATA CGAACGGCGT
GGTTTACGAA AGTACCAACA ATTCCGATTT CTGGACGGCG GTCGTGGCCA
TCGAACCGCA TGTITAATCCG GITCGACCGCC AGTATACCAT TTTTGGTGAA

AGCARAACAAT
AATGTTCCGT
CGTCTGATAC
ACCTTCCATG
GAACCTGAAC
CGCGTAGCCA

TCAATGTCAG
AGCTCTAGTC
CCGTCTGGETG
GTGAAACGCC
AATATTTCAA
GGAAAGCARLA

CAACGACTCT
AGAACGAATT
GGCATCCTGA
GCGTGCAACC
TCACGATTCA
TGCAACGAAT

AATARATGGA
TTATAATCGT
AGTACGGCGG
ACGGACTCCT
CTCGGAATTT
ACATCAATAA

AGTTTCTGGA
CGCACCCTGA
TCGCGTTTGG
CATCGACCGC
TACATCATCC
TGGTCTGTGA

GGATCC

Las enzimas Ndel y BamHI se agregaron cada una al plasmido vacio y al producto de PCR del gen sintetizado que
codifica la proteina transportadora P2CoreVP8 para realizar una digestion de restriccion de doble enzima. Después
de la purificacion, se afiadio ligasa T4 a la mezcla de ligadura para ligar los fragmentos. Después de completar la
reaccion de ligadura, el plasmido de expresion se purificd y verificdé usando métodos de verificacion por PCR y
mapeo de digestion de restriccion. Usando células competentes BL21 (DE3), el plasmido de expresion se transformo
en las células y se seleccionaron las colonias. Después de obtener un clon positivo de la bacteria de expresién
disefiada, se establecié una biblioteca de reservas, incluyendo reservas maestras y reservas de trabajo. La
biblioteca de reservas se almacend en el refrigerador a -20 °C.

2-2. Construccién de un plasmido de expresion para P2CoreVP8P2

El método es similar al método descrito en la seccion anterior "2-1. Construccidon de un plasmido de expresion para
P2CoreVPS8.

2-3. Construccion de plasmidos de expresion para P30CoreVP8
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Se us6 un plasmido de expresion personalizado. La enzima de restriccién Nde | se usé para reconocer sitios que
tienen una secuencia CATATG, y la enzima de restriccion Bam HI se usd para reconocer sitios que tienen una
secuencia GGATCC. Se analiz6 la secuencia de acidos nucleicos de P30CoreVP8, y no se encontraron sitios de
reconocimiento de Nde | o Bam HI en la secuencia P30CoreVP8. La secuencia de acidos nucleicos sintetizada que
codifica la proteina P30CoreVP8 es como se muestra a continuacion en SEQ ID NO: 47.

(SEQ ID NO:47)

CATATG TTCAATAATT TTACGGTGTC GTTTTGGCTG CGTGTGCCGA

AAGTGTCTGC CTCCCATCTG GAAGGTTCTG GTTCAGGTCT GGACGGTCCG

TATCAGCCGA CCACGTTTAC CCCGCCGAAC GATTACTGGA TTCTGATCAA

CAGCAATACG
GGACGGCGGT
TACACCATCT
CAAATGGAAA
ATAATCGTCG
TACGGCGGETC
GGACTCCTCA
CTGAATTCTA

AACGGCGTGG
CGTGGCCATC
TCGGTGAATC
TTCCTGGAAA
CACCCTGACG
GCGTTTGGAC
TCGACCGCGA
CATCATCCCG

TTTATGAATC
GAACCGCATG
AARACAATTC
TGTTCCGTAG
TCCGATACCC
CTTCCATGGT
ACCTGAACAA
CGCAGTCAAG

AACCAACAAT
TTAATCCGGT
AACGTCAGCA
CTCTAGTCAG
GTCTGGTGGG
GAARCGCCGC
TATTAGCATC
AATCCARATG

TCGGATTTCT
CGACCGCCAG
ACGACTCTAA
AACGAATTTT
CATCCTGAAA
GTGCAACCAC
ACGATCCACT
CAACGAATAC

ATCAACAATG GCCTGTAA GGATCC

Las enzimas Ndel y BamHI se agregaron cada una al plasmido vacio y al producto de PCR del gen sintetizado que
codifica la proteina transportadora P30CoreVP8 para realizar una digestion de restriccion de doble enzima. Después
de la purificacion, se afiadio ligasa T4 a la mezcla de ligadura para ligar los fragmentos. Después de completar la
reaccion de ligadura, el plasmido de expresién se purificd y verificé usando métodos de verificacién por PCR y
mapeo de digestion de restriccion. Usando células competentes BL21 (DE3), el plasmido de expresion se transformoé
en las células y se seleccionaron las colonias. Después de obtener un clon positivo de la bacteria de expresion
disefiada, se establecié una biblioteca de reservas, incluyendo reservas maestras y reservas de trabajo. La
biblioteca de reservas se almacend en el refrigerador a -20 °C.

2-4. Construccion de un plasmido de expresion para OVApCoreVP8

Se us6 un plasmido de expresién personalizado. La enzima de restriccion Nde | se us6 para reconocer sitios que
tienen una secuencia CATATG, y la enzima de restriccion Bam HI se us6 para reconocer sitios que tienen una
secuencia GGATCC. Se analiz6 la secuencia de acidos nucleicos de OVApCoreVP8, y no se encontraron sitios de
reconocimiento de Nde | o Bam HI en la secuencia OVApCoreVP8. La secuencia de acidos nucleicos sintetizada que
codifica la proteina OVApCoreVP8 es como se muestra a continuacion en SEQ ID NO: 48.
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(SEQ ID NO:48)

CATATG ATCAGCCAAG CGGITCACGC AGCCCACGCC GAAATTAACG

AAGCGGGTCG CGGTAGCGGT TCTGGCCTGG ATGGTCCGTA TCAACCGACG

ACGTTTACCC CGCCGAACGA TTATTGGATT CTGATCAACT CAAATACGAA

CGGCGTGGTT TACGAAAGTA CCAACAATTC CGATTTCTGG ACGGCGGTCG

TGGCCATCGA
GGTGAAAGCA
TCTGGARATG
CCCTGACGTC
GTTTGGACCT
CGACCGCGAA
ATCATCCCGC
TCTGTGATAA

ACCGCATGTT
AACAATTCAA
TTCCGTAGCT
TGATACCCGT
TCCATGGTGA
CCTGAACAAT
GTAGCCAGGA
GGATCC

AATCCGGTCG
TGTCAGCAAC
CTAGTCAGAA
CTGGTGGGCA
AACGCCGCGT
ATTTCAATCA
AAGCAAATGC

ACCGCCAGTA
GACTCTAATA
CGAATTTTAT
TCCTGAAGTA
GCAACC ACG
CGATTCACTC
AACGAATACA

TACCATTTTT
AATGGAAGTT
AATCGTCGCA
CGGCGGTCGC
GACTCCTCAT
GGAATTTTAC
TCAATAATGG

Las enzimas Ndel y BamHI se agregaron cada una al plasmido vacio y al producto de PCR del gen sintetizado que
codifica la proteina transportadora OVApCoreVP8 para realizar una digestion de restriccion de doble enzima.
Después de la purificacion, se afiadié ligasa T4 a la mezcla de ligadura para ligar los fragmentos. Después de
completar la reaccion de ligadura, el plasmido de expresion se purifico y verificd usando métodos de verificacion por
PCR y mapeo de digestion de restriccién. Usando células competentes BL21 (DE3), el plasmido de expresion se
transformé en las células y se seleccionaron las colonias. Después de obtener un clon positivo de la bacteria de
expresion disefiada, se establecié una biblioteca de reservas, incluyendo reservas maestras y reservas de trabajo.
La biblioteca de reservas se almaceno en el refrigerador a -20 °C.

2-5. Construccién de plasmidos de expresion para P30CoreVP8P2

Se us6 un plasmido de expresion personalizado. La enzima de restriccién Nde | se usé para reconocer sitios que
tienen una secuencia CATATG, y la enzima de restriccion Bam HI se usé para reconocer sitios que tienen una
secuencia GGATCC. Se analizé la secuencia de acidos nucleicos de P30CoreVP8P2, y no se encontraron sitios de
reconocimiento de Nde | o Bam HI en la secuencia P30CoreVP8P2. La secuencia de acidos nucleicos sintetizada
que codifica la proteina P30CoreVP8P2 es como se muestra a continuacion en SEQ ID NO: 49.
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(SEQ ID NO:49)

CATATG ATCAGCCAAG CGGTTCACGC AGCCCACGCC GAAATTAACG AAGCGGGTCG

CGGTAGCGGT TCTGGCCTGG ATGGTCCGTA TCAACCGACG ACGTTTACCC

CGCCGAACGA TTATTGGATT CTGATCAACT CAAATACGAA CGGCGTGGTT

TACGAAAGTA CCAACAATTC CGATTTCTGG ACGGCGGTCG TGGCCATCGA

ACCGCATGTT AATCCGGTCG ACCGCCAGTA TACCATTTTT GGTGAAAGCA

AACAATTCAA TGTCAGCAAC GACTCTAATA AATGGAAGTT TCTGGAAATG

TTCCGTAGCT
TGATACCCGT
TCCATGGTGA
CCTGAACAAT
GTAGCCAGGA
GGCTCAGGCT

CTAGTCAGAA
CTGGTGGGCA
AACGCCGCGT
ATTTCAATCA
AAGCAAATGC
CAGGTCAGTA

CGAATTTTAT
TCCTGAAGTA
GCAACC ACG
CGATTCACTC
AACGAATACA
CATTAAAGCA

AATCGTCGCA
CGGCGGTCGC
GACTCCTCAT
GGAATTTTAC
TCAATAATGG
AACTCAAAAT

CCCTGACGTC
GTTTGGACCT
CGACCGCGAA
ATCATCCCGC
TCTGTGATAA
TCATTGGCAT

TACCGAACTG GGATCC

Las enzimas Ndel y BamHI se afiadieron cada una al pldsmido vacio y al producto de PCR del gen sintetizado que
codifica la proteina transportadora P30CoreVVP8P2 para llevar a cabo una digestion de restriccion de doble enzima.
Después de la purificacion, se anadié ligasa T4 a la mezcla de ligadura para ligar los fragmentos. Después de
completar la reaccién de ligadura, el plasmido de expresion se purifico y verificd usando métodos de verificacion por
PCR y mapeo de digestion de restriccion. Usando células competentes BL21 (DE3), el plasmido de expresion se
transformé en las células y se seleccionaron las colonias. Después de obtener un clon positivo de la bacteria de
expresion disefiada, se establecié una biblioteca de reservas, incluyendo reservas maestras y reservas de trabajo.
La biblioteca de reservas se almacend en el refrigerador a -20 °C.

2-6. Construccion de un plasmido de expresion para P2P30CoreVP80VAp

Se us6 un plasmido de expresion personalizado. La enzima de restriccion Nde | se usé para reconocer sitios que
tienen una secuencia CATATG, y la enzima de restriccion Bam HI se us6 para reconocer sitios que tienen una
secuencia GGATCC. Se analizd la secuencia de acidos nucleicos de P2P30CoreVP80VAp, y no se encontraron
sitios de reconocimiento de Nde | o Bam HI en la secuencia P2P30CoreVP80VAp. La secuencia de acidos nucleicos
sintetizada que codifica la proteina P2P30CoreVP80VAp es como se muestra a continuacién en SEQ ID NO: 50.

67



10

15

20

25

30

35

ES 2760 536 T3

(SEQ ID NO:50)

CATATG CAGTACATTA AAGCAAACTC AAAAT TCAT TGGCATTACC

GAACTGGGTA GCGGTTCTGG CATCAGCCAA GCGGTTCACG CAGCCCACGC
CGARATTAAC GAAGCGGGTC GCGGTAGCGG TTCTGGCCTG GATGGTCCGT
ATCAACCGAC GACGTTTACC CCGCCGAACG ATTATTGGAT TCTGATCAAC
TCAAATACGA ACGGCGTGGT TTACGAAAGT ACCAACAATT CCGATTTCTG

GACGGCGGTC
ATACCATTTT
AAATGGAAGT
TAATCGTCGC
ACGGCGGTCG
GACTCCTCAT
GGAATTTTAC
TCAATAATGG
CACGCAGCCC

GTGGCCATCG
TGGTGAAAGC
TTCTGGARAT
ACCCTGACGT
CGTTTGGACC
CGACCGCGAA
ATCATCCCGC
TCTGTGATAA
ACGCCGAAAT

AACCGCATGT
AAACAATTCA
GTTCCGTAGC
CTGATACCCG
TTCCATGGTG
CCTGAACAAT
GTAGCCAGGA
GGCTCAGGCT
TAACGAAGCG

TAATCCGGTC
ATGTCAGCAA
TCTAGTCAGA
TCTGGTGGGC
AAACGCCGCG
ATTTCAATCA
AAGCAAATGC
CAGGTATCAG

GACCGCCAGT
CGACTCTAAT
ACGAATTTTA
ATCCTGAAGT
TGCAACCACG
CGATTCACTC
AACGAATACA
CCAAGCGGTT

GGTCGC GGATCC

Las enzimas Ndel y BamHI se agregaron cada una al plasmido vacio y al producto de PCR del gen sintetizado que
codifica la proteina transportadora P2P30CoreVP80VAp para realizar una digestion de restriccién de doble enzima.
Después de la purificacion, se afadié ligasa T4 a la mezcla de ligadura para ligar los fragmentos. Después de
completar la reaccion de ligadura, el plasmido de expresion se purifico y verificd usando métodos de verificacion por
PCR y mapeo de digestion de restriccion. Usando células competentes BL21 (DE3), el plasmido de expresion se
transformé en las células y se seleccionaron las colonias. Después de obtener un clon positivo de la bacteria de
expresion disefiada, se establecié una biblioteca de reservas, incluyendo reservas maestras y reservas de trabajo.
La biblioteca de reservas se almacend en el refrigerador a -20 °C.

Ill. Preparacion de la proteina transportadora Core VP8 y las proteinas transportadoras quiméricas CoreVP8 que
comprenden un epitopo universal

Los experimentos han demostrado propiedades similares de la proteina transportadora CoreVP8 y las proteinas
transportadoras quiméricas que comprenden la proteina transportadora CoreVP8 y epitopos universales. Por tanto,
los métodos de purificacion para todas las proteinas transportadoras descritas en el presente documento son
similares. A continuacion se describe un método ejemplar para preparar la proteina transportadora quimérica
CoreVP8 que comprende un epitopo universal.

1. Preparacion de bacterias modificadas que expresan proteinas portadoras quiméricas Core VP8 que comprenden
un epitopo universal

Cada plasmido que expresa la proteina transportadora quimérica se transformé en células competentes utilizando
métodos estandar de biologia molecular, y se examind la expresién de la proteina. Los clones que tenian altos
niveles de expresion de proteinas y pasaron los ensayos de antisueros se seleccionaron para establecer una
biblioteca de reserva maestra y una biblioteca de reserva en funcionamiento.

2. Fermentacion de bacterias modificadas que expresan proteinas transportadoras quiméricas Core VP8 que
comprenden un epitopo universal

Se tomd un tubo de bacterias que podia expresar una proteina portadora quimérica CoreVP8 especifica que
comprende un epitopo universal de la biblioteca de reserva de trabajo de E. coli sometido a ingenieria en el
refrigerador de baja temperatura y se descongelé a temperatura ambiente. La suspension de bacterias en el material
de trabajo se transfirid a un medio de 50 ml utilizando técnicas estériles, y se cultivd en una incubadora con agitacion
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a 37 °C a una velocidad de agitacion de 180 rpm hasta que DOeoo alcanzé aproximadamente 1,0. El cultivo
bacteriano se usé para inocular un medio de cultivo de 1 I, que se cultivd en una incubadora con agitacién a 37 °C a
una velocidad de agitacion de 180 rpm hasta que DOsoo alcanzé aproximadamente 1,0. El cultivo bacteriano de 1 1
después se uso para inocular un medio de 20 | en un fermentador de 50 |, que después se fermentd a 240 rpm y 37
°C. Cuando DOeoo alcanz6 aproximadamente 7-8, se afiadié IPTG al cultivo para inducir la expresion de proteinas en
la bacteria. La fermentacion se detuvo a las 14 horas desde el comienzo del proceso de fermentacion. El cultivo
bacteriano fermentado se centrifugd y se recogieron las bacterias.

3. Purificacién de proteinas transportadoras quiméricas Core VP8 que comprenden un epitopo universal

Dado que CoreVP8 se usd como un componente central para construir diferentes proteinas transportadoras
quiméricas que tienen epitopos universales, los experimentos demostraron que a pesar de la adicidn de los epitopos
universales, los parametros para la purificacion de proteinas no se vieron afectados significativamente. El
procedimiento de purificacion de la proteina transportadora CoreVP8 podria modificarse para establecer métodos de
purificacion para las proteinas transportadoras quiméricas CoreVP8 que comprenden un epitopo universal.

Se pesaron 50 g de bacterias humedas en una taza de centrifuga de 2 I. Se afiadieron a la taza 300 ml de tampdn
1X PBS pH 7,0 para resuspender las bacterias. La suspensién de bacterias se mezclé completamente en una placa
de agitacion magnética durante 30 minutos, y después se centrifugd durante 20 minutos a 4 °C, 4000 rpm. El
sobrenadante se descartd y las bacterias se recogieron. Estas etapas se repitieron dos veces. Al tubo de centrifuga
que tenia la bacteria se afadieron 300 ml de PBS 1X pH 7,0. Las bacterias se lisaron en un homogeneizador y se
centrifugaron durante 20 minutos a 4 °C, 10000 rpm. El sedimento se recogié y el sobrenadante se descart6. Al
sedimento se le afiadieron 300 ml de tampdn PBS 1X pH 7,0, y la mezcla se mezclé completamente en una placa de
agitacion magnética durante 30 minutos. La mezcla se centrifugd durante 20 minutos a 4 °C, 4000 rpm. El cuerpo de
inclusion se recogid y el sobrenadante se descartd. Se anadieron 900 ml de solucién desnaturalizante al cuerpo de
inclusion lavado. La mezcla se centrifugé después durante 30 minutos a 25 °C, 10000 rpm. El sobrenadante se
recogio y el sedimento se descartd. El sobrenadante se transfiri6 a una bolsa de didlisis de 6-8 KDA. La bolsa de
didlisis se sell6 y se colocé en 10 | de tampon de replegamiento 1, y se dejé equilibrar durante la noche a
temperatura ambiente en una placa de agitacién magnética. Al dia siguiente, la bolsa de dialisis se transfirid a 10 | de
tampon de replegamiento 2 y se agité para equilibrar a temperatura ambiente durante aproximadamente 8-10 horas.
La bolsa de dialisis se transfirid a 10 | de tampdn de didlisis 3, y se agité para equilibrar a temperatura ambiente
durante la noche. Al dia siguiente, la bolsa de didlisis se transfirié a 10 | de tampon de replegamiento 4 y se agité
para equilibrar a temperatura ambiente durante aproximadamente 8-10 horas. La bolsa de didlisis se transfirié a 10 |
de tampdn de replegamiento 5 y se agitdé para equilibrar a temperatura ambiente durante la noche. Al dia siguiente,
la bolsa de didlisis se transfirié a 2 | de tampo6n de almacenamiento y se agitd para equilibrar a temperatura ambiente
durante aproximadamente 8-10 horas. El tampdn de almacenamiento se reemplazé dos veces, y la dialisis se realizé
a temperatura ambiente durante la noche. Se obtuvo 1 ml de solucién de didlisis y se centrifugd durante 10 minutos
a temperatura ambiente y 12000 rpm. El sobrenadante se recogié y la concentracién de proteina se midi6. La
muestra de proteina se cargd en una columna de gel DEAE preequilibrada y se eluyé con un modo de gradiente
para recoger el pico de proteina diana. La muestra recogida se cargé después en una columna Q Sepharose para
una purificacion adicional, y se recogié el pico eluido. Finalmente, la muestra recogida se cargd en una columna de
gel SP vy el pico eluido se recogid. La proteina diana purificada recogida se transfirié a una bolsa de didlisis y se
dializé contra un tampén de NaCl 0,15 M. La muestra dializada se transfirié a 4 °C para su almacenamiento.

IV. Preparacion de conjugados de polisacarido-CoreVP8

Tres métodos sintéticos diferentes, es decir, aminacidon reductora, método CDAP (usando 3-(etiliminometileno-
amino)-N,N-dimetil-propan-1-amina), y método ADH (usando dihidrazida de acido adipico), se usaron para sintetizar
conjugados especificos de polisacarido-CoreVP8. El rendimiento y las propiedades inmunogénicas de los
conjugados formados por diferentes métodos sintéticos pueden ser diferentes. Para investigar el efecto de diferentes
proteinas transportadoras quiméricas que tienen epitopos universales en la inmunogenicidad de diferentes
conjugados de polisacaridos bacterianos (PS), la presente divulgacion describe conjugados de PS (Pn)-CoreVP8
deStreptococcus pneumoniae 13-valentes, conjugados de PS-CoreVP8 de Haemophilus influenza tipo b (Hib), y
conjugados de PS-CoreVP8 de Neisseria meningitidis (Men) 4-valentes.

1. Preparacion de conjugados de Pn PS-proteina CoreVVP8 13-valentes (con o sin epitopos universales)

6 proteinas transportadoras quiméricas CoreVP8 que tienen epitopos universales, incluyendo proteinas
transportadoras quiméricas P2CoreVp8, P2CoreVP8P2, P30CoreVP8, OVApCoreVP8, P30CoreVP8P2 vy
P2P30CoreVP80VAp, se usaron para sintetizar una vacuna de conjugado Pn PS 13-valentes: 13Pn-P2CoreVp8,
13Pn-P2CoreVP8P2, 13Pn-P30CoreVP8, 13Pn-OVApCoreVP8, 13Pn- P30CoreVP8P2, y 13Pn-
P2P30CoreVP80VAp. Los métodos para preparar estos conjugados son similares a los métodos para preparar las
vacunas de conjugado de Pn PS-CRM197A 13-valentes descritos anteriormente.

2. Preparacién de conjugados de Hib PS-proteina CoreVP8 (con o sin epitopos universales)
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6 proteinas transportadoras quiméricas CoreVP8 que tienen epitopos universales, incluyendo proteinas
transportadoras quiméricas P2CoreVp8, P2CoreVP8P2, P30CoreVP8, OVApCoreVP8, P30CoreVP8P2 vy
P2P30CoreVP8OVAp, se usaron para sintetizar una vacuna de conjugado de Hib PS: Hib-P2CoreVp8, Hib-
P2CoreVP8P2, Hib-P30CoreVP8, Hib-OVApCoreVP8, Hib-P30CoreVP8P2, y 13Pn-P2P30CoreVP80OVAp. Los
métodos para preparar estos conjugados son similares a los métodos para preparar las vacunas de conjugado de
Hib PS-CRM197A descritas anteriormente.

3. Preparacioén de conjugados de Men PS-proteina CoreVP8 4-valentes (con o sin epitopos universales)

6 proteinas transportadoras quiméricas CoreVP8 que tienen epitopos universales, incluyendo proteinas
transportadoras quiméricas P2CoreVp8, P2CoreVP8P2, P30CoreVP8, OVApCoreVP8, P30CoreVP8P2 vy
P2P30CoreVP80VAp, se usaron para sintetizar una vacuna de conjugado de Men PS 4-valente: 4Men-P2CoreVp8,
4Men-P2CoreVP8P2, 4Men-P30CoreVP8, 4Men-OVApCoreVP8, 4Men- P30CoreVP8P2, y 4Men-
P2P30CoreVP80VAp. Los métodos para preparar estos conjugados son similares a los métodos para preparar las
vacunas de conjugado de Men PS-CRM197A 4-valentes descritos anteriormente.

V. Evaluacion de la inmunogenicidad de las vacunas de conjugado de polisacarido-CoreVP8

1. Evaluacion de la inmunogenicidad de las vacunas de conjugado de Pn PS-CoreVP8 13-valentes

Se usaron métodos similares a los descritos en las secciones anteriores "Evaluacion de la inmunogenicidad de las
vacunas de conjugado de Pn PS-P2CRM197A 13-valentes" para determinar los titulos de los anticuerpos anti-PS

IgG, los resultados se muestran en la Tabla 9 siguiente. La Tabla 9 solo enumera los titulos de IgG anti-PS después
de tres inyecciones.
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Los datos de la Tabla 9 mostraron que la inmunogenicidad de los conjugados de Pn PS-CoreVP8 13-valentes que
comprenden proteinas transportadoras quiméricas que tienen epitopos universales aumento significativamente en
comparacion con los conjugados de Pn PS-CoreVP8 13-valentes que comprenden la proteina transportadora
CoreVP8 sin un epitopo universal. Los conjugados de Pn PS 13-valentes que comprenden una proteina
transportadora quimérica CoreVP8 que tiene dos copias del mismo epitopo universal tenian una inmunogenicidad
mas alta que los conjugados de Pn PS 13-valentes que comprenden una proteina transportadora quimérica
CoreVP8 que tiene solo una copia del epitopo universal. Las proteinas transportadoras quiméricas que tienen al
menos dos tipos diferentes de epitopos universales aumentaron adn mas la inmunogenicidad de los conjugados de
Pn PS-CoreVP8 de 13-valentes correspondientes.

2. Evaluacion de la inmunogenicidad de las vacunas de conjugado de Hib PS-CoreVP8
Se usaron métodos similares a los descritos en las secciones anteriores "Evaluacion de la inmunogenicidad de las
vacunas de conjugado de Hib PS-P2CRM197A" para determinar los titulos de los anticuerpos IgG anti-PS mediante

ensayos ELISA. Los resultados se muestran en la Tabla 10 siguiente.

Tabla 10. Titulos de IgG anti-PS en suero de ratones en respuesta a vacunas conjugadas Hib PS-CoreVP8.

vV . Titulo de anticuerpo IgG anti-Hib PS en suero de ratones (Eu)
acuna Hib - = - - - -
1 inyeccion 2 inyecciones 3 inyecciones
Hib-P2CoreVP8 0,01 1,45 5,88
Hib-P2CoreVP8P2 0,23 2,40 7,26
Hib-P30CoreVP8 0,04 2,04 5,31
Hib-OVApCoreVP8 0,02 2,33 5,23
Hib-P2CoreVP8P30 0,16 2,26 8,11
Hib-P2P30CoreVP80V Ap 0,06 2,09 6,41
Hib-CoreVP8 (Control) 0,02 1,22 2,41

Los titulos del anticuerpo PS anti-Hib anterior mostraron resultados similares de los diferentes tipos de conjugados
de proteina quimérica Hib PS-CoreVP8. En comparaciéon con los conjugados de Hib PS-proteina CoreVP8 sin
epitopos universales, los otros seis conjugados que comprenden proteinas transportadoras quiméricas CoreVP8 que
tienen epitopos universales, es decir, Hib-P2CoreVP8, Hib-P2CoreVP8P2, Hib-P30CoreVP8, Hib-OVApCoreVP8,
Hib-P30CoreVP8P2, y Hib-P2P30CoreVP80VAp, habian mejorado significativamente los titulos de IgG. Los titulos
de IgG de las muestras de suero después de tres inyecciones en comparacion con los titulos de IgG de las muestras
de suero después de una inyeccién también fueron significativamente diferentes, con una p<0,05.

3. Evaluacién de la inmunogenicidad de las vacunas de conjugado de Men PS-CoreVP8 4-valentes

Se obtuvieron muestras de suero usando métodos similares a los descritos en la seccién anterior "Evaluacion de la
inmunogenicidad de las vacunas de conjugado de Pn PS-P2CRM197A 13-valentes". A cada raton se le inyect6 0,1
ml de la solucién de vacuna, con una dosis de inyeccién de polisacarido de 10 pg/ratén/tiempo. Los ensayos ELISA
se usaron para determinar los titulos séricos de anticuerpos contra cada grupo de polisacaridos. Los resultados son
como se muestra en la Tabla 11 a continuacion.

Tabla 11. Titulos de anticuerpos anti-Men PS en suero de ratones.

