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DESCRIZIONE
CAMPO TECNICO
La presente invenzione riguarda antigeniGllestridium difficile. In particolare I'invenzione riguarda antigeni
proteici ricombinanti comprendenti frammenti di gt® A e/o tossina B. L'invenzione riguarda inoltre
composizioni immunogene oppure vaccini comprendgumisti antigeni, e I'uso dei vaccini e delle cosipioni
immunogene dell'invenzione nella profilassi oppurella terapia. L'invenzione riguarda anche metodi d
immunizzazione utilizzanti le composizioni dell'ienzione, e I'uso delle composizioni dellinvenzionella
produzione di un medicamento.

FONDAMENTO
C.difficile € la piu importante causa di infezioni intestinatisocomiali ed & la maggiore causa di colite
pseudomembranosa negli esseri umani (Bartlett étralJ. Clin. Nutr. 11 suppl:2521-6 (1980)). Il tasso di
mortalita associato complessivo per individui itdétconC.difficile & stato calcolato che & 5.99% entro 3 mesi
dalla diagnosi, con mortalita piu alta associata lteta avanzata, essendo 13.5% in pazienti olirardi (karas
et al Journal of Infection 561:1-9 (2010)). L'attuale trattamento per infemoda C. difficile & la
somministrazione di antibiotici (metronidazolo engamicina), tuttavia vi sono prove di ceppi che @on
resistenti a questi antibiotici (Shah et al., Expeev. Anti Infect. Ther. 8(5), 555-564 (2010)). &nseguenza
vi € una necessita di composizioni immunogene c¢agadndurre anticorpi, e/o0 una risposta immungari
protettiva, contrcC.difficile.

BREVE SOMMARIO

L’enterotossicita diC. difficile & principalmente dovuta all’azione di due tosstossina A e tossina B. Queste
sono entrambe potenti citotossine (Lyestyal Current Microbiology 21:29-32 (1990). | domini €rminali di
tossina A e tossina B comprendono unita ripetitpar, esempio il dominio C-terminale di tossina Aostituito
da unita ripetitive contigue (Dovet al Infect. Immun. 58:480-499 (1990)), per questa ragione il dominio
C-terminale pud essere riferito come il “dominigetitivo”. Queste porzioni di ripetizioni possongsere

separate inoltre in ripetizioni corte (SR) e ripetni lunghe (LR) come descritto in Hbal (PNAS 102:18373-
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18378 (2005)).

La struttura di un frammento di 127-aa dal C teat@ndel dominio ripetitivo di tossina A & stataatatinata
(Ho et al PNAS 102:18373-18378 (2005)). Questo frammentonéma un ripiegamento tipf-solenoide,
composto prevalentemente lfilamenti con una bassa percentuale dliche.

E’ stato dimostrato che frammenti di tossina A,pirticolare frammenti del dominio C-terminale, poss
portare a una risposta immunitaria protettiva maieti (Lyerly et al Current Microbiology 21:29-32990)),
W096/12802 e WO00/61762.

E’ nota la difficolta insita nella progettazione plioteine di fusione che si ripieghino correttarsedtirante
I'espressione. | polipeptidi della presente invenei sono proteine di fusione in cui € mantenutrl#tura tipo
B solenoide nativa, e che si osserva che forniscoaarisposta immunitaria contro sia tossina Aessina B nei
topi.

In un primo aspetto dell'invenzione vi & fornito palipeptide comprendente un primo frammento eagosdo

frammento, in cui

0] il primo frammento & un frammento di dominipatitivo di tossina A;
(i) il secondo frammento & un frammento di domiripetitivo di tossina B;
(iii) il primo frammento ha una prima estremitégsimale;

(iv) il secondo frammento ha una seconda estrgmnitssimale; e

in cui il primo frammento e il secondo frammentmeseparati da meno di oppure esattamente 5 amaninoa
nella struttura primaria, in cui il polipeptide sita anticorpi che neutralizzano sia tossina Ategsina B, in cui
la prima estremita prossimale € all’interno di vipetizione corta, la seconda estremita prossirda#’interno

di una ripetizione corta e la prima estremita proate e la seconda estremita prossimale non intgromo
porzioni di ripetizione corta-ripetizione lunga-eifzione corta.

In un secondo aspetto dellinvenzione vi e forniim polinucleotide codificante per un polipeptide

dell'invenzione.
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In un terzo aspetto dell'invenzione vi é fornito wettore comprendente un polinucleotide dell’invene legato

a un promotore inducibile.

In un quarto aspetto dell'invenzione vi e fornitaaucellula ospite comprendente un vettore dell'mnene

oppure un polinucleotide dell'invenzione.

In un quinto aspetto dell'invenzione vi e fornitaaucomposizione immunogena comprendente un poigeept

dell'invenzione e un eccipiente farmaceuticamentztabile.

In un sesto aspetto dell'invenzione vi & fornito waccino comprendente una composizione immunogena

dell'invenzione.

In un settimo aspetto dell'invenzione vi & fornita uso di una composizione immunogena dellinvemzio

oppure di un vaccino dell'invenzione per uso nafttmento oppure nella prevenzione di malatti€ déficile.
BREVE DESCRIZIONE DEI DISEGNI

FIG. 1- Liste di sequenze di polipeptidi dell'inzgone.

FIG. 2 - Rappresentazione figurata dei domini @ateali di ToxA e ToxB, con le ripetizioni SR rapgentate

come box bianche e le box di LR rappresentate dwoweere.

FIG. 3 - Rappresentazione figurata di una giunzioada terza SR VIII di ToxA e la quarta SR IIThx B usata

nella Fusione 1.

FIG. 4 - Rappresentazione figurata di una giunzimada seconda SR VIII di ToxA e la terza SR |ITaix B

usata nella Fusione 2.

FIG.5 - Rappresentazione figurata di una giunziwaeLRVII di ToxA e LRIl di ToxB usata nella Fusier3

(contenente soltanto parte di LRVII di ToxA e pattd.R Il di ToxB).

FIG.6 - Rappresentazione figurata di una giunzioada seconda SR VIl di ToxA e la terza SR | d¢ixB usate

nella Fusione 4.

FIG.7 - Rappresentazione figurata di una giunzioomprendente un linker di glicine tra I'ultimo réso della

sequenza di proteina ToxA e I'inizio della quarklISli ToxB usato nella Fusione 5.

FIG.8 - Grafici che descrivono la distribuzione fdsioni 1-5 ToxA-ToxB diC.difficile come determinata
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secondo la velocita di sedimentazione medianteaadttrifugazione analitica. Riquadro a) descrive la
distribuzione di Fusione 1, riquadro b) descrive distribuzione di Fusione 2, riquadro c) descriee |
distribuzione di Fusione 3, riquadro d) descrivediatribuzione di Fusione 4 e riquadro e) descriae
distribuzione di Fusione 5.

FIG.9 - Grafico che descrive lo spettro Lontano-tiVFusioni, 2, 3, 4, e 5 misurato usando dicroisincolare.
Lo spettro per fusione 2 & rappresentato da uma laon i punti rappresentati come piccoli quadhatgpettro
per fusione 3 € rappresentato da una linea comti pappresentati come piccole forme a rombo, fusid
rappresentata da una linea con i punti rappresamate cerchi, e fusione 5 € rappresentata dainea ton i
punti rappresentati come forme a croce.

FIG.10 - Grafico che descrive lo spettro vicino-dVFusioni 2, 3, 4, e 5 misurato usando dicroisinocotare.
Lo spettro per fusione 2 € rappresentato da uea kbon i punti rappresentati come forme a crocspéitro per
fusione 3 & rappresentato da una linea con i puappresentati come cerchi, lo spettro per fusioné 4
rappresentato da una linea con i punti rappresesttate triangoli, e lo spettro per fusione 5 € ragpntato da
una linea con i punti rappresentati come formecagd rombi.

FIG.11 - Grafico che mostra immunogenicita anti-AdRr topi immunizzati con un frammento del C-teralim
di tossina A (aa 2387-2706), un frammento del @iteale di tossina B (aa 1750-2360), oppure fusiord, 3, 4
oppure 5.

FIG.12 - Grafico che mostra inibizione di emoagglatione in topi immunizzati con un frammento del
C-terminale di tossina A (aa 2387-2706), un framimeatel C-terminale di tossina B (aa 1750-2360),unpp
fusioni 1, 2, 3, 4 oppure 5.

FIG.13 - Grafico che mostra immunogenicita anti-Bor topi immunizzati con un frammento del C-teralm
di tossina A (aa 2387-2706), un frammento del @zteale di tossina B (aa 1750-2360), oppure fusiord, 3, 4
oppure 5.

FIG.14 - Titoli di inibizione di citotossicita dapi immunizzati con un frammento del C-terminald@adisina A

(aa 2387-2706), un frammento del C-terminale diit@sB (aa 1750-2360), oppure fusioni 1, 2, 3, guoe 5.
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FIG.15 - Grafici che descrivono la distribuziongwlioni ToxA-ToxB diC. difficile F52New, F54Gly, F54New
e F5ToxB come determinata secondo la velocita dinsentazione mediante ultracentrifugazione analitic
Riquadro a) descrive la distribuzione di F52Newuadro b) descrive la distribuzione di F54Gly, @dto c)
descrive la distribuzione di F54New e riquadro €jative la distribuzione di F5ToxB.

FIG.16 - Grafico che descrive lo spettro Lontano-tiMusioni F52New, F54Gly, F54New e F5ToxB misorat
usando dicroismo circolare. Lo spettro per F52Newppresentato da una linea con i punti rappresatme
croci doppie, lo spettro per F54Gly €& rappresenti#ouna linea con i punti rappresentati come toéing
F54New é rappresentata da una linea con i pungirezgntati come quadrati, e F5ToxB e rappresedtatma
linea con i punti rappresentati come forme a croce.

FIG.17 - Grafico che descrive lo spettro Vicino-WVfusioni F52New, F54Gly, F54New e F5ToxB misurato
usando dicroismo circolare. Lo spettro per F52Newppresentato da una linea con i punti rappresaame
croci doppie, lo spettro per F54Gly €& rappresenti#ouna linea con i punti rappresentati come toéing
F54New é rappresentata da una linea con i pungirezgntati come quadrati, e F5ToxB € rappresedtatma
linea con i punti rappresentati come forme a croce.

FIG.18 - Grafico che mostra risultati ELISA antix#0 per topi immunizzati con le fusioni F2, F52New,
F54Gly, G54New oppure F5ToxB.

FIG.19 - Grafico che mostra risultati ELISA antix® per topi immunizzati con le fusioni F2, F52New,
F54Gly, F54New oppure F5ToxB.

FIG.20 - Grafico che mostra inibizione di emoagglarione in topi immunizzati con le fusioni F2, R,
F54Gly, F54New oppure F5ToxB.

FIG.21 - Grafico che mostra titoli di citotossicita cellule HT29 da topi immunizzati con le fusioR2,
F52New, F54Gly, F54New oppure F5ToxB.

FIG.22 - Grafico che mostra titoli di citotossicitid cellule IMR90 da topi immunizzati con le fusioR2,

F52New, F54Gly, F54New oppure F5ToxB.
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DESCRIZIONE DETTAGLIATA
POLIPEPTIDI

L’invenzione riguarda un polipeptide comprendemetimo frammento e un secondo frammento, in cui

0] il primo frammento & un frammento di dominipatitivo di tossina A;
(ii) il secondo frammento € un frammento di dominpetitivo di tossina B;
(iii) il primo frammento ha una prima estremitégsimale;

(iv) il secondo frammento ha una seconda estrgmnitssimale; e

in cui il primo frammento e il secondo frammentmeseparati da meno di oppure esattamente 5 amenithoa
nella struttura primaria, in cui il polipeptide sita anticorpi che neutralizzano sia tossina Atessina B, in cui
la prima estremita prossimale € all'interno di uipgtizione corta, la seconda estremita prossiaa#’interno

di una ripetizione corta e la prima estremita proate e la seconda estremita prossimale non intgromo
porzioni di ripetizione corta-ripetizione lunga-eifzione corta.

Il termine polipeptide si riferisce a una sequeratigua di amminoacidi.

Il termine “dominio ripetitivo di tossina A” si ®frisce al dominio C-terminale della proteina tosshk da
C.difficile, comprendente sequenze ripetute. Qudstminio si riferisce a amminoacidi 1832-2710 disina A
da ceppo VPI10463 (ATCC43255) e loro equivalentiinceppo differente, la sequenza di amminoaci8i8
2710 da ceppo VPI10463 (ATCC43255) corrisponde miawacidi 1832-2710 di SEQ ID NO:1.

Il termine “dominio ripetitivo di tossina B” si efisce al dominio C-terminale della proteina togsB da
C.difficile. Questo dominio si riferisce a amminoacidi 1834&3la ceppo VPI10463 (ATCC43255) e loro
equivalenti in un ceppo differente, la sequenzardminoacidi 1834-2366 da ceppo VPI10463 (ATCC43255)
corrisponde a amminoacidi 1834-2366 di SEQ ID NO:2.

Le tossine A e B de.difficile sono proteine conservate, tuttavia la sequenferidife di una piccola quantita tra
i ceppi, inoltre la sequenza amminoacidica peritess e B in ceppi differenti pud differire nel neno di
amminoacidi.

L’invenzione percid il termine dominio ripetitiva tbssina A e/o dominio ripetitivo di tossina B miferirsi a
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una sequenza che € una variante con 90%, 95%, 98%,0 100% di identita di sequenza con amminoacidi
1832-2710 di SEQ ID NO:1 oppure una variante cd¥,995%, 98%, 99% o 100% di identita di sequenza con
amminoacidi 1834-2366 di SEQ ID NO:2. In una fordiaealizzazione una “variante” € un polipeptide ch
varia dai polipeptidi di riferimento per sostitusicamminoacidiche conservative, per cui un residsmstituito
con un altro con le stesse proprieta fisico-chimichipicamente tali sostituzioni sono tra Ala, Viaéu e lle; tra
Ser e Thr; tra i residui acidi Asp e Glu; tra AsBi, e tra i residui basici Lys e Arg; oppure desiaromatici
Phe e Tyr. In una forma di realizzazione un “framto& & un polipeptide che comprende una porziomdigoa

di almeno 250 amminoacidi di un polipeptide.

Inoltre la numerazione di amminoacidi puo differira i domini C-terminali di tossina A (oppure tossB) da

un ceppo e tossina A (oppure tossina B) da un akqpo. Per questa ragione il termine “equivalentiin
ceppo” differente si riferisce a amminoacidi cherispondono a quelli di un ceppo di riferimento @kmpio,

C. difficile VP110463), ma che si trovano in una tossina daeppo differente e che possono cosi essere
numerati differentemente. Una regione di amminaatédjuivalenti” pud essere determinata allineando |
sequenze delle tossine dai differenti ceppi. | mimieamminoacidi forniti per tutta la presenteriériscono a
quelli di ceppo VP110463.

Il termine “frammento” di un polipeptide oppure uha proteina si riferisce a una porzione contigualreno
100, 200, 230, 250, 300, 350, 380, 400, 450, 480, 530, 550, 580 o 600 amminoacidi da quel potigep
oppure da quella proteina. Il termine “primo franm@g si riferisce a una porzione contigua di almée, 250,
300, 350, 380, 400, 450, 480, 500, 530, 550, 5&8D® amminoacidi del dominio ripetitivo di tossina A
termine “secondo frammento” si riferisce a una fore contigua di almeno 100, 200, 230, 250, 280, 380,
400, 450 o 500 amminoacidi del dominio ripetitiidassina B.

Il termine “prima estremita prossimale” si rifergsalla estremita del primo frammento (frammento Adxhe &
covalentemente legata al secondo frammento (frafrumBoxB) oppure covalentemente legata a una sequenz
linker tra il primo e il secondo frammento ed é pigina al secondo frammento nella struttura prienah

termine “seconda estremita prossimale” si riferiaieestremita del secondo frammento che & covataehte
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legata al primo frammento (frammento ToxA) oppusgatentemente legata a una sequenza linker tranibope

il secondo frammento ed & piu vicina al primo fraambo nella struttura primaria.