G d Titulo de anticuerpo IgG anti-Men PS en suero de
Vacuna rupo de ratones (Eu)
PS - — - - - -
1inyeccidon | 2 inyecciones 3 inyecciones

A 0,04 1,80 4,68

Cc 0,01 2,32 5,52

4Men-P2CoreVP8 Y 0.05 195 419
W135 0,07 1,80 4,04

A 0,20 2,51 6,06

C 0,14 1,69 5,12

4Men-P2CoreVP8P2 Y 0.18 2.01 6.49
W135 0,07 2,40 7,25

A 0,03 1,55 3,35

Cc 0,02 1,12 3,80

4Men-P30CoreVP8 Y 0.01 124 3.81
W135 0,04 1,39 4,13

A 0,02 1,22 3,43

C 0,04 1,81 4,52

4Men-OV ApCoreVP8 Y 0.01 150 314
W135 0,05 1,44 3,96
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(continuacién)

Grupo de Titulo de anticuerpo IgG anti-Men PS en suero de
Vacuna IES ratones (Eu)
1inyeccidon | 2 inyecciones 3 inyecciones
A 0,20 2,34 7,11
C 0,16 1,98 5,44
4Men-P30CoreVP8P2 Y 011 211 5.09
W135 0,13 1,80 5,80
A 0,08 1,60 4,46
4Men-P2P30CoreVP8OVAp $ 8;; 188 22421
W135 0,12 1,78 4,01
A 0,02 0,66 1,43
4Men-CoreVP8 (Control) $ 881 8;2 1 ?2
W135 0,03 1,03 1,22

Los titulos del anticuerpo PS anti-Men anterior mostraron resultados similares a los de los conjugados Pn PS 13-
valentes y los conjugados Hib PS. En comparacion con los conjugados de Men PS-proteina CoreVP8 4-valentes sin
epitopos universales, los conjugados que comprenden proteinas transportadoras quiméricas CoreVP8 que tienen
epitopos universales tenian titulos de IgG anti-PS especificos significativamente mas altos. Los titulos de IgG de las
muestras de suero después de tres inyecciones en comparacion con los titulos de IgG de las muestras de suero
después de una inyeccion también fueron significativamente diferentes, con una p<0,05.

Ejemplo 3: Preparacion y evaluaciéon de la inmunogenicidad de los conjugados de polisacarido-proteina que
comprenden una proteina transportadora quimérica que comprende la cadena de proteina A diftérica H21G
(en lo sucesivo denominada H21G) y un epitopo universal

|. Disefio de secuencia de proteinas transportadoras quiméricas H21G y H21G que comprenden epitopos
universales

1. Disefio de secuencia de H21G

La proteina transportadora H21G es una proteina recombinante basada en la cadena de toxina diftérica A, en donde
la histidina (H) 21 de la cadena A de la toxina diftérica es reemplazada por una glicina (G). Similar al mutante de
toxina diftérica CRM197, la cadena mutante modificada de la toxina diftérica A conserva la inmunogenicidad
especifica de la toxina diftérica. Los sueros anti-H21G reaccionan de forma cruzada con la toxina o el toxoide
diftérico. Como H21G es similar a la toxina diftérica, desde un punto de vista de seguridad, H21G puede servir como
una proteina transportadora adecuada para sintetizar vacunas conjugadas. La secuencia de aminoacidos del
mutante de la toxina diftérica H21G se muestra a continuacion en la SEQ ID NO: 6.

(SEQ ID NO:6)

GADDVVDSSKSEVMENESSYGGTKPGYVDSIQKGIQKPKSGTOGNYDDDWKGEY STDNKYDA
AGYSVDNENPLSGKAGGVVKVTYPGLTKVLALKVDNAETIKKELGLSLTEPLMEQVGTEEFT
KREGDGASRVVLSLPFAEGSSSVEY INNWEQAKALSVELEINFETRGKRGODAMYEYMAQAC
AGNRVRR

2. Disefio de secuencia de proteinas transportadoras quiméricas H21G que comprenden un epitopo universal

Los epitopos universales se fusionaron con la proteina transportadora inmunogénica H21G para construir una nueva
proteina transportadora quimérica util para la preparacion de conjugados de polisacarido-proteina. El epitopo
universal puede fusionarse con el extremo N o el extremo C de la proteina H21G. Alternativamente, dos epitopos
universales diferentes pueden fusionarse cada uno con el extremo N o el extremo C de la proteina H21G respectiva.
En una tercera estrategia, dos copias del mismo epitopo universal pueden fusionarse entre si y después fusionarse
con el extremo N o el extremo C de la proteina H21G.

Debido a los mecanismos similares de los conjugados de polisacarido-proteina que comprenden proteinas

transportadoras quiméricas que tienen epitopos universales, la presente descripcion describe 6 proteinas
transportadoras quiméricas CoreVP8 representativas que comprenden epitopos universales. Debe entenderse que
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la presente invencidn no se limita a los ejemplos descritos en el presente documento.

2-1 Disefio de secuencia de una proteina transportadora quimérica que comprende P30y H21G

2-1-1 Disefio de secuencia de una proteina transportadora quimérica P30-extremo-N-H21G (P30H21G)

Una copia de la secuencia de aminoacidos de P30 (SEQ ID NO: 2) se fusion6 con el extremo N de la proteina
transportadora H21G (SEQ ID NO: 6) a través de un enlazador GSGSG (SEQ ID NO: 7) dispuesto entre ellos para
obtener una nueva proteina transportadora quimérica llamada P30H21G. La secuencia de aminoacidos de la nueva

proteina transportadora quimérica se muestra a continuacion en SEQ ID NO: 51. La secuencia del epitopo P30 esta
subrayada.

(SEQ ID NO:51)

FNNFTVSFWLRVPKVSASHLEGSGSGGADDVVDSSKSEVMENFSSYGGTKPGYVDSIQKGIOQ

KPKSGTOGNYDDDWKGFYSTDNKYDAAGY SVDNENPLSGKAGGVVKVTYPGLTKVLALKVDN
AETIKKELGLSLTEPLMEQVGTEEFIKRFGDGASRVVLSLPFAEGSSSVEY INNWEQAKALS
VELEINFETRGKRGOQDAMYEYMAQACAGNRVRR
2-1-2 Disefio de secuencia de una proteina transportadora quimérica P30-extremo-N-H21G-extremo-C-P30
(P2CoreVP8P2)
Una copia de la secuencia de aminoacidos de P30 (SEQ ID NO: 2) se fusion6 con el extremo N y el extremo C de la
proteina transportadora H21G (SEQ ID NO: 6) respectivamente, cada uno a través de un enlazador GSGSG (SEQ
ID NO: 7) dispuesto entre ellos para obtener una nueva proteina transportadora quimérica llamada P30H21GP30. La

secuencia de aminoacidos de la nueva proteina transportadora quimérica se muestra a continuacion en SEQ ID NO:
52. La secuencia del epitopo P30 esta subrayada.

(SEQ ID NO:52)

FNNFTVSEFWLRVPKVSASHLEGSGSGGADDVVDSSKSEFVMENESSYGGTKPGYVDSIQKGIOQ

KPKSGTQGNYDDDWKGEFYSTDNKYDAAGYSVDNENPLSGKAGGVVRKVTYPGLTKVLALKVDN
AETIKKELGLSLTEPLMEQVGTEEFIKRFGDGASRVVLSLPFAEGSSSVEY INNWEQAKALS
VELEINFETRGKRGODAMYEYMAQACAGNRVRRGSGSGEFNNFTVSFWLRVPKVSASHLE

2-2 Disefio de secuencia de una proteina transportadora quimérica que comprende P3y H21G

2-2-1 Disefio de secuencia de una proteina transportadora quimérica P2-extremo-N-H21G (P2H21G)

Una copia de la secuencia de aminoacidos de P2 (SEQ ID NO: 1) se fusion6 con el extremo N de la proteina
transportadora H21G (SEQ ID NO: 6) a través de un enlazador GSGSG (SEQ ID NO: 7) dispuesto entre ellos, para
obtener una nueva proteina transportadora quimérica llamada P2H21G. La secuencia de aminoacidos de la nueva

proteina transportadora quimérica se muestra a continuacion en SEQ ID NO: 53. La secuencia del epitopo P2 esta
subrayada.

(SEQ ID NO:53)

OYTKANSKFIGITELGSGSGGADDVVDSSKSEVMENEFSSYGGTKPGYVDSIQKGIQOKPKSGT

OGNYDDDWKGEYSTDNKYDAAGY SVDNENPLSGKAGGVVKVTYPGLTKVLALKVDNAETIKK
ELGLSLTEPLMEQVGTEEFIKRFGDGASRVVLSLPFAEGSSSVEY INNWEQAKALSVELEIN
FETRGKRGODAMYEYMAQACAGNRVRR
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2-3 Disefio de secuencia de una proteina transportadora quimérica que comprende OVAp y H21G

2-3-1 Disefio de secuencia de una proteina transportadora quimérica OVAp-extremo-N-H21G (OVApH21G)

Una copia de la secuencia de aminoacidos de OVAp (SEQ ID NO: 3) se fusioné con el extremo N de la proteina
transportadora H21G (SEQ ID NO: 6) a través de un enlazador GSGSG (SEQ ID NO: 7) dispuesto entre ellos, para
obtener una nueva proteina transportadora quimérica llamada OVApCoreVP8. La secuencia de aminoacidos de la

nueva proteina transportadora quimérica se muestra a continuacién en SEQ ID NO: 54. La secuencia del epitopo
OVAp esta subrayada.

(SEQ ID NO:54)

ISQAVHAAHAEINEAGRGSGSGGADDVVDSSKSEFVMENESSYGGTKPGYVDSIQKGIQKPKS

GTOGNYDDDWKGEYSTDNKYDAAGY SVDNENPLSGKAGGVVKVTYPGLTKVLALKVDNAET T

KKELGLSLTEPLMEQVGTEEFIKREGDGASRVVLSLPFAEGSSSVEY INNWEQAKALSVELE
INFETRGKRGODAMYEYMAQACAGNRVRR

2-4 Disefio de secuencia de una proteina transportadora quimérica que comprende al menos dos tipos diferentes de
epitopos universales

2-4-1 Disefio de secuencia de una proteina transportadora quimérica P2-extremo-N-H21G-extremo-C-P30
(P30H21GP2)

Una copia de la secuencia de aminoacidos de P30 (SEQ ID NO: 2) se fusion6 con el extremo N de la proteina
transportadora H21G (SEQ ID NO: 6) a través de un enlazador GSGSG (SEQ ID NO: 7) dispuesto entre ellos, y una
copia de la secuencia de aminoacidos de P2 (SEQ ID NO: 1) se fusion6 al extremo C de la proteina transportadora
H21G (SEQ ID NO: 6) a través de un enlazador GSGSG (SEQ ID NO: 7) dispuesto entre ellos, para obtener una
nueva proteina transportadora quimérica llamada P30H21GP2. La secuencia de aminoacidos de la nueva proteina
transportadora quimérica se muestra a continuacion en SEQ ID NO: 55. Las secuencias de los epitopos P2 y P30
estan subrayadas.

(SEQ ID NO:55)

FNNEFTVSEWLRVPKVSASHLEGSGSGGADDVVDSSKSFVMENESSYGGTKPGYVDSIOKGIQ

KPKSGTOGNYDDDWKGEY STDNKYDAAGY SVDNENPLSGKAGGVVKVTYPGLTKVLALKVDN
AETIKKELGLSLTEPLMEQVGTEEFIKREFGDGASRVVLSLPFAEGSSSVEY INNWEQAKALS
VELEINFETRGKRGODAMYEYMAQACAGNRVRRGSGSGQYIKANSKFIGITEL

2-4-2 Disefio de secuencia de una proteina portadora quimérica P20VAp-extremo-N-H21G-extremo-C-P30
(P20VAPH21GP30)

Una copia de la secuencia de aminoacidos de P2 (SEQ ID NO: 1) y una copia de la secuencia de aminoacidos de
OVAp (SEQ ID NO: 3) se fusionaron entre si a través de un enlazador GSGSG (SEQ ID NO: 7) entremedio, la
secuencia fusionada después se fusiono al extremo N de la proteina transportadora H21G (SEQ ID NO: 6) a través
de un enlazador GSGSG (SEQ ID NO: 7) dispuesto entre ellas; adicionalmente, y una copia de la secuencia de
aminoacidos de P30 (SEQ ID NO: 2) se fusiono con el extremo C de la proteina transportadora H21G (SEQ ID NO:
6) a través de un enlazador GSGSG (SEQ ID NO: 7) entremedio, para obtener una nueva proteina transportadora
quimérica llamada P20VApH21GP30. La secuencia de aminoacidos de la nueva proteina transportadora quimérica
se muestra a continuacién en SEQ ID NO: 56. Las secuencias de los epitopos P2, Los epitopos P30 y OVAp estan
subrayados.
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(SEQ ID NO:56)

OYIKANSKFIGITELGSGSGISQAVHAAHAEINEAGRGSGSGGADDVVDSSKSEFVMENESSY

GGTKPGYVDSIQKGIQKPKSGTOGNYDDDWKGEY STDNKYDAAGY SVDNENPLSGKAGGVVK
VITYPGLTKVLALKVDNAETIKKELGLSLTEPLMEQVGTEEF IKREGDGASRVVLSLPFAEGS
SSVEYINNWEQAKALSVELEINFETRGKRGODAMYEYMAQACAGNRVRRGSGSGENNEFTVSE
WLRVPKVSASHLE

Il. Construccién de plasmidos de expresion para proteinas transportadoras quiméricas que comprenden proteina
transportadora H21G y epitopo(s) universal(es)

1. Construccién de un plasmido de expresion de la proteina transportadora H21G
La secuencia de aminoacidos de la toxina diftérica de longitud completa, Secuencia de referencia:

NP_928615, se obtuvo en GenBank, y se determiné la secuencia del fragmento de la cadena A de la toxina diftérica.
La histidina 21 de la secuencia fue reemplazada por una glicina. Basandose en la secuencia modificada, la
secuencia de acidos nucleicos que codifica la secuencia de aminoacidos H21G se optimizé para permitir la
expresion de alta eficacia de la proteina H21G en Escherichia coli. Se usé un plasmido de expresién personalizado.
La enzima de restriccion Nde | se usé para reconocer sitios que tienen una secuencia CATATG, y la enzima de
restriccion Bam HI se us6 para reconocer sitios que tienen una secuencia GGATCC. Se analizé la secuencia de
acidos nucleicos de H21G y no se encontraron sitios de reconocimiento de Nde | o Bam HI en la secuencia de
H21G. La secuencia de acidos nucleicos sintetizada que codifica la proteina H21G es como se muestra a
continuacion en SEQ ID NO: 57.

(SEQ ID NC:57)

CATATG GGTGCCGACG ACGTGGTTGA TAGCTCTAAA TCTTITCGTTA

TGGAARACTT
ATTCAGAAAG
TGACGATTGG
GCTACTCCGT
GTGAAAGTTA
TAATGCGGAA
TGATGGAACA
GCCTCTCGCG
CGAATACATT

AAATCAACTT CGAAACGCGT GGCARAACGCG GTCAGGATGC GATGTATGAR

CAGTTCCTAT
GTATCCARAR
AAAGGCTTTT
GGACAACGAA
CCTATCCGGG
ACCATCAARA
AGTGGGTACG
TTGTCCTGAG
AACAATTGGG

GGCGGTACCA
ACCGAAAAGC
ACTCAACGGA
AATCCGCTGA
TCTGACGAAA
AAGAACTGGG
GAAGAATTTA
TCTGCCGTTT
AACAAGCARA

AACCGGGCTA
GGCACCCAGG
CAATAAATAT
GCGGTAAAGC
GTGCTGGCTC
CCTGTCCCTG
TCAAACGTTT
GCAGAAGGCT
AGCTCTGAGC

CGTCGATTCG
GTAACTATGA
GATGCGGCCG
GGGCGGTGTC
TGAAAGTTGA
ACCGAACCGC
CGGCGACGGT
CATCGAGCGT
GTGGAACTGG

TACATGGCGC AAGCCTGCGC AGGTAATCGT GTTCGTCGC GGATCC

Las enzimas Ndel y BamHI se agregaron cada una al plasmido vacio y al producto de PCR del gen sintetizado que
codifica la proteina transportadora H21G para realizar una digestion de restriccion de doble enzima. Después de la
purificacion, se afiadi6 ligasa T4 a la mezcla de ligadura para ligar los fragmentos. Después de completar la reaccion
de ligadura, el plasmido de expresion se purificd y verific6 usando métodos de verificacion por PCR y mapeo de
digestion de restriccion. Usando células competentes BL21 (DE3), el plasmido de expresion se transformé en las
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células y se seleccionaron las colonias. Después de obtener un clon positivo de la bacteria de expresién disefiada,
se establecié una biblioteca de reservas, incluyendo reservas maestras y reservas de trabajo. La biblioteca de
reservas se almacend en el refrigerador a -20 °C.

2. Construccién de plasmidos de expresion para proteinas transportadoras quiméricas que comprenden H21G y
epitopos universales

2-1. Construccién de un plasmido de expresion para P30H21G

Se us6 un plasmido de expresion personalizado. La enzima de restriccién Nde | se usé para reconocer sitios que
tienen una secuencia CATATG, y la enzima de restriccion Bam HI se usd para reconocer sitios que tienen una
secuencia GGATCC. Se analizé la secuencia de acidos nucleicos de P30H21G, y no se encontraron sitios de

reconocimiento de Nde | o Bam HI en la secuencia P30H21G. La secuencia de &cidos nucleicos sintetizada que
codifica la proteina P30H21G es como se muestra a continuacién en SEQ ID NO: 58.

(SEQ ID NO:58)

CATATG TTCAACAATT TTACGGTGTC TTTTTGGCTG CGTIGTGCCGA

AAGTGTCTGC
GTGGTTGATA
CGGTACCAAA
CGAARAGCGG
TCAACGGACA
TCCGCTGAGC
TGACGAAAGT
GAACTGGGCC

AGAATTTATC
TGCCGTTTGC
CAAGCARAAAG
CARAACGCGGT
GTAATCGTGT

GAGTCATCTG
GCTCTAAATC
CCGGGCTACG
CACCCAGGGT
ATAAATATGA
GGTAAAGCGG
GCTGGCTCTG
TGTCCCTGAC

GAAGGTAGTG
TTTCGTTATG
TCGATTCGAT
AACTATGATG
TGCGGCCGGL
GCGGTGTCGT
AAAGTTGATA
CGAACCGCTG

GTTCTGGTGG
GAAAACTTCA
TCAGAAAGGT
ACGATTGGAA
TACTCCGTGG
GAAAGTTACC
ATGCGGAAAC
ATGGAACAAG

TGCCGACGAC
GTTCCTATGG
ATCCAAARAC
AGGCTTTTAC
ACAACGARAARL
TATCCGGGTC
CATCAAAARA
TGGGTACGGA

AAACGTTTCG
AGAAGGCTCA
CTCTGAGCGT
CAGGATGCGA
TCGTCGCTAA

GCGACGGTGC CTCTCGCGTT GTCCIGAGTC
TCGAGCGTCG AATACATTAA CAATTGGGAA
GGAACTGGAA ATCAACTTCG AAACGCGTGG
TGTATGAATA CATGGCGCAA GCCTGCGCAG
GGATCC

Las enzimas Ndel y BamHI se agregaron cada una al plasmido vacio y al producto de PCR del gen sintetizado que
codifica la proteina transportadora P30H21G para realizar una digestiéon de restriccion de doble enzima. Después de
la purificacion, se afadio ligasa T4 a la mezcla de ligadura para ligar los fragmentos. Después de completar la
reaccion de ligadura, el plasmido de expresion se purificd y verificdé usando métodos de verificacion por PCR y
mapeo de digestion de restriccion. Usando células competentes BL21 (DE3), el plasmido de expresion se transformo
en las células y se seleccionaron las colonias. Después de obtener un clon positivo de la bacteria de expresién
disefiada, se establecié una biblioteca de reservas, incluyendo reservas maestras y reservas de trabajo. La
biblioteca de reservas se almacené en el refrigerador a -20 °C.

2-2. Construccion de un plasmido de expresion para P30H21GP30

Se us6 un plasmido de expresion personalizado. La enzima de restriccion Nde | se usé para reconocer sitios que
tienen una secuencia CATATG, y la enzima de restriccion Bam HI se us6 para reconocer sitios que tienen una
secuencia GGATCC. Se analiz6 la secuencia de acidos nucleicos de P30H21GP30, y no se encontraron sitios de
reconocimiento de Nde | o Bam HI en la secuencia P30H21GP30. La secuencia de acidos nucleicos sintetizada que
codifica la proteina P30H21GP30 es como se muestra a continuacién en SEQ ID NO: 59.
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(SEQ ID NO:59)

CATATG TTCAACAATT TTACGGTIGTC TTTTTGGCTG CGTGTGCCGA

AAGTGTCTGC
GTGGTTGATA
CGGTACCARA
CGAAAAGCGG
TCAACGGACA
TCCGCTGAGC
TGACGAAAGT

GAGTCATCTG
GCTCTAAATC
CCGGGCTACG
CACCCAGGGT
ATAAATATGA
GGTAAAGCGG
GCTGGCTCTG

GAAGGTAGTG
TTTCGTTATG
TCGATTCGAT
AACTATGATG
TGCGGCCGGL
GCGGTGTCGT
ARAGTTGATA

GTTCTGGTGG
GAARACTTCA
TCAGAAAGGT
ACGATTGGAA
TACTCCGTGG
GAAAGTTACC
ATGCGGARAAC

TGCCGACGAC
GTTCCTATGG
ATCCAAARAC
AGGCTTTTAC
ACAACGAARA
TATCCGGGTC
CATCAAAAAR

GAACTGGGCC
AGAATTTATC
TGCCGTTTGC
CAAGCAAARNG
CAAACGCGGT
GTAATCGTGT
GTGTCTTTTT

TGTCCCTGAC
AAACGTTTCG
AGAAGGCTCA
CTCTGAGCGT
CAGGATGCGA
TCGTCGCTAA
GGCTGCGTGT

CGAACCGCTG
GCGACGGTGC
TCGAGCGTCG
GGAACTGGAA
TGTATGAATA
GGTAGTGGTT
GCCGARAAGTG

ATGGAACAAG
CTCTCGCGTT
AATACATTAA
ATCAACTTCG
CATGGCGCAA
CTGGTTTCAA
TCTGCGAGTC

TGGGTACGGA
GTCCTGAGTC
CAATTGGGAA
AAACGCGTGG
GCCTGCGCAG
CAATTTTACG
ATCTGGAA

GGATCC

Las enzimas Ndel y BamHI se agregaron cada una al plasmido vacio y al producto de PCR del gen sintetizado que
codifica la proteina transportadora P30H21GP30 para realizar una digestiéon de restriccion de doble enzima.
Después de la purificacion, se anadié ligasa T4 a la mezcla de ligadura para ligar los fragmentos. Después de
completar la reaccion de ligadura, el plasmido de expresion se purifico y verificd usando métodos de verificacion por
PCR y mapeo de digestion de restriccion. Usando células competentes BL21 (DE3), el plasmido de expresion se
transformé en las células y se seleccionaron las colonias. Después de obtener un clon positivo de la bacteria de
expresion disefiada, se establecié una biblioteca de reservas, incluyendo reservas maestras y reservas de trabajo.
La biblioteca de reservas se almacend en el refrigerador a -20 °C.

2-3. Construccion de plasmidos de expresion para P2H21G

Se us6 un plasmido de expresion personalizado. La enzima de restriccion Nde | se usé para reconocer sitios que
tienen una secuencia CATATG, y la enzima de restriccion Bam HI se uso para reconocer sitios que tienen una
secuencia GGATCC. Se analizé la secuencia de acidos nucleicos de P2H21G, y no se encontraron sitios de

reconocimiento de Nde | o Bam HI en la secuencia P2H21G. La secuencia de acidos nucleicos sintetizada que
codifica la proteina P2H21G es como se muestra a continuaciéon en SEQ ID NO: 60.

(SEQ ID NO:60)

CATATG CAGTACATTA AAGCAAACTC AAAAT TCAT TGGCATTACC
GAACTGGGTA GTGGTTCTGG TGGTGCCGAC GACGTGGTTG ATAGCTCTAA
ATCTTTCGTT ATGGAAAACT TCAGTTCCTA TGG CGGTAC CAAACCGGGCT
ACGTCGATTC GATTCAGAAA GGTATCCAAA AACCGAAAAG CGGCACCCAG
GGTAACTATG ATGACGATTG GAAAGGCTTT TACTCAACGG ACAATAAATA
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TGATGCGGCC
CGGGCGGTGT
CTGAAAGTTG
GACCGAACCG
TCGGCGACGG
TCATCGAGCG
CGTGGAACTG
CGATGTATGA
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GGCTACTCCG
CGTGAAAGTT
ATAATGCGGA
CTGATGGAAC
TGCCTCTCGC
TCGAATACAT
GAAATCAACT
ATACATGGCG

TGGACAACGA
ACCTATCCGG
AACCATCAAR
AAGTGGGTAC
GTTGTCCTGA
TAACAATTGG
TCGAAACGCG
CAAGCCTGCG

AARATCCGCTG
GTCTGACGAA
AAAGAACTGG
GGAAGAATTT
GTCTGCCGTT
GAACAAGCAA
TGGCAAACGC
CAGGTAATCG

AGCGGTARAG
AGTGCTGGCT
GCCTGTCCCT
ATCAAACGTT
TGCAGAAGGC
AAGCTCTGAG
GGTCAGGATG
TGTTCGTCGC

TAR
GGATCC

Las enzimas Ndel y BamHI se agregaron cada una al plasmido vacio y al producto de PCR del gen sintetizado que
codifica la proteina transportadora P2H21G para realizar una digestion de restriccion de doble enzima. Después de
la purificacion, se afadio ligasa T4 a la mezcla de ligadura para ligar los fragmentos. Después de completar la
reaccion de ligadura, el plasmido de expresion se purificd y verificdé usando métodos de verificacion por PCR y
mapeo de digestion de restriccion. Usando células competentes BL21 (DE3), el plasmido de expresion se transformo
en las células y se seleccionaron las colonias. Después de obtener un clon positivo de la bacteria de expresién
disefiada, se establecid una biblioteca de reservas, incluyendo reservas maestras y reservas de trabajo. La
biblioteca de reservas se almacené en el refrigerador a -20 °C.

2-4. Construccion de un plasmido de expresion para OVApH21G

Se us6 un plasmido de expresién personalizado. La enzima de restriccion Nde | se us6 para reconocer sitios que
tienen una secuencia CATATG, y la enzima de restriccion Bam HI se us6 para reconocer sitios que tienen una
secuencia GGATCC. Se analiz6 la secuencia de acidos nucleicos de OVApH21G, y no se encontraron sitios de

reconocimiento de Nde | o Bam HI en la secuencia OVApH21G. La secuencia de acidos nucleicos sintetizada que
codifica la proteina OVApH21G es como se muestra a continuacion en SEQ ID NO: 61.

(SEQ ID NO:61)

CATATG ATCAGCCAAG CGGITCACGC AGCCCACGCC GAAATTAACG
AAGCGGGTCG CGGTAGCGGT TCTGGCGGTG CCGACGACGT GGTTGATAGC
TCTAAATCTT TCGTTATGGA AAACTTCAGT TCCTATGGCG GTACCAAACC
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GGGCTACGTC
CCCAGGGTAA
AAATATGATG
TAAAGCGGGC
TGGCTCTGAA
TCCCTGACCG
ACGTTTCGGC
AAGGCTCATC
CTGAGCGTGG
GGATGCGATG

ES 2760 536 T3

GATTCGATTC
CTATGATGAC
CGGCCGGCTA
GGTGTCGTGA
AGTTGATAAT
AACCGCTGAT
GACGGTGCCT
GAGCGTCGAA
AACTGGAAAT
TATGAATACA

AGAAAGGTAT
GATTGGARAG
CTCCGTGGAC
AAGTTACCTA
GCGGAAACCA
GGAACAAGTG
CTCGCGTTGT
TACATTAACA
CAACTTCGAA
TGGCGCAAGC

CCAAAAACCG
GCTTTTACTC
AACGAAAATC
TCCGGGTCTG
TCAAAAAAGA
GGTACGGAAG
CCTGAGTCTG
ATTGGGAACA
ACGCGTGGCA
CTGCGCAGGT

ARAARAGCGGCA
AACGGACAAT
CGCTGAGCGG
ACGAAAGTGC
ACTGGGCCTG
AATTTATCAA
CCGTTTGCAG
AGCAAAAGCT
AACGCGGTCA
AATCGTGTTC

GTCGCTAA GGATCC

Las enzimas Ndel y BamHI se agregaron cada una al plasmido vacio y al producto de PCR del gen sintetizado que
codifica la proteina transportadora OVApH21G para realizar una digestion de restriccion de doble enzima. Después
de la purificacion, se afiadio ligasa T4 a la mezcla de ligadura para ligar los fragmentos. Después de completar la
reaccion de ligadura, el plasmido de expresion se purificd y verificdé usando métodos de verificacion por PCR y
mapeo de digestion de restriccion. Usando células competentes BL21 (DE3), el plasmido de expresién se transformo
en las células y se seleccionaron las colonias. Después de obtener un clon positivo de la bacteria de expresién
disefiada, se establecié una biblioteca de reservas, incluyendo reservas maestras y reservas de trabajo. La
biblioteca de reservas se almacené en el refrigerador a -20 °C.

2-5. Construccién de plasmidos de expresion para P30H21GP2

Se us6 un plasmido de expresion personalizado. La enzima de restriccion Nde | se usé para reconocer sitios que
tienen una secuencia CATATG, y la enzima de restriccion Bam HI se usé para reconocer sitios que tienen una
secuencia GGATCC. Se analizé la secuencia de acidos nucleicos de P30H21GP2, y no se encontraron sitios de

reconocimiento de Nde | o Bam HI en la secuencia P30H21GP2. La secuencia de acidos nucleicos sintetizada que
codifica la proteina P30H21GP2 es como se muestra a continuacién en SEQ ID NO: 62.

(SEQ ID NO:62)

CATATG TTCAACAATT TTACGGTGTC TTTTTGGCTG CGTGTGCCGA
AAGTGTCTGC GAGTCATCTG GAAGGTAGTG GITCTGGIGG TGCCGACGAC
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GTGGTTGATA
GCGGTACCAA
ACCGAAAAGC
ACTCAACGGA
AATCCGCTGA
TCTGACGAAA
AAGARACTGGG
GAAGAATTTA
TCTGCCGTTT
AACAAGCARAA
GGCAAACGCG
AGGTAATCGT
CAAACTCAAA
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GCICTAAATC
ACCGGGCTAC
GGCACCCAGG
CAATAAATAT
GCGGTAAAGC
GTGCTGGCTC
CCTGTCCCTG
TCAAACGTTT
GCAGAAGGCT
AGCTCTGAGC
GTCAGGATGC
GITCGTCGCT
ATTCATTGGC

TTTCGTTATG
GTCGATTCGA
GTAACTATGA
GATGCGGCCG
GGGCGGTGTC
TGAAAGTTGA
ACCGAACCGC
CGGCGACGGT
CATCGAGCGT
GTGGAACTGG
GATGTATGAA
AAGGCTCAGG
ATTACCGAAC

GAAAACT TC
TTCAGAALGG
TGACGATTGG
GCTACTCCGT
GTGAAAGTTA
TAATGCGGAA
TGATGGAACA
GCCTCTCGCG
CGAATACATT
AAATCAACTT
TACATGGCGC
CTCAGGTCAG
TGGGATCC

AGTTCCTATG
TATCCAAA A
AAAGGCTTTT
GGACAACGARA
CCTATCCGGG
ACCATCAARA
AGTGGGTACG
TTGTCCTGAG
AACAATTGGG
CGAAACGCGT
AAGCCTGCGC
TACATTARAAG

Las enzimas Ndel y BamHI se agregaron cada una al plasmido vacio y al producto de PCR del gen sintetizado que
codifica la proteina transportadora P30H21GP2 para realizar una digestion de restriccion de doble enzima. Después
de la purificacion, se afiadio ligasa T4 a la mezcla de ligadura para ligar los fragmentos. Después de completar la
reaccion de ligadura, el plasmido de expresién se purificd y verificé usando métodos de verificacién por PCR y
mapeo de digestion de restriccion. Usando células competentes BL21 (DE3), el plasmido de expresion se transformo
en las células y se seleccionaron las colonias. Después de obtener un clon positivo de la bacteria de expresion
disefiada, se establecid una biblioteca de reservas, incluyendo reservas maestras y reservas de trabajo. La
biblioteca de reservas se almacend en el refrigerador a -20 °C.

2-6. Construccion de un plasmido de expresion para P20VApH21GP30

Se us6 un plasmido de expresién personalizado. La enzima de restriccion Nde | se us6 para reconocer sitios que
tienen una secuencia CATATG, y la enzima de restriccion Bam HI se usé para reconocer sitios que tienen una
secuencia GGATCC. Se analiz6 la secuencia de acidos nucleicos de P20VApH21GP30, y no se encontraron sitios

de reconocimiento de Nde | o Bam HI en la secuencia P20VApH21GP30. La secuencia de acidos nucleicos
sintetizada que codifica la proteina P20VApH21GP30 es como se muestra a continuacién en SEQ ID NO: 63.

(SEQ ID NO:63)
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CATATG CAGTACATTA AAGCAAACTC AAAAT TCAT TGGCATTACC

GAACTGGGTA
CGAAATTAAC
TGGTTGATAG
GGTACCAAAC
GAAAAGCGGC
CAACGGACAA
CCGCTGAGCG
GACGAAAGTG
AACTGGGCCT
GAATTTATCA
GCCGTTTGCA
AAGCAAAAGC
AAACGCGGTC
TAATCGTGTT
TGTCTTTTTG

GTGGTTCTGG
GAAGCGGGTC
CTCTAAATCT
CGGGCTACGT
ACCCAGGGTA
TAAATATGAT
GTAAAGCGGG
CTGGCTCTGA
GTCCCTGACC
AACGTTTCGG
GAAGGCTCAT
TCTGAGCGTG
AGGATGCGAT
CGTCGCTAAG
GCTGCGTGTG

TATCAGCCAA
GCGGTAGCGG
TTCGTTATGG
CGATTCGATT
ACTATGATGA
GCGGCCGGCT
CGGTGTCGTG
AAGTTGATAA
GAACCGCTGA
CGACGGTGCC
CGAGCGTCGA
GAACTGGAAA
GTATGAATAC
GTAGTGGTTC
CCGAAAGTGT

GCGGTTCACG
TTCTGGCGGT
AAAACTTCAG
CAGAAAGGTA
CGATTGGARA
ACTCCGTGGA
AAAGTTACCT
TGCGGAAACC
TGGAACAAGT
TCTCGCGTTG
ATACATTAAC
TCAACTTCGA
ATGGCGCAAG
TGGTTTCAAC
CTGCGAGTCA

CAGCCCACGC
GCCGACGACG
TTCCTATGGC
TCCAAAAACC
GGCTTTTACT
CAACGAARAAT
ATCCGGGTCT
ATCARAAAAG
GGGTACGGAA
TCCTGAGTCT
AATTGGGAAC
AACGCGTGGC
CCTGCGCAGG
AATTTTACGG
TCTGGAA

GGATCC

Las enzimas Ndel y BamHI se agregaron cada una al plasmido vacio y al producto de PCR del gen sintetizado que
codifica la proteina transportadora P20OVApH21GP30 para realizar una digestion de restriccion de doble enzima.
Después de la purificacion, se anadié ligasa T4 a la mezcla de ligadura para ligar los fragmentos. Después de
completar la reaccién de ligadura, el plasmido de expresion se purifico y verificd usando métodos de verificacion por
PCR y mapeo de digestion de restriccion. Usando células competentes BL21 (DE3), el plasmido de expresion se
transformé en las células y se seleccionaron las colonias. Después de obtener un clon positivo de la bacteria de
expresion disefiada, se establecié una biblioteca de reservas, incluyendo reservas maestras y reservas de trabajo.
La biblioteca de reservas se almacend en el refrigerador a -20 °C.

lll. Preparacién de la proteina transportadora Core VP8 y las proteinas transportadoras quiméricas H21G que
comprenden un epitopo universal

Los experimentos han demostrado propiedades similares de la proteina transportadora H21G y las proteinas
transportadoras quiméricas que comprenden la proteina transportadora H21P y los epitopos universales. Por tanto,
los métodos de purificacion para todas las proteinas transportadoras descritas en el presente documento son
similares. A continuacién se describe un método ejemplar para preparar la proteina transportadora quimérica H21P
que comprende un epitopo universal.

1. Preparacién de bacterias modificadas que expresan proteinas transportadoras quiméricas H21G que comprenden
un epitopo universal

Cada plasmido que expresa la proteina transportadora quimérica se transformé en células competentes utilizando
métodos estandar de biologia molecular, y se examiné la expresién de la proteina. Los clones que tenian altos
niveles de expresion de proteinas y pasaron los ensayos de antisueros se seleccionaron para establecer una
biblioteca de reserva maestra y una biblioteca de reserva en funcionamiento.

2. Fermentacién de bacterias modificadas genéticamente que expresan proteinas transportadoras quiméricas H21G
gue comprenden un epitopo universal

Véanse los métodos descritos en la seccion "Fermentacion de bacterias modificadas que expresan proteinas
transportadoras quiméricas CRM197A que comprenden un epitopo universal".

3. Purificacion de proteinas transportadoras quiméricas H21G que comprenden un epitopo universal
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Dado que H21G se us6 como un componente central para construir diferentes proteinas transportadoras quiméricas
que tienen epitopos universales, los experimentos demostraron que a pesar de la adicién de los epitopos
universales, los parametros para la purificacion de proteinas no se vieron afectados significativamente. El
procedimiento de purificacion de la proteina transportadora H21G podria modificarse para establecer métodos de
purificacion para las proteinas transportadoras quiméricas H21G que comprenden un epitopo universal.

Se pesaron 50 g de bacterias humedas en una taza de centrifuga de 2 I. Se afiadieron a la taza 300 ml de tampdn
1X PBS pH 7,0 para resuspender las bacterias. La suspensién de bacterias se mezclé completamente en una placa
de agitacion magnética durante 30 minutos, y después se centrifugd durante 20 minutos a 4 °C, 4000 rpm. El
sobrenadante se descartd y las bacterias se recogieron. Estas etapas se repitieron dos veces. Al tubo de centrifuga
que tenia la bacteria se afadieron 300 ml de PBS 1X pH 7,0. Las bacterias se lisaron en un homogeneizador y se
centrifugaron durante 20 minutos a 4 °C, 10000 rpm. El sedimento se recogié y el sobrenadante se descart6. Al
sedimento se le afiadieron 300 ml de tampdn PBS 1X pH 7,0, y la mezcla se mezclé completamente en una placa de
agitacion magnética durante 30 minutos. La mezcla se centrifugd durante 20 minutos a 4 °C, 4000 rpm. El cuerpo de
inclusion se recogid y el sobrenadante se descartd. Se afiadieron 900 ml de solucion desnaturalizante al cuerpo de
inclusion lavado. La mezcla se centrifugé después durante 30 minutos a 25 °C, 10000 rpm. El sobrenadante se
recogio y el sedimento se descartd. El sobrenadante se transfiri6 a una bolsa de dialisis de 6-8 KDA. La bolsa de
didlisis se sell6 y se colocé en 10 | de tampon de replegamiento 1, y se dejé equilibrar durante la noche a
temperatura ambiente en una placa de agitacidon magnética. Al dia siguiente, la bolsa de didlisis se transfirié a 10 | de
tampon de replegamiento 2 y se agité para equilibrar a temperatura ambiente durante aproximadamente 8-10 horas.
La bolsa de dialisis se transfirid a 10 | de tampdn de didlisis 3, y se agité para equilibrar a temperatura ambiente
durante la noche. Al dia siguiente, la bolsa de didlisis se transfirié a 10 | de tampon de replegamiento 4 y se agité
para equilibrar a temperatura ambiente durante aproximadamente 8-10 horas. La bolsa de didlisis se transfirié a 10 |
de tampdn de replegamiento 5 y se agitdé para equilibrar a temperatura ambiente durante la noche. Al dia siguiente,
la bolsa de dialisis se transfirié a 2 | de tampdn de almacenamiento y se agitdé para equilibrar a temperatura ambiente
durante aproximadamente 8-10 horas. El tampdn de almacenamiento se reemplazé dos veces, y la dialisis se realizé
a temperatura ambiente durante la noche. Se obtuvo 1 ml de solucién de dialisis y se centrifugd durante 10 minutos
a temperatura ambiente y 12000 rpm. El sobrenadante se recogio y la concentracion de proteina se midi6. La
muestra de proteina se cargd en una columna de gel DEAE preequilibrada y se eluyé con un modo de gradiente
para recoger el pico de proteina diana. La muestra recogida se cargé después en una columna de fenil sepharose
para una purificacion adicional, y se recogio el pico eluido. Finalmente, la muestra recogida se cargd en una columna
de gel Q Sepharose y se recogié el pico eluido. La proteina diana purificada recogida se transfiri6 a una bolsa de
didlisis y se dializd6 contra un tampdén de NaCl 0,15 M. La muestra dializada se transfiri6 a 4 °C para su
almacenamiento.

IV. Preparacién de conjugados de polisacarido-H21G

Tres métodos sintéticos diferentes, es decir, aminacion reductora, método CDAP (usando 3-(etiliminometileno-
amino)-N,N-dimetil-propan-1-amina), y método ADH (usando dihidrazida de acido adipico), se usaron para sintetizar
conjugados especificos de polisacarido-H21G. El rendimiento y las propiedades inmunogénicas de los conjugados
formados por diferentes métodos sintéticos pueden ser diferentes. Para investigar el efecto de diferentes proteinas
transportadoras quiméricas que tienen epitopos universales en la inmunogenicidad de diferentes conjugados de
polisacaridos bacterianos (PS), la presente divulgacion describe conjugados de PS-H21G de Streptococcus
pneumoniae (Pn) 13-valentes, conjugados de PS-H21G de Haemophilus influenzatipo b (Hib) y conjugados de PS-
H21G de Neisseria meningitidis (Men) 4-valentes.

1. Preparacion de conjugados de Pn PS-proteina H21G 13-valentes (con o sin epitopos universales)

6 proteinas transportadoras quiméricas H21G que tienen epitopos universales, incluyendo proteinas transportadoras
quiméricas P30H21G, P30H21GP30, P2H21G, OVApH21G, P30H21GP2 y P20VApH21GP30, se usaron para
sintetizar una vacuna de conjugado Pn PS 13-valentes: 13Pn-P30H21G, 13Pn-P30H21GP30, 13Pn-P2H21G, 13Pn-
OVApH21G, 13Pn-P30H21GP2, y 13Pn-P20VApH21GP30. Los métodos para preparar estos conjugados son
similares a los métodos para preparar las vacunas de conjugado de Pn PS-CRM197A 13-valentes descritos
anteriormente.

2. Preparacién de conjugados de Hib PS-proteina H21G (con o sin epitopos universales)

6 proteinas transportadoras quiméricas H21B que tienen epitopos universales, incluyendo proteinas transportadoras
quiméricas P30H21G, P30H21GP30, P2H21G, OVApH21G, P30H21GP2 y P20VApH21GP30, se usaron para
sintetizar una vacuna de conjugado de Hib PS: Hib-P30H21G, Hib-P30H21GP30, Hib-P2H21G, Hib-OVApH21G,
Hib-P30H21GP2, y Hib-P20VApH21GP30. Los métodos para preparar estos conjugados son similares a los
métodos para preparar las vacunas de conjugado de Hib PS-CRM197A descritas anteriormente.

3. Preparacioén de conjugados de Men PS-proteina H21G 4-valentes (con o sin epitopos universales)
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6 proteinas transportadoras quiméricas H21G que tienen epitopos universales, incluyendo proteinas transportadoras
quiméricas P30H21G, P30H21GP30, P2H21G, OVApH21G, P30H21GP2 y P20VApH21GP30, se usaron para
sintetizar una vacuna de conjugado de Men PS 4-valente: 4Men-P30H21G, 4Men-P30H21GP30, 4Men-P2H21G,
4Men-OVApH21G, 4Men-P30H21GP2, y 4Men-P20VApH21GP30. Los métodos para preparar estos conjugados
son similares a los métodos para preparar las vacunas de conjugado de Men PS-CRM197A 4-valentes descritos
anteriormente.

V. Evaluacion de la inmunogenicidad de las vacunas de conjugado de polisacarido-H21G
1. Evaluacion de la inmunogenicidad de las vacunas de conjugado de Pn PS-H21G 13-valentes

Se usaron métodos similares a los descritos en las secciones anteriores "Evaluacion de la inmunogenicidad de las
vacunas de conjugado de Pn PS-P2CRM197A 13-valentes" para determinar los titulos de los anticuerpos anti-PS
IgG, los resultados se muestran en la Tabla 12 siguiente. La Tabla 12 solo enumera los titulos de IgG anti-PS
después de tres inyecciones. La vacuna de conjugado de Pn PS-H21G 13-valente preparada se us6 para inmunizar
ratones y se obtuvieron muestras de suero de los ratones. A cada raton se le inyectdé 0,1 ml de la solucion de
vacuna, y la dosis de polisacarido es de 10 ug/raton/tiempo.
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Los datos de la Tabla 12 mostraron que la inmunogenicidad de los conjugados de Pn PS-H21G 13-valentes que
comprenden proteinas transportadoras quiméricas que tienen epitopos universales aumento significativamente en
comparacion con los conjugados de Pn PS-H21G 13-valentes que comprenden la proteina transportadora CoreVP8
sin un epitopo universal.

2. Evaluacion de la inmunogenicidad de las vacunas de conjugado de Hib PS-H21G
Se usaron métodos similares a los descritos en las secciones anteriores "Evaluacion de la inmunogenicidad de las
vacunas de conjugado de Hib PS-P2CRM197A" para determinar los titulos de los anticuerpos IgG anti-PS mediante

ensayos ELISA. Los resultados se muestran en la Tabla 13 siguiente.

Tabla 13. Titulos de IgG anti-PS en suero de ratones en respuesta a vacunas de conjugado de Hib PS-H21G.

. Titulo de anticuerpo IgG anti-Hib PS en suero de ratones (Eu)
Vacuna Hib - — - - - -
1 inyeccién 2 inyecciones 3 inyecciones

Hib-P30H21G 0,04 2,33 4,57
Hib-P30H21GP30 0,32 3,14 6,33
Hib-P2H21G 0,02 2,05 4,66
Hib-OVApH21G 0,03 2,39 577
Hib-P30H21GP2 0,26 3,44 7,43
Hib-P20V ApH21GP30 0,05 2,44 4,15
Hib-H21G (Control) 0,01 0,78 2,38

Los titulos del anticuerpo anti-Hib PS anterior mostraron resultados similares de los diferentes tipos de conjugados
de proteina quimérica Hib PS-H21G. En comparacion con los conjugados de Hib PS-proteina H21G sin epitopos
universales, los otros seis conjugados que comprenden proteinas transportadoras quiméricas H21G que tienen
epitopos universales, es decir, Hib-P30H21G, Hib-P30H21GP30, Hib-P2H21G, Hib-OVApH21G, Hib-P30H21GP2, y
Hib-P20VApH21GP30, habian mejorado significativamente los titulos de IgG. Los titulos de IgG de las muestras de
suero después de tres inyecciones en comparacion con los titulos de IgG de las muestras de suero después de una
inyeccion también fueron significativamente diferentes, con una p<0,05.

3. Evaluacion de la inmunogenicidad de las vacunas de conjugado de Men PS-H21G 4-valentes

Se obtuvieron muestras de suero usando métodos similares a los descritos en la seccion anterior "Evaluacion de la
inmunogenicidad de las vacunas de conjugado de Pn PS-P2CRM197A 13-valentes". A cada ratén se le inyecto 0,1
ml de la solucién de vacuna, con una dosis de inyeccién de polisacarido de 10 pg/ratédn/tiempo. Los ensayos ELISA
se usaron para determinar los titulos séricos de anticuerpos contra cada grupo de polisacaridos. Los resultados son
como se muestra en la Tabla 14 a continuacién.

Tabla 14. Titulos de anticuerpos anti-Men PS en suero de ratones.
Titulo de anticuerpo IgG anti-Men PS en suero de

Vacuna Grupo de ratones (Eu)
PS - — - - - -
1 inyeccion 2 inyecciones 3 inyecciones
A 0,06 1,79 4,90
C 0,03 1,54 4,50
4Men-P30H21G Y 0.02 178 5.02
W135 0,05 1,60 4,33
A 0,04 2,53 6,16
C 0,04 2,44 5,52
4Men-P30H21GP30 Y 0.02 189 7.19
W135 0,03 1,68 6,55
A 0,23 1,65 5,44
C 0,12 1,82 4,82
4Men-P2H21G Y 0.11 139 4.33
W135 0,14 1,47 4,06
A 0,03 1,42 3,55
C 0,05 1,51 4,80
4Men-OVApH21G Y 0.02 2.01 3.22
W135 0,04 1,39 3,80
A 0,18 2,34 7,11
C 0,20 1,77 6,74
4Men-P30H21GP2 Y 0.10 151 6.44
W135 0,15 1,92 8,10
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(continuacién)

Grupo de Titulo de anticuerpo IgG anti-Men PS en suero de
Vacuna ratones (Eu)
PS - — - - - -
1 inyeccién 2 inyecciones 3 inyecciones

A 0,09 1,20 3,46

C 0,10 1,35 2,82
4Men-P20VApH21GP30 Y 0.09 140 3.64

W135 0,11 1,38 4,41

A 0,03 0,65 1,46

C 0,02 0,81 1,08
4Mne-H21G (control) Y 0.01 0.74 162

W135 0,01 0,73 1,11

Los titulos del anticuerpo PS anti-Men anterior mostraron resultados similares a los de los conjugados Pn PS 13-
valentes y los conjugados Hib PS. En comparacion con los conjugados de Men PS-proteina H21G 4-valentes sin
epitopos universales, los conjugados que comprenden proteinas transportadoras quiméricas H21G que tienen
epitopos universales tenian titulos de IgG anti-PS especificos significativamente mas altos. Los titulos de IgG de las
muestras de suero después de tres inyecciones en comparacion con los titulos de IgG de las muestras de suero

después de una inyeccion también fueron significativamente diferentes, con una p<0,05.
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<110> KANVAX BIOPHARMACEUTICALS LTD.

<120> COMPOSICIONES Y METODOS PARA MEJORAR LA INMUNOGENICIDAD DE LOS CONJUGADOS

DE POLISACARIDO-PROTEINA
<130> 750342000140

<140> Todavia sin asignar
<141> Simultaneamente con esto

<150> CN2014101985335
<151> 11/05/2014

<160> 67

<170> FastSEQ para Windows versio
<210>1

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Epitopo P2 de toxoide tetanico

<400> 1

n4.0

Gln Tyr Ile Lys Ala Asn Ser Lys Phe Ile Gly Ile Thr Glu Leu

1 5

<210>2

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Epitopo P30 de toxoide tetanico

<400> 2
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<210>3
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Epitopo OVAp de toxoide tetanico

<400> 3

Ile Ser Gln Ala Val His Ala Ala His Ala Glu Ile Asn Glu Ala Gly
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1
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<210>4

<211> 193

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Toxina diftérica CRM197A

<400> 4

Gly Ala Asp Asp
1
Phe Ser Ser Tyr
20
Lys Gly Ile Gln
35
Asp Trp Lys Glu

Tyr Ser Val Asp
65
Val Lys Val Thr

Asp Asn Ala Glu
100

Pro Leu Met Glu

115
Asp Gly Ala Ser
130

Ser Ser Val Glu

145

Val Glu Leu Glu

Ala Met Tyr Glu
180
Arg

<210>5

<211> 160

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Rotavirus CoreVP8

Val
His
Lys
Phe
Asn
Tyr
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Thr
Gln
Arg
Tyr
Ile

165
Tyr

Val
Gly
Pro
Tyr
Glu
70

Pro
Ile
val
val
Ile
150

Asn

Met

Asp
Thr
Lys
Ser
55

Asn
Gly
Lys
Gly
Val
135
Asn

Phe

Ala

Ser
Lys
Ser
40

Thr
Pro
Leu
Lys
Thr
120
Leu
Asn

Glu

Gln

Ser
Pro
25

Gly
Asp
Leu
Thr
Glu
105
Glu
Ser
Trp

Thr

Ala
185
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Lys
10

Gly
Thr
Asn
Ser
Lys
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Leu
Glu
Leu
Glu
Arg

170
Cys

Ser
Tyr
Gln
Lys
Gly
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Val
Gly
Phe
Pro
Gln
155
Gly

Ala

Phe
Val
Gly
Tyr
60

Lys
Leu
Leu
Ile
Phe
140
Ala

Lys

Gly

Val
Asp
Asn
45

Asp
Ala
Ala
Ser
Lys
125
Ala
Lys

Arg

Asn

Met
Ser
30

Tyr
Ala
Gly
Leu
Leu
110
Arg
Glu
Ala

Gly

Arg
190

Glu
15

Ile
Asp
Ala
Gly
Lys
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Thr
Phe
Gly
Leu
Gln

175
Val

Asn
Gln
Asp
Gly
val
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Gly
Ser
Ser
160
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1
Trp
Asn
Gln
Asn
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Lys
Pro

Tyr

Asn

Pro
145

<210>6
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Met
Thr
Asn
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Val
Leu
His
Gln

Asn

130
Gln

<211> 193
<212> PRT
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<220>
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Thr
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Leu
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Ala
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Tyr
Ala
Arg
Arg
Glu
Asp
Cys
Thr

Ser

Thr

<223> Toxina diftérica H21G

<400> 6

Gly
Phe
Lys
Asp
Tyr
65

Val
Asp
Pro
Asp
Ser
145
Val

Ala

Arg

Ala
Ser
Gly
Trp
Ser
Lys
Asn
Leu
Gly
130
Ser

Glu

Met

Asp
Ser
Ile
35

Lys
vVal
Val
Ala
Met
115
Ala
Val

Leu

Tyr

Asp
Tyr
20

Gln
Gly
Asp
Thr
Glu
100
Glu
Ser
Glu
Glu

Glu
180

Gln
Pro
Trp
Gln
Ser
70

Gly
Ala

Pro

Asn

Ala
150

ES 2760 536 T3

Pro
Thr
Phe
Tyr
55

Arg
Thr
Trp
Asn
Val

135
Met

Thr
Arg
Ala
40

Val
Thr
Tyr
Met
Ala

120
Ser

Cys

Ser
Glu
25

Cys
Leu
Ser
Thr
Lys
105

Ser

Ser

Thr

Leu
10

Gly
Val
Asp
Trp
Gln
90

Arg
Glu

Asp

Gln

Asn
Lys
Leu
Gly
Lys
75

Tyr
Asp

Ser

Ala

Tyr
155

Leu
Val
Val
Arg
60

Phe
Ser
Asn
Tyr

Glu

140
Ile

Pro
Ala
Glu
45

Asn
Ile
Thr
Arg
Tyr

125
Phe

Asn

Val
Glu
Pro
Val
Leu
Leu
Val
110

Leu

Tyr

Asn

Asp
15

Gly
Asn
Gln
Phe
Ser
95

Tyr
Thr

Leu

Gly

Tyr
Thr
Val
Leu
Ile
80

Thr
Trp

Ile

Ile

Leu
160

Val
Gly
Lys
Phe
Asn
Tyr
85

Thr
Gln
Arg
Tyr
Ile

165
Tyr

Val
Gly
Pro
Tyr
Glu
70

Pro
Ile
Val
Val
Ile
150

Asn

Met

Asp
Thr
Lys
Ser
55

Asn
Gly
Lys
Gly
Val
135
Asn

Phe

Ala

Ser
Lys
Ser
40

Thr
Pro
Leu
Lys
Thr
120
Leu
Asn

Glu

Gln

Ser
Pro
25

Gly
Asp
Leu
Thr
Glu
105
Glu
Ser
Trp

Thr

Ala
185

89

Lys
10

Gly
Thr
Asn
Ser
Lys
90

Leu
Glu
Leu
Glu
Arg

170
Cys

Ser
Tyr
Gln
Lys
Gly
75

Val
Gly
Phe
Pro
Gln
155
Gly

Ala

Phe
vVal
Gly
Tyr
60

Lys
Leu
Leu
Ile
Phe
140
Ala

Lys

Gly

Val
Asp
Asn
45

Asp
Ala
Ala
Ser
Lys
125
Ala
Lys

Arg

Asn

Met
Ser
30

Tyr
Ala
Gly
Leu
Leu
110
Arg
Glu
Ala

Gly

Arg
190

Glu
15

Ile
Asp
Ala
Gly
Lys
95

Thr
Phe
Gly
Leu
Gln

175
vVal

Asn
Gln
Asp
Gly
val
80

Val
Glu
Gly
Ser
Ser
160

Asp

Arg
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15

20

25

30

<210>7

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> enlazador

<400>7

<210> 8

<211> 213

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> P2CRM197A

<400> 8

Gln Tyr Ile
Ser Gly Ser

Val Met Glu
35
Asp Ser Ile
50
Asn Tyr Asp
65
Asp Ala Ala

Ala Gly Gly

Ala Leu Lys
115
Ser Leu Thr
130
Lys Arg Phe
145
Ala Glu Gly

Lys Ala Leu

Arg Gly Gln

195

Asn Arg Val
210

<210>9

<211> 214

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CRM197AP2

<400>9

Lys
Gly
20

Asn
Gln
Asp
Gly
val
100
val
Glu
Gly
Ser
Ser
180
Asp

Arg

Ala
Gly
Phe
Lys
Asp
Tyr
85

vVal
Asp
Pro
Asp
Ser
165
Val

Ala

Arg

ES 2760 536 T3

Gly Ser Gly Ser Gly
1 5

Asn Ser Lys Phe Ile
10
Ala Asp Asp Val Val
25
Ser Ser Tyr His Gly
40
Gly Ile Gln Lys Pro
55
Trp Lys Glu Phe Tyr
70
Ser Val Asp Asn Glu
90
Lys Val Thr Tyr Pro
105
Asn Ala Glu Thr Ile
120
Leu Met Glu Gln Val
135
Gly Ala Ser Arg Val
150
Ser Val Glu Tyr Ile
170
Glu Leu Glu Ile Asn
185
Met Tyr Glu Tyr Met
200