Il polipeptide pud essere parte di una proteinagp@inde quale un precursore oppure una proteifigsidine. E’
spesso vantaggioso includere una sequenza amndig@aaggiuntiva che contiene sequenze che favaristzn
purificazione quali residui di istidina multipli,ppure una sequenza aggiuntiva per la stabilita nderéa
produzione ricombinante. Inoltre, si considera anthggiunta di polipeptide esogeno oppure di chidica
oppure di sequenze polinucleotidiche per aumeiitagenziale immunogeno della molecola finale.

| frammenti possono essere posizionati in modo ¢ake I'N-terminale del primo frammento sia adiaeeat
C-terminale del secondo frammento, in alternativ&-terminale del primo frammento pud essere adigce
al'N-terminale del secondo frammento, oppure ite@minale del primo frammento puo essere adiacehte
C-terminale del secondo frammento, oppure I'N-teaté del primo frammento pud essere adiacente
all'N-terminale del secondo frammento.

La parola “adiacente” significa separato da menopgiure esattamente 5, 2, 1 o 0 amminoacidi nelldtisra
primaria.

Il polipeptide dell'invenzione suscita anticorpiecheutralizzano tossina A oppure tossina B oppomgedue. In
una forma di realizzazione il polipeptide suscitdi@rpi che neutralizzano tossina A. In un’ulteedorma di
realizzazione il polipeptide suscita anticorpi clatralizzano tossina B. In un’ulteriore forma elalizzazione il
polipeptide suscita anticorpi che neutralizzansit@s A e tossina B.

Se un polipeptide suscita anticorpi contro una it@spud essere misurato immunizzando topi con una
composizione immunogena comprendente il polipeptigecogliendo sieri e analizzando i titoli ants¢ma dei
sieri usando ELISA. | sieri dovrebbero essere amifiti con un campione di riferimento ottenuto dpi tche
non sono stati immunizzati. Un esempio di questmita si pud trovare nell'esempio 6. Il polipeptide
dell'invenzione suscita anticorpi che neutralizzdassina A se i sieri contro il polipeptide dannmadettura
ELISA piu di 10%, 20%, 30%, 50%, 70%, 80%, 90%00% piu alta del campione di riferimento.

In un’ulteriore forma di realizzazione il polipeg¢i dell'invenzione suscita una risposta immunitpriatettiva in
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un ospite mammifero contro ceppi@idifficile. In una forma di realizzazione I'ospite mammiférgelezionato
dal gruppo composto da topo, coniglio, porcelliimdia, primate non umano, scimmia e essere umhbmona
forma di realizzazione I'ospite mammifero & un topoun’ulteriore forma di realizzazione I'ospiteammifero

€ un essere umano.

Se un polipeptide suscita una risposta immunifamidettiva in un ospite mammifero contro ceppCdifficile
puo essere determinato usando un saggio di proioeaan un tale saggio I'ospite mammifero & vaatincon

il polipeptide e provocato mediante esposizion€.difficile, il tempo che il mammifero sopravvive dopo
provocazione & confrontato con il tempo che sopvawn mammifero di riferimento che non €& stato
immunizzato con il polipeptide. Un polipeptide stsaina risposta immunitaria protettiva se un mafarai
immunizzato con il polipeptide sopravvive almendd 0%, 30%, 50%, 80%, 80%, 90%, o 100% piu a lungo
di un mammifero di riferimento che non ¢ stato inmmaato dopo provocazione c@uxifficile.

La struttura nativa dei domini C-terminali da toesiA e B € costituita da una estesa strutturaftipolenoide.
Questa struttura € costituita principalmente dattstre a fogliettoB, con una minoranza di struttureneelica
come osservata in Ho et al (PNAS 102:18373-183D8)). Le strutture secondarie presenti possoner@ss
determinate usando dicroismo circolare. Per esemjsarando la forma e I'entita degli spettri CDlagkgione
del lontano-UV (190-250nm) e confrontando i ristiltan quelli di strutture note. Questo pud essdfettuato
usando un cammino ottico di 0.01cm da 178 a 25@am,una risoluzione di 1nm e un’ampiezza di banda s
uno spettropolarimetro Jasco J-720, per esempi@ @mservato nell'’esempio 5 sotto.

In una forma di realizzazione il primo frammentargwende meno di 25%, 23%, 20%, 18%, 15%, 10%, ai7/%
struttura secondaria a alfa elica. In una formeedlizzazione il secondo frammento comprende mer8%h,
25%, 23%, 20%, 18%, 15%, 10%, o 7% di struttur@sedaria a alfa elica. In un’ulteriore forma di irahzione
ambedue il primo frammento e il secondo frammetmprendono meno di 28%, 25%, 23%, 20%, 18%, 15%,
10%, o 7% di struttura secondaria a alfa elica.

In una forma di realizzazione il primo frammentargende piu di 20%, 25%, 28%, 30%, 33%, 35%, 38%,

40%, o0 42% di struttura a foglietto beta. In unenfa di realizzazione il secondo frammento comprgridedi
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20%, 25%, 28%, 30%, 33%, 35%, 38%, 40%, o0 42% mdittsta a foglietto beta. In un’ulteriore forma di
realizzazione sia il primo frammento sia il secofidonmento comprende pit di 20%, 25%, 28%, 30%, ,33%
35%, 38%, 40%, o0 42% di struttura a foglietto beta.

La Figura 2 rappresenta I'organizzazione dei dorfisierminali di ToxA e ToxB. Il dominio C-terminalgi
tossina A e costituito da 8 porzioni di ripetizidimdicate come porzione di ripetizioni |, porziodéripetizioni
I, porzione di ripetizioni lll, porzione di ripetioni IV, porzione di ripetizioni V, porzione dipetizioni VI,
porzione di ripetizioni VIl e porzione di ripetizio VIII) ognuna di queste porzioni di ripetizionu@ essere
ulteriormente divisa in ripetizioni corte (SR) ckmno rappresentate come box bianche nella figera2etizioni
lunghe (LR) che sono rappresentate come box ndie figura 2 (eccetto per la porzione Tox A di tig@®ne
VIl che non ha una ripetizione lunga). Ciascun#iedgpetizioni lunghe ha qualche similarita stusttle e di
sequenza con le altre ripetizioni lunghe. Analogateée ripetizioni corte hanno qualche similaritdequenza e
strutturale I'una con l'altra. Il dominio C-termiadi tossina B € costituito da 5 porzioni di rigeni suddivise
in SR e LR. Ciascuna porzione di ripetizioni condeina LR e tra 2 e 5 SR (eccetto per porziongéiizioni V
di ToxB che non ha una ripetizione lunga). Ai faella descrizione la frase “una porzione di rigetiZ’ si
riferisce a una delle otto porzioni di ripetiziatii ToxA (indicate come I, 11, I, IV, V, VI, VIl,e VIII) oppure
una delle cinque porzioni di ripetizioni di ToxBn@iicate come I, Il, I, IV oppure VI). Come usatella
presente il termine “prima porzione di ripetiziosi’riferisce a una porzione di ripetizioni (oppumga porzione
di ripetizioni parziale) dal dominio ripetitivo tissina A. Il termine “seconda porzione di ripetiaf’ si riferisce
a una porzione di ripetizioni (oppure una porzidngpetizioni parziale) dal dominio ripetitivo tbssina B. Per
gli scopi della descrizione il termine “ripetiziohenga” si riferisce a uno dei domini LR rappresgintome box
nere nella Figura 2. Ai fini della descrizione drnine “ripetizione corta” si riferisce a uno dednini SR
rappresentati come box bianche nella Figura 2.

Pertanto per esempio, la porzione di ripetiziodi ToxA contiene tre SR e una LR, che possono esiferite
come la prima SRI di ToxA, la seconda SRI di TolAterza SRI di ToxA e la LRI di ToxA, rispettivamte.

La prima estremita prossimale si ritiene che sidntdrno di una “porzione di ripetizioni” se il rpmo

Jacopo de Benedetti
USBM-043R B



- 12 -

frammento termina in un amminoacido che ¢ all'intedi quella porzione di ripetizioni (cio€, la panastremita
prossimale contiene soltanto parte della sequerfla gorzione di ripetizioni). Analogamente la seda
estremita prossimale si ritiene che sia all'intediouna “porzione di ripetizioni” se il secondo fmenento
termina in un amminoacido che & all'interno di dmegdorzione di ripetizioni. Per esempio la prim&resita
prossimale €& all'interno di “una porzione di rig&tni | di ToxA” se il primo frammento termina camo
qualunque di amminoacidi 1832-1924 (incluso) di X363 oppure loro equivalenti in un altro ceppopkima
estremita prossimale non é all'interno di una pmreiripetizione corta - ripetizione lunga-ripetiz@ocorta se |l
primo frammento termina con un amminoacido che gaoall'interno di quella porzione ripetizione corta-
ripetizione lunga-ripetizione corta.

Le posizioni amminoacidiche di ogni dominio sonatetdefinite per tossina A e tossina B da ceppd V463

(ATCC43255). Queste sono come segue

Nome pf:nsliz.inne p-:.-sizi-:ne

iniziale finale

Toxd,_| 511 1832 1853
ER2 1853 1873

A3 1644 1483

LR 16494 1824

Tawd, 11 3R 1825 84
2 1046 1465

SR3 116 195G

BRd 15947 BT

SR3 2008 20ET

LR 2 i

Toawh_[l iy | 2058 Hrn
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SR2 2079 2099

SR3 2100 2120

SR4 2121 2141

SR5 2142 2161

LR 2162 2192

ToxA_IV SR1 2193 2212
SR2 2213 2233

SR3 2234 2253

SR4 2254 2275

LR 2276 2306

ToxA_V SR1 2307 2326
SR2 2327 2347

SR3 2348 2368

SR4 2369 2389

SR5 2390 2409

LR 2410 2440

ToxA_VI SR1 2441 2460
SR2 2461 2481

SR3 2482 2502

SR4 2503 2522

LR 2523 2553

ToxA_VII SR1 2554 2573
SR2 2574 2594

SR3 2595 2613

LR 2614 2644

ToxA_VIII SR1 2645 2664
SR2 2665 2686
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SR3 2687 2710

ToxB_|I SR1 1834 1854
SR2 1855 1876

SR3 1877 1896

LR 1897 1926

ToxB_lI SR1 1927 1946
SR2 1947 1967

SR3 1968 1987

SR4 1988 2007

SR5 2008 2027

LR 2028 2057

ToxB_llI SR1 2058 2078
SR2 2079 2099

SR3 2100 2119

SR4 2120 2139

SR5 2140 2159

LR 2160 2189

ToxB_IV SR1 2190 2212
SR2 2213 2233

SR3 2234 2253

SR4 2254 2273

SR5 2274 2293

LR 2294 2323

ToxB_V SR1 2324 2343
SR2 2344 2366

Tabella 1
Per questa ragione il termine “porzione di ripetii puo riferirsi a amminoacidi 1832-1924, 1925-

2058, 2059-2192, 2193-2306, 2307-2440, 2441-25534-2644 oppure 2645-2710 di tossina A (SEQ ID
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NO:1), oppure amminoacidi 1834-1926, 1927-2057,820589, 2190-2323 oppure 2324-2366 di tossina B
(SEQ ID NO:2) oppure loro equivalenti in un cepjifedente diC.difficile.

Per questa ragione il termine 'ripetizione cortad piferirsi a amminoacidi 1832-1852, 1853-1873,
1874-1893, 1925-1944 1945-1965, 1966-1986, 1987-2@008-2027, 2059-2078, 2079-2099, 2100-2120,
2121-2141, 2142-2161, 2193-2212, 2213-2233, 223B22254-2275, 2307-2326, 2327-2347, 2348-2368,
2369-2389, 2390-2409, 2441-2460, 2461-2481, 248222503-2522, 2554-2573, 2574-2594, 2595-2613,
2645-2664, 2665-2686 oppure 2687-2710 di tossit®RQ ID NO:1) oppure amminoacidi 1834-1854, 1855-
1876, 1877-1896, 1927-1946, 1947-1967, 1968-19888-2007, 2008-2027, 2058-2078, 2079-2099, 2100-
2119, 2120-2139, 2140-2159, 2190-2212, 2213-22234-2253, 2254-2273, 2274-2293, 2324-2343 oppure
2344-2366 di tossina B (SEQ ID NO:2) oppure loraieglenti in un ceppo differente @i.difficile.

Analogamente il termine “ripetizione lunga” puderifsi a amminoacidi 1894-1924, 2028-2058, 21622219
2276-2306, 2410-2440, 2523-2553 oppure 2614-264dsdina A (SEQ ID NO:1) oppure amminoacidi 1897-
1926, 2028-2057, 2160-2189 oppure 2294-2323 dirtadd (SEQ ID NO:2) oppure loro equivalenti in wppo
differente diC.difficile.

Analogamente il termine “porzione ripetizione cenifgetizione lunga-ripetizione corta” pud riferira
amminoacidi 1874-1944, 2008-2078, 2142-2212, 225262 2390-2460, 2503-2573, oppure 2595-2664 di
tossina A (SEQ ID NO:1) oppure amminoacidi 18774,92008-2078, 2140-2212 oppure 2274-2343 di tossina
B (SEQ ID NO:2) oppure loro equivalenti in un cepiierente diC.difficile. Il termine “non interrompe una
porzione ripetizione corta-ripetizione lunga-rigaine corta” significa che I'estremita prossimaleineuna
regione che non interrompe la struttura della moiripetizione corta-ripetizione lunga-ripetiziooerta, in
generale questo significa che I'estremita prossnmain € all'interno di una ripetizione lunga e radfinterno
delle ripetizioni corte che costituiscono una pona ripetizione corta-ripetizione lunga-ripetiziaceata, eccetto
che l'estremita prossimale pud essere nella regilirie 2, 3, 4, 5 0 6 amminoacidi della ripetiziozmta che
sono piu distanti dalla ripetizione lunga nellawsatga. In una forma di realizzazione il terminerfmoterrompe

una porzione ripetizione corta-ripetizione lunggetizione corta” significa che I'estremita prossienaon é
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all'interno della porzione ripetizione corta-ripgtine lunga-ripetizione corta.

In una forma di realizzazione la prima estremitdspimale non € all'interno di amminoacidi 1878-192046-
2208, 2012-2074, 2258-2322, 2394-2456, 2507-256992660 oppure 2593-2660 di tossina A (SEQ ID
NO:1) oppure loro equivalenti in un ceppo diffeesi C.difficile. In una seconda forma di realizzazione la
seconda estremita prossimale non € all’internardnaoacidi 1881-1942, 2012-2074, 2144-2208, opR2iéB-
2339 di tossina B (SEQ ID NO:2) oppure loro equewdl in un ceppo differente @.difficile. In un’ulteriore
forma di realizzazione la prima estremita prossamadn € all'interno di amminoacidi 1878-1940, 228538,
2012-2074, 2258-2322, 2394-2456, 2507-2569, 253 2fppure 2593-2660 di tossina A (SEQ ID NO:1)
oppure loro equivalenti in un ceppo differenteCdidifficile e la seconda estremita prossimale non € all'iotern
di amminoacidi 1881-1942, 2012-2074, 2144-2208 uop2278-2339 di tossina B (SEQ ID NO:2) oppure lor
equivalenti in un ceppo differente @idifficile.

In una forma di realizzazione la prima estremit@spimale & allinterno di porzione di ripetizioni V
(amminoacidi 2307-2440 di SEQ ID NO:1 oppure loguigalenti in un ceppo differente), VI (amminoacidi
2441-2553 di SEQ ID NO:1 oppure loro equivalentiuim ceppo differente), VII (amminoacidi 2554-2644 d
SEQ ID NO:1 oppure loro equivalenti in un ceppdetiénte) oppure VIII (amminoacidi 2645-2710 di SHER
NO:1 oppure loro equivalenti in un ceppo differgrtetossina A. In un’ulteriore forma di realizzame la prima
estremita prossimale € all'interno di porzione igietizioni VII (amminoacidi 2554-2644 di SEQ ID NOD:
oppure loro equivalenti in un ceppo differente)taisina A. In un’ulteriore forma di realizzazioree prima
estremita prossimale €& all'interno di porzione igietizioni VIII (amminoacidi 2645-2710 di SEQ ID ND
oppure loro equivalenti in un ceppo differente)adisina A.