90

Gly
Asp
Thr
Lys
Ser
75

Asn
Gly
Lys
Gly
val
155
Asn

Phe

Ala

Ile
Ser
Lys
Ser
60

Thr
Pro
Leu
Lys
Thr
140
Leu
Asn

Glu

Gln

Thr
Ser
Pro
45

Gly
Asp
Leu
Thr
Glu
125
Glu
Ser
Trp

Thr

Ala
205

Glu
Lys
30

Gly
Thr
Asn
Ser
Lys
110
Leu
Glu
Leu
Glu
Arg

190
Cys

Leu
15

Ser
Tyr
Gln
Lys
Gly
95

val
Gly
Phe
Pro
Gln
175
Gly

Ala

Gly
Phe
vVal
Gly
Tyr
80

Lys
Leu
Leu
Ile
Phe
160
Ala

Lys

Gly
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Met
Asn
Gln
Asp
Gly
65

Val
Val
Glu
Gly
Ser
145

Ser

Asp

Arg
Ile
<210> 10

<211> 233
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Gly
Phe
Lys
Asp
50

Tyr
Val
Asp
Pro
Asp
130
Ser

Val

Ala

Arg

Gly
210

Ala
Ser
Gly
35

Trp
Ser
Lys
Asn
Leu
115
Gly
Ser

Glu

Met

Gly
195
Ile

<223> P2CRM197AP2

<400> 10

Asp
Ser
20

Ile
Lys
Val
Val
Ala
100
Met
Ala
Val

Leu

Tyr

180
Ser

Thr

Asp
Tyr
Gln
Glu
Asp
Thr
85

Glu
Glu
Ser
Glu
Glu

165
Glu

Gly

Glu

ES 2760 536 T3

Val
His
Lys
Phe
Asn
70

Tyr
Thr
Gln
Arg
Tyr
150

Ile

Tyr

Ser

Leu

Val
Gly
Pro
Tyr
55

Glu
Pro
Ile
Val
Val
135
Ile

Asn

Met

Gly

Asp
Thr
Lys
40

Ser
Asn
Gly
Lys
Gly
120
Val
Asn

Phe

Ala

Gln
200

91

Ser
Lys
25

Ser
Thr
Pro
Leu
Lys
105
Thr
Leu
Asn

Glu

Gln

185
Tyr

Ser
10

Pro
Gly
Asp
Leu
Thr
90

Glu
Glu
Ser
Trp
Thr

170
Ala

Ile

Lys
Gly
Thr
Asn
Ser
75

Lys
Leu
Glu
Leu
Glu
155

Arg

Cys

Lys

Ser
Tyr
Gln
Lys
60

Gly
Val
Gly
Phe
Pro
140
Gln
Gly

Ala

Ala

Phe
Val
Gly
45

Tyr
Lys
Leu
Leu
Ile
125
Phe
Ala

Lys

Gly

Asn
205

Val
Asp
Asn
Asp
Ala
Ala
Ser
110
Lys
Ala
Lys
Arg

Asn

190
Ser

Met
15

Ser
Tyr
Ala
Gly
Leu
95

Leu
Arg
Glu
Ala
Gly

175
Arg

Lys

Glu
Ile
Asp
Ala
Gly
80

Lys
Thr
Phe
Gly
Leu
160
Gln

Val

Phe
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ES 2760 536 T3

Gln Tyr Ile Lys Ala Asn
1 5
Ser Gly Ser Gly Gly Ala
20
Val Met Glu Asn Phe Ser
35
Asp Ser Ile Gln Lys Gly
50
Asn Tyr Asp Asp Asp Trp
65 70
Asp Ala Ala Gly Tyr Ser
85
Ala Gly Gly Val Val Lys
100
Ala Leu Lys Val Asp Asn
115
Ser Leu Thr Glu Pro Leu
130
Lys Arg Phe Gly Asp Gly
145 150
Ala Glu Gly Ser Ser Ser
165
Lys Ala Leu Ser Val Glu
180
Arg Gly Gln Asp Ala Met
195
Asn Arg Val Arg Arg Gly
210
Ser Lys Phe Ile Gly Ile
225 230

<210> 11

<211> 233

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> P2P2CRM197A

<400> 11

Ser
Asp
Ser
Ile
55

Lys
Val
Val
Ala
Met
135
Ala
Val
Leu
Tyr
Ser

215
Thr

Gln Tyr Ile Lys Ala Asn Ser

1 5
Ser Gly Ser Gly Gln Tyr
20
Thr Glu Leu Gly Ser Gly
35

Ile

Ser

Lys
Asp
Tyr
40

Gln
Glu
Asp
Thr
Glu
120
Glu
Ser
Glu
Glu
Glu
200
Gly

Glu

Lys
Lys

Gly
40

Phe
Val
25

His
Lys
Phe
Asn
Tyr
105
Thr
Gln
Arg
Tyr
Ile
185
Tyr

Ser

Leu

Phe
Ala

25
Gly

92

Ile
10

Val
Gly
Pro
Tyr
Glu
90

Pro
Ile
Val
Val
Ile
170
Asn

Met

Gly

Gly
Asp
Thr
Lys
Ser
75

Asn
Gly
Lys
Gly
Val
155
Asn
Phe

Ala

Gln

Ile
Ser
Lys
Ser
60

Thr
Pro
Leu
Lys
Thr
140
Leu
Asn
Glu

Gln

Tyr
220

Ile Gly Ile

10

Asn Ser Lys

Ala Asp Asp

Thr
Ser
Pro
45

Gly
Asp
Leu
Thr
Glu
125
Glu
Ser
Trp
Thr
Ala

205
Ile

Glu
Lys
30

Gly
Thr
Asn
Ser
Lys
110
Leu
Glu
Leu
Glu
Arg
190
Cys

Lys

Leu
15

Ser
Tyr
Gln
Lys
Gly
95

Val
Gly
Phe
Pro
Gln
175
Gly
Ala

Ala

Gly
Phe
Val
Gly
Tyr
80

Lys
Leu
Leu
Ile
Phe
160
Ala
Lys
Gly

Asn

Thr Glu Leu Gly

Phe

15

Ile Gly Ile

30

Val Val Asp Ser

45
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Ser
Pro
65

Gly
Asp
Leu
Thr
Glu
145
Glu
Ser
Trp

Thr

Ala
225

<210> 12
<211> 233
<212> PRT

Lys
50

Gly
Thr
Asn
Ser
Lys
130
Leu
Glu
Leu
Glu
Arg

210
Cys

Ser
Tyr
Gln
Lys
Gly
115
val
Gly
Phe
Pro
Gln
195
Gly

Ala

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> CRM197AP2P2

<400> 12

Phe
vVal
Gly
Tyr
100
Lys
Leu
Leu
Ile
Phe
180
Ala

Lys

Gly

Val
Asp
Asn
85

Asp
Ala
Ala
Ser
Lys
165
Ala
Lys

Arg

Asn

ES 2760 536 T3

Met
Ser
70

Tyr
Ala
Gly
Leu
Leu
150
Arg
Glu
Ala

Gly

Arg
230

Glu
55

Ile
Asp
Ala
Gly
Lys
135
Thr
Phe
Gly
Leu
Gln

215
vVal

Asn
Gln
Asp
Gly
Val
120
vVal
Glu
Gly
Ser
Ser
200

Asp

Arg

Phe
Lys
Asp
Tyr
105
Val
Asp
Pro
Asp
Ser
185
Val

Ala

Arg

93

Ser
Gly
Trp
90

Ser
Lys
Asn
Leu
Gly
170
Ser

Glu

Met

Ser
Ile
75

Lys
Val
Val
Ala
Met
155
Ala
Val

Leu

Tyr

Tyr
60

Gln
Glu
Asp
Thr
Glu
140
Glu
Ser
Glu
Glu

Glu
220

His
Lys
Phe
Asn
Tyr
125
Thr
Gln
Arg
Tyr
Ile

205
Tyr

Gly
Pro
Tyr
Glu
110
Pro
Ile
Val
Val
Ile
190

Asn

Met

Thr
Lys
Ser
95

Asn
Gly
Lys
Gly
Val
175
Asn

Phe

Ala

Lys
Ser
80

Thr
Pro
Leu
Lys
Thr
160
Leu
Asn

Glu

Gln
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Gly
Phe
Lys
Asp
Tyr
65

Val
Asp
Pro
Asp
Ser
145
Val
Ala

Arg

Gly

<210> 13
<211> 253
<212> PRT

Ala
Ser
Gly
Trp
Ser
Lys
Asn
Leu
Gly
130
Ser
Glu
Met
Gly

Ile
210

Asp
Ser
Ile
35

Lys
Val
Val
Ala
Met
115
Ala
Val
Leu
Tyr
Ser

195
Thr

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> P2P2CRM197AP2

<400> 13

Asp
Tyr
20

Gln
Glu
Asp
Thr
Glu
100
Glu
Ser
Glu
Glu
Glu
180
Gly

Glu

Val
His
Lys
Phe
Asn
Tyr
85

Thr
Gln
Arg
Tyr
Ile
165
Tyr
Ser

Leu

ES 2760 536 T3

Val
Gly
Pro
Tyr
Glu
70

Pro
Ile
Val
Val
Ile
150
Asn
Met

Gly

Gly

Asp
Thr
Lys
Ser
55

Asn
Gly
Lys
Gly
Val
135
Asn
Phe
Ala

Gln

Ser
215

Ser
Lys
Ser
40

Thr
Pro
Leu
Lys
Thr
120
Leu
Asn
Glu
Gln
Tyr

200
Gly

Ser
Pro
25

Gly
Asp
Leu
Thr
Glu
105
Glu
Ser
Trp
Thr
Ala
185
Ile

Ser

Lys
10

Gly
Thr
Asn
Ser
Lys
90

Leu
Glu
Leu
Glu
Arg
170
Cys
Lys

Gly

Ser
Tyr
Gln
Lys
Gly
75

Val
Gly
Phe
Pro
Gln
155
Gly
Ala

Ala

Gln

Phe
Val
Gly
Tyr
60

Lys
Leu
Leu
Ile
Phe
140
Ala
Lys
Gly

Asn

Tyr
220

Val
Asp
Asn
45

Asp
Ala
Ala
Ser
Lys
125
Ala
Lys
Arg
Asn
Ser

205
Ile

Ser Lys Phe Ile Gly Ile Thr Glu Leu
225

94

230

Met
Ser
30

Tyr
Ala
Gly
Leu
Leu
110
Arg
Glu
Ala
Gly
Arg
190
Lys

Lys

Glu
15

Ile
Asp
Ala
Gly
Lys
95

Thr
Phe
Gly
Leu
Gln
175
Val
Phe

Ala

Asn
Gln
Asp
Gly
Val
80

Val
Glu
Gly
Ser
Ser
160
Asp
Arg

Ile

Asn
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Gln
Ser
Thr
Ser
Pro
65

Gly
Asp
Leu
Thr
Glu
145
Glu
Ser
Trp
Thr
Ala

225
Ile

<210> 14
<211> 253
<212> PRT

Tyr
Gly
Glu
Lys
50

Gly
Thr
Asn
Ser
Lys
130
Leu
Glu
Leu
Glu
Arg
210
Cys

Lys

Ile
Ser
Leu
35

Ser
Tyr
Gln
Lys
Gly
115
Val
Gly
Phe
Pro
Gln
195
Gly

Ala

Ala

Lys
Gly
20

Gly
Phe
Val
Gly
Tyr
100
Lys
Leu
Leu
Ile
Phe
180
Ala
Lys

Gly

Asn

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> P2CRM197AP2P2

<400> 14

Gln Tyr Ile Lys Ala Asn Ser Lys Phe Ile Gly Ile

1

Ser Gly Ser Gly Gly Ala Asp Asp Val Val Asp Ser
Val Met Glu Asn Phe Ser Ser Tyr His Gly Thr Lys

Asp Ser Ile Gln Lys Gly Ile Gln Lys Pro Lys Ser

20

35

Ala
Gln
Ser
Val
Asp
Asn
85

Asp
Ala
Ala
Ser
Lys
165
Ala
Lys
Arg

Asn

Ser
245

5

ES 2760 536 T3

Asn
Tyr
Gly
Met
Ser
70

Tyr
Ala
Gly
Leu
Leu
150
Arg
Glu
Ala
Gly
Arg

230
Lys

Ser
Ile
Ser
Glu
55

Ile
Asp
Ala
Gly
Lys
135
Thr
Phe
Gly
Leu
Gln
215

Val

Phe

Lys
Lys
Gly
40

Asn
Gln
Asp
Gly
Val
120
Val
Glu
Gly
Ser
Ser
200
Asp

Arg

Ile

Phe
Ala
25

Gly
Phe
Lys
Asp
Tyr
105
Val
Asp
Pro
Asp
Ser
185
Val
Ala

Arg

Gly

Ile
10

Asn
Ala
Ser
Gly
Trp
90

Ser
Lys
Asn
Leu
Gly
170
Ser
Glu
Met

Gly

Ile
250

10

25

40

95

Gly
Ser
Asp
Ser
Ile
75

Lys
Val
Val
Ala
Met
155
Ala
Val
Leu
Tyr
Ser

235
Thr

Ile
Lys
Asp
Tyr
60

Gln
Glu
Asp
Thr
Glu
140
Glu
Ser
Glu
Glu
Glu
220
Gly

Glu

Thr

Ser

Pro

Thr
Phe
Val
45

His
Lys
Phe
Asn
Tyr
125
Thr
Gln
Arg
Tyr
Ile
205
Tyr

Ser

Leu

Glu

Lys

Glu
Ile
30

Val
Gly
Pro
Tyr
Glu
110
Pro
Ile
Val
Val
Ile
190
Asn

Met

Gly

Leu

Leu
15

Gly
Asp
Thr
Lys
Ser
95

Asn
Gly
Lys
Gly
Val
175
Asn
Phe
Ala

Gln

15

30

45

Gly

Gly

Thr

Ser
Tyr

Gln

Gly
Ile
Ser
Lys
Ser
80

Thr
Pro
Leu
Lys
Thr
160
Leu
Asn
Glu

Gln

Tyr
240

Gly
Phe
Val

Gly
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Asn
65

Asp
Ala
Ala
Ser
Lys
145
Ala
Lys
Arg
Asn
Ser

225
Ile

<210> 15
<211> 219
<212> PRT

50
Tyr

Ala
Gly
Leu
Leu
130
Arg
Glu
Ala
Gly
Arg
210

Lys

Lys

Asp
Ala
Gly
Lys
115
Thr
Phe
Gly
Leu
Gln
195
Val

Phe

Ala

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> P30CRM197A

<400> 15

Asp
Gly
Val
100
Val
Glu
Gly
Ser
Ser
180
Asp
Arg

Ile

Asn

Asp
Tyr
85

Val
Asp
Pro
Asp
Ser
165
Val
Ala
Arg

Gly

Ser
245

ES 2760 536 T3

Trp
70

Ser
Lys
Asn
Leu
Gly
150
Ser
Glu
Met
Gly
Ile

230
Lys

55
Lys

Val
Val
Ala
Met
135
Ala
Val
Leu
Tyr
Ser
215

Thr

Phe

Glu
Asp
Thr
Glu
120
Glu
Ser
Glu
Glu
Glu
200
Gly
Glu

Ile

96

Phe
Asn
Tyr
105
Thr
Gln
Arg
Tyr
Ile
185
Tyr
Ser

Leu

Gly

Tyr
Glu
90

Pro
Ile
Val
Val
Ile
170
Asn
Met
Gly
Gly

Ile
250

Ser
75

Asn
Gly
Lys
Gly
Val
155
Asn
Phe
Ala
Gln
Ser

235
Thr

60
Thr

Pro
Leu
Lys
Thr
140
Leu
Asn
Glu
Gln
Tyr
220
Gly

Glu

Asp
Leu
Thr
Glu
125
Glu
Ser
Trp
Thr
Ala
205
Ile

Ser

Leu

Asn
Ser
Lys
110
Leu
Glu
Leu
Glu
Arg
190
Cys

Lys

Gly

Lys
Gly
95

Val
Gly
Phe
Pro
Gln
175
Gly
Ala

Ala

Gln

Tyr
80

Lys
Leu
Leu
Ile
Phe
160
Ala
Lys
Gly

Asn

Tyr
240
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Phe
Ala
Asp
Thr
Lys
65

Ser
Asn
Gly
Lys
Gly
145
Val
Asn

Phe

Ala

<210> 16
<211> 220
<212> PRT

Asn
Ser
Ser
Lys
50

Ser
Thr
Pro
Leu
Lys
130
Thr
Leu
Asn

Glu

Gln

Asn
His
Ser
35

Pro
Gly
Asp
Leu
Thr
115
Glu
Glu
Ser
Trp
Thr

195
Ala

Phe
Leu
20

Lys
Gly
Thr
Asn
Ser
100
Lys
Leu
Glu
Leu
Glu
180
Arg

Cys

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> CRM197AP30

<400> 16

Thr
Glu
Ser
Tyr
Gln
Lys
85

Gly
Val
Gly
Phe
Pro
165
Gln
Gly

Ala

ES 2760 536 T3

Val
Gly
Phe
Val
Gly
70

Tyr
Lys
Leu
Leu
Ile
150
Phe
Ala

Lys

Gly

210

Ser
Ser
Val
Asp
Asn
Asp
Ala
Ala
Ser
135
Lys
Ala
Lys
Arg

Asn

Phe
Gly
Met
40

Ser
Tyr
Ala
Gly
Leu
120
Leu
Arg
Glu
Ala
Gly

200
Arg

Trp
Ser
25

Glu
Ile
Asp
Ala
Gly
105
Lys
Thr
Phe
Gly
Leu
185
Gln

Val

97

Leu
10

Gly
Asn
Gln
Asp
Gly
90

Val
Val
Glu
Gly
Ser
170
Ser

Asp

Arg

Arg
Gly
Phe
Lys
Asp
75

Tyr
Val
Asp
Pro
Asp
155
Ser
Val

Ala

Arg

215

Val
Ala
Ser
Gly
Trp
Ser
Lys
Asn
Leu
140
Gly
Ser

Glu

Met

Pro
Asp
Ser
45

Ile
Lys
Val
Val
Ala
125
Met
Ala
Val

Leu

Tyr
205

Lys
Asp
Tyr
Gln
Glu
Asp
Thr
110
Glu
Glu
Ser
Glu
Glu

190
Glu

Val
15

Val
His
Lys
Phe
Asn
95

Tyr
Thr
Gln
Arg
Tyr
175
Ile

Tyr

Ser
Val
Gly
Pro
Tyr
80

Glu
Pro
Ile
Val
Val
160
Ile

Asn

Met



10

Met
Asn
Gln
Asp
Gly
Val
Val
Glu
Gly
Ser
145
Ser
Asp
Arg
Leu
<210> 17

<211> 245
<212> PRT

Gly
Phe
Lys
Asp
Tyr
Val
Asp
Pro
Asp
130
Ser
Val
Ala
Arg

Arg
210

Ala
Ser
Gly
35

Trp
Ser
Lys
Asn
Leu
115
Gly
Ser
Glu
Met
Gly

195
Val

Asp
Ser
20

Ile
Lys
Val
Val
Ala
100
Met
Ala
Val
Leu
Tyr
180

Ser

Pro

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> P30CRM197AP30

<400> 17

Phe Asn

1
Ala

Asp
Thr
Lys

65
Ser

Ser
Ser
Lys
50

Ser

Thr

Asn
His
Ser
35

Pro

Gly

Asp

Phe
Leu
20

Lys
Gly
Thr

Asn

Asp
Tyr
Gln
Glu
Asp
Thr
85

Glu
Glu
Ser
Glu
Glu
165
Glu
Gly

Lys

Thr
Glu
Ser
Tyr
Gln

Lys
85

ES 2760 536 T3

vVal
His
Lys
Phe
Asn
70

Tyr
Thr
Gln
Arg
Tyr
150
Ile
Tyr

Ser

Val

Val
Gly
Phe
Val
Gly

70
Tyr

vVal
Gly
Pro
Tyr
55

Glu
Pro
Ile
Val
Val
135
Ile
Asn
Met

Gly

Ser
215

Ser
Ser
Val
Asp
Asn

Asp

Asp
Thr
Lys
40

Ser
Asn
Gly
Lys
Gly
120
Val
Asn
Phe
Ala
Phe

200
Ala

Phe
Gly
Met
40

Ser

Tyr

Ala

Ser
Lys
25

Ser
Thr
Pro
Leu
Lys
105
Thr
Leu
Asn
Glu
Gln
185

Asn

Ser

Trp
Ser
25

Glu
Ile
Asp

Ala

98

Ser
10

Pro
Gly
Asp
Leu
Thr
90

Glu
Glu
Ser
Trp
Thr
170
Ala

Asn

His

Leu
10

Gly
Asn
Gln
Asp

Gly
90

Lys
Gly
Thr
Asn
Ser
75

Lys
Leu
Glu
Leu
Glu
155
Arg
Cys

Phe

Leu

Arg
Gly
Phe
Lys
Asp

75
Tyr

Ser
Tyr
Gln
Lys
60

Gly
Val
Gly
Phe
Pro
140
Gln
Gly
Ala

Thr

Glu
220

Val
Ala
Ser
Gly
Trp

Ser

Phe
val
Gly
45

Tyr
Lys
Leu
Leu
Ile
125
Phe
Ala
Lys
Gly

val
205

Pro
Asp
Ser
45

Ile
Lys

Val

vVal
Asp
30

Asn
Asp
Ala
Ala
Ser
110
Lys
Ala
Lys
Arg
Asn

190
Ser

Lys
Asp
30

Tyr
Gln
Glu

Asp

Met
15

Ser
Tyr
Ala
Gly
Leu
95

Leu
Arg
Glu
Ala
Gly
175
Arg

Phe

Val
15

Vval
His
Lys
Phe

Asn
95

Glu
Ile
Asp
Ala
Gly
Lys
Thr
Phe
Gly
Leu
160
Gln
Val

Trp

Ser
Val
Gly
Pro
Tyr

80
Glu
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Asn
Gly
Lys
Gly
145
Val
Asn
Phe
Ala
Phe

225
Ala

<210> 18
<211> 245
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> P30P30CRM197A

<400> 18

Pro
Leu
Lys
130
Thr
Leu
Asn
Glu
Gln
210

Asn

Ser

Leu
Thr
115
Glu
Glu
Ser
Trp
Thr
195
Ala

Asn

His

Ser
100
Lys
Leu
Glu
Leu
Glu
180
Arg
Cys
Phe

Leu

Gly
Val
Gly
Phe
Pro
165
Gln
Gly
Ala

Thr

Glu
245

ES 2760 536 T3

Lys
Leu
Leu
Ile
150
Phe
Ala
Lys
Gly

vVal
230

Ala
Ala
Ser
135
Lys
Ala
Lys
Arg
Asn

215
Ser

Gly
Leu
120
Leu
Arg
Glu
Ala
Gly
200
Arg

Phe

Gly
105
Lys
Thr
Phe
Gly
Leu
185
Gln
vVal

Trp

99

Val
Val
Glu
Gly
Ser
170
Ser
Asp

Arg

Leu

Val
Asp
Pro
Asp
155
Ser
Val
Ala

Arg

Arg
235

Lys
Asn
Leu
140
Gly
Ser
Glu
Met
Gly

220
vVal

Val
Ala
125
Met
Ala
vVal
Leu
Tyr
205

Ser

Pro

Thr
110
Glu
Glu
Ser
Glu
Glu
190
Glu
Gly

Lys

Tyr
Thr
Gln
Arg
Tyr
175
Ile
Tyr
Ser

val

Pro
Ile
Val
Val
160
Ile
Asn
Met

Gly

Ser
240
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Phe
Ala
Ser
Ser
Val
65

Asp
Asn
Asp
Ala
Ala
145
Ser
Lys
Ala
Lys
Arg

225
Asn

<210>19
<211> 245
<212> PRT

Asn
Ser
Phe
Gly
50

Met
Ser
Tyr
Ala
Gly
130
Leu
Leu
Arg
Glu
Ala
210
Gly

Arg

Asn
His
Trp
Ser
Glu
Ile
Asp
Ala
115
Gly
Lys
Thr
Phe
Gly
195
Leu

Gln

Val

Phe
Leu
20

Leu
Gly
Asn
Gln
Asp
100
Gly
Val
Val
Glu
Gly
180
Ser
Ser

Asp

Arg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> CRM197AP30P30

<400> 19

Thr
Glu
Arg
Gly
Phe
Lys
85

Asp
Tyr
Val
Asp
Pro
165
Asp
Ser
Val

Ala

Arg
245

Val
Gly
Val
Ala
Ser
70

Gly
Trp
Ser
Lys
Asn
150
Leu
Gly
Ser

Glu

Met
230

ES 2760 536 T3

Ser
Ser
Pro
Asp
55

Ser
Ile
Lys
Val
Val
135
Ala
Met
Ala
Val
Leu

215
Tyr

Phe
Gly
Lys
40

Asp
Tyr
Gln
Glu
Asp
120
Thr
Glu
Glu
Ser
Glu
200
Glu

Glu

Trp
Ser
25

Val
Val
His
Lys
Phe
105
Asn
Tyr
Thr
Gln
Arg
185
Tyr
Ile

Tyr

100

Leu
10

Gly
Ser
Val
Gly
Pro
90

Tyr
Glu
Pro
Ile
Val
170
Val
Ile

Asn

Met

Arg
Phe
Ala
Asp
Thr
75

Lys
Ser
Asn
Gly
Lys
155
Gly
Val
Asn

Phe

Ala
235

Val
Asn
Ser
Ser
60

Lys
Ser
Thr
Pro
Leu
140
Lys
Thr
Leu
Asn
Glu

220
Gln

Pro
Asn
His
45

Ser
Pro
Gly
Asp
Leu
125
Thr
Glu
Glu
Ser
Trp
205
Thr

Ala

Lys
Phe
30

Leu
Lys
Gly
Thr
Asn
110
Ser
Lys
Leu
Glu
Leu
190
Glu
Arg

Cys

Val
15

Thr
Glu
Ser
Tyr
Gln
95

Lys
Gly
Val
Gly
Phe
175
Pro
Gln
Gly

Ala

Ser
Val
Gly
Phe
Val
80

Gly
Tyr
Lys
Leu
Leu
160
Ile
Phe
Ala

Lys

Gly
240
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Gly
Phe
Lys
Asp

Tyr

65

Val
Asp
Pro
Asp

Ser

50

Ala Asp Asp

Ser Ser Tyr

20

Gly Ile Gln

35

Trp Lys Glu
Ser Val Asp
Lys Val Thr

Asn Ala Glu

85

100

Leu Met Glu

115

Gly Ala Ser

130

145

Val
Ala
Arg
Arg

Phe

Ser Val Glu
Glu Leu Glu

Met Tyr Glu

Val
His
Lys
Phe
Asn
Tyr

Thr

Tyr

Ile

ES 2760 536 T3

70

Gln Val

150

165

180

Gly Ser Gly

195

Val Pro Lys

210

225

Ala

<210> 20
<211> 271
<212> PRT

Asn Asn Phe

Ser His Leu

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> P30P30CRM197AP30

<400> 20

Phe
1
Ala
Ser

Ser

Val

Asn
Ser
Phe
Gly

50
Met

Asn Phe
His Leu
20
Trp Leu
Ser Gly

Glu Asn

Ser

vVal

Thr Val

230

Glu

245

Thr
Glu
Arg
Gly

Phe

Val
Gly
Val
Ala

Ser

Val

Gly

Tyr
Glu

Pro

55

Ile Lys

Asp Ser Ser

Thr Lys Pro

25

Pro Lys Ser Gly

40

Ser Thr Asp
Asn Pro Leu

Gly Leu Thr

Lys Glu
105

Gly Thr Glu

Arg Val Vval

135

215

120
Leu Ser

Ile Asn Asn Trp
Asn Phe Glu Thr

Tyr Met Ala Gln Ala

185

Gly Phe Asn Asn

200

Ser Ala Ser His

Ser Phe Trp

Ser
Ser
Pro
Asp

55
Ser

Phe Trp

Gly Ser
25

Lys Val

40

Asp Val

Tyr His

101

Lys
10

Gly
Thr
Asn
Ser
Lys
90

Leu
Glu
Leu
Glu
Arg
170
Cys
Phe

Leu

Leu

Leu
10

Gly
Ser

vVal

Gly

Ser
Tyr
Gln
Lys
Gly
75

Val
Gly
Phe
Pro
Gln
155
Gly
Ala
Thr

Glu

Arg
235

Arg
Phe
Ala
Asp

Thr

Phe
Val
Gly
Tyr
60

Lys
Leu
Leu
Ile
Phe
140
Ala
Lys
Gly
Val
Gly

220
vVal

vVal
Asn
Ser
Ser

60
Lys

Val
Asp
Asn
45

Asp
Ala
Ala
Ser
Lys
125
Ala
Lys
Arg
Asn
Ser
205

Ser

Pro

Pro
Asn
His
45

Ser

Pro

Met
Ser
30

Tyr
Ala
Gly
Leu
Leu
110
Arg
Glu
Ala
Gly
Arg
190
Phe
Gly

Lys

Lys
Phe
30

Leu

Lys

Gly

Glu
15

Ile
Asp
Ala
Gly
Lys
95

Thr
Phe
Gly
Leu
Gln
175
val
Trp

Ser

val

Val
15

Thr
Glu

Ser

Tyr

Asn
Gln
Asp
Gly
Val
80

Val
Glu
Gly
Ser
Ser
160
Asp
Arg
Leu

Gly

Ser
240

Ser
Val
Gly
Phe

Val
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65
Asp

Asn
Asp
Ala
Ala
145
Ser
Lys
Ala
Lys
Arg
225

Asn
Ser

<210> 21

<211> 271
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Ser
Tyr
Ala
Gly
130
Leu
Leu
Arg
Glu
Ala
210
Gly

Arg

Phe

Ile
Asp
Ala
115
Gly
Lys
Thr
Phe
Gly
195
Leu
Gln

Val

Trp

Gln
Asp
100
Gly
Val
Val
Glu
Gly
180
Ser
Ser
Asp

Arg

Leu
260

<223> P30CRM197AP30P30

<400> 21

Lys
85

Asp
Tyr
Val
Asp
Pro
165
Asp
Ser
Val
Ala
Arg

245
Arg

ES 2760 536 T3

70
Gly

Trp
Ser
Lys
Asn
150
Leu
Gly
Ser
Glu
Met
230
Gly

Val

Ile
Lys
Val
Val
135
Ala
Met
Ala
Val
Leu
215
Tyr

Ser

Pro

Gln Lys

Glu Phe
105

Asp Asn

120

Thr Tyr

Glu Thr
Glu Gln
Ser Arg
185
Glu Tyr
200
Glu Ile
Glu Tyr
Gly Ser

Lys Val
265

102

Pro
90

Tyr
Glu
Pro
Ile
Val
170
Val
Ile
Asn
Met
Gly

250
Ser

75
Lys

Ser
Asn
Gly
Lys
155
Gly
Val
Asn
Phe
Ala
235

Phe

Ala

Ser
Thr
Pro
Leu
140
Lys
Thr
Leu
Asn
Glu
220
Gln

Asn

Ser

Gly
Asp
Leu
125
Thr
Glu
Glu
Ser
Trp
205
Thr
Ala

Asn

His

Thr
Asn
110
Ser
Lys
Leu
Glu
Leu
190
Glu
Arg
Cys

Phe

Leu
270

Gln
95

Lys
Gly
Val
Gly
Phe
175
Pro
Gln
Gly
Ala
Thr

255
Glu

80
Gly

Tyr
Lys
Leu
Leu
160
Ile
Phe
Ala
Lys
Gly

240
Val
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Phe
Ala
Asp
Thr
Lys
65

Ser
Asn
Gly
Lys
Gly
145
Val
Asn

Phe

Ala

Phe
225
Ala

Ser
<210> 22

<211> 215
<212> PRT

Asn
Ser
Ser
Lys
50

Ser
Thr
Pro
Leu
Lys
130
Thr
Leu
Asn

Glu

Gln

210
Asn

Ser

Phe

Asn
His
Ser
35

Pro
Gly
Asp
Leu
Thr
115
Glu
Glu
Ser
Trp
Thr

195
Ala

Asn
His

Trp

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> OVApCRM197A

<400> 22

Phe
Leu
20

Lys
Gly
Thr
Asn
Ser
100
Lys
Leu
Glu
Leu
Glu
180
Arg

Cys

Phe
Leu

Leu
260

Thr
Glu
Ser
Tyr
Gln
Lys
85

Gly
Val
Gly
Phe
Pro
165
Gln

Gly

Ala

Thr

Glu
245
Arg

ES 2760 536 T3

Val
Gly
Phe
Val
Gly
70

Tyr
Lys
Leu
Leu
Ile
150
Phe
Ala

Lys

Gly

Val
230
Gly

Val

Ser
Ser
Val
Asp
Asn
Asp
Ala
Ala
Ser
135
Lys
Ala
Lys
Arg

Asn

215
Ser

Ser

Pro

Phe
Gly
Met
40

Ser
Tyr
Ala
Gly
Leu
120
Leu
Arg
Glu
Ala
Gly

200
Arg

Phe
Gly

Lys

Trp
Ser
25

Glu
Ile
Asp
Ala
Gly
105
Lys
Thr
Phe
Gly
Leu
185
Gln

Val

Trp
Ser

Val
265

103

Leu
10

Gly
Asn
Gln
Asp
Gly
90

Vval
Vval
Glu
Gly
Ser
170
Ser

Asp

Arg

Leu

Gly
250
Ser

Arg
Gly
Phe
Lys
Asp
75

Tyr
val
Asp
Pro
Asp
155
Ser
Val

Ala

Arg

Arg
235
Phe

Ala

Val
Ala
Ser
Gly
Trp
Ser
Lys
Asn
Leu
140
Gly
Ser
Glu

Met

Gly

220
Val

Asn

Ser

Pro
Asp
Ser
45

Ile
Lys
val
Val
Ala
125
Met
Ala
Val
Leu
Tyr

205
Ser

Pro
Asn

His

Lys
Asp
Tyr
Gln
Glu
Asp
Thr
110
Glu
Glu
Ser
Glu
Glu
190

Glu

Gly

Lys
Phe

Leu
270

Val
15

Val
His
Lys
Phe
Asn
95

Tyr
Thr
Gln
Arg
Tyr
175
Ile
Tyr

Ser

Val

Thr
255
Glu

Ser
Val
Gly
Pro
Tyr
80

Glu
Pro
Ile
Val
vVal
160
Ile
Asn

Met

Gly

Ser
240
Val
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Ile
Arg
Ser
Tyr
Gln
65

Lys
Gly
Val
Gly
Phe
145
Pro
Gln

Gly
Ala
<210> 23

<211> 216
<212> PRT

Ser
Gly
Phe
Val
50

Gly
Tyr
Lys
Leu
Leu
130
Ile
Phe
Ala

Lys

Gly
210

Gln
Ser
Val
35

Asp
Asn
Asp
Ala
Ala
115
Ser
Lys
Ala
Lys
Arg

195
Asn

Ala
Gly
20

Met
Ser
Tyr
Ala
Gly
100
Leu
Leu
Arg
Glu
Ala
180
Gly

Arg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> CRM197A0VAp

<400> 23

Met Gly Ala Asp Asp Val Val Asp

1

Val
Ser
Glu
Ile
Asp
Ala
85

Gly
Lys
Thr
Phe
Gly
165
Leu

Gln

Val

5

ES 2760 536 T3

His
Gly
Asn
Gln
Asp
70

Gly
Val
Val
Glu
Gly
150
Ser
Ser

Asp

Arg

Ala
Gly
Phe
Lys
55

Asp
Tyr
Val
Asp
Pro
135
Asp
Ser
Val

Ala

Arg
215

Ala His

Ala Asp

25

Ser Ser

40

Gly Ile

Trp Lys

Ser Val

Lys Val

105

Asn Ala
120
Leu Met

Gly Ala

Ser Val

Glu Leu

185

Met Tyr
200

Ala
10

Asp
Tyr
Gln
Glu
Asp
Thr
Glu
Glu
Ser
Glu
170

Glu

Glu

10

Glu
Val
His
Lys
Phe
75

Asn
Tyr
Thr
Gln
Arg
155
Tyr
Ile

Tyr

Ile
Val
Gly
Pro
60

Tyr
Glu
Pro
Ile
Val
140
Val
Ile

Asn

Met

Asn
Asp
Thr
45

Lys
Ser
Asn
Gly
Lys
125
Gly
Val
Asn

Phe

Ala
205

Ser Ser Lys Ser Phe

Asn Phe Ser Ser Tyr His Gly Thr Lys Pro Gly Tyr Val

20

25

Glu
Ser
30

Lys
Ser
Thr
Pro
Leu
110
Lys
Thr
Leu
Asn
Glu

190
Gln

Ala
15

Ser
Pro
Gly
Asp
Leu
95

Thr
Glu
Glu
Ser
Trp
175
Thr

Ala

Gly
Lys
Gly
Thr
Asn
80

Ser
Lys
Leu
Glu
Leu
160
Glu

Arg

Cys

Val Met Glu

15

Asp Ser Ile

30

Gln Lys Gly Ile Gln Lys Pro Lys Ser Gly Thr Gln Gly Asn Tyr Asp

35

40

104

45
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Asp
Gly
65

Val
Val
Glu
Gly
Ser
145
Ser
Asp
Arg

Ala

<210> 24
<211> 237
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Asp
50

Tyr
Val
Asp
Pro
Asp
130
Ser
val
Ala
Arg

Glu
210

Trp
Ser
Lys
Asn
Leu
115
Gly
Ser
Glu
Met
Gly

195
Ile

Lys
Val
Val
Ala
100
Met
Ala
Val
Leu
Tyr
180

Ser

Asn

<223> OVApCRM197A0VAp

<400> 24

Glu
Asp
Thr
85

Glu
Glu
Ser
Glu
Glu
165
Glu
Gly

Glu

ES 2760 536 T3

Phe
Asn
70

Tyr
Thr
Gln
Arg
Tyr
150
Ile
Tyr

Ser

Ala

Tyr
55

Glu
Pro
Ile
Val
vVal
135
Ile
Asn
Met
Gly

Gly
215

Ser
Asn
Gly
Lys
Gly
120
Val
Asn
Phe
Ala
Ile

200
Arg

Thr
Pro
Leu
Lys
105
Thr
Leu
Asn
Glu
Gln

185
Ser

105

Asp
Leu
Thr
90

Glu
Glu
Ser
Trp
Thr
170
Ala

Gln

Asn
Ser
75

Lys
Leu
Glu
Leu
Glu
155
Arg

Cys

Ala

Lys
60

Gly
Val
Gly
Phe
Pro
140
Gln
Gly
Ala

Val

Tyr
Lys
Leu
Leu
Ile
125
Phe
Ala
Lys
Gly

His
205

Asp
Ala
Ala
Ser
110
Lys
Ala
Lys
Arg
Asn

190
Ala

Ala
Gly
Leu
95

Leu
Arg
Glu
Ala
Gly
175
Arg

Ala

Ala
Gly
80

Lys
Thr
Phe
Gly
Leu
160
Gln
Val

His
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Ile
1
Arg
Ser
Tyr
Gln

65

Lys
Gly
Val
Gly
Phe
145
Pro
Gln
Gly

Ala

Val
225

<210> 25
<211> 237
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Ser
Gly
Phe
Val
50

Gly
Tyr
Lys
Leu
Leu
130
Ile
Phe
Ala
Lys
Gly

210
His

Gln
Ser
Val
35

Asp
Asn
Asp
Ala
Ala
115
Ser
Lys
Ala
Lys
Arg
195

Asn

Ala

Ala
Gly
20

Met
Ser
Tyr
Ala
Gly
100
Leu
Leu
Arg
Glu
Ala
180
Gly

Arg

Ala

<223> OVApOVApPCRM 197A

<400> 25

Val
Ser
Glu
Ile
Asp
Ala
85

Gly
Lys
Thr
Phe
Gly
165
Leu
Gln

Val

His

ES 2760 536 T3

His
Gly
Asn
Gln
Asp
70

Gly
Val
Val
Glu
Gly
150
Ser
Ser
Asp

Arg

Ala
230

Ala
Gly
Phe
Lys
55

Asp
Tyr
Val
Asp
Pro
135
Asp
Ser
Val
Ala
Arg

215
Glu

Ala
Ala
Ser
40

Gly
Trp
Ser
Lys
Asn
120
Leu
Gly
Ser
Glu
Met
200
Gly

Ile

His
Asp
25

Ser
Ile
Lys
Val
Val
105
Ala
Met
Ala
Val
Leu
185
Tyr

Ser

Asn

106

Ala
10

Asp
Tyr
Gln
Glu
Asp
90

Thr
Glu
Glu
Ser
Glu
170
Glu
Glu
Gly

Glu

Glu
Val
His
Lys
Phe
75

Asn
Tyr
Thr
Gln
Arg
155
Tyr
Ile
Tyr
Ser

Ala
235

Ile
Val
Gly
Pro
60

Tyr
Glu
Pro
Ile
Val
140
Val
Ile
Asn
Met
Gly

220
Gly

Asn
Asp
Thr
45

Lys
Ser
Asn
Gly
Lys
125
Gly
Val
Asn
Phe
Ala
205

Ile

Arg

Glu
Ser
30

Lys
Ser
Thr
Pro
Leu
110
Lys
Thr
Leu
Asn
Glu
190
Gln

Ser

Ala
15

Ser
Pro
Gly
Asp
Leu
95

Thr
Glu
Glu
Ser
Trp
175
Thr
Ala

Gln

Gly
Lys
Gly
Thr
Asn
80

Ser
Lys
Leu
Glu
Leu
160
Glu
Arg
Cys

Ala



ES 2760 536 T3

Ile Ser Gln Ala Val His Ala Ala His Ala Glu Ile Asn Glu Ala Gly
1 5 10 15
Arg Gly Ser Gly Ser Gly Ile Ser Gln Ala Val His Ala Ala His Ala
20 25 30
Glu Ile Asn Glu Ala Gly Arg Gly Ser Gly Ser Gly Gly Ala Asp Asp
35 40 45
Val Val Asp Ser Ser Lys Ser Phe Val Met Glu Asn Phe Ser Ser Tyr
50 55 60
His Gly Thr Lys Pro Gly Tyr Val Asp Ser Ile Gln Lys Gly Ile Gln
65 70 75 80
Lys Pro Lys Ser Gly Thr Gln Gly Asn Tyr Asp Asp Asp Trp Lys Glu
85 90 95
Phe Tyr Ser Thr Asp Asn Lys Tyr Asp Ala Ala Gly Tyr Ser Val Asp
100 105 110
Asn Glu Asn Pro Leu Ser Gly Lys Ala Gly Gly Val Val Lys Val Thr
115 120 125
Tyr Pro Gly Leu Thr Lys Val Leu Ala Leu Lys Val Asp Asn Ala Glu
130 135 140
Thr Tle Lys Lys Glu Leu Gly Leu Ser Leu Thr Glu Pro Leu Met Glu
145 150 155 160
Gln Val Gly Thr Glu Glu Phe Ile Lys Arg Phe Gly Asp Gly Ala Ser
165 170 175
Arg Val Val Leu Ser Leu Pro Phe Ala Glu Gly Ser Ser Ser Val Glu
180 185 190
Tyr Ile Asn Asn Trp Glu Gln Ala Lys Ala Leu Ser Val Glu Leu Glu
195 200 205
Ile Asn Phe Glu Thr Arg Gly Lys Arg Gly Gln Asp Ala Met Tyr Glu
210 215 220
Tyr Met Ala Gln Ala Cys Ala Gly Asn Arg Val Arg Arg
225 230 235

<210> 26

<211> 237

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CRM197A0VApOVAp

<400> 26

Gly Ala Asp Asp Val Val Asp Ser Ser Lys Ser Phe Val Met Glu Asn
1 5 10 15
Phe Ser Ser Tyr His Gly Thr Lys Pro Gly Tyr Val Asp Ser Ile Gln
20 25 30
Lys Gly Ile Gln Lys Pro Lys Ser Gly Thr Gln Gly Asn Tyr Asp Asp
35 40 45
Asp Trp Lys Glu Phe Tyr Ser Thr Asp Asn Lys Tyr Asp Ala Ala Gly
50 55 60
Tyr Ser Val Asp Asn Glu Asn Pro Leu Ser Gly Lys Ala Gly Gly Val
65 70 75 80
Val Lys Val Thr Tyr Pro Gly Leu Thr Lys Val Leu Ala Leu Lys Val

107
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Asp
Pro
Asp
Ser
145
Val
Ala
Arg

Glu

Val
225

<210> 27
<211> 259
<212> PRT

Asn
Leu
Gly
130
Ser
Glu
Met
Gly
Ile

210
His

Ala
Met
115
Ala
Val
Leu
Tyr
Ser
195

Asn

Ala

Glu
100
Glu
Ser
Glu
Glu
Glu
180
Gly
Glu

Ala

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> OVApOVApCRM197A0VAp

<400> 27

85
Thr

Gln
Arg
Tyr
Ile
165
Tyr
Ser

Ala

His

Ile
Val
Val
Ile
150
Asn
Met
Gly

Gly

Ala
230

ES 2760 536 T3

Lys
Gly
Val
135
Asn
Phe
Ala
Ile
Arg

215
Glu

Lys
Thr
120
Leu
Asn
Glu
Gln
Ser
200
Gly

Ile

Glu
105
Glu
Ser
Trp
Thr
Ala
185
Gln

Ser

Asn

108

90
Leu

Glu
Leu
Glu
Arg
170
Cys
Ala

Gly

Glu

Gly
Phe
Pro
Gln
155
Gly
Ala
Val

Ser

Ala
235

Leu
Ile
Phe
140
Ala
Lys
Gly
His
Gly

220
Gly

Ser
Lys
125
Ala
Lys
Arg
Asn
Ala
205
Ile

Arg

Leu
110
Arg
Glu
Ala
Gly
Arg
190
Ala

Ser

95
Thr

Phe
Gly
Leu
Gln
175
Val
His

Gln

Glu
Gly
Ser
Ser
160
Asp
Arg

Ala

Ala
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Ile
1
Arg
Glu
Val
His

65

Lys
Phe
Asn

Tyr

Thr
145
Gln

Arg
Tyr
Ile
Tyr
225
Ser
Ala
<210> 28

<211> 259
<212> PRT

Ser
Gly
Ile
Val
50

Gly
Pro
Tyr
Glu
Pro
130
Ile
Val
vVal
Ile
Asn
210
Met

Gly

Gly

Gln
Ser
Asn
35

Asp
Thr
Lys
Ser
Asn
115
Gly
Lys
Gly
Val
Asn
195
Phe
Ala

Ile

Arg

Ala
Gly
20

Glu
Ser
Lys
Ser
Thr
100
Pro
Leu
Lys
Thr
Leu
180
Asn
Glu
Gln

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

vVal
Ser
Ala
Ser
Pro
Gly
85

Asp
Leu
Thr
Glu
Glu
165
Ser
Trp
Thr

Ala

Gln
245

<223> OVApCRM197A0VApOVAp

<400> 28

ES 2760 536 T3

His
Gly
Gly
Lys
Gly
70

Thr
Asn
Ser
Lys
Leu
150
Glu
Leu
Glu
Arg
Cys

230
Ala

Ala
Ile
Arg
Ser
55

Tyr
Gln
Lys
Gly
val
135
Gly
Phe
Pro
Gln
Gly
215
Ala

val

Ala
Ser
Gly
Phe
Val
Gly
Tyr
Lys
120
Leu
Leu
Ile
Phe
Ala
200
Lys
Gly

His

His
Gln
25

Ser
Val
Asp
Asn
Asp
105
Ala
Ala
Ser
Lys
Ala
185
Lys
Arg

Asn

Ala

109

Ala
10

Ala
Gly
Met
Ser
Tyr
90

Ala
Gly
Leu
Leu
Arg
170
Glu
Ala
Gly
Arg

Ala
250

Glu
Val
Ser
Glu
Ile
75

Asp
Ala
Gly
Lys
Thr
155
Phe
Gly
Leu
Gln
Val

235
His

Ile
His
Gly
Asn
60

Gln
Asp
Gly
val
Val
140
Glu
Gly
Ser
Ser
Asp
220
Arg

Ala

Asn
Ala
Gly
Phe
Lys
Asp
Tyr
Val
125
Asp
Pro
Asp
Ser
Val
205
Ala

Arg

Glu

Glu
Ala
30

Ala
Ser
Gly
Trp
Ser
110
Lys
Asn
Leu
Gly
Ser
190
Glu
Met
Gly

Ile

Ala
15

His
Asp
Ser
Ile
Lys
95

Val
Val
Ala
Met
Ala
175
Val
Leu
Tyr

Ser

Asn
255

Gly
Ala
Asp
Tyr
Gln
80

Glu
Asp
Thr
Glu
Glu
160
Ser
Glu
Glu
Glu
Gly

240
Glu



ES 2760 536 T3

Ile Ser Gln Ala Val His Ala Ala His Ala Glu Ile Asn Glu Ala Gly
1 5 10 15
Arg Gly Ser Gly Ser Gly Gly Ala Asp Asp Val Val Asp Ser Ser Lys
20 25 30
Ser Phe Val Met Glu Asn Phe Ser Ser Tyr His Gly Thr Lys Pro Gly
35 40 45
Tyr Val Asp Ser Ile Gln Lys Gly Ile Gln Lys Pro Lys Ser Gly Thr
50 55 60
Gln Gly Asn Tyr Asp Asp Asp Trp Lys Glu Phe Tyr Ser Thr Asp Asn
65 70 75 80
Lys Tyr Asp Ala Ala Gly Tyr Ser Val Asp Asn Glu Asn Pro Leu Ser
85 90 95
Gly Lys Ala Gly Gly Val Val Lys Val Thr Tyr Pro Gly Leu Thr Lys
100 105 110
Val Leu Ala Leu Lys Val Asp Asn Ala Glu Thr Ile Lys Lys Glu Leu
115 120 125
Gly Leu Ser Leu Thr Glu Pro Leu Met Glu Gln Val Gly Thr Glu Glu
130 135 140
Phe Ile Lys Arg Phe Gly Asp Gly Ala Ser Arg Val Val Leu Ser Leu
145 150 155 160
Pro Phe Ala Glu Gly Ser Ser Ser Val Glu Tyr Ile Asn Asn Trp Glu
165 170 175
Gln Ala Lys Ala Leu Ser Val Glu Leu Glu Ile Asn Phe Glu Thr Arg
180 185 190
Gly Lys Arg Gly Gln Asp Ala Met Tyr Glu Tyr Met Ala Gln Ala Cys
195 200 205
Ala Gly Asn Arg Val Arg Arg Gly Ser Gly Ser Gly Ile Ser Gln Ala
210 215 220
Val His Ala Ala His Ala Glu Ile Asn Glu Ala Gly Arg Gly Ser Gly
225 230 235 240
Ser Gly Ile Ser Gln Ala Val His Ala Ala His Ala Glu Ile Asn Glu
245 250 255
Ala Gly Arg

<210> 29

<211> 239

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> P2CRM197AP30

<400> 29

Gln Tyr Ile Lys Ala Asn Ser Lys Phe Ile Gly Ile Thr Glu Leu Gly
1 5 10 15
Ser Gly Ser Gly Gly Ala Asp Asp Val Val Asp Ser Ser Lys Ser Phe
20 25 30
Val Met Glu Asn Phe Ser Ser Tyr His Gly Thr Lys Pro Gly Tyr Val
35 40 45

110



10

Asp
Asn
65

Asp
Ala
Ala
Ser
Lys
145
Ala
Lys
Arg

Asn

Ser
225

<210> 30
<211> 239
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Ser
50

Tyr
Ala
Gly
Leu
Leu
130
Arg
Glu
Ala
Gly
Arg

210
Phe

Ile
Asp
Ala
Gly
Lys
115
Thr
Phe
Gly
Leu
Gln
195

Val

Trp

<223> P30CRM197AP2

<400> 30

Gln
Asp
Gly
vVal
100
Val
Glu
Gly
Ser
Ser
180
Asp

Arg

Leu

Lys
Asp
Tyr
85

vVal
Asp
Pro
Asp
Ser
165
Val
Ala

Arg

Arg

ES 2760 536 T3

Gly
Trp
70

Ser
Lys
Asn
Leu
Gly
150
Ser
Glu
Met

Gly

Val
230

Ile
55

Lys
vVal
Vval
Ala
Met
135
Ala
Val
Leu
Tyr
Ser

215
Pro

Gln
Glu
Asp
Thr
Glu
120
Glu
Ser
Glu
Glu
Glu
200
Gly

Lys

Lys
Phe
Asn
Tyr
105
Thr
Gln
Arg
Tyr
Ile
185
Tyr

Ser

Val

111

Pro
Tyr
Glu
90

Pro
Ile
Val
Val
Ile
170
Asn
Met
Gly

Ser

Lys
Ser
75

Asn
Gly
Lys
Gly
Val
155
Asn
Phe
Ala

Phe

Ala
235

Ser
60

Thr
Pro
Leu
Lys
Thr
140
Leu
Asn
Glu
Gln
Asn

220
Ser

Gly
Asp
Leu
Thr
Glu
125
Glu
Ser
Trp
Thr
Ala
205

Asn

His

Thr
Asn
Ser
Lys
110
Leu
Glu
Leu
Glu
Arg
190
Cys

Phe

Leu

Gln
Lys
Gly
95

vVal
Gly
Phe
Pro
Gln
175
Gly
Ala

Thr

Glu

Gly
Tyr
80

Lys
Leu
Leu
Ile
Phe
160
Ala
Lys
Gly

Val



10

Phe
Ala
Asp
Thr
Lys
65

Ser
Asn
Gly
Lys
Gly
145
Val
Asn

Phe

Ala

Asn
Ser
Ser
Lys
50

Ser
Thr
Pro
Leu
Lys
130
Thr
Leu
Asn

Glu

Gln
210

Asn
His
Ser
35

Pro
Gly
Asp
Leu
Thr
115
Glu
Glu
Ser
Trp
Thr

195
Ala

Phe
Leu
20

Lys
Gly
Thr
Asn
Ser
100
Lys
Leu
Glu
Leu
Glu
180
Arg

Cys

Thr
Glu
Ser
Tyr
Gln
Lys
85

Gly
Val
Gly
Phe
Pro
165
Gln

Gly

Ala

ES 2760 536 T3

Val Ser
Gly Ser
Phe Val
Val Asp
55
Gly Asn
70
Tyr Asp
Lys Ala
Leu Ala
Leu Ser
135
Ile Lys
150
Phe Ala
Ala Lys
Lys Arg