In una forma di realizzazione la seconda estrermpiassimale & all'interno di porzione di ripetiziohi
(amminoacidi 1834-1926 di SEQ ID NO:2 oppure loguigalenti in un ceppo differente), 1l (amminoacidi
1927-2057 di SEQ ID NO:2 oppure loro equivalentuimceppo differente), oppure iii (amminoacidi 2€589

di SEQ ID NO:2 oppure loro equivalenti in un cepgifferente) di tossina B. In un’ulteriore forma di

realizzazione la seconda estremita prossimal€igtatho di porzione di ripetizioni Il (amminoacid927-2057
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di SEQ ID NO:2 oppure loro equivalenti in un cepgifferente) di tossina B. In un’ulteriore forma di
realizzazione la seconda estremita prossimaleigtatho di porzione di ripetizioni | (amminoacidB34-1926
di SEQ ID NO:2 oppure loro equivalenti in un cepjifferente) di tossina B.

In una forma di realizzazione la prima estremitdspimale €& all'interno di porzione di ripetizionillV
(amminoacidi 2645-2710 di SEQ ID NO:1 oppure loguigalenti in un ceppo differente) di tossina Aze |
seconda estremita prossimale € all'interno di poeidi ripetizioni | (amminoacidi 1834-1926 di SHPNO:2
oppure loro equivalenti in un ceppo differente)taksina B. In un’ulteriore forma di realizzaziorse grima
estremita prossimale & all'interno di porzione igetizioni VIII (amminoacidi 2645-2710 di SEQ ID NO,
oppure loro equivalenti in un ceppo differente)asina A e la seconda estremita prossimale étaitiio di
porzione di ripetizioni Il (amminoacidi 1927-2057 8EQ ID NO:2 oppure loro equivalenti in un ceppo
differente) di tossina B. In un’ulteriore forma dializzazione la prima estremita prossimale eénddifino di
porzione di ripetizioni VII (amminoacidi 2554-264# SEQ ID NO:1 oppure loro equivalenti in un ceppo
differente) di tossina A e la seconda estremit&gimale € all'interno di porzione di ripetizion{dmminoacidi
1834-1926 di SEQ ID NO:2 oppure loro equivalentiinceppo differente) di tossina B. In un'ulteriéoema di
realizzazione la prima estremita prossimale éngdliino di porzione di ripetizioni VII (amminoacidb54-2644
di SEQ ID NO:1 oppure loro equivalenti in un cepfifferente) di tossina A e la seconda estremitd&gmale
all'interno di porzione di ripetizioni Il (amminogti 1927-2057 di SEQ ID NO:2 oppure loro equivaiéntun
ceppo differente) di tossina B. In un’ulteriorerfa di realizzazione la prima estremita prossimadd!’iéaterno
di porzione di ripetizioni VI (amminoacidi 2441-25%li SEQ ID NO:1 oppure loro equivalenti in un cepp
differente) e la seconda estremita prossimale’iatalino di porzione di ripetizioni | (amminoacitiB34-1926 di
SEQ ID NO:2 oppure loro equivalenti in un ceppdetiénte) di tossina B. In un’ulteriore forma dilizzazione
la prima estremita prossimale € all'interno di panz di ripetizioni VI (amminoacidi 2441-2553 di QED
NO:1 oppure loro equivalenti in un ceppo differg@reda seconda estremita prossimale é all'intelinmodzione
di ripetizioni 1l (amminoacidi 1927-2057 di SEQ IRO:2 oppure loro equivalenti in un ceppo differgmnde

tossina B. In un’ulteriore forma di realizzaziore prima estremita prossimale & all'interno di ponz di
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ripetizioni V (amminoacidi 2307-2440 di SEQ ID NOoppure loro equivalenti in un ceppo differentelae
seconda estremita prossimale e all'interno di poeidi ripetizioni | (amminoacidi 1834-1926 di SHQNO:2
oppure loro equivalenti in un ceppo differente)taksina B. In un’ulteriore forma di realizzaziorse grima
estremita prossimale é all'interno di porzioneigetizioni V (amminoacidi 2307-2440 di SEQ ID NQoppure
loro equivalenti in un ceppo differente) e la setestremita prossimale é all'interno di porzionegktizioni
Il (amminoacidi 1927-2057 di SEQ ID NO:2 oppuredl@quivalenti in un ceppo differente) di tossina B.

In una forma di realizzazione la prima estremitaspimale € all'interno di amminoacidi 2690-2710,
oppure 2695-2710, oppure 2700-2710 di SEQ ID NQpfuce loro equivalenti in un ceppo differente. In
un’ulteriore forma di realizzazione la prima esti@mprossimale € all'interno di amminoacidi 267027
oppure 2675-2695, oppure 2680-2690 di SEQ ID NQuiuee loro equivalenti in un ceppo differente. hau
forma di realizzazione la seconda estremita prasirgé all'interno di amminoacidi 1860-1878 di TossB
oppure loro equivalenti in un ceppo differenteula forma di realizzazione la seconda estremitagmmale &
all'interno di amminoacidi 1950-1980, 1955-1975 omp1960-1970 di SEQ ID NO:2 oppure loro equivalant
un ceppo differente. In un’ulteriore forma di reahzione la seconda estremita prossimale e alffiateli
amminoacidi 1978-2008, 1983-2003 oppure 1988-1998EM) ID NO:2 oppure loro equivalenti in un ceppo
differente. In un’ulteriore forma di realizzaziofe seconda estremita prossimale € all'interno dnaroacidi
1860-1878, 1854-1876, 1857-1887, 1862-1882, oph867-1877 di SEQ ID NO:2 oppure loro equivalenti in
un ceppo differente.

In una forma di realizzazione il primo frammentaastituito da un dominio ripetitivo di tossina Ateno
(amminoacidi 1832-2710). In una forma di realizeagi il secondo frammento & costituito da un dominio
ripetitivo di tossina B intero (amminoacidi 1833653.

In una forma di realizzazione la prima estremitaspimale €& all'interno di ripetizione corta 3 dirpone di
ripetizioni VIII di tossina A (amminoacidi 2687-201di SEQ ID NO:1 oppure loro equivalenti in un cepp
differente) e la seconda estremita prossimale’i@talino di ripetizione corta 4 di porzione di rifgoni Il di

tossina B (amminoacidi 1988-2007 di SEQ ID NO:2 wgploro equivalenti in un ceppo differente). Inaun
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forma di realizzazione la prima estremita prossingahbll'interno di ripetizione corta 3 di porzioderipetizioni
VIII di tossina A (amminoacidi 2687-2710 di SEQ NID:1 oppure loro equivalenti in un ceppo differgrada
seconda estremita prossimale e all'interno di izmmte corta 3 di porzione di ripetizioni Il di &isa B
(amminoacidi 1968-1987 di SEQ ID NO:2 oppure loguigalenti in un ceppo differente). In una forma di
realizzazione la prima estremita prossimale erddltino di ripetizione corta 3 di porzione di rigaini VIII di
tossina A (amminoacidi 2687-2710 di SEQ ID NO:1 ungploro equivalenti in un ceppo differente) edaanda
estremita prossimale é all'interno di ripetizior@ta 2 di porzione di ripetizioni Il di tossina Briminoacidi
1947-1967 di SEQ ID NO:2 oppure loro equivalentium ceppo differente). In una forma di realizzazida
prima estremita prossimale & all'interno di ripetie corta 3 di porzione di ripetizioni VIII di teima A
(amminoacidi 2687-2710 di SEQ ID NO:1 oppure loguigalenti in un ceppo differente) e la secondeaeesita
prossimale ¢ all'interno di ripetizione corta 3pdirzione di ripetizioni | di tossina B (amminoaci877-1896 di
SEQ ID NO:2 oppure loro equivalenti in un ceppdediénte. In una forma di realizzazione la primaessita
prossimale € all'interno di ripetizione corta 3pdirzione di ripetizioni VIl di tossina A (amminadc 2687-
2710 di SEQ ID NO:1 oppure loro equivalenti in ueppo differente) e la seconda estremita prossimale
all'interno di ripetizione corta 2 di porzione dpetizioni | di tossina B (amminoacidi 1855-1876 2&Q ID
NO:2 oppure loro equivalenti in un ceppo differgnttn una forma di realizzazione la prima estremita
prossimale € all'interno di ripetizione corta 3pdirzione di ripetizioni VIl di tossina A (amminadc 2687-
2710 di SEQ ID NO:1), oppure loro equivalenti in o@ppo differente) e la seconda estremita prossiral
all'interno di ripetizione corta 1 di porzione dpetizioni | di tossina B (amminoacidi 1834-1854 fQ ID
NO:2 oppure loro equivalenti in un ceppo differgnttn una forma di realizzazione la prima estremita
prossimale € all'interno di ripetizione corta 2pdirzione di ripetizioni VIl di tossina A (amminadc 2665-
2686 di SEQ ID NO:1 oppure loro equivalenti in ueppo differente) e la seconda estremita prossimale
all'interno di ripetizione corta 4 di porzione dpetizioni Il di tossina B (amminoacidi 1988-2007 SEQ ID
NO:2 oppure loro equivalenti in un ceppo differ@ntthn una forma di realizzazione la prima estremita

prossimale € all'interno di ripetizione corta 2pdirzione di ripetizioni VIII di tossina A (amminadc 2665-
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2686 di SEQ ID NO:1 oppure loro equivalenti in ugppo differente) e la seconda estremita prossimale
all'interno di ripetizione corta 3 di porzione dpetizioni Il di tossina B (amminoacidi 1968-1987 SEQ ID
NO:2 oppure loro equivalenti in un ceppo differgnttn una forma di realizzazione la prima estremita
prossimale € all'interno di ripetizione corta 2pdirzione di ripetizioni VIl di tossina A (amminadc 2665-
2686 di SEQ ID NO:1 oppure loro equivalenti in ueppo differente) e la seconda estremita prossimale
all'interno di ripetizione corta 2 di porzione dpetizioni Il di tossina B (amminoacidi 1947-1967 SEQ ID
NO:2 oppure loro equivalenti in un ceppo differ@gntthn una forma di realizzazione la prima estremita
prossimale € all'interno di ripetizione corta 2pdirzione di ripetizioni VIII di tossina A (amminadc 2665-
2686 di SEQ ID NO:1 oppure loro equivalenti in ueppo differente) e la seconda estremita prossimale
allinterno di ripetizione corta 3 di porzione dpetizioni | di Tossina B (amminoacidi 1877-1896tdssina B
oppure loro equivalenti in un ceppo differente).uima forma di realizzazione la prima estremita giroale &
all'interno di ripetizione corta 2 di porzione dpetizioni VIII di tossina A (amminoacidi 2665-26&8k SEQ 1D
NO:1 oppure loro equivalenti in un ceppo differ¢gnte la seconda estremita prossimale €& all'interho d
ripetizione corta 2 di porzione di ripetizioni | @issina B (amminoacidi 1855-1876 di SEQ ID NO:pune loro
equivalenti in un ceppo differente. In una formaehlizzazione la prima estremita prossimale énédifno di
ripetizione corta 2 di porzione di ripetizioni VIdli tossina A (amminoacidi 2665-2686 di SEQ ID N@gpure
loro equivalenti in un ceppo differente) e la setestremita prossimale € all'interno di ripetigarorta 1 di
porzione di ripetizioni | di tossina B (amminoaciiB34-1854 di SEQ ID NO:2 oppure loro equivalentiun
ceppo differente). In una forma di realizzazionpriana estremita prossimale € all'interno di ripiethe corta 2

di porzione di ripetizioni vii di tossina A (ammiacidi 2574-2594 di SEQ ID NO:1 oppure loro equindlén

un ceppo differente) e la seconda estremita praedsirgé all'interno di ripetizione corta 4 di porzeri
ripetizioni 1l di tossina B (amminoacidi 1988-20@i SEQ ID NO:2 oppure loro equivalenti in un ceppo
differente). In una forma di realizzazione la priestremita prossimale € all'interno di ripetiziotarta 2 di
porzione di ripetizioni vii di tossina A (amminodt2574-2594 di SEQ ID NO:1 oppure loro equivaléntun

ceppo differente) e la seconda estremita prossiénalkinterno di ripetizione corta 3 di porzioneripetizioni Il
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di tossina B (amminoacidi 1668-1987 di SEQ ID N©gpure loro equivalenti in un ceppo differente).utma
forma di realizzazione la prima estremita prosseneahbll'interno di ripetizione corta 2 di porzioderipetizioni
vii di tossina A (amminoacidi 2574-2594 di SEQ IBDN oppure loro equivalenti in un ceppo differeradn
seconda estremita prossimale e all'interno di izmmte corta 2 di porzione di ripetizioni Il di &isa B
(amminoacidi 1947-1967 di SEQ ID NO:2 oppure loguigalenti in un ceppo differente). In una forma di
realizzazione la prima estremita prossimale eénadlino di ripetizione corta 2 di porzione di rigéni VII di
tossina A (amminoacidi 2574-2594 di SEQ ID NO:1 angploro equivalenti in un ceppo differente) edaanda
estremita prossimale € all’interno di ripetiziorsrta 2 di porzione di ripetizioni | di tossina Bnfeinoacidi
1855-1876 di SEQ ID NO:2 oppure loro equivalentium ceppo differente). In una forma di realizzarida
prima estremita prossimale €& all'interno di ripetie corta 2 di porzione di ripetizioni VIl di tosa A
(amminoacidi 2574-2594 di SEQ ID NO:1 oppure logoigalenti in un ceppo differente) e la secondeegsita
prossimale € all'interno di ripetizione corta lpdirzione di ripetizioni | di tossina B (amminoacik$34-1854 di
SEQ ID NO:2 oppure loro equivalenti in un ceppdediénte). In una forma di realizzazione la primaessita
prossimale e all'interno di ripetizione corta 3pdirzione di ripetizioni VI di tossina A (amminoaci#82-2502
di SEQ ID NO:1 oppure loro equivalenti in un ceppfferente) e la seconda estremita prossimale’i@talino
di ripetizione corta 4 di porzione di ripetizionidi tossina B (amminoacidi 1988-2007 di SEQ ID [R@ppure
loro equivalenti in un ceppo differente). In unanfia di realizzazione la prima estremita prossingadd!'interno
di ripetizione corta 3 di porzione di ripetizionl Wi tossina A (amminoacidi 2482-2502 di SEQ ID N®@ppure
loro equivalenti in un ceppo differente) e la setestremita prossimale € all'interno di ripetidarorta 3 di
porzione di ripetizioni Il di tossina B (amminoacitb68-1987 di SEQ ID NO:2 oppure loro equivaléntun
ceppo differente). In una forma di realizzazion@fizna estremita prossimale € all'interno di ripiethe corta 3
di porzione di ripetizioni VI di tossina A (amminadi 2482-2502 di SEQ ID NO:1 oppure loro equivéién
un ceppo differente) e la seconda estremita pra@gsird all’interno di ripetizione corta 2 di porzeordi
ripetizioni 1l di tossina B (amminoacidi 1947-19@if SEQ ID NO:2 oppure loro equivalenti in un ceppo

differente). In una forma di realizzazione la priestremita prossimale € all'interno di ripetizioo@rta 3 di
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porzione di ripetizioni VI di tossina A (amminoaciZ482-2502 di SEQ ID NO:1 oppure loro equivalentun
ceppo differente) e la seconda estremita prossimalinterno di ripetizione corta 2 di porzioneripetizioni |
di tossina B (amminoacidi 1855-1876 di SEQ ID N©gpure loro equivalenti in un ceppo differente).utma
forma di realizzazione la prima estremita prossingahbll'interno di ripetizione corta 3 di porzioderipetizioni
VI di tossina A (amminoacidi 2482-2502 di SEQ ID NMppure loro equivalenti in un ceppo differergelp
seconda estremita prossimale €& all'interno di izpmte corta 1 di porzione di ripetizioni | di tass B
(amminoacidi 1834-1854 di SEQ ID NO:2 oppure loguigalenti in un ceppo differente). In una forma di
realizzazione la prima estremita prossimale énddifino di ripetizione corta 2 di porzione di rigathi VI di
tossina A (amminoacidi 2461-2481 di SEQ ID NO:1 agploro equivalenti in un ceppo differente) edaanda
estremita prossimale é all'interno di ripetizior@ta 4 di porzione di ripetizioni Il di tossina Briminoacidi
1988-2007 di SEQ ID NO:2 oppure loro equivalentium ceppo differente). In una forma di realizzazida
prima estremita prossimale € all'interno di ripietie corta 2 di porzione di ripetizioni VI di tosai A
(amminoacidi 2461-2481 di SEQ ID NO:1 oppure logoigalenti in un ceppo differente) e la secondeegsita
prossimale € all'interno di ripetizione corta 3pdirzione di ripetizioni Il di tossina B (amminoacib68-1987
di SEQ ID NO:2 oppure loro equivalenti in un cegjifferente). In una forma di realizzazione la priesremita
prossimale € all’interno di ripetizione corta 2pdirzione di ripetizioni VI di tossina A (amminoaci2#61-2481
di SEQ ID NO:1), oppure loro equivalenti in un ceptifferente) e la seconda estremita prossimaligterno
di ripetizione corta 2 di porzione di ripetizionidi tossina B (amminoacidi 1947-1967 di SEQ ID [R@ppure
loro equivalenti in un ceppo differente). In unanfia di realizzazione la prima estremita prossingadd!'interno
di ripetizione corta 2 di porzione di ripetizionl Wi tossina A (amminoacidi 2461-2481 di SEQ ID N®@ppure
loro equivalenti in un ceppo differente) e la saetestremita prossimale € all'interno di ripetidarorta 2 di
porzione di ripetizioni | di tossina B (amminoacii855-1876 di SEQ ID NO:2 oppure loro equivalentiun
ceppo differente). In una forma di realizzazion@iiana estremita prossimale € all'interno di ripethe corta 2
di porzione di ripetizioni VI di tossina A (amminudi 2461-2481 di SEQ ID NO:1 oppure loro equivéién

un ceppo differente) e la seconda estremita pra@gsird all’interno di ripetizione corta 1 di porzeordi
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ripetizioni | di tossina B (amminoacidi 1834-1854 SEQ ID NO:2 oppure loro equivalenti in un ceppo
differente).

In una forma di realizzazione la prima estremitaspimale € all'interno di amminoacidi 2690-2710p e
2695-2710, oppure 2700-2710 di SEQ ID NO:1 oppore kquivalenti in un ceppo differente e la seconda
estremita prossimale € all'interno di amminoaci@ibQ-1980, 1955-1975 oppure 1960-1970 di SEQ ID NO:2
oppure loro equivalenti in un ceppo differente.uima forma di realizzazione la prima estremita proske &
all'interno di amminoacidi 2690-2710, oppure 26982, oppure 2700-2710 di SEQ ID NO:1 oppure loro
equivalenti in un ceppo differente e la secondeegsta prossimale € all'interno di amminoacidi 128,
1983-2003 oppure 1988-1998 di SEQ ID NO:2 oppure &xmuivalenti in un ceppo differente. In una fordia
realizzazione la prima estremita prossimale erédliino di amminoacidi 2690-2710, oppure 2695-20hpure
2700-2710 di SEQ ID NO:1 oppure loro equivalentuim ceppo differente e la seconda estremita predsim
allinterno di amminoacidi 1857-1887, 1862-1882pope 1867-1877 di SEQ ID NO:2 oppure loro equivilen
in un ceppo differente. In una forma di realizzagida prima estremita prossimale € all'internomir@noacidi
2670-2700, oppure 2675-2695, oppure 2680-2690 dp 3B NO:1 oppure loro equivalenti in un ceppo
differente e la seconda estremita prossimale antgltho di amminoacidi 1950-1980, 1955-1975 opl860-
1970 di SEQ ID NO:2 oppure loro equivalenti in wppo differente. In una forma di realizzazione lanp
estremita prossimale é all'interno di amminoaci@y@-2700, oppure 2675-2695, oppure 2680-2690 di EQ
NO:1 oppure loro equivalenti in un ceppo differeela seconda estremita prossimale € all’interno di
amminoacidi 1978-2008, 1983-2003 oppure 1988-1998H{) ID NO:2 oppure loro equivalenti in un ceppo
differente. In una forma di realizzazione la priesremita prossimale é all'interno di amminoaciéy@-2700,
oppure 2675-2695, oppure 2680-2690 di SEQ ID N(nfuoe loro equivalenti in un ceppo differente e la
seconda estremita prossimale e all'interno di aroasidi 1857-1887, 1862-1882, 1860-1878 oppure 18877

di SEQ ID NO:2 oppure loro equivalenti in un cepjifferente.

In una forma di realizzazione il primo frammentorgende almeno 100, 200, 300, 400 o 450 amminodaidi

una forma di realizzazione il secondo frammento ma@mde almeno 100, 200, 300 0 400 amminoacidi.
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In una forma di realizzazione il polipeptide commde inoltre un linker. Questo linker pud essereldrarima
estremita prossimale e la seconda estremita praksiimn alternativa il linker puo legare le estrigndistali del
primo frammento e/o del secondo frammento a uraiate sequenza di amminoacidi.

Una sequenza di linker peptidico puo essere impaeger separare il primo frammento e il secondmifnanto.
Una tale sequenza di linker peptidico € incorporeia proteina di fusione usando tecniche standardnote
nella tecnica. Sequenze di linker peptidico adpttesono essere scelte sulla base dei seguenti:fétfploro
capacita di adottare una conformazione estesatilesg2) loro incapacita di adottare una strutsecondaria
che potrebbe interagire con epitopi funzionaligimo frammento e/o sui secondi frammenti; e (InkEncanza
di residui idrofobi oppure carichi che potrebbesagire con gli epitopi funzionali di Tox A e/o ToxBequenze
di linker peptidico possono contenere residui Gign e Ser. Altri amminoacidi quasi neutri, qualirTeh Ala
possono anche essere usati nella sequenza linkgueBze amminoacidiche che possono essere utiimente
impiegate come linker includono quelle descrittéMaratea et al., Gene 40:39-46 (1985); Murphy gtRyloc.
Natl. Acad. Sci. USA 83:8258-8262 (1986); Brevétt&. No. 4,935,233 e Brevetto U.S. No. 4,751,180.

In una forma di realizzazione il linker comprende 1-19, 1-15, 1-10, 1-5, 1-2, 5-20, 5-15, 5-15200 oppure
10-15 amminoacidi. In una forma di realizzazionkniker &€ un linker di glicine, il linker pud congmdere (1, 2,
3,4,5,6,7,8,9, 10, 12, 15, 18 oppure 193esdi glicina contigui multipli, oppure in altertiza il linker pud
comprendere alcuni residui di glicina e alcunidasdi altri amminoacidi quale alanina. In un’uleze forma di
realizzazione il linker comprende un singolo residiglicina.

In una forma di realizzazione il polipeptide deil’enzione & parte di una proteina di fusione pande. Le
proteine di fusione possono inoltre comprendere amatidi codificanti per una porzione immunogenaidi
ulteriore antigene proteico. Per esempio la pratet fusione pud inoltre comprendere una porzione
immunogena di un antigene proteico ottenuto oppleevato da un batterio selezionato dal gruppo €he
composto daSpneumoniae, H.influenzae, N.meningitidis, E.coli, M.cattarhalis, C.tentani, C.diphtheriae,
B.pertussis, Sepidermidis, enterococciSaureus, e Pseudomonas aeruginosa. In questo caso il linker puo essere

tra il primo frammento oppure il secondo frammertana ulteriore porzione immunogena di un antigene
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proteico.

Il termine "porzione immunogena dello stesso" oppiframmento immunogeno” si riferisce a un framnoedit

un polipeptide in cui il frammento comprende unt@pd che € riconosciuto da linfociti T citotossianfociti T
helper oppure cellule B. Appropriatamente, la pmm@ immunogena comprendera almeno 30%,
appropriatamente almeno 50%, specialmente alme¥oerth particolare almeno 90% (ad esempio 95% 0)98%
degli amminoacidi nella sequenza di riferimento.pogizione immunogena comprendera appropriatamattte t
delle regioni dell’'epitopo della sequenza di rifieeinto.

In una forma di realizzazione il polipeptide compmte un frammento immunogeno di SEQ ID NO:3, SEQ ID
NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ND:21, SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:25 oppure
SEQ ID NO27. In una forma di realizzazione il pefijpide comprende un frammento immunogeno di almeno
500, 550, 600, 650, 700, 750, 780, 800, 830, 880, 800, 920, o 950 amminoacidi di SEQ ID NO:3, SBQ
NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ND:21, SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:25 oppure
SEQ ID NO27. In un'ulteriore forma di realizzaziogolipeptide comprende una variante di SEQ ID:8lO
SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NOSEQ ID NO:21, SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:25
oppure SEQ ID NO27, in un'ulteriore forma di reafizione il polipeptide comprende una variante avent
almeno 80%, 85%, 90%, 92%, 95%, 98%, 99%, o 100%ldditita di sequenza con SEQ ID NO:3-SEQ ID
NO:7.

In una forma di realizzazione il polipeptide commte piu di 450, 475, 500, 525, 575, 600, 625, 658, 700,
725, 750, 775, 800, 825 o 850 amminoacidi da tasainn una forma di realizzazione il polipeptidengrende
meno di 850, 825, 800, 775, 750, 725, 700, 675, 626, o 600 amminoacidi da tossina A. In una fodha
realizzazione il polipeptide comprende piu di 3505, 400, 425, 450, 475, 500 o 525 amminoacidbdsina B.

In una forma di realizzazione il polipeptide compie meno di 525, 500, 475, o 450 amminoacidi dsinaB.

Il termine “identitd” &€ noto nella tecnica, € urdazione tra due o piu sequenze polipeptidiche mpgue o piu
sequenze polinucleotidiche, come & il caso, conerknata confrontando le sequenze. Nella tectiidantita"

significa anche il grado di relazionalita tra semgeetra sequenze polipeptidiche oppure polinudesite, come
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e il caso, come determinato dalla corrispondereattinghe di tali sequenze. L"identita" pud esgacilmente
calcolata mediante metodi noti, includenti ma nanithti a quelli descritti in (Computational Molden
Biology, Lesk, A.M., ed., Oxford University Preddew York, 1988; Biocomputing: Informatics and Gereom
Projects, Smith, D.W., ed., Academic Press, NewkYd®93; Computer Analysis of Sequence Data, Rart |
Griffin, A.M., and Griffin, H.G., eds., Humana PsesNew Jersey, 1994; Sequence Analysis in Molecular
Biology, von Heine, G., Academic Press, 1987; eugaqge Analysis Primer, Gribskov, M. and Devereuy, J
eds., M Stockton Press, New York, 1991; e Cario, and Lipman, D., SIAM J. Applied Math., 48: 1073
(1988). Metodi di determinazione di identita sonmgettati per dare la piu grande corrispondenzaldra
sequenze testate. Inoltre, metodi per determiriaentita sono codificati in programmi informatidisponibili
pubblicamente. Metodi basati su programmi informaier determinare identita tra le due sequenziedooo,
ma non vi si limitano, il programma di Needle BLASTBLASTN (Altschul, S.F. et al., J. Molec. Bioll2
403-410 (1990), e FASTA ( Pearson and Lipman Pxatl. Acad. Sci. USA 85; 2444-2448 (1988). La falmaig
di programmi BLAST €& pubblicamente disponibile d@B e altre fonti (Manuale BLAST, Altschul, S., a&it,
NCBI NLM NIH Bethesda, MD 20894, Altschul, S., dt,al. Mol. Biol. 215: 403-410 (1990). L’algoritri
Smith Waterman ben noto pud anche essere usattefgrminare l'identita.

Parametri per confronto tra sequenze di polipeptitiudono i seguenti:

Algoritmo: Needleman and Wunsch, J. Mol Biol. 4834453 (1970)

Matrice di confronto: BLOSSUM®62 da Henikoff and Hieoff,

Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 89:10915-10919 (1992)

Penalita per gap: 10

Penalita per estensione di gap:0.5

Un programma utile con questi parametri & pubbliate disponibile come il programma 'needle’ dathatto
EMBOSS (Rice P.et al, Trends in Genetics 2000 6@)276-277). | suddetti parametri sono i paranuitr
default per confronti tra peptidi (con nessuna p&nper gap finali).

Al fine di determinare l'identita di una sequenzaifiérimento con SEQ ID NO:1, in una forma di rieahzione
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l'identita di sequenza € calcolata sull'intera lhegza della sequenza di riferimento. In un’ulteriforma di
realizzazione l'identita di sequenza é calcolatéistera lunghezza della sequenza in SEQ ID N@lifine di
determinare l'identita di una sequenza di riferitoecon SEQ ID NO:2, in una forma di realizzaziolgehtita

di sequenza é calcolata sull'intera lunghezza deltpuenza di riferimento. In un’ulteriore formarelalizzazione
I'identita di sequenza € calcolata sull'intera lhagza della sequenza in SEQ ID NO:2.

Anche descritti nella presente sono un polipeptideprendente (i) SEQ IDNO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID
NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15,(B NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ
ID NO:19, SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:29, SEQ ID NO:JEQ ID NO:31, SEQ ID NO:32, SEQ ID NO:33
oppure SEQ ID NO:34 oppure SEQ ID NO:35, (ii) uraiante avente almeno 80%, 85%, 88%, 90%, 92%,
95%, 98%, 99% o0 100% di identita con le SEQ ID N¥1B oppure (iii) un frammento di almeno 100, 200,
230, 250, 300, 350, 380, 400, 450, 480, 500, 530, 580 o 600 amminoacidi di SEQ ID NO:10, SEQ ID
NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14,(5B NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ
ID NO:18, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:ZEEQ ID NO:30, SEQ ID NO:31, SEQ ID NO:32,
SEQ ID NO:33 o SEQ ID NO:34 o SEQ ID NO:35. In Jtédore forma di realizzazione il polipeptide
comprende SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NOSEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15,
SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID N@ SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:29, SEQ ID
NO:30, SEQ ID NO:31, SEQ ID NO:32, SEQ ID NO:33 oppSEQ ID NO:34 oppure SEQ ID NO:35, ii) una
variante avente almeno 80%, 85%, 88%, 90%, 92%,, ®8%, 99% o 100% di identita con SEQ ID NO:10,
SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID M9, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID
NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:28,BID NO:29, SEQ ID NO:30, SEQ ID NO:31, SEQ
ID NO:32, SEQ ID NO:33 oppure SEQ ID NO:34 opputeBID NO:35; oppure (iii) un frammento di almeno
100, 200, 230, 250, 300, 350, 380, 400, 450, 480, 530, 550, 580 0 600 amminoacidi di SEQ ID NQSBQ

ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:BEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17,
SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:28, SEQ ID 180, SEQ ID NO:30, SEQ ID NO:31, SEQ ID

NO:32, SEQ ID NO:33 o0 SEQ ID NO:34 oppure SEQ ID:B® In un'ulteriore forma di realizzazione il
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polipeptide comprende SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:1EQID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ
ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:I#:Q ID NO:19, SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:29,
SEQ ID NO:30, SEQ ID NO:31, SEQ ID NO:32, SEQ ID i8®oppure SEQ ID NO:34 oppure SEQ ID NO:35,
il) una variante avente almeno 80%, 85%, 88%, 9928, 95%, 98%, 99% o 100% di identitd con SEQ ID
NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13,(5B NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ
ID NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:ZEEQ ID NO:29, SEQ ID NO:30, SEQ ID NO:31,
SEQ ID NO:32, SEQ ID NO:33 oppure SEQ ID NO:34 agpSEQ ID NO:35; oppure (iii) un frammento di
almeno 100, 200, 230, 250, 300, 350, 380, 400, 480, 500, 530, 550, 580 o 600 amminoacidi di SEQ |
NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13,(5B NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ
ID NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:ZQ ID NO:29, SEQ ID NO:30, SEQ ID NO:31,
SEQ ID NO:32, SEQ ID NO:33 oppure SEQ ID NO:34 aepBEQ ID NO:35.