Gly Asn
215

Phe Trp

Gly Ser
25

Met Glu

40

Ser Ile

Tyr Asp
Ala Ala

Gly Gly
105

Leu Lys

120

Leu Thr

Arg Phe
Glu Gly

Ala Leu
185

Gly Gln

200

Arg Val

Leu Arg
10
Gly Gly

Asn Phe
Gln Lys
Asp Asp
75
Gly Tyr
S0
Val val
Val Asp
Glu Pro
Gly Asp
155
Ser Ser
170
Ser Val
Asp Ala

Arg Arg

Val
Ala
Ser
Gly
60

Trp
Ser
Lys
Asn
Leu
140
Gly
Ser
Glu

Met

Gly
220

Pro
Asp
Ser
45

Ile
Lys
Val
Val
Ala
125
Met
Ala
Val
Leu
Tyr

205
Ser

Lys
Asp
Tyr
Gln
Glu
Asp
Thr
110
Glu
Glu
Ser
Glu
Glu
190

Glu

Gly

Val
15

Val
His
Lys
Phe
Asn
95

Tyr
Thr
Gln
Arg
Tyr
175
Ile
Tyr

Ser

Ser
Val
Gly
Pro
Tyr
80

Glu
Pro
Ile
Val
Val
160
Ile
Asn

Met

Gly

Gln Tyr Ile Lys Ala Asn Ser Lys Phe Ile Gly Ile Thr Glu Leu
225

<210> 31
<211> 259
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> P30CRM197AP2

<400> 31

230

112

235
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Gln
Ser
Pro
Asp
Ser
65

Ile
Lys
Val
Val
Ala
145
Met
Ala
Val
Leu
Tyr
225

Ser

Thr

<210> 32
<211> 261
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Tyr
Gly
Lys
Asp
Tyr
Gln
Glu
Asp
Thr
130
Glu
Glu
Ser
Glu
Glu
210
Glu

Gly

Glu

Ile
Ser
Val
35

Val
His
Lys
Phe
Asn
115
Tyr
Thr
Gln
Arg
Tyr
195
Ile
Tyr

Ser

Leu

Lys
Gly
20

Ser
Val
Gly
Pro
Tyr
100
Glu
Pro
Ile
vVal
Val
180
Ile
Asn

Met

Gly

<223> P2P30CRM197A0VAp

<400> 32

Ala
Phe
Ala
Asp
Thr
Lys
85

Ser
Asn
Gly
Lys
Gly
165
Val
Asn
Phe

Ala

Gln
245

ES 2760 536 T3

Asn
Asn
Ser
Ser
Lys
70

Ser
Thr
Pro
Leu
Lys
150
Thr
Leu
Asn
Glu
Gln

230
Tyr

Ser
Asn
His
Ser
55

Pro
Gly
Asp
Leu
Thr
135
Glu
Glu
Ser
Trp
Thr
215
Ala

Ile

Lys
Phe
Leu
40

Lys
Gly
Thr
Asn
Ser
120
Lys
Leu
Glu
Leu
Glu
200
Arg
Cys

Lys

Phe
Thr
25

Glu
Ser
Tyr
Gln
Lys
105
Gly
vVal
Gly
Phe
Pro
185
Gln
Gly
Ala

Ala

Ile
10

Val
Gly
Phe
Val
Gly
Tyr
Lys
Leu
Leu
Ile
170
Phe
Ala
Lys
Gly

Asn
250

Gly
Ser
Ser
Val
Asp
75

Asn
Asp
Ala
Ala
Ser
155
Lys
Ala
Lys
Arg
Asn

235
Ser

Ile
Phe
Gly
Met
60

Ser
Tyr
Ala
Gly
Leu
140
Leu
Arg
Glu
Ala
Gly
220
Arg

Lys

Thr
Trp
Ser
45

Glu
Ile
Asp
Ala
Gly
125
Lys
Thr
Phe
Gly
Leu
205
Gln
Val

Phe

Glu
Leu
30

Gly
Asn
Gln
Asp
Gly
110
Val
Vval
Glu
Gly
Ser
190

Ser

Asp

Ile

Leu
15

Arg
Gly
Phe
Lys
Asp
Tyr
Val
Asp
Pro
Asp
175
Ser
Val
Ala

Arg

Gly
255

Gly
Val
Ala
Ser
Gly
80

Trp
Ser
Lys
Asn
Leu
160
Gly
Ser
Glu
Met
Gly

240
Ile

Gln Tyr Ile Lys Ala Asn Ser Lys Phe Ile Gly Ile Thr Glu Leu Gly

1

5

10

15

Ser Gly Ser Gly Phe Asn Asn Phe Thr Val Ser Phe Trp Leu Arg Val
20
Pro Lys Val Ser Ala Ser His Leu Glu Gly Ser Gly Ser Gly Gly Ala

25

113

30
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15

20

Asp
Ser
65

Ile
Lys
Val
Val
Ala
145
Met
Ala
Val
Leu
Tyr
225

Ser
Asn
<210> 33

<211> 594
<212> ADN

Asp
50

Tyr
Gln
Glu
Asp
Thr
130
Glu
Glu
Ser
Glu
Glu
210
Glu
Gly

Glu

35
Val val

His Gly

Lys Pro

Phe Tyr
100
Asn Glu
115
Tyr Pro

Thr Ile

Gln Val

Asp
Thr
Lys
85

Ser
Asn
Gly
Lys

Gly

ES 2760 536 T3

40

Ser
55
Pro

Ser

Lys
70
Ser Gly

Thr Asp

Pro Leu

Lys
Gly
Thr
Asn

Ser

Ser Phe

Tyr Val

Gln Gly
90
Lys Tyr
105

Gly Lys

120

Thr
135
Glu

Leu

Lys
150

Thr Glu

165

Val
180
Ile

Arg

Tyr
195
Ile Asn

Tyr Met

Ser Gly

val

Asn

Phe

Ala

Ile

Leu Ser

Asn Trp

Lys
Leu
Glu
Leu

Glu

Val Leu

Gly Leu

Phe Ile
170
Pro Phe
185

Gln Ala

200

Thr
215
Ala

Glu

Gln
230

Ser Gln

245

Ala Gly

260

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> CRM197A

<400> 33

catatgggtg
tcttatcatg
aagtcaggca
aagtatgatg
ggtgtggtta
gccgaaacca
ggtacggaag
ccgtttgetg
ctgtcagttg
tatgaatata

<210> 34
<211> 652
<212> ADN

cggacgacgt
gcaccaaacc
cccagggtaa
cggccggcta
aggtcaccta
ttaaaaagga
aatttatcaa
aaggcagttc
aactggaaat
tggctcagge

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> P2CRM197A

<400> 34

Arg

tgtggactcc
gggttacgtg
ctacgatgac
ctctgttgac
tcecgggtcetg
actgggcctg
acgtttcggce
ctcagtggaa
caatttcgaa
gtgtgcggge

Arg
Cys

Ala

Gly Lys

Ala Gly

Val His
250

tcaaaatcgt
gactccattc
gattggaagg
aacgaaaatc
acgaaagttc
tctctgaccg
gatggtgcat
tacattaaca
acgcgtggca
aatcgegtcece

114

45

Val Met Glu

60

Asp Ser Ile

75

Asn Tyr Asp

Asp Ala Ala

Ala Gly Gly

125
Lys

Ala Leu

140

Ser Leu Thr

155
Lys

Arg Phe

Ala Glu Gly

Ala Leu
205
Gln

Lys
Arg Gly
220
Asn Arg Val
235
Ala

Ala His

ttgtcatgga
agaagggcat
aattctacag
cgctgagtgg
tggcgctgaa
aaccgctgat
cgegtgtegt
attgggaaca
aacgcggtca
gtecgectaagg

Asn Phe Ser

Gln Gly
80

Trp

Lys
Asp Asp
95

Gly Tyr Ser
110
vVal

Val Lys

Val Asp Asn

Glu Leu
160
Gly

Pro
Gly Asp
175
Ser Ser Ser
190
Ser

Val Glu

Asp Ala Met

Arg Arg Gly
240
Ile

Ala Glu

255

aaacttcagc
ccaaaaaccg
cacggacaat
taaagcaggc
ggtcgataac
ggaacaagtg
gctgagcectg
agcaaaagct
agatgctatg
atcc

60

120
180
240
300
360
420
480
540
594



10

15

20

25

catatgcaat
tctggegtge
cttatatggce

gtcaggcacc
gtatgatgcg
tgtggttaag
cgaaaccatt
tacggaagaa
gtttgctgaa
gtcagttgaa
tgaatatatg

acatcaaggc

ggacgacgtt
accaaaccgg

cagggtaact
gceggcetact
gtcacctatc
aaaaaggaac
tttatcaaac
ggcagttcct
ctggaaatca
gctcaggegt

<210> 35

<211>712

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> P2CRM197AP2

<400> 35

catatgcaat
tctggegtge
cttatatgge
gtcaggcacc
gtatgatgcg
tgtggttaag
cgaaaccatt
tacggaagaa
gtttgctgaa
gtcagttgaa
tgaatatatg
ccaatacatc

acatcaaggce
ggacgacgtt
accaaaccgg
cagggtaact
gccggctact
gtcacctatc
aaaaaggaac
tttatcaaac
ggcagttcct
ctggaaatca
gctcaggecgt
aaggcgaaca

<210> 36

<211> 669

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> P30CRM197A

<400> 36

catatgttca
catctggaag
gttatggaaa
aaaggcatcc
ttctactcaa
ctgagcggta
gctctgaaag
ccgctgatgg
cgegttgtcece
tgggaacaag
cgcggtcagg
cgcggatce

<210> 37

ataattttac
gttctggtag
acttcagttc
aaaaaccgaa
cggacaacaa
aagcgggcgyg
ttgataatgce
aacaagtggg
tgagtctgece
caaaagctct
atgcgatgta

ES 2760 536 T3

gaacagcaaa
gtggactcct
gttacgtgga

acgatgacga
ctgttgacaa
cgggtctgac
tgggcctgtce
gtttcggega
cagtggaata
atttcgaaac

gtgcgggcaa

gaacagcaaa
gtggactcct
gttacgtgga
acgatgacga
ctgttgacaa
cgggtctgac
tgggcetgte
gtttcggcga
cagtggaata
atttcgaaac
gtgcgggcaa
gcaaattcat

ggtgtecgttt
cggtggtgeg
ctatcatggce
aagcggcacce
atacgatgcg
tgtcgtgaaa
ggaaaccatc
tacggaagaa
gtttgcagaa
gagcgtggaa
tgaatacatg

ttcatcggca
caaaatcgtt
ctccattcag

ttggaaggaa
cgaaaatccg
gaaagttctg
tctgaccgaa
tggtgcatcg
cattaacaat
gcgtggcaaa
tcgegtceegt

ttcatcggceca
caaaatcgtt
ctccattcag
ttggaaggaa
cgaaaatccg
gaaagttctg
tctgaccgaa
tggtgcatcg
cattaacaat
gcgtggcaaa
tcgegtecgt
cggcatcacg

tggctgegtg
gatgacgtgg
accaaaccgg
cagggtaact
gccggctact
gttacctatc
aaaaaagaac
tttatcaaac
ggctcatcga
ctggaaatca
gcgcaagcect

115

tcacggaact
tgtcatggaa
aagggcatcc

ttctacagca
ctgagtggta
gcgctgaagg
ccgctgatgg
cgtgtegtge
tgggaacaag
cgcggtcaag
cgctaaggat

tcacggaact
tgtcatggaa
aagggcatcc
ttctacagca
ctgagtggta
gcgctgaagg
ccgctgatgg
cgtgtegtge
tgggaacaag
cgcggtcaag
cgctaaggcect
gaactgggat

tcccgaaagt
ttgatagctc
gttacgtcga
acgatgacga
ccgtggacaa
cgggtctgac
tgggecetgte
gtttcggega
gcgtcgaata
acttcgaaac
gcgcaggtaa

gggctcggge
aacttcagct

aaaaaccgaa

cggacaataa
aagcaggcgg
tcgataacgce
aacaagtggg
tgagcctgcece
caaaagctct
atgctatgta
cc

gggctcgggce
aacttcagcet

aaaaaccgaa
cggacaataa
aagcaggcgg
tcgataacgc
aacaagtggg
tgagcctgece
caaaagctct
atgctatgta

cgggctctgg
cc

ctctgcgagt
taaatctttc
ttcgattcag
ttggaaagaa
cgaaaatccg
gaaagtgctg
cctgaccgaa
cggtgectct
cattaacaat
gcgtggcaaa
tecgtgttegt

60
120
180

240
300
360
420
480
540
600
652

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
712

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
669



ES 2760 536 T3

<211> 660
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> OVApCRM197A

<400> 37

catatgatca gccaagcggt tcacgcagece cacgccgaaa ttaacgaagce gggtcgeggt 60

10

agcggttctg
tttagectctt
aaaccgaaat
gacaacaaat
gcaggcggtg
gataacgccg
caagtgggta
agcctgeegt
aaagctctga
gcaatgtatg

gcggtgcaga
atcatggcac
caggcaccca
acgatgcggce
tggttaaagt
aaaccatcaa
cggaagaatt
ttgctgaagg
gtgttgaact
aatatatggc

cgatgttgtt
caaaccgggt
gggtaactat
cggctactct
cacctatccg
aaaagaactg
tatcaaacgt
cagttcctca
ggaaatcaat
ccaggcttgt

gactccagca
tacgtggact
gatgacgatt
gttgacaacg
ggtctgacga
ggcctgtege
ttcggcgatg
gtggaataca
ttcgaaacge
gcaggcaacc

aatcattcgt
ccattcagaa
ggaaagaatt
aaaatccgcet
aagttctggce
tgaccgaacc
gtgcatcgeg
ttaacaattg
gtggtaaacg
gtgttcgeeg

catggaaaac
aggcatccaa
ctactctacg
gagtggtaaa
gctgaaagtc
gctgatggaa
tgtcgtgcetg
ggaacaagca
cggtcaggac
ttaaggatcc

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

<210> 38

<211>729

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> P30CRM197AP2

20

<400> 38

catatgttca
catctggaag
gttatggaaa
aaaggtatcc
ttctactcta
ctgagcggta
gctctgaaag
ccgctgatgg
cgtgttgtcce
tgggaacaag
cgcggcecagyg
cgeggcetcetg
ctgggatcc

acaattttac
gtagcggttce
acttcagttc
aaaaaccgaa
cggacaacaa
aagccggcegg
ttgataacgce
aacaagtggg
tgtcactgce
caaaagctct
atgctatgta
gtagtggcca

ggtctegttt
aggtggtgcg
ctatcatggt
aagtggtacc
atacgatgcg
tgtcgtgaaa
ggaaaccatc
cacggaagaa
gtttgcagaa
gagcgtggaa
tgaatacatg
gtacatcaaa

tggctgegtg
gatgacgtgg
accaaaccgg
cagggcaact
gccggttact
gttacctatc
aaaaaagaac
tttatcaaac
ggttcatcga
ctggaaatca
gcgcaagcct
gcgaacagta

tcccgaaagt
ttgatagctc
gctacgtcga
atgatgacga
cggtggacaa
cgggcctgac
tgggtctgag
gtttcggtga
gcgtcgaata
atttcgaaac
gcgcaggtaa
aattcatcgg

gtctgectca
taaatccttt
ttctattcag
ttggaaagaa
cgaaaatccg
gaaagtgctg
cctgaccgaa
cggtgecatce
catcaacaac
ccgtggtaaa
ccgtgttegt
catcacggaa

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
729

<210> 39

<211> 180

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> P2CoreVP8

<400> 39

116



10

Gln
Ser
Pro
Ala
Glu
65

Asn
Ile
Thr

Arg

Tyr

145
Phe

Asn

<210> 40

<211> 200
<212> PRT

Tyr
Gly
Val
Glu
50

Pro
Val
Leu
Leu
Val

130
Leu

Tyr

Asn

Ile
Ser
Asp
Gly
Asn
Gln
Phe
Ser
115
Tyr

Thr

Leu

Gly

Lys
Gly
20

Tyr
Thr
Val
Leu
Ile
100
Thr
Trp

Ile

Ile

Leu
180

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> P2CoreVP8P2

<400> 40

Ala
Leu
Trp
Asn
Gln
Asn
85

Lys
Pro
Tyr

Asn

Pro
165

Asn
Asp
Met
Thr
Asn
70

Val
Leu
His
Gln

Asn

150
Gln

ES 2760 536 T3

Ser
Gly
Leu
Thr
55

Thr
Ser
Thr
Lys
Gly

135
Asp

Ser

Lys
Pro
Ile
40

Asp
Gln
Asn
Pro
Leu
120
Ala

Asn

Gln

Phe
Tyr
25

Ala
Arg
Arg
Glu
Asp
105
Cys
Thr

Ser

Thr

117

Ile
10

Gln
Pro
Trp
Gln
Ser
90

Gly
Ala

Pro

Asn

Ala
170

Gly
Pro
Thr
Phe
Tyr
75

Arg
Thr
Trp

Asn

Val

155
Met

Ile
Thr
Arg
Ala
60

Val
Thr
Tyr
Met
Ala

140
Ser

Thr
Ser
Glu
45

Cys
Leu
Ser
Thr
Lys
125

Ser

Ser

Thr

Glu
Leu
30

Gly
Val
Asp
Trp
Gln
110
Arg
Glu

Asp

Gln

Leu
15

Asn
Lys
Leu
Gly
Lys
95

Tyr
Asp

Ser

Ala

Tyr
175

Gly
Leu
Val
Val
Arg
80

Phe
Ser
Asn
Tyr

Glu

160
Ile



10

Gln
1
Ser
Pro
Ala
Glu
65
Asn
Ile
Thr
Arg
Tyr
145
Phe
Asn
Lys
<210> 41

<211> 186
<212> PRT

Tyr
Gly
Val
Glu
50

Pro
Val
Leu
Leu
Val
130
Leu
Tyr

Asn

Phe

Ile
Ser
Asp
35

Gly
Asn
Gln
Phe
Ser
115
Tyr
Thr
Leu

Gly

Ile
195

Lys
Gly
20

Tyr
Thr
Val
Leu
Ile
100
Thr
Trp
Ile
Ile
Leu

180
Gly

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> P30CoreVP8

<400> 41

Phe Asn

1
Ala

Pro

Ser

Thr

Thr Arg

50

Phe Ala

65

Asn
His
Ser
35

Glu

Cys

Ala
Leu
Trp
Asn
Gln
Asn
85

Lys
Pro
Tyr
Asn
Pro
165
Gly

Ile

Phe Thr

Leu Glu

20

Leu Asn

Gly Lys

Val Leu

ES 2760 536 T3

Asn
Asp
Met
Thr
Asn
70

Val
Leu
His
Gln
Asn
150
Gln

Ser

Thr

Val
Gly
Leu
Val

Val
70

Ser
Gly
Leu
Thr
55

Thr
Ser
Thr
Lys
Gly
135
Asp
Ser

Gly

Glu

Ser
Ser
Pro
Ala

55
Glu

Lys Phe

Pro Tyr
25

Ile Ala

40

Asp Arg

Gln Arg
Asn Glu

Pro Asp
105

Leu Cys

120

Ala Thr

Asn Ser
Gln Thr
Ser Gly

185

Leu
200

Phe Trp

Gly Ser
25

Val Asp

40

Glu Gly

Pro Asn

118

Ile
10

Gln
Pro
Trp
Gln
Ser
90

Gly
Ala
Pro
Asn
Ala

170
Gln

Leu
10

Gly
Tyr
Thr

Val

Gly
Pro
Thr
Phe

Tyr
75

Ile
Thr
Arg
Ala

60
Val

Arg Thr

Thr
Trp
Asn
Val
155
Met

Tyr

Arg
Leu
Trp
Asn

Gln
75

Tyr
Met
Ala
140
Ser

Cys

Ile

Val
Asp
Met
Thr

60
Asn

Thr
Ser
Glu
45

Cys
Leu
Ser
Thr
Lys
125
Ser
Ser

Thr

Lys

Pro
Gly
Leu
45

Thr

Thr

Glu
Leu
30

Gly
Val
Asp
Trp
Gln
110
Arg
Glu
Asp

Gln

Ala
190

Lys
Pro
30

Ile
Asp

Gln

Leu
15

Asn
Lys
Leu
Gly
Lys
95

Tyr
Asp
Ser
Ala
Tyr

175
Asn

Val
15

Tyr
Ala
Arg

Arg

Gly
Leu
Val
Val
Arg
80

Phe
Ser
Asn
Tyr
Glu
160

Ile

Ser

Ser
Gln
Pro
Trp

Gln
80



10

15

20

Tyr
Arg
Thr
Trp
Asn
145

Val

Met

<210> 42
<211> 182
<212> PRT

Val
Thr
Tyr
Met
130
Ala

Ser

Cys

Leu
Ser
Thr
115
Lys
Ser

Ser

Thr

Asp
Trp
100
Gln
Arg
Glu

Asp

Gln
180

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> OVApCoreVP8

<400> 42

Ile
1
Arg
Asn
Lys
Leu

65
Gly
Lys
Tyr
Asp
Ser
145
Ala
Tyr
<210> 43

<211> 206
<212> PRT

Ser
Gly
Leu
Val
50

Val
Arg
Phe
Ser
Asn
130
Tyr

Glu

Ile

Gln
Ser
Pro
35

Ala
Glu
Asn
Ile
Thr
115
Arg
Tyr

Phe

Asn

Ala
Gly
20

Val
Glu
Pro
Val
Leu
100
Leu
Val
Leu

Tyr

Asn
180

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> P30CoreVP8P2

<400> 43

Gly
Lys
Tyr
Asp
Ser
Ala

165
Tyr

Val
Ser
Asp
Gly
Asn
Gln
85

Phe
Ser
Tyr
Thr
Leu

165
Gly

ES 2760 536 T3

Arg
Phe
Ser
Asn
Tyr
150
Glu

Ile

His
Gly
Tyr
Thr
Val
70

Leu
Ile
Thr
Trp
Ile
150

Ile

Leu

Asn
Ile
Thr
Arg
135
Tyr

Phe

Asn

Ala
Leu
Trp
Asn
55

Gln
Asn
Lys
Pro
Tyr
135

Asn

Pro

Val
Leu
Leu
120
Val
Leu

Tyr

Asn

Ala
Asp
Met
40

Thr
Asn
Val
Leu
His
120
Gln

Asn

Gln

Gln
Phe
105
Ser
Tyr
Thr

Leu

Gly
185

His
Gly
25

Leu
Thr
Thr
Ser
Thr
105
Lys
Gly

Asp

Ser

119

Leu
90

Ile
Thr
Trp
Ile
Ile

170
Leu

Ala
10

Pro
Ile
Asp
Gln
Asn
90

Pro
Leu
Ala

Asn

Gln
170

Asn
Lys
Pro
Tyr
Asn

155
Pro

Glu
Tyr
Ala
Arg
Arg
75

Glu
Asp
Cys
Thr
Ser

155
Thr

Val
Leu
His
Gln
140

Asn

Gln

Ile
Gln
Pro
Trp
Gln
Ser
Gly
Ala
Pro
140

Asn

Ala

Ser
Thr
Lys
125
Gly
Asp

Ser

Asn
Pro
Thr
45

Phe
Tyr
Arg
Thr
Trp
125
Asn

Val

Met

Asn
Pro
110
Leu
Ala

Asn

Gln

Glu
Thr
30

Arg
Ala
Val
Thr
Tyr
110
Met
Ala

Ser

Cys

Glu
95

Asp
Cys
Thr

Ser

Thr
175

Ala
15

Ser
Glu
Cys
Leu
Ser
95

Thr
Lys
Ser

Ser

Thr
175

Ser
Gly
Ala
Pro
Asn

160
Ala

Gly
Leu
Gly
Val
Asp
80

Trp
Gln
Arg
Glu
Asp

160
Gln
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Phe

Ala

Pro
Thr
Phe
65

Tyr
Arg
Thr
Trp
Asn
145
Val
Met

Tyr

<210> 44
<211> 228
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Asn

Ser

Thr
Arg
Ala
Val
Thr
Tyr
Met
130
Ala
Ser
Cys

Ile

Asn

His

Ser
35

Glu
Cys
Leu
Ser
Thr
115
Lys
Ser
Ser

Thr

Lys
195

Phe
Leu
20

Leu
Gly
Val
Asp
Trp
100
Gln
Arg
Glu
Asp
Gln

180
Ala

<223> P2P30CoreVP80VAp

<400> 44

Thr

Glu

Asn
Lys
Leu
Gly
Lys
Tyr
Asp
Ser
Ala
165
Tyr

Asn

ES 2760 536 T3

Val

Gly

Leu
Val
Val
70

Arg
Phe
Ser
Asn
Tyr
150
Glu
Ile

Ser

Ser

Ser

Pro
Ala
55

Glu
Asn
Ile
Thr
Arg
135
Tyr
Phe

Asn

Lys

Phe

Gly

Val
40

Glu
Pro
Val
Leu
Leu
120
Val
Leu
Tyr

Asn

Phe
200

Trp
Ser
25

Asp
Gly
Asn
Gln
Phe
105
Ser
Tyr
Thr
Leu
Gly

185
Ile

120

Leu
10
Gly

Tyr
Thr
Val
Leu
Ile
Thr
Trp
Ile
Ile
170

Leu

Gly

Arg

Leu

Trp
Asn
Gln
75

Asn
Lys
Pro
Tyr
Asn
155
Pro

Gly

Ile

Val

Asp

Met
Thr
60

Asn
Val
Leu
His
Gln
140
Asn
Gln

Ser

Thr

Pro

Gly

Leu
45

Thr
Thr
Ser
Thr
Lys
125
Gly
Asp
Ser

Gly

Glu
205

Lys

Pro

30
Ile

Asp
Gln
Asn
Pro
110
Leu
Ala
Asn
Gln
Ser

190
Leu

Val
15
Tyr

Ala
Arg
Arg
Glu
95

Asp
Cys
Thr
Ser
Thr

175
Gly

Ser

Gln

Pro
Trp
Gln
80

Ser
Gly
Ala
Pro
Asn
160
Ala

Gln
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20
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Gln Tyr Ile Lys Ala Asn Ser Lys Phe Ile Gly Ile Thr

Ser Gly Ser Gly Phe Asn Asn Phe Thr Val Ser Phe Trp
20 25
Pro Lys Val Ser Ala Ser His Leu Glu Gly Ser Gly Ser
35 40 45
Gly Pro Tyr Gln Pro Thr Ser Leu Asn Leu Pro Val Asp
50 55 60
Leu Ile Ala Pro Thr Arg Glu Gly Lys Val Ala Glu Gly
65 70 75
Thr Asp Arg Trp Phe Ala Cys Val Leu Val Glu Pro Asn
85 90
Thr Gln Arg Gln Tyr Val Leu Asp Gly Arg Asn Val Gln
100 105
Ser Asn Glu Ser Arg Thr Ser Trp Lys Phe Ile Leu Phe
115 120 125
Thr Pro Asp Gly Thr Tyr Thr Gln Tyr Ser Thr Leu Ser
130 135 140
Lys Leu Cys Ala Trp Met Lys Arg Asp Asn Arg Val Tyr
145 150 155
Gly Ala Thr Pro Asn Ala Ser Glu Ser Tyr Tyr Leu Thr
165 170
Asp Asn Ser Asn Val Ser Ser Asp Ala Glu Phe Tyr Leu
180 185
Ser Gln Thr Ala Met Cys Thr Gln Tyr Ile Asn Asn Gly
195 200 205
Gly Ser Gly Ile Ser Gln Ala Val His Ala Ala His Ala
210 215 220
Glu Ala Gly Arg

225

<210> 45

<211> 514

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CoreVP8

<400> 45

catatgtgga tggtccgtat caaccgacga cgtttaccce gccgaacgat
tgatcaactc aaatacgaac ggcgtggttt acgaaagtac caacaattcc
cggceggtegt ggccatcgaa ccgcatgtta atccggcgac cgccagtata
tgaaatgcaa acaattcaat gtcagcaacg actctaataa atggaagttt
tccegtagete tagtcagaac gaattttata atcgtcgcac cctgacgtcet
tggtgggcat cctgaagtac ggcggtcgcecg tttggacctt ccatggtgaa
caaccacgga ctcctcatcg accgcgaacc tgaacaatat ttcaatcacg
attcaccacg attcactcgg aattttacat catcccgegt agccaggaaa
cgaatacatc aataatggtc tgtgataagg atcc

<210> 46

<211> 550

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> P2CoreVP8

121

Glu Leu Gly
15

Leu Arg Val

30

Gly Leu Asp

Tyr Trp Met

Thr Asn Thr
80
Val Gln Asn
95
Leu Asn Val
110
Ile Lys Leu

Thr Pro His

Trp Tyr Gln
160
Ile Asn Asn
175
Ile Pro Gln
190
Leu Gly Ser

Glu Ile Asn

tattggattc
gatttctgga
ccatttttgg
ctggaaatgt
gatacccgtce
acgccgegtg
attcaccacg
gcaaatgcaa

60

120
180
240
300
360
420
480
514
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20

25

30

<400> 46

catatgcagt
tcaggttgga
tgatcactca
ggcggtegtg
tgaaagcaaa
ccgtagcetcet
ggtgggcatc
aaccacggac
attttacatc
gtgaggatcc

acattaaagc
tggtcegtat
aatacgaacg
gccatcgaac
caattcaatg
agtcagaacg
ctgaagtacg
tcctcatcga
atcccgegta

<210> 47

<211> 570

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> P30CoreVP8

<400> 47

catatgttca
catctggaag
ccgaacgatt
aacaattcgg
cgccagtaca
tggaaattcc
ctgacgtccg
catggtgaaa
agcatcacga
gaatacatca

ataattttac
gttctggttc
actggattct
atttctggac
ccatcttegg
tggaaatgtt
atacccgtcet
cgeccgegtge
tccactctga
acaatggcct

<210> 48

<211> 561

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> OVApCoreVP8

<400> 48

catatgatca
agcggttctg
tggattctga
ttectggacgg
atttttggtg
gaaatgttcc
acccgtetgg
ccgcegtgcaa
cactcggaat
aatggtctgt

gccaagcggt
gcctggatgg
tcaactcaaa
cggtcegtgge
aaagcaaaca
gtagctctag
tgggcatcct
ccacggactc
tttacatcat
gataaggatc

<210> 49

<211> 621

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

ES 2760 536 T3

aaactcaaaa
caaccgacga
gcgtggttta
cgcatgttaa
tcagcaacga
aattttataa
gcggtcgegt
ccgcgaacct
gccaggaaag

ggtgtecgttt
aggtctggac
gatcaacagc
ggcggtegtg
tgaatcaaaa
ccgtagetct
ggtgggcatc
aaccacggac
attctacatc
gtaaggatcc

tcacgcagcce
tcecgtatcaa
tacgaacggc
catcgaaccg
attcaatgtc
tcagaacgaa
gaagtacggc
ctcatcgacc
ccecgegtage
c

ttcattggca
cgtttaccce
cgaaagtacc
tceggtegac
ctctaataaa
tcgtcgcacce
ttggaccttce
gaacaatatt
caaatgcaac

tggctgegtg
ggtccgtatc
aatacgaacg
gccatcgaac
caattcaacg
agtcagaacg
ctgaaatacg
tcctcatcga
atcccgegea

cacgccgaaa
ccgacgacgt
gtggtttacg
catgttaatc
agcaacgact
ttttataatc
ggtcgegttt
gcgaacctga
caggaaagca

122

ttaccgaact
gccgaacgat
aacaattccg
cgccagtata
tggaagtttc
ctgacgtctg
catggtgaaa
tcaatcacga
gaatacatca

tgccgaaagt
agccgaccac
gcgtggttta
cgcatgttaa
tcagcaacga
aattttataa
gcggtcgegt
ccgcgaacct
gtcaagaatc

ttaacgaagce
ttacceccgece
aaagtaccaa
cggtcgaccg
ctaataaatg
gtcgecacccet
ggaccttcca
acaatatttc
aatgcaacga

gggctcagge
tattggattc

atttctggac
ccatttttgg
tggaaatgtt
ataccegtct
cgecgegtge
ttcactcgga
ataatggtct

gtctgectcece
gtttaccceg
tgaatcaacc
tcecggtegac
ctctaacaaa
tcgtcgecacce
ttggaccttc
gaacaatatt
caaatgcaac

gggtcgeggt
gaacgattat
caattccgat
ccagtatacc
gaagtttctg
gacgtctgat
tggtgaaacg
aatcacgatt
atacatcaat

60

120
180
240
300
360
420
480
540
550

60

120
180
240
300
360
420
480
540
570

60

120
180
240
300
360
420
480
540
561
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<220>
<223> P30CoreVP8P2
<400> 49
catatgatca gccaagcggt tcacgcagcc cacgccgaaa ttaacgaage
agcggttctg gecctggatgg tccgtatcaa ccgacgacgt ttacceccgece
tggattctga tcaactcaaa tacgaacggc gtggtttacg aaagtaccaa
ttectggacgg cggtcgtgge catcgaaccg catgttaatc cggtcgacceg
atttttggtg aaagcaaaca attcaatgtc agcaacgact ctaataaatg
gaaatgttcc gtagctctag tcagaacgaa ttttataatc gtcgcaccct
acccgtctgg tgggcatcct gaagtacggce ggtcgegttt ggaccttcca
ccgegtgcaa ccacggactce ctcatcgacce gcgaacctga acaatatttce
cactcggaat tttacatcat cccgecgtage caggaaagca aatgcaacga
aatggtctgt gataaggctc aggctcaggt cagtacatta aagcaaactc
ggcattaccg aactgggatc c
<210> 50
<211> 687
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> P2P30CoreVP8OVAp
<400> 50
catatgcagt acattaaagc aaactcaaaa ttcattggca ttaccgaact
tctggcatca gccaageggt tcacgcagcc cacgccgaaa ttaacgaagce
agcggttctg gecctggatgg tcecgtatcaa ccgacgacgt ttacccegece
tggattctga tcaactcaaa tacgaacggc gtggtttacg aaagtaccaa
ttctggacgg cggtcgtgge catcgaaccg catgttaatc cggtcgaccg
atttttggtg aaagcaaaca attcaatgtc agcaacgact ctaataaatg
gaaatgttcc gtagctctag tcagaacgaa ttttataatc gtcgcaccct
acccgtetgg tgggcatcect gaagtacgge ggtcgegttt ggaccttcecca
ccgegtgcaa ccacggactce ctcatcgacc gcgaacctga acaatatttce
cactcggaat tttacatcat cccgcgtage caggaaagca aatgcaacga
aatggtctgt gataaggctc aggctcaggt atcagccaag cggttcacge
gaaattaacg aagcgggtcg cggatcc
<210> 51
<211> 219
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> P30H21G

<400> 51

123

gggtcgeggt
gaacgattat
caattccgat
ccagtatacc
gaagtttctg
gacgtctgat
tggtgaaacg
aatcacgatt
atacatcaat
aaaattcatt

gggtagcggt
gggtcgeggt
gaacgattat
caattccgat
ccagtatacc
gaagtttctg
gacgtctgat
tggtgaaacg
aatcacgatt
atacatcaat
agcccacgcece

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
621

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
687
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Phe
Ala
Asp
Thr
Lys
65

Ser
Asn
Gly
Lys
Gly
145
Val
Asn
Phe
Ala

<210> 52

<211> 245
<212> PRT

Asn
Ser
Ser
Lys
50

Ser
Thr
Pro
Leu
Lys
130
Thr
Leu
Asn

Glu

Gln
210

Asn
His
Ser
35

Pro
Gly
Asp
Leu
Thr
115
Glu
Glu
Ser
Trp
Thr

195
Ala

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> P30H21GP30

<400> 52

Phe
1
Ala
Asp
Thr
Lys

65
Ser

Asn

Gly

Asn
Ser
Ser
Lys
50

Ser
Thr

Pro

Leu

Asn
His
Ser
35

Pro
Gly
Asp

Leu

Thr
115

Phe
Leu
20

Lys
Gly
Thr
Asn
Ser
100
Lys
Leu
Glu
Leu
Glu
180
Arg

Cys

Phe
Leu
20

Lys
Gly
Thr
Asn
Ser

100
Lys

Thr
Glu
Ser
Tyr
Gln
Lys
85

Gly
Val
Gly
Phe
Pro
165
Gln

Gly

Ala

Thr
Glu
Ser
Tyr
Gln
Lys
Gly

Val

ES 2760 536 T3

Val
Gly
Phe
Val
Gly
70

Tyr
Lys
Leu
Leu
Ile
150
Phe
Ala

Lys

Gly

Val
Gly
Phe
Val
Gly
70

Tyr
Lys

Leu

Ser
Ser
Val
Asp
55

Asn
Asp
Ala
Ala
Ser
135
Lys
Ala
Lys

Arg

Asn
215

Ser
Ser
Val
Asp
55

Asn
Asp

Ala

Ala

Phe
Gly
Met
40

Ser
Tyr
Ala
Gly
Leu
120
Leu
Arg
Glu
Ala
Gly

200
Arg

Phe
Gly
Met
40

Ser
Tyr
Ala

Gly

Leu
120

Trp
Ser
25

Glu
Ile
Asp
Ala
Gly
105
Lys
Thr
Phe
Gly
Leu
185
Gln

Val

Trp
Ser
25

Glu
Ile
Asp
Ala
Gly

105
Lys

124

Leu
10

Gly
Asn
Gln
Asp
Gly
90

Val
Val
Glu
Gly
Ser
170
Ser

Asp

Arg

Leu
10

Gly
Asn
Gln
Asp
Gly

Val

Val

Arg
Gly
Phe
Lys
Asp
75

Tyr
Val
Asp
Pro
Asp
155
Ser
Val

Ala

Arg

Arg
Gly
Phe
Lys
Asp
75

Tyr
Val

Asp

vVal
Ala
Ser
Gly
60

Trp
Ser
Lys
Asn
Leu
140
Gly
Ser

Glu

Met

Val
Ala
Ser
Gly
60

Trp
Ser
Lys

Asn

Pro
Asp
Ser
45

Ile
Lys
Val
Val
Ala
125
Met
Ala
Val

Leu

Tyr
205

Pro
Asp
Ser
45

Ile
Lys
Val

Val

Ala
125

Lys
Asp
Tyr
Gln
Gly
Asp
Thr
110
Glu
Glu
Ser
Glu
Glu

190
Glu

Lys
Asp
30

Tyr
Gln
Gly
Asp
Thr

110
Glu

Val
15

Val
Gly
Lys
Phe
Asn
95

Tyr
Thr
Gln
Arg
Tyr
175
Ile

Tyr

Val
15

Val
Gly
Lys
Phe
Asn
95

Tyr

Thr

Ser
Val
Gly
Pro
Tyr
80

Glu
Pro
Ile
Val
Val
160
Ile

Asn

Met

Ser
Val
Gly
Pro
Tyr
80

Glu

Pro

Ile
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15

Lys
Gly
145
Val
Asn
Phe
Ala
Phe

225
Ala

<210> 53
<211> 213
<212> PRT

Lys
130
Thr
Leu
Asn
Glu
Gln
210

Asn

Ser

Glu
Glu
Ser
Trp
Thr
195
Ala

Asn

His

Leu
Glu
Leu
Glu
180
Arg
Cys

Phe

Leu

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> P2H21G

<400> 53

Gln
1
Ser
Val
Asp
Asn

65

Asp
Ala
Ala
Ser
Lys
145
Ala
Lys
Arg

Asn

<210> 54

<211> 215
<212> PRT

Tyr
Gly
Met
Ser
50

Tyr
Ala
Gly
Leu
Leu
130
Arg
Glu
Ala

Gly

Arg
210

Ile
Ser
Glu
35

Ile
Asp
Ala
Gly
Lys
115
Thr
Phe
Gly
Leu
Gln

195
Val

Lys
Gly
20

Asn
Gln
Asp
Gly
Val
100
Val
Glu
Gly
Ser
Ser
180
Asp

Arg

<213> Secuencia artificial

Gly
Phe
Pro
165
Gln
Gly
Ala

Thr

Glu
245

Ala
Gly
Phe
Lys
Asp
Tyr
85

Val
Asp
Pro
Asp
Ser
165
Val

Ala

Arg

ES 2760 536 T3

Leu
Ile
150
Phe
Ala
Lys

Gly

Val
230

Asn
Ala
Ser
Gly
Trp
70

Ser
Lys
Asn
Leu
Gly
150
Ser

Glu

Met

Ser
135
Lys
Ala
Lys
Arg
Asn

215
Ser

Ser
Asp
Ser
Ile
55

Lys
Val
Val
Ala
Met
135
Ala
Val

Leu

Tyr

Leu
Arg
Glu
Ala
Gly
200

Arg

Phe

Lys
Asp
Tyr
40

Gln
Gly
Asp
Thr
Glu
120
Glu
Ser
Glu
Glu

Glu
200

Thr

Phe

Leu
185
Gln
Val

Trp

Phe
Val
25

Gly
Lys
Phe
Asn
Tyr
105
Thr
Gln
Arg
Tyr
Ile

185
Tyr

125

Glu
Gly
Ser
170
Ser
Asp

Arg

Leu

Ile
10

Val
Gly
Pro
Tyr
Glu
90

Pro
Ile
Val
Val
Ile
170

Asn

Met

Pro
Asp
155
Ser
Val
Ala

Arg

Arg
235

Gly
Asp
Thr
Lys
Ser
75

Asn
Gly
Lys
Gly
Val
155
Asn

Phe

Ala

Leu
140
Gly
Ser
Glu
Met
Gly

220
Val

Ile
Ser
Lys
Ser
60

Thr
Pro
Leu
Lys
Thr
140
Leu
Asn

Glu

Gln

Met
Ala
Val
Leu
Tyr
205

Ser

Pro

Thr
Ser
Pro
45

Gly
Asp
Leu
Thr
Glu
125
Glu
Ser
Trp

Thr

Ala
205

Glu
Ser
Glu
Glu
190
Glu
Gly

Lys

Glu
Lys
30

Gly
Thr
Asn
Ser
Lys
110
Leu
Glu
Leu
Glu
Arg

190
Cys

Gln
Arg
Tyr
175
Ile
Tyr

Ser

Val

Leu
15

Ser
Tyr
Gln
Lys
Gly
Val
Gly
Phe
Pro
Gln
175
Gly

Ala

Val
Val
160
Ile
Asn
Met

Gly

Ser
240

Gly
Phe
Val
Gly
Tyr
80

Lys
Leu
Leu
Ile
Phe
160
Ala

Lys

Gly
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15

<220>

<223> OVApH21G

<400> 54

Ile
1
Arg
Ser
Tyr
Gln

65

Lys
Gly
Val
Gly
Phe
145
Pro
Gln
Gly

Ala
<210> 55

<211> 239
<212> PRT

Ser
Gly
Phe
vVal
50

Gly
Tyr
Lys
Leu
Leu
130
Ile
Phe
Ala

Lys

Gly
210

Gln
Ser
Val
35

Asp
Asn
Asp
Ala
Ala
115
Ser
Lys
Ala
Lys
Arg

195
Asn

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> P30H21GP2

<400> 55

Ala
Gly
20

Met
Ser
Tyr
Ala
Gly
100
Leu
Leu
Arg
Glu
Ala
180
Gly

Arg

Val
Ser
Glu
Ile
Asp
Ala
85

Gly
Lys
Thr
Phe
Gly
165
Leu

Gln

Val

ES 2760 536 T3

His
Gly
Asn
Gln
Asp
70

Gly
Vval
vVal
Glu
Gly
150
Ser
Ser

Asp

Arg

Ala
Gly
Phe
Lys
55

Asp
Tyr
vVal
Asp
Pro
135
Asp
Ser
vVal

Ala

Arg
215

Ala His

Ala Asp
25

Ser Ser

40

Gly Ile

Trp Lys
Ser Val
Lys Val
105
Asn Ala
120
Leu Met
Gly Ala
Ser Val
Glu Leu
185

Met Tyr
200

126

Ala
10

Asp
Tyr
Gln
Gly
Asp
Thr
Glu
Glu
Ser
Glu
170

Glu

Glu

Glu
Val
Gly
Lys
Phe
75

Asn
Tyr
Thr
Gln
Arg
155
Tyr

Ile

Tyr

Ile
Val
Gly
Pro
60

Tyr
Glu
Pro
Ile
vVal
140
Val
Ile

Asn

Met

Asn
Asp
Thr
45

Lys
Ser
Asn
Gly
Lys
125
Gly
Val
Asn

Phe

Ala
205

Glu
Ser
30

Lys
Ser
Thr
Pro
Leu
110
Lys
Thr
Leu
Asn
Glu

190
Gln

Ala
15

Ser
Pro
Gly
Asp
Leu
95

Thr
Glu
Glu
Ser
Trp
175
Thr

Ala

Gly
Lys
Gly
Thr
Asn
80

Ser
Lys
Leu
Glu
Leu
160
Glu

Arg

Cys



10

Phe
Ala
Asp
Thr
Lys
65

Ser
Asn
Gly
Lys
Gly

145
Val

Asn
Phe
Ala

Gln
225

<210> 56
<211> 261
<212> PRT

Asn
Ser
Ser
Lys
50

Ser
Thr
Pro
Leu
Lys
130
Thr

Leu

Asn
Glu
Gln

210
Tyr

Asn
His
Ser
35

Pro
Gly
Asp
Leu
Thr
115
Glu
Glu

Ser

Trp
Thr
195
Ala

Ile

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> P20VApH21GP30

<400> 56

Phe
Leu
20

Lys
Gly
Thr
Asn
Ser
100
Lys
Leu

Glu

Leu

Glu
180
Arg
Cys

Lys

Thr
Glu
Ser
Tyr
Gln
Lys
85

Gly
Val
Gly
Phe

Pro

165
Gln

Gly
Ala

Ala

ES 2760 536 T3

Val
Gly
Phe
Val
Gly
70

Tyr
Lys
Leu
Leu
Ile

150
Phe

Ala
Lys
Gly

Asn
230

Ser
Ser
Val
Asp
55

Asn
Asp
Ala
Ala
Ser
135
Lys

Ala

Lys
Arg
Asn

215
Ser

Phe Trp

Gly Ser
25

Met Glu

40

Ser Ile

Tyr Asp
Ala Ala
Gly Gly
105
Leu Lys
120
Leu Thr
Arg Phe

Glu Gly

Ala Leu
185

Gly Gln

200

Arg Val

Lys Phe

127

Leu
10

Gly
Asn
Gln
Asp
Gly
90

Val
Val
Glu
Gly

Ser

170
Ser

Asp
Arg

Ile

Arg
Gly
Phe
Lys
Asp
75

Tyr
Val
Asp
Pro
Asp

155
Ser

Val
Ala
Arg

Gly
235

Val
Ala
Ser
Gly
60

Trp
Ser
Lys
Asn
Leu
140
Gly

Ser

Glu
Met
Gly

220
Ile

Pro
Asp
Ser
45

Ile
Lys
Val
Val
Ala
125
Met

Ala

Val

Leu
Tyr
205
Ser

Thr

Lys
Asp
30

Tyr
Gln
Gly
Asp
Thr
110
Glu
Glu

Ser

Glu

Glu
190
Glu
Gly

Glu

vVal
15

Val
Gly
Lys
Phe
Asn
95

Tyr
Thr
Gln
Arg

Tyr

175
Ile

Tyr
Ser

Leu

Ser
Val
Gly
Pro
Tyr
80

Glu
Pro
Ile
Val
Val

160
Ile

Asn
Met

Gly



Gln Tyr

Ser Gly

Asn Glu

Ser
50
Lys

Asp

Thr
65
Lys Ser

Ser Thr

Asn Pro

Leu
130
Lys

Gly

Lys
145
Gly Thr

Val Leu

Asn Asn

Phe Glu
210
Ala Gln
225
Phe Asn

Ala Ser

Ile Lys Ala

Ser Gly Ile
20

Ala Gly

35

Ser

Arg

Lys Ser

Pro Gly Tyr

Thr Gln
85
Lys

Gly

Asn
100
Ser

Asp

Leu
115
Thr

Gly

Lys Val

Glu Leu Gly

Glu Glu Phe
165
Leu Pro
180

Glu

Ser
Trp Gln
195
Thr

Arg Gly

Ala Cys Ala

Phe Thr
245
Glu

Asn

Leu
260

His

ES 2760 536 T3

Asn Ser

Ser Gln

Gly Ser

Phe Val
55
Val Asp
70
Gly Asn

Tyr Asp

Lys Ala

Lys
Ala
Gly
40

Met
Ser
Tyr

Ala

Gly

Phe Ile
10
Val His
25
Ser Gly

Glu Asn

Ile Gln

Gly
Ala
Gly
Phe

Lys

Ile Thr

Ala His

Glu

Ala

Leu
15
Glu

Gly

Ile

30

Ala Asp
45
Ser Ser
60

Gly Ile

75

Asp Asp
90
Ala Gly
105

Gly Val

120

Ala
135
Ser

Leu

Leu
150
Ile Lys

Phe Ala

Ala Lys

Leu
Leu
Arg
Glu

Ala

Lys Val

Thr Glu

Asp
Tyr
Val
Asp

Pro

Trp Lys

Ser Val

Asp
Tyr
Gln
Gly

Asp

Val Vval

Gly Gly

Pro
80
Tyr

Lys

Phe
95

Asn Glu

110

Val
125
Ala

Lys

Asn
140

Leu Met

155

Phe Gly
170
Gly Ser
185

Leu Ser

200

Lys Arg
215
Gly Asn
230

Val Ser

Gly
Arg

Phe

Gln Asp

Val Arg

Asp
Ser
Val
Ala

Arg

Gly Ala

Ser Val

Thr

Glu

Glu

Ser

Glu

Tyr Pro

Thr Ile

Gln Val
160
Arg Val
175

Tyr Ile

190

Glu Leu
205
Met Tyr
220

Gly Ser

235

Leu
250

Trp

Arg

Val Pro

Glu
Glu
Gly

Lys

Ile Asn

Tyr Met

Ser Gly
240
Val Ser

255

<210> 57

<211> 591

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> H21G

<400> 57

15

catatgggtg
tcctatggeg
aaaagcggca
aaatatgatg
ggtgtcgtga
gcggaaacca
ggtacggaag
ccgtttgcag
ctgagcgtgg
tatgaataca

<210> 58

ccgacgacgt
gtaccaaacc
cccagggtaa
cggccggcta
aagttaccta
tcaaaaaaga
aatttatcaa
aaggctcatc
aactggaaat
tggcgcaagce

ggttgatagc
gggctacgtc
ctatgatgac
ctcegtggac
tcecgggtcetg
actgggecctg
acgtttcgge
gagcgtcgaa
caacttcgaa
ctgcgcaggt

tctaaatctt
gattcgattc
gattggaaag
aacgaaaatc
acgaaagtgc
tcectgaceg
gacggtgcct
tacattaaca
acgcgtggca
aatcgtgttc

tcgttatgga
agaaaggtat
gcttttacte
cgctgagcgg
tggctctgaa
aaccgctgat
ctcgegttgt
attgggaaca
aacgcggtca
gtcgeggatce

aaacttcagt
ccaaaaaccg
aacggacaat
taaagcgggce
agttgataat
ggaacaagtg
cctgagtcetg
agcaaaagct
ggatgcgatg
c

60

120
180
240
300
360
420
480
540
591

<211> 672
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

128



10

15

20

25

<223> P30H21G

ES 2760 536 T3

<400> 58
catatgttca acaattttac ggtgtctttt tggctgegtg
catctggaag gtagtggttc tggtggtgcc gacgacgtgg
gttatggaaa acttcagttc ctatggcggt accaaaccgg
aaaggtatcc aaaaaccgaa aagcggcacc cagggtaact
ttttactcaa cggacaataa atatgatgcg gccggctact
ctgagecggta aagegggegg tgtcgtgaaa gttacctatce
gctctgaaag ttgataatgc ggaaaccatc aaaaaagaac
ccgetgatgg aacaagtggg tacggaagaa tttatcaaac
cgegttgtee tgagtctgee gtttgcagaa ggctcatcga
tgggaacaag caaaagctct gagcgtggaa ctggaaatca
cgcggtcagg atgcgatgta tgaatacatg gcgcaagcect
cgctaaggat cc
<210> 59
<211> 750
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> P30H21GP30
<400> 59
catatgttca acaattttac ggtgtctttt tggctgcgtg
catctggaag gtagtggttc tggtggtgcc gacgacgtgg
gttatggaaa acttcagttc ctatggcggt accaaaccgg
aaaggtatcc aaaaaccgaa aagcggcacc cagggtaact
ttttactcaa cggacaataa atatgatgcg geccggcectact
ctgagcggta aagcgggcgg tgtcgtgaaa gttacctatce
gctctgaaag ttgataatgc ggaaaccatc aaaaaagaac
ccgctgatgg aacaagtggg tacggaagaa tttatcaaac
cgegttgtec tgagtctgece gtttgcagaa ggctcatcga
tgggaacaag caaaagctct gagcgtggaa ctggaaatca
cgeggtcagg atgcgatgta tgaatacatg gcgcaagect
cgctaaggta gtggttctgg tttcaacaat tttacggtgt
aaagtgtctg cgagtcatct ggaaggatcc
<210> 60
<211> 654
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> P2H21G

<400> 60

129

tgccgaaagt
ttgatagctce
gctacgtcga
atgatgacga
ccgtggacaa
cgggtcectgac
tgggecetgtce
gtttcggega
gcgtcgaata
acttcgaaac
gcgcaggtaa

tgccgaaagt
ttgatagctc
gctacgtcga
atgatgacga
ccgtggacaa
cgggtctgac
tgggecetgte
gtttcggega
gcgtcgaata
acttcgaaac
gcgcaggtaa
ctttttggcet

gtctgcgagt
taaatcttte
ttcgattcag
ttggaaaggc
cgaaaatccg
gaaagtgctg
cctgaccgaa
cggtgcectct
cattaacaat
gcgtggcaaa
tcgtgttegt

gtctgcgagt
taaatctttc
ttcgattcag
ttggaaaggc
cgaaaatccg
gaaagtgctg
cctgaccgaa
cggtgectct
cattaacaat
gcgtggcaaa
tecgtgttegt
gcgtgtgecg

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
672

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
750
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15

20

25

catatgcagt
tctggtggtg
tcctatggeg
aaaagcggca
aaatatgatg
ggtgtcgtga
gcggaaacca
ggtacggaag
ccgtttgcag
ctgagcgtgg
tatgaataca

<210> 61
<211> 660
<212> ADN

acattaaagc
ccgacgacgt
gtaccaaacc
cccagggtaa
cggccggcta
aagttaccta
tcaaaaaaga
aatttatcaa
aaggctcatc
aactggaaat
tggcgcaagce

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> OVApH21G

<400> 61

catatgatca
agcggttctg
ttcagttccet
aaaccgaaaa
gacaataaat
gcgggeggtyg
gataatgcgg
caagtgggta
agtctgecegt
aaagctctga
gcgatgtatg

<210> 62
<211>732
<212> ADN

gccaagcggt
gcggtgecga
atggcggtac
gcggcaccca
atgatgcgge
tcgtgaaagt
aaaccatcaa
cggaagaatt
ttgcagaagg
gcgtggaact
aatacatggce

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> P30H21GP2

<400> 62

catatgttca
catctggaag
gttatggaaa
aaaggtatcc
ttttactcaa
ctgagcggta
gctctgaaag
ccgctgatgg
cgegttgtcece
tgggaacaag
cgcggtcagg
cgctaaggct
gaactgggat