In una forma di realizzazione il polipeptide compte piu di 450, 475, 500, 525, 575, 600, 625, 658, 700,
725, 750, 775, 800, 825 o0 850 amminoacidi da tasainn una forma di realizzazione il polipeptidengprende
meno di 850, 825, 800, 775, 750, 725, 700, 675, 628, o 600 amminoacidi da tossina A. In una fodha
realizzazione il polipeptide comprende piu di 33105, 400, 425, 450, 475, 500 o0 525 amminoacidbdsima B.

In una forma di realizzazione il polipeptide comqmie meno di 525, 500, 475, 0 450 amminoacidi dsintasB.

In un’ulteriore forma di realizzazione il polipeg# suscita anticorpi neutralizzanti che neutratibzéossina A
oppure tossina B oppure ambedue. In un’ulteriorenfodi realizzazione il polipeptide suscita antmache
neutralizzano tossina A. In un’ulteriore forma dalizzazione il polipeptide suscita anticorpi cleaitnalizzano
tossina B. In un’ulteriore forma di realizzaziomepolipeptide suscita anticorpi che neutralizzaassina A e
tossina B. Il polipeptide dell'invenzione suscitatieorpi che neutralizzano tossina A se i sieri toonil
polipeptide danno una readout ELISA maggiore di 12086, 30%, 50%, 70%, 80%, 90% o 100% piu alta del
campione di riferimento.

In un’ulteriore forma di realizzazione il polipegi dell'invenzione suscita una risposta immunitpriatettiva in

un mammifero ospite contro ceppi@idifficile. In una forma di realizzazione I'ospite mammiférgelezionato
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dal gruppo composto da topo, coniglio, porcellinadia, scimmia, primate non umano e essere umbkmona
forma di realizzazione I'ospite mammifero € un topoun’ulteriore forma di realizzazione I'ospiteammifero

€ un essere umano.

Se un polipeptide suscita una risposta immunitamgdettiva in un ospite mammifero contro ceppCddifficile

pud essere determinato usando un saggio di prooeaan un tale saggio I'ospite mammifero € vaatincon

il polipeptide e provocato mediante esposizion€.difficile, il tempo che il mammifero sopravvive dopo
provocazione € confrontato con il tempo che un médemmdi riferimento che non e stato immunizzatm d¢o
polipeptide sopravvive. Un polipeptide suscita unigposta immunitaria protettiva se un mammifero
immunizzato con il polipeptide sopravvive almendd 0%, 30%, 50%, 70%, 80%, 90%, o 100% piu a lungo
di un mammifero di riferimento che non é stato irmzmato dopo provocazione c@difficile. In una forma di
realizzazione il polipeptide dell'invenzione suadiina risposta immunitaria protettiva contro cep@. difficile

in un mammifero selezionato dal gruppo composttoga, porcellino d’India, scimmia e essere umanauna
forma di realizzazione il mammifero & un topo, imulteriore forma di realizzazione il mammifero & essere
umano.

La struttura nativa dei domini (ripetitivi) C-tern@li da tossine A e B é costituita da una stratttipo 8
solenoide estesa. Questa struttura € costituitecipalmente da strutture a fogliefip con una minoranza di
strutture ao elica come osservato in Ho et al (PNAS 102:1833378 (2005)). Le strutture secondarie presenti
possono essere determinate usando dicroismo giecdar esempio misurando la forma e I'entita dsgdttri

CD nella regione del lontano-UV (190-250nm) e confando i risultati con quelli di strutture noteud3to puod
essere effettuato usando un cammino ottico di @0da 178 a 250nm, con una risoluzione di 1nm e una
ampiezza di banda su uno spettropolarimetro Ja3@® Jper esempio come osservato nell'esempiotb.sot

In una forma di realizzazione il polipeptide compde meno di 25%, 23%, 20%, 28%, 15%, 10%, o 7% di
struttura secondaria a alfa elica. In un’ulteriéwema di realizzazione il polipeptide comprende dit20%,
25%, 28%, 30%, 33%, 35%, 38%, 40%, 0 42% di straittufoglietto beta.

POLINUCLEOQOTIDI
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L’invenzione fornisce inoltre un polinucleotide dfichnte per un polipeptide dell'invenzione. Ai fin
dell'invenzione il termine “polinucleotide/i” gereimente si riferisce a qualunque poliribonucleotafypure
polideossiribonucleotide, che pud essere RNA oppgDMA non modificato oppure RNA oppure DNA
modificato includente regioni/forme a singolo eapplio filamento.

Il termine "polinucleotide codificante per un pelati come usato nella presente comprende polinudiezite
includono una sequenza codificante per un pepfigei@ un polipeptide dell'invenzione. Il terminengqorende
anche polinucleotidi che includono una singola eagi continua oppure regioni discontinue codificaar il
peptide oppure per il polipeptide (per esempio,nuuleotidi interrotti da fago integrato, una seagee di
inserzione integrata, una sequenza di vettoreiataguna sequenza di trasposone integrata, oppunga di un
editing di RNA oppure una riorganizzazione di DNAngmico) insieme con regioni aggiuntive, che posson
contenere anche sequenze codificanti e/o non cadiii

Ci si rendera conto da quelli di ordinaria espergenella tecnica che, come risultato della degerara del
codice genetico, vi sono molte sequenze nucletiidithe codificano per un polipeptide come descritita
presente. Alcuni di questi polinucleotidi portaninima similarita con la sequenza nucleotidica dalgoque
gene nativo (cioé naturalmente esistente). Cid stambe, polinucleotidi che variano per via di diffieze nel
codon usage sono specificamente contemplate dadkepte invenzione, per esempio polinucleotidi stieo
ottimizzati per selezione di codoni umani e/o dimate e/o dE.coli.

Sequenze codificanti per un desiderato polipepgimEsono essere sintetizzate, per intero oppurarte,pusando
metodi chimici ben noti nella tecnica (si veda Gaeus, M. H.et al., Nucl. Acids Res. Symp. Ser. pp. 215-223
(1980),Horn et al., Nucl. Acidi Res. Symp. Ser. pp. 225-232 (1980)). In alternativa, la protest@ssa pud essere
prodotta usando metodi chimici per sintetizzareséguenza amminoacidica di un polipeptide, oppur@ un
porzione della stessa. Per esempio, la sintesepligi pud essere compiuta usando varie tecnicHassusolida
(Robergeet al., Science 269:202-204 (1995)) e una sintesi automatizzata ¢ssere ottenuta, per esempio,
usando il Sintetizzatore di Peptidi ASI 431 A (Rerfklmer, Palo Alto, CA).

Inoltre, le sequenze polinucleotidiche della présenvenzione possono essere ingegnerizzate usaetdi
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comunemente noti nella tecnica allo scopo di alkesequenze codificanti per polipeptidi per unaetardi
ragioni, includenti ma non limitate a, alteraziehe modificano il clonaggio, il processamento,l&spressione
del prodotto del gene. Per esempio, si pud usaresdolamento del DNA mediante frammentazione random
riassemblaggio per PCR di frammenti genici e oligeotidi sintetici per ingegnerizzare le sequenze
nucleotidiche. Inoltre, la mutagenesi sito-dirgited essere usata per inserire nuovi siti di restre alterare
patterns di glicosilazione, cambiare preferenza ateloni, produrre varianti di splicing, oppure atturre
mutazioni, e cosi via.

VETTORI

In un ulteriore aspetto dell'invenzione la presenteenzione riguarda un vettore comprendente un
polinucleotide dellinvenzione legato a un prometarducibile in modo tale che quando il promotoredotto

un polipeptide codificato dal polinucleotide sigpesso.

Un ulteriore aspetto dell'invenzione comprende @etittore in cui il promotore inducibile & attivatzediante
aggiunta di una quantita sufficiente di IPTG (Ismpt p-D-1-tiogalattopiranoside) preferibilmente al temedi
crescita. Facoltativamente questo € ad una cora@mte compresa tra 0.1 e 10mM, 0.1 e 5mM, 0.5mid,

0.2 e 10mM, 0.2 e 5mM, 0.2 e 2.5mM, 0.4 e 10mM,1DeM, 1 e 5mM, 2.5 e 10mM, 2.5 e 5mM, 5 e 10mM.
In alternativa il promotore pud essere indotto etk una variazione in temperatura oppure in pH.

CELLULE OSPITI

Per la produzione ricombinante dei polipeptidi ‘telenzione, le cellule ospiti possono essere geagtente
ingegnerizzate per incorporare sistemi di esprassioppure porzioni degli stessi oppure polinuctBoti
dell'invenzione. L'introduzione di un polinucleotdnella cellula ospite pud essere effettuata mésliaretodi
descritti in molti manuali di laboratorio standagyali Davis, et al., BASIC METHODS IN MOLECULAR
BIOLOGY, (1986) and Sambrook, et al., MOLECULAR CNONG: A LABORATORY MANUAL, 2nd Ed.,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Springbdg N.Y. (1989), quali, trasfezione con fosfataalcio,
trasfezione mediata da DEAE-destrano, transvectioioroiniezione, trasfezione mediata da lipidi oaiti,

elettroporazione, coniugazione, trasduzione, carérdo per raschiamento, introduzione balisticafezinne.
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Esempi rappresentativi di ospiti appropriati in@nd cellule batteriche gram-negative, quali celldileE. coli,
Acinetobacter, Actinobacillus, Bordetella, Brucell&ampylobacter, Cyanobacteria, Enterobacter, HEawin
Franciscella, Helicobacter, hemophilus, Klebsiell&gionella, Moraxella, Neisseria, Pasteurella, t€lus,
Pseudomonas, Salmonella, Serratia, Shigella, Tepan Vibrio, Yersinia. In una forma di realizzazola
cellula ospite € una cellula di Escherichia cdii.dlternativa cellule batteriche gram-positive po®s anche
essere usate. Una grande varieta di sistemi diegsipne possono essere usati per produrre i pttipep
dellinvenzione. In una forma di realizzazione ietiore € derivato da plasmidi batterici. Generakmen
qualunque sistema oppure vettore adatto per mamtegm@pagare oppure esprimere polinucleotidi sfimere
un polipeptide in un ospite pud essere usato gEESSsione a questo proposito. La sequenza di Dogpiata
puo essere inserita nel sistema di espressioneamedjualunque di una varieta di tecniche ben eafieroutine,
quali, per esempio, quelle esposte in Sambrook l.et MOLECULAR CLONING, A LABORATORY
MANUAL, (supra).

COMPOSIZIONI IMMUNOGENE E VACCINI

C’e inoltre fornita una composizione immunogena pmendente un polipeptide dell'invenzione e un decife
farmaceuticamente accettabile.

In una forma di realizzazione la composizione imogana comprende inoltre un adiuvante. La sceltandi
adiuvante adatto da miscelare con tossine bateedppure coniugati fatti usando i procedimenti’olelénzione
e nella conoscenza della persona esperta nell@c@eddiuvanti adatti includono un sale di allunairjuale gel
di idrossido di alluminio oppure fosfato di allur@roppure allume, ma possono anche essere altdigaktallo
quali quelli di calcio, magnesio, ferro oppure zZinoppure possono essere una sospensione insalukbilesina
acilata, oppure zuccheri acilati, saccaridi catianiente oppure anionicamente derivatizzati, oppure
polifosfazeni.

In una forma di realizzazione la composizione imogana comprende inoltre antigeni aggiuntivi. In tovana
di realizzazione gli antigeni aggiuntivi sono aetigderivati da un batterio selezionato dal gruppmposto da

S.pneumoniae, H.influenzae, N.meningitidis, E.cMicattarhalis, tetanus, diphteria, pertussis, iBemidis,
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enterococci, S.aureus, e Pseudomonas aeruginosan'utteriore forma di realizzazione la composizaon
immunogena dell'invenzione puo comprendere ulterattigeni daC.difficile per esempio le proteine del
S-strato (WO01/73030).

C’é inoltre fornito un vaccino comprendente la caosipione immunogena, questo vaccino pud inoltre
comprendere un eccipiente farmaceuticamente abdetta

Le preparazioni vaccinali contenenti composizianimiunogene della presente invenzione possono essate
per proteggere un mammifero suscettibile a infezidaC.difficile oppure per trattare un mammifero con una
infezione daC.difficile, per mezzo di somministrazione di detto vaccintvaatrso via sistemica oppure
mucosale. Queste somministrazioni possono includerezione attraverso le vie intramuscolare,
intraperitoneale, intradermica oppure sottocutangapure attraverso somministrazione mucosale dti tra
orale/alimentare, respiratorio, genitourinario. I$aie il vaccino dell'invenzione possa essere sofstréo
come una singola dose, componenti dello stessooposanche essere co-somministrati insieme nellssste
tempo oppure in tempi differenti (per esempio cgaiu di saccaridi da pneumococchi potrebbero essere
somministrati separatamente, nello stesso temparepp-2 settimane dopo la somministrazione deluneple
componente proteico batterico del vaccino per laradioazione delle risposte immunitarie I'una rigpet
all'altra). Oltre a una singola via di somminisiaee, si possono usare 2 differenti vie di somntiaigone. Per
esempio, saccaridi oppure coniugati di saccaridisppo essere somministrati per via intramuscoldvg (
oppure per via intradermica (ID) e proteine battegi possono essere somministrate per via intrandBd)
oppure per via intradermica (ID). Inoltre, i vadaitell'invenzione possono essere somministrati & gosi di
priming e IN per dosi di richiamo.

Il contenuto di tossine nel vaccino sara tipicamentl range 1-250ug, preferibilmente 5-50ug, il piu
tipicamente nel range 5 - 25ug. Dopo una vaccimazimiziale, i soggetti possono ricevere una o rdive
immunizzazioni di richiamo adeguatamente distapziab preparazione di vaccini & descritta in gdeeira
Vaccine Design ("The subunit and adjuvant approgets Powell M.F. & Newman M.J.) (1995) Plenum Bres

New York). L'incapsulamento all'interno di liposomidescritto da Fullerton, Brevetto US 4,235,877.
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Una applicazione dell'invenzione & un kit vaccinatemprendente una fiala contenente una composizion
immunogena dell'invenzione, facoltativamente imfiarliofilizzata, e comprendente inoltre una fiaten@nente

un adiuvante come descritto nella presente. Si igimaache in questo aspetto dell'invenzione, I'aditke sara
usato per ricostituire la composizione immunogéofdikzata.

Un'altra applicazione dell'invenzione &€ un metodb pdevenzione oppure di trattamento di infezione da
C.difficile comprendente somministrare all'ospite una doseunuprotettiva della composizione immunogena
oppure del vaccino oppure del kit dell'invenziohe.una forma di realizzazione vi & fornito un medodi
prevenzione oppure di trattamento di episodi prineap ricorrenti di infezione d&.difficile comprendente
somministrare all'ospite una dose immunoprotettieda composizione immunogena oppure del vaccirep
del kit dell'invenzione.

Un aspetto dell'invenzione & una composizione imog@ma oppure un vaccino dell'invenzione per uso nel
trattamento oppure nella prevenzione di malattieCd#fficile. In una forma di realizzazione vi € fornita una
composizione immunogena dell'invenzione per usotratamento oppure nella prevenzione di episoitiguri

e/o ricorrenti di malattia d@.difficile.

Una ulteriore applicazione dell'invenzione & ustiadleomposizione immunogena oppure del vaccino oppel

kit dell'invenzione nella produzione di un medicarteeper il trattamento oppure per la prevenzionmdiattia
daC.difficile. In una forma di realizzazione vi € fornita unanpmsizione immunogena dell'invenzione per uso
nella produzione di un medicamento per il trattatmexppure per la prevenzione di episodi primarireorrenti

di malattia deC. difficile.

Intorno" oppure "approssimativamente” sono defiritine all'interno di 10% pit 0 meno della cifraalaer gli
scopi dell'invenzione.

| termini "comprendente”, "comprendono” e "compmi@hdella presente si intende da parte degli invéctoe
sono facoltativamente sostituibili con i terminio%tituito da", "sono costituiti da" e "e costituitda",
rispettivamente, in ogni caso. Il termine "compmrehsignifica “include.” Pertanto, eccetto se il tsto richiede

altrimenti, la parola "comprende," e variazioni fjuUgomprendono” e "comprendente" sara compreso che
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implicano linclusione di un composto oppure unamposizione affermati (ad esempio, acido nucleico,
polipeptide, antigene) oppure di un passo, oppuwm @ruppo di composti oppure di passi, ma noscliesione

di qualunque altro composto, composizione, passoui@ gruppi degli stessi. L'abbreviazione, "e&yderivata
dal Latino exempli gratia, e si usa nella pres@eteindicare un esempio non limitante. Pertantdlireviazione
"e.g." & sinonimo del termine "per esempio”.

Forme di realizzazione nella presente relativearifmosizioni vaccinali" dell'invenzione sono apphdaanche

a forme di realizzazione relative a "composizioniiunogene" dell'invenzione, e vice versa.

Eccetto se altrimenti spiegato, tutti i terminini@t e scientifici usati nella presente hanno kessb significato
come comunemente compreso da uno di ordinaria iesgar nella tecnica a cui appartiene la presente
descrizione. Definizioni dei comuni termini in bagiia molecolare si possono trovare in Benjamin beW@enes

V, pubblicato da Oxford University Press, 1994 (N68-19-854287-9); Kendrew et al. (eds.), The Enayetlia

of Molecular Biology, published by Blackwell Scienttd., 1994 (ISBN 0-632-02182-9); e Robert A. Mesye
(ed.), Molecular Biology and Biotechnology: a Comipensive Desk Reference, pubblicato da VCH PuliBshe
Inc., 1995 (ISBN 1-56081-569-8).

| termini singolari "un,” "uno/a”, e "il/llo/la" idadono riferimenti plurali eccetto se il contestodica
chiaramente altrimenti. Analogamente, la parolgtop" si intende che include "e" eccetto se il esttt indica
chiaramente altrimenti. Il termine "pluralita” sferisce a due o piu. Si deve inoltre comprenddre witte le
dimensioni di basi o di amminoacidi, e tutti i valali peso molecolare 0 massa molecolare, datigogti
nucleici oppure polipeptidi sono approssimativgozo forniti per la descrizione. Inoltre, limitagicnumeriche
date rispetto a concentrazioni oppure a livellida sostanza, quale un antigene, possono esseossiprative.
Tutti i riferimenti oppure le domande di brevettdat all'interno di questa descrizione di brevetono
incorporati per riferimento nella presente nell@lmterezza.

Affinché la presente invenzione possa essere megliapresa, i seguenti esempi sono esposti. Queesty

sono puramente a fini illustrativi, e non si devonterpretare come limitanti 'ambito dell'invenzie in alcun

modo.
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ESEMPI

Esempio 1: Progettazione di cinque fusioni ToxA-ToxB da C.difficile

Sono state progettate proteine di fusione conteframimenti dei domini ripetitivi C-terminali di ™ e ToxB.
Queste fusioni contenevano un frammento del domiipetitivo C-terminale di ToxA e un frammento del
dominio ripetitivo C-terminale di ToxB, e una giuoze tra I'estremita C-terminale del frammento TogA
I'estremita N terminale del frammento ToxB. Dueattgie sono state concepite, nella prima stratégiasione
€ stata progettata in modo tale che la lunga ataith solenoide fosse mantenuta a livello dellazjane tra i
due frammenti. Nella seconda strategia, i due frantirdelle fusioni sono separati da un linker pemmettere
loro un corretto ripiegamento indipendente.

La parte C-terminale di ToxA e B € composta da eege ripetute: ripetizioni corte (SR) e ripetizidmghe
(LR) (PNAS 2005 vol 102 : 18373-18378).

La struttura 3D nota parziale per il dominio C-tevate di ToxA (PNAS 2005 Greco et al., vol 102 318-
18378 ; Nature Structural & Molecular biology 2088 13(5) : 460-461 ; PDB codifica : 2F6E, 2G7C@JB).
Gli inventori hanno predetto che vi sono due tipinierazioni importanti tra residui della partet€@minale di
ToxA e ToxB. La prima interazione avviene tra residontenuti in una LR e la sua SR precedente ed é
importante mantenere la struttura tipo a solendidgcondo tipo di interazione avviene tra resichuitenuti in
una LR e la SR seguente e questa interazione nzefliazione di legame a carboidrati della tossina.

Una nuova ripetizione "strutturale-funzionale" SR-BER €& stata definita. La struttura di questa pmie €
stata mantenuta intatta nelle nostre fusioni praget

La Figura 2 rappresenta i domini C-terminali di Box ToxB e la box definita "SR-LR-SR".

Le posizioni delle ripetizioni corte (SR) e lung{ieR) di ripetizioni di ToxA e ToxB sono presentatella
tabella 1.

Una lista delle box "SR-LR-SR" contenute nel domi@i-terminale di ToxA e ToxB & presentata nelladliab
2.

Tabella 2
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posizione posiziones

Nome iniziale fimale

I ToxA 1 1874 1944
Toxs 2 Z2DOE 2078
Toxs_3 2142 212
Toxh_4 2x54 38
Toxh 5 2300 2460
Toxs & 2303 2573
Toxs_T 2505 2664

I ToxB_1 1877 1946
ToxB_2 2008 2078
ToxB_3 2140 212
ToxB_4 2ET4 343

Tabella :

Infine, il numero delle SR tra due LR sara mantemalle fusioni progettate per mantenere la lurigattara
tipo solenoide.

Prima della progettazione delle giunzioni per Isidui, sono state definite due ipotesi di lavorama ipotesi,
piu corte sono le fusioni, piu é la probabilita pefusioni di essere stabilmente sovra-espressensla ipotesi,
secondo il concetto di box "SR-LR-SR", la posizidniziale deve essere scelta allo scopo di gaentir
corretto ripiegamento della prima SR di questa B&LR-SR precedentemente definita. Pertanto leofusi
iniziano all'inizio della SR che precede la box ER-SR. Usando queste due ipotesi, tre posiziomailtenza
sono state analizzate: residuo 2370, 2234 e 21ZhydA.

La posizione iniziale 2370 é stata esclusa. Lazimse iniziale 2234 é stata anche esclusa poichéanresidui
implicati nelle interazioni importanti per la sthtdi strutturale della proteina non & conservatridhto, & stato
deciso che tutta la fusione progettata inizieréesiduo 2121 di ToxA.

Tutte le fusioni termineranno nell’ultimo residuioTebxB.
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Quattro fusioni (F1-4) sono state progettate atlop® di mantenere I'intera fusione in una lungatsira tipo
solenoide tra i due frammenti di fusione.

Le fusioni 1 (F1) e 2 (F2) sono state progetta@nds la stessa ipotesi. Tutte le sequenze di pmt8R di
ToxA e ToxB erano state confrontate usando un so#wli allineamento multiplo (ClustalW - Thompsdh et
al. (1994) Nucleic Acids Res., 22, 4673-4680). eguenze piu similari erano la terza SR VIII di TozAa terza
SR Il di ToxB e la terza SR Il di ToxB. Allo scopdi fare una scelta tra queste due SR di ToxB, una
modellazione di omologia strutturale (usando l'ifdecia SwissModel - Arnold K et al. (200B)oinformatics,
22, 195-201) é stata compiuta sulla parte C-terlmirh ToxB usando la nota struttura 3D di dominio
C-terminale di ToxA parziale (PDB codice : 2QJ6)saddo la terza SR VIII di ToxA, la migliore
sovrapposizione strutturale locale (compiuta usaBdissPDBViewer - Guex N et al. (199Blectrophoresis
18, 2714-2723) é stata ottenuta con la terza SIRTIbxB. Pertanto, due giunzioni sono state pregetiia prima
e tra la terza SR VI di ToxA e la quarta SR |l diXB (F1) e la seconda ¢ tra la seconda SR Vlli@iA e la
terza SR Il di ToxB (F2). Queste giunzioni sonosgrgate nella figura 3 e 4 rispettivamente.

Per progettare la fusione 3 (F3), una sovrappasizairutturale globale e stata compiuta tra sirlatura nota
del dominio C-terminale parziale di ToxA sia laustura predetta di dominio C-terminale di ToxB (uda i
software SwissModel e SwissPDBViewer). La miglisoyrapposizione € stata trovata tra LR VIl di TexAR

Il di ToxB. Pertanto, é stato deciso di fare unangione in questa LR similare. La giunzione & statapiuta
innanzitutto in una regione dove la sequenza éarvata tra ToxA e ToxB, dopo di che al fine di neargtre
nella parte della fusione di ToxA, i residui inérézione con la SR precedente e infine, al fimaalitenere nella
parte di ToxB, i residui in interazione con la Sigygente. Questa giunzione &€ mostrata nella figura 5

Per la progettazione di fusione 4 (F4), il domiieerminale di ToxB & stato diviso in 4 frammentuea
modellazione di omologia piu precisa (SwissModed}ata compiuta su di loro. La divisione & statdizeata al
fine di mantenere intatte le box "SR-LR-SR" (ogoindnio finisce alla fine della SR che segue una.llR)a
sovrapposizione strutturale tra le strutture predgitquesti frammenti e la struttura 3D nota dkA@ stata fatta

e la migliore sovrapposizione strutturale € statanoita per la terza SR di ToxB (SR 1) e l'ultimB 8i ToxA
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(terza SR VIII). Pertanto, la giunzione & statdafdta la seconda SR VIII di ToxA e la terza SRITaixB.

Questa progettazione & presentata nella figura 6.

L'ultima fusione (F5) & stata progettata al finepdirmettere un ripiegamento corretto indipendemtieddie
frammenti della fusione. Il linker & stato aggiuta 'ultimo residuo della sequenza proteica dkA@ l'inizio

della quarta SR Il di ToxB (sempre prendendo ins@tgrazione I'importanza di una box "SR-LR-SR" ita#a
Solamente un residuo (Glicina) esogeno € statauaggicome linker e situato tra due Glicine esistétgrtanto,
il linker pud anche essere descritto come compdat8 Glicine circondate da beta-filamento noto (pexA) e
predetto (per ToxB). Questa ultima progettaziomeogtrata nella figura 7.

Esempio 2: Clonaggio espressione e purificazione delle proteine di fusione

Plasmide di espressione e ceppo ricombinante

Geni codificanti per le proteine di fusione di doimC-terminali parziali di ToxA e ToxB (SEQ ID NQ:3, 5, 6

e 7) e una His tag sono stati clonati nel vettaresgressione pET24b(+) (Novagen) usando i sitedirizione
Ndel/Xhol usando procedure standard. Il costruttalé & stato generato mediante la trasformaziorempo
E. coli BLR (DE3) con il vettore di espressione ricombitgasecondo il metodo standard con cellule trattate
CaCl2 (Hanahan D. « Plasmid transformation by Simam In Glover, D. M. (Ed), DNA cloning. IRL Press
London. (1985): p. 109-135.).

Ceppo ospite:

BLR(DE3). BLR € un recA derivato di BL21. Ceppi atida designazione (DE3) sono lisogeni per un ggof
che contiene una T7 RNA polimerasi inducibile d&d@ Lisogeni DE3 pek sono progettati per I'espressione
proteica da vettori pET. Questo ceppo € ancheidafi nelle proteason e ompT.

Genotipo : ceppé&.coli BLR::DE3, F ompT hsd§(rs” mg) gal dcm (DE3) A(srl-recA)306::Tn10 (T&)

Espressione delle proteine ricombinanti:

Un trasformantéc.coli € stato strisciato da agar piastra e usato peuiae 200 ml di brodo LBT + 1% (p/v) di
glucosio + kanamicina (50 pg/ml) per ottenere un@.600nm tra 0.1 -0.2. Le colture sono state inteilpeer

I'intera notte a 37°C, 250 RPM.
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Questa coltura per l'intera notte e stata diluitd:20 in 500 ml di terreno LBT contenente kananac{B0
pg/ml) e cresciuta a 37°C ad una velocita di agitezdi 250 rpm finché la O.D.620 raggiungeva Q&/0

A 0.D.600nm intorno a 0.6, la coltura e stata mfttata prima di indurre I'espressione della pretein
ricombinante mediante aggiunta di 1 mM di isopr@piD-1-tiogalattopiranoside (IPTG; EMD Chemicals Inc.
numero catalogo: 5815) e incubata per l'interaegnat?3°C, 250 RPM.

Dopo induzione per l'intera notte (intorno a 16)pta O.Dgynm € Stata valutata dopo induzione e la coltura é
stata centrifugata a 14 000 RPM per 15 minuti elepsono stati congelati a -20°C separatamente.
Purificazione:

Il pellet batterico e stato risospeso in tampominki 20 mM (pH 8.0) contenente 500 mM di NaCl e miscela

di inibitori di proteasi (Complete, Roche). Battedno stati lisati usando un sistema a Pressa ésarec 20 000
PSI. Componenti solubili (surnatante) e insolulgdellet) sono stati separati mediante centrifugaziper
esempio a 20 000g per 30 min a 4°C.

La proteina etichettata con 6-His & stata purificaitto condizioni native su IMAC. | componentiugnli sono
stati caricati su una colonna GE (15 ml per esejnfmaricata con Ni) pre-equilibrata con lo stessmpone
usato per la risospensione batterica. Dopo cariotamsulla colonna, la colonna é stata lavata costésso
tampone. Eluizione & stata compiuta usando un taepaina 20mM (pH 8.0) contenente 500 mM di NaCl e
differenti concentrazioni di imidazolo (5-600 mM)opo analisi del gel, frazioni piu pure sono std&ezionate,
concentrate e caricate su cromatografia SEC pelteriore passo di purificazione.

Frazioni contenenti le proteine di fusione sondestelezionate sulla base della purezza secondePHEE e
dializzate contro tampone bicina (Bicina 20mM, NdGI0 mM, con oppure senza EDTA 5mM pH8.0), La
concentrazione proteica & stata determinata usBi@l&rotein Assay di BioRad. Le proteine sono statsl
unite in pool, filtrate sterilmente su 0.22 um, servate a -80°C.

In alternativa, purificazione IMAC é stata preceddia un passo di purificazione su DEAE usando tampo
bicina 2mM (pH 8.0) per caricamento e lavaggio,e&dzione usando un gradiente con lo stesso tampane

con aggiunto NaCl 1M.

Jacopo de Benedetti
USBM-043R B



- 41 -

Esempio 3 - Clonaggio espressione e purificazione dei frammenti di Tox A e Tox B da C.difficile separ ati

Plasmide di espressione e ceppo ricombinante.

Geni codificanti per i frammenti di proteina di TAe ToxB (SEQ ID NO:8 e SEQ ID NO:9) e una His sago
stati clonati nel vettore di espressione pET24K(NQvagen) usando i siti di restrizione Ndel/Xholando
procedure standard. Il costrutto finale & statoegeio mediante la trasformazione di cefipaoli BLR (DE3)
con il vettore di espressione ricombinante secamdmetodo standard con cellule trattate con gé@hnahan
D. « Plasmid transformation by Simanis. » In Glguer M. (Ed), DNA cloning. IRL Press London. (198%)
109-135.).

Ceppo ospite:

BLR(DES3). BLR € un recA derivato di BL21. Ceppi atida designazione (DE3) sono lisogeni per un ggoh
che contiene una T7 RNA polimerasi inducibile cBAG. Lisogeni DE3 pek sono progettati per espressione
proteica da vettori pET. Questo ceppo e deficianthe nelle proteakin e ompT.