<210> 63
<211> 798
<212> ADN

acaattttac
gtagtggttc
acttcagttc
aaaaaccgaa
cggacaataa
aagcgggcgyg
ttgataatgce
aacaagtggg
tgagtctgece
caaaagctct
atgcgatgta
caggctcagg
cec

ES 2760 536 T3

aaactcaaaa
ggttgatagce
gggctacgtc
ctatgatgac
ctcegtggac
tcegggtetg
actgggcctg
acgtttecgge
gagcgtcgaa
caacttcgaa
ctgecgcaggt

tcacgcagcce
cgacgtggtt
caaaccgggc
gggtaactat
cggctactce
tacctatcceg
aaaagaactg
tatcaaacgt
ctcatcgage
ggaaatcaac
gcaagcctge

ggtgtectttt
tggtggtgcce
ctatggcggt
aagcggcacce
atatgatgcg
tgtcgtgaaa
ggaaaccatc
tacggaagaa
gtttgcagaa
gagcgtggaa
tgaatacatg
tcagtacatt

ttcattggca
tctaaatctt
gattcgattc
gattggaaag
aacgaaaatc
acgaaagtgc
tcecctgaceg
gacggtgcecct
tacattaaca
acgcgtggca
aatcgtgttce

cacgccgaaa
gatagctcta
tacgtcgatt
gatgacgatt
gtggacaacg
ggtctgacga
ggcctgtccee
ttcggcgacg
gtcgaataca
ttcgaaacge
gcaggtaatc

tggctgegtg
gacgacgtgg
accaaaccgg
cagggtaact
gccggctact
gttacctatc
aaaaaagaac
tttatcaaac
ggctcatcga
ctggaaatca
gcgcaagcct
aaagcaaact

130

ttaccgaact
tcgttatgga
agaaaggtat
gcttttacte
cgctgagecgg
tggctctgaa
aaccgctgat
ctcgegttgt
attgggaaca
aacgcggtca
gtcgctaagg

ttaacgaagc
aatctttegt
cgattcagaa
ggaaaggctt
aaaatccgcet
aagtgctggce
tgaccgaacc
gtgcctcteg
ttaacaattg
gtggcaaacg
gtgttegteg

tgccgaaagt
ttgatagctc
gctacgtcga
atgatgacga
ccgtggacaa
cgggtctgac
tgggecetgte
gtttcggega
gcgtcgaata
acttcgaaac
gcgcaggtaa
caaaattcat

gggtagtggt
aaacttcagt
ccaaaaaccg
aacggacaat
taaagcgggce
agttgataat
ggaacaagtg
cctgagtctg
agcaaaagct
ggatgcgatg
atcc

gggtcgeggt
tatggaaaac
aggtatccaa
ttactcaacg
gagcggtaaa
tctgaaagtt
gctgatggaa
cgttgtectg
ggaacaagca
cggtcaggat
ctaaggatcc

gtctgcgagt
taaatctttce
ttcgattcag
ttggaaaggc
cgaaaatccg
gaaagtgctg
cctgaccgaa
cggtgectcet
cattaacaat
gcgtggcaaa
tcgtgttegt
tggcattacc

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
654

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
732
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> P20VApH21GP30

<400> 63

10

catatgcagt
tctggtatca
agcggttctg
ttcagttcct
aaaccgaaaa
gacaataaat
gcgggcggtg
gataatgcgg
caagtgggta
agtctgcegt
aaagctctga
gcgatgtatg
ggttctggtt
agtcatctgg

<210> 64

acattaaagc
gccaagcggt
gcggtgececga
atggcggtac
gcggcaccca
atgatgcggce
tcgtgaaagt
aaaccatcaa
cggaagaatt
ttgcagaagg
gcgtggaact
aatacatggc
tcaacaattt
aaggatcc

aaactcaaaa
tcacgcagcce
cgacgtggtt
caaaccgggce
gggtaactat
cggctactce
tacctatccg
aaaagaactg
tatcaaacgt
ctcatcgage
ggaaatcaac
gcaagcctge
tacggtgtct

ttcattggca
cacgccgaaa
gatagctcta
tacgtcgatt
gatgacgatt
gtggacaacg
ggtctgacga
ggcctgtcce
ttcggcgacg
gtcgaataca
ttcgaaacge
gcaggtaatc
ttttggctge

ttaccgaact
ttaacgaagc
aatctttcegt
cgattcagaa
ggaaaggctt
aaaatccgcet
aagtgctggce
tgaccgaacc
gtgcctcteg
ttaacaattg
gtggcaaacg
gtgttegteg
gtgtgccgaa

gggtagtggt
gggtcgeggt
tatggaaaac
aggtatccaa
ttactcaacg
gagcggtaaa
tctgaaagtt
gctgatggaa
cgttgtectg
ggaacaagca
cggtcaggat
ctaaggtagt
agtgtctgeg

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
798

<211> 560
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Toxina diftérica de longitud completa

<400> 64

131



Met
Ile
Ser
Lys
Ser
65

Thr
Pro
Leu
Lys
Thr
145
Leu
Asn
Glu
Gln
Ser

225
Lys

Ser
Gly
Ser
Pro
50

Gly
Asp
Leu
Thr
Glu
130
Glu
Ser
Trp
Thr
Ala
210
Cys

Ile

Arg
Ala
Lys
35

Gly
Thr
Asn
Ser
Lys
115
Leu
Glu
Leu
Glu
Arg
195
Cys

Ile

Glu

Lys
Pro
20

Ser
Tyr
Gln
Lys
Gly
100
Val
Gly
Phe
Pro
Gln
180
Gly
Ala

Asn

Ser

Leu
Pro
Phe
Val
Gly
Tyr
85

Lys
Leu
Leu
Ile
Phe
165
Ala
Lys
Gly

Leu

Leu
245

ES 2760 536 T3

Phe
Ser
Val
Asp
Asn
70

Asp
Ala
Ala
Ser
Lys
150
Ala
Lys
Arg
Asn
Asp

230
Lys

Ala
Ala
Met
Ser
55

Tyr
Ala
Gly
Leu
Leu
135
Arg
Glu
Ala
Gly
Arg
215

Trp

Glu

Ser
His
Glu
40

Ile
Asp
Ala
Gly
Lys
120
Thr
Phe
Gly
Leu
Gln
200
Val

Asp

His

Ile
Ala
25

Asn
Gln
Asp
Gly
Val
105
Val
Glu
Gly
Ser
Ser
185
Asp
Arg

Val

Gly

132

Leu
10

Gly
Phe
Lys
Asp
Tyr
90

Val
Asp
Pro
Asp
Ser
170
Val
Ala
Arg

Ile

Pro
250

Ile
Ala
Ser
Gly
Trp
75

Ser
Lys
Asn
Leu
Gly
155
Ser
Glu
Met
Ser
Arg

235
Ile

Gly
Asp
Ser
Ile
60

Lys
Val
Val
Ala
Met
140
Ala
Val
Leu
Tyr
Val
220

Asp

Lys

Ala
Asp
Tyr
45

Gln
Gly
Asp
Thr
Glu
125
Glu
Ser
Glu
Glu
Glu
205
Gly

Lys

Asn

Leu
Val
30

His
Lys
Phe
Asn
Tyr
110
Thr
Gln
Arg
Tyr
Ile
190
Tyr
Ser

Thr

Lys

Leu
15

Val
Gly
Pro
Tyr
Glu
95

Pro
Ile
Val
Val
Ile
175
Asn
Met
Ser

Lys

Met
255

Gly
Asp
Thr
Lys
Ser
80

Asn
Gly
Lys
Gly
Val
160
Asn
Phe
Ala
Leu
Thr

240
Ser



10

Glu Ser Pro

Glu Glu Phe
275
Lys Thr Val
290
Ala Trp Ala
305
Asn Leu Glu

Ser Val Met

Ile Val Ala
355
Ile Pro Leu
370
Phe Val Glu
385
Asn Arg Pro

Asp Gly Tyr

Thr Gly Phe
435
Asn Thr Pro
450
Lys Leu Asp
465
Lys Ile Arg

Arg Pro Lys

His Val Ala
515
Ile Ser Ser
530
His Thr Lys
545

<210> 65

<211> 535

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Asn
260
His
Thr
Val
Lys
Gly
340
Gln
Val
Ser
Ala
Ala
420
Gln
Leu
Val
Met
Ser
500
Phe

Asp

Val

Lys
Gln
Gly
Asn
Thr
325
Ile
Ser
Gly
Ile
Tyr
405
Val
Gly
Pro
Asn
Arg
485
Pro
His
Ser

Asn

ES 2760 536 T3

Thr
Thr
Thr
Val
310
Thr
Ala
Ile
Glu
Ile
390
Ser
Ser
Glu
Ile
Lys
470
Cys
Val
Arg

Ile

Ser
550

vVal
Ala
Asn
295
Ala
Ala
Asp
Ala
Leu
375
Asn
Pro
Trp
Ser
Ala
455
Ser
Arg
Tyr
Ser
Gly

535
Lys

Ser
Leu
280
Pro
Gln
Ala
Gly
Leu
360
Val
Leu
Gly
Asn
Gly
440
Gly
Lys
Ala
Val
Ser
520

Val

Leu

<223> Toxina diftérica de longitud completa secretada

<400> 65

133

Glu
265
Glu
Val
Val
Leu
Ala
345
Ser
Asp
Phe
His
Thr
425
His
Val
Thr
Ile
Gly
505
Ser

Leu

Ser

Glu
His
Phe
Ile
Ser
330
Val
Ser
Ile
Gln
Lys
410
Val
Asp
Leu
His
Asp
490
Asn
Glu
Gly

Leu

Lys
Pro
Ala
Asp
315
Ile
His
Leu
Gly
vVal
395
Thr
Glu
Ile
Leu
Ile
475
Gly
Gly
Lys
Tyr

Phe
555

Ala
Glu
Gly
300
Ser
Leu
His
Met
Phe
380
Val
Gln
Asp
Lys
Pro
460
Ser
Asp
vVal
Ile
Gln

540
Phe

Lys
Leu
285
Ala
Glu
Pro
Asn
Val
365
Ala
His
Pro
Ser
Ile
445
Thr
Val
Val
His
His
525

Lys

Glu

Gln
270
Ser
Asn
Thr
Gly
Thr
350
Ala
Ala
Asn
Phe
Ile
430
Thr
Ile
Asn
Thr
Ala
510
Ser

Thr

Ile

Tyr
Glu
Tyr
Ala
Ile
335
Glu
Gln
Tyr
Ser
Leu
415
Ile
Ala
Pro
Gly
Phe
495
Asn
Asn

Val

Lys

Leu
Leu
Ala
Asp
320
Gly
Glu
Ala
Asn
Tyr
400
His
Arg
Glu
Gly
Arg
480
Cys
Leu
Glu

Asp

Ser
560



Gly
Phe
Lys
Asp
Tyr
65

Val

Asp

Ala
Ser
Gly
Trp
Ser
Lys

Asn

Asp
Ser
Ile
35

Lys
Val

Val

Ala

Asp
Tyr
20

Gln
Gly
Asp

Thr

Glu
100

Val
His
Lys
Phe
Asn
Tyr

85
Thr

Val
Gly
Pro
Tyr
Glu
70

Pro

Ile

ES 2760 536 T3

Asp
Thr
Lys
Ser
55

Asn

Gly

Lys

Ser
Lys
Ser
40

Thr
Pro

Leu

Lys

Ser
Pro
25

Gly
Asp
Leu

Thr

Glu
105

134

Lys
10

Gly
Thr
Asn
Ser
Lys

90
Leu

Ser
Tyr
Gln
Lys
Gly
75

Val

Gly

Phe
Val
Gly
Tyr
60

Lys

Leu

Leu

Val
Asp
Asn
45

Asp
Ala

Ala

Ser

Met
Ser
30

Tyr
Ala
Gly

Leu

Leu
110

Glu
15

Ile
Asp
Ala
Gly
Lys

95
Thr

Asn
Gln
Asp
Gly
Val
80

Val

Glu



Pro
Asp
Ser
145
Val
Ala
Arg
Ile
Pro
225
Glu
His
Phe
Ile
Ser
305
val
Ser
Ile
Gln
Lys
385
Val
Asp
Leu
His
Asp
465
Asn
Glu

Gly

Leu
<210> 66

<211>193
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu
Gly
130
Ser
Glu
Met
Ser
Arg
210
Ile
Lys
Pro
Ala
Asp
290
Ile
His
Leu
Gly
Val
370
Thr
Glu
Ile
Leu
Ile
450
Gly
Gly
Lys

Tyr

Phe
530

Met
115
Ala
Val
Leu
Tyr
Val
195
Asp
Lys
Ala
Glu
Gly
275
Ser
Leu
His
Met
Phe
355
vVal
Gln
Asp
Lys
Pro
435
Ser
Asp
Val
Ile
Gln

515
Phe

Glu
Ser
Glu
Glu
Glu
180
Gly
Lys
Asn
Lys
Leu
260
Ala
Glu
Pro
Asn
Val
340
Ala
His
Pro
Ser
Ile
420
Thr
vVal
Val
His
His
500

Lys

Glu

Gln
Arg
Tyr
Ile
165
Tyr
Ser
Thr
Lys
Gln
245
Ser
Asn
Thr
Gly
Thr
325
Ala
Ala
Asn
Phe
Ile
405
Thr
Ile
Asn
Thr
Ala
485
Ser

Thr

Ile

<223> Toxina diftérica, cadena A
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Vval
Val
Ile
150
Asn
Met
Ser
Lys
Met
230
Tyr
Glu
Tyr
Ala
Ile
310
Glu
Gln
Tyr
Ser
Leu
390
Ile
Ala
Pro
Gly
Phe
470
Asn
Asn

Val

Lys

Gly
Val
135
Asn
Phe
Ala
Leu
Thr
215
Ser
Leu
Leu
Ala
Asp
295
Gly
Glu
Ala
Asn
Tyr
375
His
Arg
Glu
Gly
Arg
455
Cys
Leu
Glu

Asp

Ser
535

Thr
120
Leu
Asn
Glu
Gln
Ser
200
Lys
Glu
Glu
Lys
Ala
280
Asn
Ser
Ile
Ile
Phe
360
Asn
Asp
Thr
Asn
Lys
440
Lys
Arg
His
Ile

His
520

Glu
Ser
Trp
Thr
Ala
185
Cys
Ile
Ser
Glu
Thr
265
Trp
Leu
vVal
Vval
Pro
345
Val
Arg
Gly
Gly
Thr
425
Leu
Ile
Pro
Val
Ser

505
Thr

135

Glu
Leu
Glu
Arg
170
Cys
Ile
Glu
Pro
Phe
250
Vval
Ala
Glu
Met
Ala
330
Leu
Glu
Pro
Tyr
Phe
410
Pro
Asp
Arg
Lys
Ala
490

Ser

Lys

Phe
Pro
Gln
155
Gly
Ala
Asn
Ser
Asn
235
His
Thr
Val
Lys
Gly
315
Gln
Val
Ser
Ala
Ala
395
Gln
Leu
Val
Met
Ser
475
Phe

Asp

Val

Ile
Phe
140
Ala
Lys
Gly
Leu
Leu
220
Lys
Gln
Gly
Asn
Thr
300
Ile
Ser
Gly
Ile
Tyr
380
vVal
Gly
Pro
Asn
Arg
460
Pro
His
Ser

Asn

Lys
125
Ala
Lys
Arg
Asn
Asp
205
Lys
Thr
Thr
Thr
vVal
285
Thr
Ala
Ile
Glu
Ile
365
Ser
Ser
Glu
Ile
Lys
445
Cys
val
Arg

Ile

Ser
525

Arg
Glu
Ala
Gly
Arg
190
Trp
Glu
Val
Ala
Asn
270
Ala
Ala
Asp
Ala
Leu
350
Asn
Pro
Trp
Ser
Ala
430
Ser
Arg
Tyr
Ser
Gly

510
Lys

Phe
Gly
Leu
Gln
175
vVal
Asp
His
Ser
Leu
255
Pro
Gln
Ala
Gly
Leu
335
Val
Leu
Gly
Asn
Gly
415
Gly
Lys
Ala
Val
Ser
495

Val

Leu

Gly
Ser
Ser
160
Asp
Arg
Val
Gly
Glu
240
Glu
vVal
Val
Leu
Ala
320
Ser
Asp
Phe
His
Thr
400
His
Val
Thr
Ile
Gly
480
Ser

Leu

Ser
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<400> 66

Gly
1
Phe
Lys
Asp
Tyr

65

Val
Asp
Pro
Asp
Ser
145
Val
Ala

Arg

<210> 67
<211> 247
<212> PRT

Ala
Ser
Gly
Trp
50

Ser
Lys
Asn
Leu
Gly
130
Ser

Glu

Met

Asp
Ser
Ile
35

Lys
Val
Val
Ala
Met
115
Ala
Val

Leu

Tyr

Asp
Tyr
20

Gln
Gly
Asp
Thr
Glu
100
Glu
Ser
Glu
Glu

Glu
180

<213> Secuencia artificial

<220>

Val
His
Lys
Phe
Asn
Tyr
85

Thr
Gln
Arg
Tyr
Ile

165
Tyr

<223> VP8 de longitud completa

<400> 67
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Val
Gly
Pro
Tyr
Glu
70

Pro
Ile
Val
Val
Ile
150

Asn

Met

Asp
Thr
Lys
Ser
55

Asn
Gly
Lys
Gly
Val
135
Asn

Phe

Ala

Ser
Lys
Ser
40

Thr
Pro
Leu
Lys
Thr
120
Leu
Asn

Glu

Gln

Ser
Pro
25

Gly
Asp
Leu
Thr
Glu
105
Glu
Ser
Trp

Thr

Ala
185

136

Lys
10

Gly
Thr
Asn
Ser
Lys
90

Leu
Glu
Leu
Glu
Arg

170
Cys

Ser
Tyr
Gln
Lys
Gly
75

Val
Gly
Phe
Pro
Gln
155
Gly

Ala

Phe
Val
Gly
Tyr
60

Lys
Leu
Leu
Ile
Phe
140
Ala

Lys

Gly

Val
Asp
Asn
45

Asp
Ala
Ala
Ser
Lys
125
Ala
Lys

Arg

Asn

Met
Ser
30

Tyr
Ala
Gly
Leu
Leu
110
Arg
Glu
Ala

Gly

Arg
190

Glu
15

Ile
Asp
Ala
Gly
Lys
95

Thr
Phe
Gly
Leu
Gln

175
Val

Asn
Gln
Asp
Gly
Val
80

Val
Glu
Gly
Ser
Ser
160

Asp

Arg



Met
Asn
Val
Asp
Leu
65

Trp
Asn
Gln
Asn
Lys
145

Pro

Tyr

Asn
Pro
Pro

225
Arg

Ala
Ile
Thr
Trp
50

Asp
Met
Thr
Asn
Val
130
Leu
His

Gln

Asn

Gln
210
Pro

Gln

Ser
Ser
Val
35

Gly
Gly
Leu
Thr
Thr
115
Ser
Thr

Lys

Gly

Asp
195
Ser
Ile

Ile

Leu
Asp
20

Asn
His
Pro
Ile
Asp
100
Gln
Asn
Pro

Leu

Ala
180

Asn
Gln
Gln

Lys

Ile
Glu
Pro
Gly
Tyr
Ala
85

Arg
Arg
Glu
Asp
Cys

165
Thr

Ser
Thr
Asn

Asp
245

Tyr
Val
Gly
Glu
Gln
70

Pro
Trp
Gln
Ser
Gly
150

Ala

Pro

Asn
Ala
Thr

230
Ile
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Arg
Asn
Pro
Leu
55

Pro
Thr
Phe
Tyr
Arg
135
Thr

Trp

Asn

Val
Met
215
Arg

Arg

Gln
Glu
Phe
40

Pro
Thr
Arg
Ala
Val
120
Thr
Tyr

Met

Ala

Ser
200
Cys

Asn

Leu
Ile
25

Ala
Asp
Ser
Glu
Cys
105
Leu
Ser
Thr

Lys

Ser
185

Ser
Thr

Ile

137

Leu
10

Gly
Gln
Ser
Leu
Gly
90

Val
Asp
Trp
Gln
Arg

170
Glu

Asp
Gln

Val

Ser
Thr
Thr
Thr
Asn
75

Lys
Leu
Gly
Lys
Tyr
155

Asp

Ser

Ala
Tyr

Pro
235

Asn
Lys
Gly
Leu
60

Leu
Val
Val
Arg
Phe
140
Ser

Asn

Tyr

Glu

Ile
220
Val

Ser
Lys
Tyr
45

Val
Pro
Ala
Glu
Asn
125
Ile
Thr

Arg

Tyr

Phe
205
Asn

Asn

Tyr
Thr
30

Ala
Gln
Val
Glu
Pro
110
Val
Leu
Leu

Val

Leu
190

Tyr
Asn

Ile

Val
15

Thr
Pro
Pro
Asp
Gly
95

Asn
Gln
Phe
Ser
Tyr

175
Thr

Leu
Gly

Thr

Thr
Asn
Val
Thr
Tyr
80

Thr
Val
Leu
Ile
Thr
160

Trp

Ile

Ile
Leu

Ser
240
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REIVINDICACIONES

1. Un conjugado de polisacarido-proteina que comprende una proteina transportadora quimérica y un antigeno
polisacérido, en donde la proteina transportadora quimérica comprende una proteina transportadora y un epitopo
universal, en donde el antigeno polisacarido se conjuga covalentemente con la proteina transportadora quimérica, y
en donde la proteina transportadora quimérica comprende la secuencia de aminoacidos de una cualquiera
seleccionada entre el grupo que consiste en SEQ ID NOs: 8-32, 39-44, y 51-56.

2. El conjugado de polisacarido-proteina de la reivindicacion 1, en donde;

(i) la relacion de peso a peso del antigeno polisacarido a la proteina transportadora quimérica es de
aproximadamente 0,8 a aproximadamente 1,2;

(i) el antigeno polisacarido tiene un peso molecular promedio entre aproximadamente 10 kDa vy
aproximadamente 1000 kDa; y/o

(iii) el antigeno polisacarido se deriva de Haemophilus influenzae tipo b (Hib), Streptococcus pneumoniae (Pn), o
Neisseria meningitidis (Men).

3. El conjugado de polisacarido-proteina de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en donde el antigeno
polisacéarido se deriva de un polisacarido capsular, y en donde opcionalmente:

(i) el polisacarido capsular se deriva de Streptococcus pneumoniae de un serotipo seleccionado entre el grupo
que consiste en 1, 2, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11 A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19 A, 19F, 20, 22F, 23F y
33F;

(ii) el polisacarido capsular se deriva de Haemophilus influenzae tipo b (Hib); o

(iii) el polisacarido capsular se deriva de Neisseria meningitidis de un serotipo seleccionado entre el grupo

que consiste en A, C, Y, y W-135.

4. Una composicién inmunogénica que comprende el conjugado de polisacarido-proteina de una cualquiera de las
reivindicaciones 1-3.

5. La composicion inmunogénica de la reivindicacion 4, en donde:

(i) la composiciéon inmunogénica comprende una pluralidad de los conjugados de polisacarido-proteina, en donde
al menos dos de los conjugados de polisacarido-proteina comprenden una proteina transportadora que es
diferente de uno a otro; y/o

(i) la composicion inmunogénica comprende ademas un adyuvante, y en donde opcionalmente el adyuvante es
fosfato de aluminio o hidréxido de aluminio.

6. La composicion inmunogénica de la reivindicacion 4 o la reivindicacion 5, en donde la composicién inmunogénica
comprende una pluralidad de los conjugados de polisacarido-proteina, y en donde:

(i) al menos dos de los conjugados de polisacarido-proteina comprenden un antigeno polisacarido que se deriva
de una especie bacteriana que es diferente de uno a otro; o

(i) cada conjugado de polisacarido-proteina comprende un antigeno polisacarido derivado de una bacteria de un
serotipo distinto de la misma especie; y en donde opcionalmente:

(a) la composicion inmunogénica comprende aproximadamente 13 conjugados de polisacérido-proteina, en
donde cada conjugado de polisacarido-proteina comprende un polisacarido capsular derivado de
Streptococcus pneumoniae de un serotipo diferente seleccionado entre el grupo que consiste en 1, 3, 4, 5,
6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19 A, 19F y 23F;

(b) la composicién inmunogénica comprende aproximadamente 24 conjugados de polisacarido-proteina, en
donde cada conjugado de polisacarido-proteina comprende un polisacarido capsular derivado de
Streptococcus pneumoniae de un serotipo diferente seleccionado entre el grupo que consiste en 1, 2, 3, 4, 5,
6A, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11 A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19 A, 19F, 20, 22F, 23F y 33F; o

(c) la composicién inmunogénica comprende aproximadamente 4 conjugados de polisacarido-proteina, en
donde cada conjugado de polisacarido-proteina comprende un polisacarido capsular derivado de Neisseria
meningitidis de un serotipo diferente seleccionado entre el grupo que consiste en A, C, Y, y W-135.

7. Una vacuna que comprende la composicién inmunogénica de una cualquiera de las reivindicaciones 4-6 y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

8. Una composicion inmunogénica de una cualquiera de las reivindicaciones 4-6 o una vacuna de la reivindicaciéon 7
para uso en un método de inmunizacién de un individuo contra una enfermedad causada por una bacteria, en donde
el método comprende administrar al individuo una cantidad eficaz de la composicion inmunogénica o la vacuna, en
donde el antigeno polisacarido es un polisacarido expresado en la superficie de la bacteria o un derivado de la
misma; en donde opcionalmente:
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(i) la enfermedad es neumonia, infeccidon del oido, infeccién sinusal, meningitis, o bacteriemia causada por
Streptococcus pneumoniae;

(i) la enfermedad es meningitis, neumonia, epiglotitis, celulitis, artritis, o infeccion del oido causada por
Haemophilus influenzae tipo b; o

(iii) la enfermedad es meningitis 0 meningococemia causada por Neisseria meningitides.

9. La composicion inmunogénica o vacuna para uso de acuerdo con la reivindicacion 8, en donde:

(i) la composicion inmunogénica o la vacuna se administra al individuo en al menos dos dosis;

(ii) el individuo tiene una respuesta inmune pobre al antigeno polisacarido; y/o

(i) el individuo es un nifio menor de aproximadamente 2 afios de edad, un anciano o un individuo
inmunocomprometido.

10. Un método para preparar el conjugado de polisacarido-proteina de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3,
que comprende conjugar el antigeno polisacarido con la proteina transportadora quimérica.

11. El método de la reivindicacion 10, en donde el antigeno polisacarido se prepara cultivando una bacteria que
comprende el antigeno polisacarido y recuperando el antigeno polisacérido del cultivo, que ademas comprende
opcionalmente:

a) preparar el antigeno polisacarido antes de conjugar el antigeno polisacarido con la proteina transportadora
quimérica;

b) preparar la proteina transportadora quimérica antes de conjugar el antigeno polisacarido con la proteina
transportadora quimérica; y/o

c) aislar la proteina transportadora quimérica conjugada y el antigeno polisacarido para obtener el conjugado de
polisacarido-proteina.

12. El método de la reivindicacién 10 o la reivindicacion 11, en donde la proteina transportadora quimérica se
prepara cultivando una célula hospedadora transformada con un vector que comprende la secuencia de acidos
nucleicos que codifica la proteina transportadora quimérica en condiciones que permiten la expresion de la proteina
transportadora quimérica, y recuperando la proteina transportadora quimérica expresada del cultivo.

13. El método de la reivindicacion 12, en donde la célula hospedadora es Escherichia coli o levadura.

14. El método de la reivindicacion 13, en donde el vector comprende la secuencia de acidos nucleicos de una
cualquiera seleccionada entre el grupo que consiste en SEQ ID NOs: 34-38, 46-50, y 58-63.

15. El método de la reivindicacion 10, en donde el antigeno polisacarido se conjuga con la proteina transportadora
quimérica por aminaciéon reductora, conjugacion de cianilacion, o una reaccion de carbodiimida, en donde
opcionalmente:

(i) el antigeno polisacarido se activa mediante tetrafluoroborato de 1-ciano-4-dimetilamoniopiridinio (CDAP); y/o

(i) el antigeno polisacarido se conjuga con la proteina transportadora quimérica a través de un enlazador de
dihidrazida de acido adipico (ADH).
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