Genotipo : ceppo E.coli BLR::DE3, BmpT hsdg(rs" mg) gal dcm (DE3N(srl-recA)306::Tnl10 (TetR)

Espressione delle proteine ricombinanti:

Un trasformantéc.coli € stato strisciato da agar piastra e usato peuiae 200 ml di brodo LBT + 1% (p/v) di
glucosio + kanamicina (50 pg/ml) per ottenere @dantra 0.1 -0.2. Colture sono state incubate petelim
notte a 37°C, 250 RPM.

Questa coltura per l'intera notte e stata diluitd:20 in 500 ml di terreno LBT contenente kananac{B0
pg/ml) e cresciuta a 37°C ad una velocita di agitezdi 250 rpm finché 1'0.D.620 raggiungeva 0.6/0.

Ad una O.D. a 600nm di circa 0.6, la coltura éastaffreddata prima di indurre I'espressione dplateina
ricombinante mediante aggiunta di 1 mM di isopr@piD-1-tiogalattopiranoside (IPTG; EMD Chemicals Inc.
numero catalogo: 5815) e incubata per l'interaenat?3°C, 250 RPM.

Dopo l'induzione per l'intera notte (intorno a 16p O.D. a 600nm é stata valutata dopo induziolzeceltura
e stata centrifugata a 14 000 RPM per 15 minupellet sono stati congelati a -20°C separatamente.

Purificazione:
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Il pellet batterico € stato risospeso in tamporminki 20 mM (pH 8.0) contenente NaCl 500 mM supplesate
con una miscela di inibitori di proteasi (Completnza EDTA, Roche cat 11873580001) e benzonasth@Ro
cat 1.01695.0001). | batteri sono stati lisati ukanon sistema a Pressa Francese 2 X 20 000 PSipdDemti
solubili (surnatante) e insolubili (pellet) sonatsiseparati mediante centrifugazione a 34 000qiepA8 000g
per 25-30 min a 4°C. Il surnatante é stato racadlfitirato su filtro da 0.22 pm.

La proteina etichettata con 6-His é stata putificatto condizioni native su IMAC. | componentiusli sono
stati caricati su una colonna GE (per esempio 1&ealjcata con Ni) pre-equilibrata con lo stessopgane usato
per la risospensione batterica. Dopo caricameatoplonna € stata lavata con lo stesso tampone.

Per ToxA:

Eluizione & stata compiuta usando un tampone b2draM (pH 8.0) contenente NaCl 500 mM e differenti
concentrazioni di imidazolo (5-100 mM). Dopo anali®l gel, frazioni pil pure sono state seleziopate
concentrate e caricate su cromatografia SEC (SUEBRD 75) per un ulteriore passo di purificazionelmel
stesso tampone senza imidazolo.

Per ToxB:

Un secondo lavaggio € stato compiuto con tampociadb20mM (pH 8.0) contenente NaCl 500 mM e 0.5% di
deossicolato oppure lo stesso tampone con 150 mNBa@Il. L'eluizione & stata compiuta usando un tamepo
bicina 20mM (pH 8.0) contenente NaCl 500 mM e défei concentrazioni di imidazolo (10-500 mM). Dopo
analisi del gel, le frazioni pil pure sono statiezmenate, supplementate con 5 mM di EDTA e cagicat
cromatografia SEC (SUPERDEX™ 200) per ulteriorespadi purificazione nello stesso tampone con EDTA 5
mM.

Frazioni contenenti frammenti di ToxA oppure ToxBne state selezionate sulla base di purezza secondo
SDS-PAGE e dializzate contro tampone bicina (BickamM, NaCl 150 mM, pH8.0), la concentrazione
proteica é stata determinata usando Protein As€AY(Rdi BioRad. Le proteine sono state cosi unitpanl,
filtrate sterilmente su 0.22 um, conservate a -80°C

Esempio 4 - Valutazione dei pesi molecolari delle cingue fusioni ToxA-ToxB da C.difficile
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Ultracentrifugazione analitica € usata per deteam@nl’'omogeneita e la distribuzione delle dimension
soluzione delle differenti specie all'interno di wampione di proteine misurando la velocita allalgue
molecole si muovono in risposta a una forza camgef Questo si basa sul calcolo dei coefficienti di
sedimentazione delle differenti specie che sorenate mediante esperimento di velocita di sedinzésria, che
dipendono dalla loro forma e massa molecolare.
1. Campioni proteici sono centrifugati in una ueatrifuga analitica Beckman-Coulter PROTEOMELAB™
XL-1 a 42 000 RPM dopo che il rotore AN-60Ti eratstequilibrato a 15°C.

a. proteina di fusione F1, 500ug/ml, Bicina 20mhQ\l 150mM, pH8,0

b. proteina di fusione F2, 500ug/ml, Bicina 20mMy@l 150mM, pH8,0

c. proteina di fusione F3, 500pg/ml, Bicina 20mM@ 150mM, pH8,0

d. proteina di fusione F4, 500ug/ml, Bicina 20mMyaQl 150mM, pH8,0

e. proteina di fusione F5, 500pg/ml, Bicina 20mM@QI 150mM, pH8,0
2. Per la raccolta dei dati, sono state registt@@escansioni a 280nm ogni 5 minuti.
3. L'analisi dei dati & stata compiuta usando dgstamma SEDFIT per la determinazione della dishiie
dei C(S). La determinazione del volume specificozigde delle proteine & stata compiuta con il safev
SEDNTERP dalla loro sequenza amminoacidica. SEDNTERtato anche usato per determinare la visogsita
la densita del tampone.
4. 1l peso molecolare delle differenti specie étcstdeterminato dal tracciato di distribuzione degiSC
(concentrazione vs coefficiente di sedimentaziooefsiderando che esso € una migliore rappresentaziei
dati grezzi rispetto alla distribuzione dei C(M)olcentrazione vs peso molecolare) per carattegziaar
distribuzione delle dimensioni di una miscela.
La Figura 8 descrive la distribuzione delle fusiohoxA-ToxB come determinata dalla velocita di
sedimentazione mediante ultracentrifugazione acelit
Il peso molecolare delle specie piu importantividie dalla distribuzione dei C(S) di tutte le ciaquroteine di

fusione ToxA-ToxB corrisponde alla loro forma moremma. | rapporti di attrito best fit determinaterple
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cinque fusioni sono tutti tra 2 e 2,2. Questo malidare che le proteine sono presenti in soluzmm®e una
forma allungata, che sarebbe coerente con lawtayproteica.

Esempio 5- valutazione di_strutture secondarie e terziarie di fusioni ToxA-ToxB diaC.difficile mediante

dicroismo circolare e spettr oscopia di fluor escenza

Il dicroismo circolare si usa per determinare lanposizione della struttura secondaria di una pnatei
misurando la differenza nell’assorbimento di lue#apzzata a sinistra versus luce polarizzata daraade é
dovuta a asimmetria strutturale. La forma e I'éntliegli spettri CD nella regione del lontano-UV @Z60nm)
sono differenti se una proteina esibisce una stauta foglietto beta, a alfa-elica oppure a randmoi.
L’abbondanza relativa di ogni tipo di struttura @edaria in un dato campione di proteine puo essaielata
mediante confronto con spettri di riferimento.

La struttura terziaria di un campione di proteinad pessere valutata mediante la valutazione della
immobilizzazione degli amminoacidi aromatici. L'esgazione di un segnale CD nella regione del vitio
(250-50nm) puo essere attribuibile alla polarizaaeidi residui fenilalanina, tirosina e triptofaemb &€ una buona
indicazione che la proteina € ripiegata in unattsira ben definita.

Si e usato il seguente protocollo:

1. Spettri Lontano-UV sono misurati usando un camenaittico di 0,01 cm da 178 a 250nm, con una risohe
di 1nm e un’ampiezza di banda su uno spettroporonjasco J-720. La temperatura della cella éenatd a
23°C mediante un blocco di cella termostatata id?eRTE-111. Un flusso di azoto di 10L/min & manten
durante le misurazioni.

2. Spettri Vicino-UV sono misurati usando un camonirttico di 0,01cm da 250 a 300nm, con una risoleidi
1nm e un’ampiezza di banda su uno spettropolaramisco J-720. La temperatura della cella € matstenu
23°C mediante un blocco di cella termostatata RTE-Peltier. Un flusso di azoto di 6L/min € mantenut
durante le misurazioni.

L'osservazione degli spettri del Lontano-UV (figugd per tutte le cinque proteine di fusione ToxAxBo

suggerisce un debole contenuto di strutture adifa e un alto contenuto di strutture a fogliditda. Inoltre,
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tutte le proteine esibivano un massimo a 230nm, €hmusuale per proteine globulari solubili. Questa
particolarita & stata ben caratterizzata nell@dattira ed &€ associata con un piccolo gruppo deioe note per
la loro assenza di alfa elica e il loro alto contenin foglietto beta e in amminoacidi aromaticsi{d, Analytical
Biochemistry,391( 2009) 154-156). Quelle particidasono coerenti con la struttura che ci si aspptr le
proteine di fusione ToxA-ToxB. Sono state confrémtstrutture cristalline di 13 proteine esibentisglettri CD
caratteristici con un segnale positivo a 230nm t@#naData Bank). Il contenuto di struttura secoraaredio di
quelle proteine & 42% di foglietto beta +9% e 7%alfia elica +6%. Questo indica fortemente che tendi
spettrale delle proteine di fusione ToxA-ToxB égtiastica di una proteina contenente alto contemlito
foglietto beta e basso di alfa elica.

L'osservazione della forma degli spettri vicino-Wfigura 10) per tutte le cinque proteine di fusiondica che
almeno alcuni degli amminoacidi aromatici sono initizzati, il che € una forte indicazione di unauttiura
terziaria compatta e specifica. Inoltre, il tratearto della proteina con una concentrazione di dexaturante
causava la scomparsa del segnale vicino-UV, cheaéindicazione aggiuntiva che questi spettri caristici
erano dovuti a ripiegamento della proteina.

Esempio 6 - Immunizzazione di topi con frammenti di Tox A oppure Tox B efusioni ToxA-ToxB

Topi Balb/C sono stati immunizzati con i costrdiiscritti negli esempi 2 e 3.

Immunizzazione di topi

Gruppi di 15 topi Balb/c femmine sono stati immuaiti IM nei giorni 0, 14 e 28 con 3ug o 10 ug dei
frammenti separati di toxA e toxB (si veda esen®)i@ome pure con proteine di fusione ToxA-ToxBvaia
esempio 3) adiuvantate con AS03B. Un gruppo dirotlotdi 10 topi € stato vaccinato con solo AS03B.

Titoli ELISA anti-ToxA e anti-ToxB sono stati deteinati in singoli sieri raccolti nel giorno 42 (pdf).

Titoli di inibizione di emoagglutinazione sono séterminati in sieri Post Ill uniti in pool.

Risposta ELISA anti-ToxA e anti-ToxB: Protocollo

Campioni dei frammenti di toxA oppure toxB sonctiséalesi a 1 pg/ml in soluzione salina fosfato tangia

(PBS) su piastre di microtitolazione ad alto legaidanc MAXISORP™), per l'intera notte a 4°C. Le g
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sono state saturate con PBS-BSA 1% per 30 min admi agitazione. Gli anti-sieri di topo sono prauail
1/500 in PBS-BSA0.2%-TWEEN™ 0.05%. e poi, ulteriaiiuizioni su base due sono state fatte nelle
micropiastre e incubate a TA per 30 min con agitaei Dopo lavaggio, anticorpo murino legato é sté¢oato
usando Anti-Topo IgG (H+L) di Capra affiniPure cogato a perossidasi da Jackson ImmunoLaboratorees |
(rif: 115-035-003) diluito 1:5000 in PBS-BSA 0.2%den 0.05%. Gli anticorpi di rilevazione sono statubati
per 30 min. a temperatura ambiente (TA) con agitazi Il colore & stato sviluppato usando 4 mg di
O-fenilenediammina (OPD) + 5 ul di,8, per 10 ml a pH 4.5 di tampone citrato 0.1M pemdiButi al buio a
temperatura ambiente. La reazione é stata fernaad@ | di HCI, e la densita ottica (OD) & stattal a 490
nm rispetto a 620 nm.

Il livello di anticorpi anti-ToxA oppure anti-ToxPBresenti nei sieri & stato espresso in titoli deitp medio.
Una GMT é stata calcolata per i 15 campioni in agnppo di trattamento (10 per il gruppo di cortpl

Saggio di inibizione di emoagglutinazione: Protézol

Diluizioni su base due seriali di antisieri uniti pool di topo (25ul) sono state compiute in saoei salina
fosfato tamponata (PBS) in micropiastre a 96 pazadondo a U.

25 ul di Tossina A nativa (0,2 pg/pozzetto) sorati §toi aggiunti e le piastre sono state incubatengeratura
ambiente per 30 minuti.

Dopo incubazione, 50 pl di eritrociti di coniglianificati diluiti a 2% sono stati aggiunti a ognbzretto. Le
piastre sono state incubate a 37°C per 2 ore.

Le piastre sono state analizzate visivamente, ‘emnoagglutinazione che si presenta come globuBirdsfusi
nel pozzetto e l'inibizione di emoagglutinazions@wyata come un punto rosso depositato nel pozzetto
I'emoagglutinazione.

Saqgio di citotossicita

Cellule di fibroblasti IMR90 sono state coltivat8a°C con 5% di Cg) in EMEM + 10% di siero bovino fetale

+ 1% di glutammina + 1% di antibiotici (penicillirreptomicina-amfotericina) e sono state semimajgastre
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per coltura di tessuto a 96 pozzetti ad una dedsBald cellule/pozzetto.

Dopo 24h, il terreno delle cellule & stato rimodaopozzetti.

Diluizioni su base due seriali di antisieri unitipool di topi (50ul) sono state compiute in teor@er cellule.

50 ul di Tossina B nativa (0.5ng/ml) sono poi aggjie le piastre incubate a 37°C con 5% di,@@r 24 ore.

Le cellule sono state osservate dopo 24 ore, erlzeptuale di cellule arrotondate € stata detetaina

| titoli di inibizione sono stati definiti come feciproco della diluizione piu alta del siero inibe il 50% di
arrotondamento delle cellule.

Risultati:

Risultati Elisa, usando anticorpi ToxA sono desianilla figura 11. Anticorpi anti-Tox A sono statdotti dopo
immunizzazione con il solo ToxA ma anche con ogndeilée 5 fusioni.

Le proprieta funzionali di questi anticorpi sonatsttestate nel saggio di emoagglutinazione. Quesjgio &
adatto soltanto alla valutazione di ToxA poichésues emoagglutinazione € osservata con ToxB.

Titoli di inibizione di emoagglutinazione sono descnella figura 12. L'inibizione di emoagglutia@ne & stata
osservata con i sieri anti-frammento di ToxA oppiwsieri diretti contro ognuna delle fusioni Tox/o3B.

Un ELISA utilizzante anticorpi anti ToxB & statociie compiuto; i risultati di questo sono illustnagilla Figura
13. Anticorpi anti-Tox B sono stati indotti dopormnizzazione con il solo frammento ToxB ma anche leo
fusioni F2, F3 e F4.

Titoli di inibizione di citotossicita sono descrittella figura 14. | titoli di inibizione ottenutisando sieri da topi
immunizzati con il frammento di ToxB oppure le fusi ToxA-ToxB sono stati maggiori di quelli ottenut
usando i sieri di controllo.

Esempio 7 Progettazione, clonaggio, espressione e purificazione di 4 ulteriori proteine di fusione

Quattro ulteriori proteine di fusione sono stategattate usando i principi di progettazione deerél’'esempio
1, queste sono state chiamate F54 Gly (SEQ ID NQFEE4 New (SEQ ID NO:23), F5 ToxB (SEQ ID NO:25)
e F52 New (SEQ ID NO:27).

Queste proteine di fusione sono state espressadeta procedura descritta in esempio 2.
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Esempio 8 - valutazione di_peso molecolare delle fusioni ToxA-ToxB da C.difficile descritte in SEQ ID

NO:21, SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:25, e SEQ ID NO:27

Il peso molecolare delle fusioni descritte in SEHQNO:21, SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:25, e SEQ ID NO&7
stato determinato come descritto nell’esempio 4.

La Figura 15 descrive la distribuzione di questattja ulteriori proteine di fusione come determéndé velocita
di sedimentazione mediante ultracentrifugazionditioaa

Il peso molecolare delle principali specie deteatondalla distribuzione dei C(S) di tutte le quattusioni di
proteine descritte in SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:2EGBID NO:25, e SEQ ID NO:27 corrisponde alla loro
forma monomerica e tutte le proteine esibiscon@peta di sedimentazione similari alle fusioni dadFb5.

Esempio 9 - valutazione di strutture secondarie e terziarie di fusioni ToxA-ToxB da C.difficile descrittein

SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:25, e SEQ ID NO:27

Le strutture secondarie e terziarie delle fusiasalitte in SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:23, SEQ ID N&:2
SEQ ID NO:27 sono state valutate secondo il mettekeritto nell’esempio 5. Il CD nel lontano UV ppreste
proteine di fusione si puo trovare nella figura &6gli spettri vicino UV per queste fusioni si poss trovare
nella figura 17.

L'analisi degli spettri CD nel vicino e nel lontaktV delle proteine descritte in SEQ ID NO:21, SHRNO:23,
SEQ ID NO:25, e SEQ ID NO:27 mostra che tutte ettquéhanno la stessa struttura ad alto contenuto di
foglietto beta rispetto alle fusioni da F1 a F5oltre, I'osservazione degli spettri nel vicino UWm mostra
alcuna differenza significativa nella posizione ldeghminoacidi aromatici nella struttura terziarigpetto alle
fusioni da F1 a F5.

Esempio 10 - immunizzazione di topi con fusioni ToxA-ToxB

Topi Balb/c sono stati immunizzati con i quattrcsicatti di proteine di fusione F54 Gly (SEQ ID NQ@)2F54
New (SEQ ID NO:23), F5 ToxB (SEQ ID NO:25) e F52WNSEQ ID NO:27) come descritti nell’esempio 6.
Un ELISA e stato effettuato usando la risposta BLI&nti-ToxA e anti-ToxB: il protocollo & descritto

nell’esempio 6 eccetto che qui i campioni dei fraemin di toxA oppure toxB sono stati adesi a 2pgiml
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soluzione salina fosfato tamponata su piastre dratitolazione ad alto legame. Un saggio di inibi& di
emoagglutinazione €& stato compiuto come descriétbesempio 6. Un saggio di citotossicita di toxBst&to
compiuto come descritto nellesempio 6. Un ultexi@aggio di citotossicita di toxA & stato compictume
descritto sotto.

Saggio di citotossicita di ToxA

Cellule HT29 sono state coltivate a 37°C con 5%CdL in DMEM +10% di siero bovino fetale +1% di
glutammina +1% di antibiotici (penicillina-streptarima-amfotericina) e sono state seminate in pagker
coltura di tessuto a 96 pozzetti ad una densigidf' cellule/pozzetto.

Dopo 24h, il terreno per cellule € stato rimossigpdazetti.

Diluizioni su base due seriali di antisieri unitipool di topi (50ul) sono state compiute in tear@er cellule.
50ul di Tossina B nativa (0.15ng/ml) sono poi agtiie le piastre incubate a 37°C con 5% di,@ér 48 ore.

Le cellule sono state osservate dopo 48 ore eofaopzione di cellule arrotondate € stata deterrainat

| risultati dell’Elisa anti-toxA, dell’Elisa antietxB, dei saggi di inibizione dell’emagglutinaziore di

citotossicita sono descritti nelle Figure 18, 1@, 21 e 22 rispettivamente.
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RIVENDICAZIONI

1. Polipeptide comprendente un primo frammento saoondo frammento, in cui

0] il primo frammento & un frammento di dominipatitivo di tossina A;
(ii) il secondo frammento & un frammento di domiripetitivo di tossina B;
(iii) il primo frammento ha una prima estremité®gsimale;

(iv) il secondo frammento ha una seconda estrepnitésimale; e

in cui il primo frammento e il secondo frammentmaeseparati da meno di oppure esattamente 5 amaiinoa
nella struttura primaria, in cui il polipeptide sita anticorpi che neutralizzano sia tossina At@ssina B, in cui
la prima estremita prossimale € all'interno di uipgtizione corta, la seconda estremita prossia#’interno

di una ripetizione corta e la prima estremita proate e la seconda estremita prossimale non intgromo
porzioni ripetizione corta-ripetizione lunga-ripgatine corta.

2. Polipeptide secondo la rivendicazione 1 in tpolipeptide suscita una risposta immunitaria @ittdta in un
ospite mammifero contro ceppi@idifficile.

3. Polipeptide secondo una qualunque delle rivexzéimi da 1 a 2 in cui il primo frammento e/o ikerdo
frammento comprendono meno di 25%, 20%, 18% o 168truttura a alfa elica.

4. Polipeptide secondo qualunque precedente riganidine in cui il primo frammento e/o il secondanimento
comprendono piu di 25%, 30%, 35%, 38% o0 40% ditsira a foglietto beta.

5. Polipeptide secondo qualunque precedente riganiine in cui la prima estremita prossimale non &
all'interno di amminoacidi 1878-1940, 2012-20744812208, 2258-2322, 2394-2456, 2507-2569 oppur8&259
2660 di tossina A.

6. Polipeptide secondo qualunque precedente rigamidine in cui la seconda estremita prossimale éon
all'interno di amminoacidi 1881-1942, 2012-20744242208 oppure 2278-2339 di tossina B.

7. Polipeptide secondo qualunque precedente riganidine in cui il primo frammento comprende almé&go,
250, 400 oppure 450 amminoacidi.

8. Polipeptide secondo qualunque precedente riganidine in cui il secondo frammento comprende atmen
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100, 200, 300 oppure 400 amminoacidi.

9. Polipeptide secondo qualunque precedente riganine in cui la prima estremita prossimale &@radiino
della porzione di ripetizioni VIII (amminoacidi 2642710) di tossina A.

10. Polipeptide secondo una qualunque delle riverzithni da 1 a 9 in cui la prima estremita prostnea
all'interno di amminoacidi 2700-2710 oppure 268®Q4li tossina A.

11. Polipeptide secondo qualunque precedente rig&zidne in cui la seconda estremita prossimaléigterno

di porzione di ripetizioni | (amminoacidi 1834-1928 tossina B.

12.Polipeptide secondo qualunque precedente riganidine in cui la seconda estremita prossimaléigtatno

di amminoacidi 1860-1878 oppure 1854-1876 di t@s8in

13. Polipeptide secondo una qualunque delle riviazitini da 1 a 10 in cui la seconda estremita prads
all'interno di porzione di ripetizioni Il (amminoat 1927-2057) di tossina B.

14. Polipeptide secondo una qualunque delle ricazini da 1 a 10 oppure 13 in cui la secondaesta
prossimale € all'interno di amminoacidi 1960-197988-1998 oppure 1867-1877 di tossina B.

15. Polipeptide secondo una qualunque delle riwaziini 9, 10, 11 oppure 12 in cui la prima esttami
prossimale € all'interno di porzione di ripetizioiill (amminoacidi 2645-2710) di tossina A e in daiseconda
estremita prossimale € all’interno di porzioneipétizioni | (amminoacidi 1834-1926) di tossina B.

16. Polipeptide secondo una qualunque delle riwazini 9, 10, 13 oppure 14 in cui la prima esttami
prossimale € all'interno di porzione di ripetizioiill (amminoacidi 2645-2710) di tossina A e in daiseconda
estremita prossimale € all'interno di porzioneigeétizioni Il (amminoacidi 1927-2057) di tossina B.

17. Polipeptide secondo una qualunque delle rivazithni 9, 10, 13 oppure 14 in cui la prima esttami
prossimale e all'interno di ripetizione corta 3mdirzione di ripetizioni VIl di tossina A (amminadc 2687-
2710) e la seconda estremita prossimale ¢ alltioteli ripetizione corta 4 di porzione di ripetizidhdi tossina
B (amminoacidi 1988-2007).

18. Polipeptide secondo una qualunque delle riwziini 9, 10, 13 oppure 14 in cui la prima esttami

prossimale € all’interno di ripetizione corta 2pdirzione di ripetizioni VIII (amminoacidi 2665-2686i tossina
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A e la seconda estremita prossimale é all'interinopetizione corta 3 di porzione di ripetizioni dii tossina B
(amminoacidi 1968-1987).

19. Polipeptide secondo una qualunque delle rivazithni 9, 10, 11 oppure 12 in cui la prima esttami
prossimale € all'interno di ripetizione corta 2ptirzione di ripetizioni VIII di tossina A (amminadc 2665-
2686) e la seconda estremita prossimale ¢ allioteli ripetizione corta 3 di porzione di ripetizidri tossina B
(1877-1896).

20. Polipeptide secondo una qualunque delle rivvazithni da 1 a 8, 9, 10, 11, 12 e 15 in cui la prastremita
prossimale € all'interno di ripetizione corta 3pdirzione di ripetizioni VIII di tossina A (amminadc 2645-
2686) e la seconda estremita prossimale ¢ allioteli ripetizione corta 1 di porzione di ripetizidri tossina B
(amminoacidi 1834-1854).

21. Polipeptide secondo una qualunque delle rivazitbni 9, 10, 13 oppure 14 in cui la prima esttami
prossimale € all'interno di ripetizione corta 3mdirzione di ripetizioni VIl di tossina A (amminadc 2687-
2710) e la seconda estremita prossimale ¢ alltioteli ripetizione corta 4 di porzione di ripetizidhdi tossina
B (amminoacidi 1988-2007).

22. Polipeptide secondo la rivendicazione 16 inlayirima estremita prossimale € all'interno di anwacidi
2700-2710 di tossina A e la seconda estremita jpna$s € all'interno di amminoacidi 1960-1970 didive B.
23. Polipeptide secondo la rivendicazione 16 inlaysrima estremita prossimale € all'interno di anwacidi
2680-2690 di tossina A e la seconda estremita jpna$s € all'interno di amminoacidi 1960-1970 didive B.
24. Polipeptide secondo la rivendicazione 16 inlayprima estremita prossimale € all'interno di anwacidi
2700-2710 di tossina A e la seconda estremita jpna$s € all'interno di amminoacidi 1988-1998 didive B.
25. Polipeptide secondo la rivendicazione 16 inlayprima estremita prossimale € all'interno di anwacidi
2680-2690 e la seconda estremita prossimale ataliio di amminoacidi 1860-1878.

26. Polipeptide secondo qualunque precedente riv@zidne in cui il polipeptide & parte di una pnogedi
fusione piu grande.

27.Polipeptide secondo qualunque precedente riganidine in cui il polipeptide comprende un framment
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immunogeno di SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NOS&EQ ID NO:7 SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:23,
SEQ ID NO:25 oppure SEQ ID NO:27.

28. Polipeptide secondo qualunque precedente risgridne in cui il polipeptide comprende un frammoen
immunogeno di almeno 500, 600, 700, 750, 800, §guie 900 amminoacidi di SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4,
SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7 SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:&EQ ID NO:25 oppure SEQ ID NO:27.

29. Polipeptide secondo qualunque precedente riegridne in cui il polipeptide comprende piu di 4805,
500, 525, 575, 600, 625, 650, 675, 700, 725, 788, 800, 825 oppure 850 amminoacidi da tossina A.

30. Polipeptide secondo qualunque precedente riggzidne in cui il polipeptide comprende meno d 8825,
800, 775, 750, 725, 700, 675, 650, 625, oppureaB@inoacidi da tossina A.

31. Polipeptide secondo qualunque precedente rivazidne in cui il polipeptide comprende piu di 38075,
400, 425, 450, 475, 500 oppure 525 amminoacidossira B.

32. Polipeptide secondo qualunque precedente fiw@zidne in cui il polipeptide comprende meno db 5200,
475, oppure 450 amminoacidi da tossina B.

33. Polinucleotide codificante per il polipeptidendo una qualunque delle rivendicazioni da 1.a 32

34. Vettore comprendente il polinucleotide secoladdvendicazione 33 legato a un promotore indleibi

35. Composizione immunogena comprendente il pdligeecondo una qualunque delle rivendicazionl da
32 e un eccipiente farmaceuticamente accettabile.

36. Composizione immunogena secondo la rivendicazgb comprendente inoltre un adiuvante.

37. Composizione immunogena secondo una qualuneile rivendicazioni da 35 a 36 comprendente inoltre
ntigeni aggiuntivi.

38. Composizione immunogena secondo la rivendioaz8Y in cui gli antigeni aggiuntivi sono antigelerivati
da un batterio selezionato dal gruppo compostoSgmeumoniae, H.influenzae, N.meningitidis, E.coli,
M.cattarhalis, tetanus, diphtheria, pertussspidermidis, enterococci, &.aureus.

39. Vaccino comprendente la composizione immunogertando una qualunque delle rivendicazioni da 35 a

38.
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40. Composizione immunogena secondo una qualungjleridvendicazioni 35-38 oppure il vaccino secotalo

rivendicazione 39 per uso nel trattamento oppulla peevenzione di malattia dadifficile.
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FIGURA 1
SEQ ID NO:1 — sequenza di tossina A

MSLISKEELIKLAYSIRPRENEYKTILTNLDEYNKLTTNNNENKYLQLKKLNESIDVEMN
KYKTSSRNRALSNLKKDILKEVILIKNSNTSPVEKNLHEVWIGGEVSDIALEY TKQWADT
NAEYNIKLWYDSEAFLVNTLKKAIVESSTTEALQLLEEEIQNPQFDNMKFYKKRMEFIYD
ROKRFINYYKSQINKPTVPTIDDIIKSHLVSEYNRDETVLESYRTNSLRKINSNHGIDIR
ANSLFTEQELLNIYSQELLNRGNLAAASDIVRLLALKNFGGVYLDVDMLPGIHSDLFKTI
SRPSSIGLDRWEMIKLEAIMKYKKYINNYTSENFDKLDQQLKDNFKLITESKSEKSEIFS
KLENLNVSDLEIKIAFALGSVINQALISKQGSYLTNLVIEQVKNRYQFLNQHLNPAIESD
NNETDTTKIFHDSLEFNSATAENSMFLTKIAPYLQVGEFMPEARSTISLSGPGAYASAYYDE
INLQENTIEKTLKASDLIEFKFPENNLSQLTEQEINSLWSFDQASAKYQFEKYVRDYTGG
SLSEDNGVDFNKNTALDKNYLLNNKIPSNNVEEAGSKNYVHYIIQLQGDDISYEATCNLE
SKNPKNSIIIQRNMNESAKSYFLSDDGESILELNKYRIPERLKNKEKVKVTEFIGHGKDEF
NTSEFARLSVDSLSNEISSFLDTIKLDISPKNVEVNLLGCNMESYDEFNVEETY PGKLLLS
IMDKITSTLPDVNKNSITIGANQYEVRINSEGRKELLAHSGKWINKEEAIMSDLSSKEYI
FEDSIDNKLKAKSKNIPGLASISEDIKTLLLDASVSPDTKFILNNLKLNIESSIGDYIYY
EKLEPVKNIIHNSIDDLIDEFNLLENVSDELYELKKLNNLDEKYLISFEDISKNNSTYSV
REINKSNGESVYVETEKEIFSKYSEHITKEISTIKNSIITDVNGNLLDNIQLDHTSQVNT
LNAAFFIQSLIDYSSNKDVLNDLSTSVKVQLYAQLFSTGLNTIYDSIQLVNLISNAVNDT
INVLPTITEGIPIVSTILDGINLGAAIKELLDEHDPLLKKELEAKVGVLAINMSLSIAAT
VASIVGIGAEVTIFLLPIAGISAGIPSLVNNELILHDKATSVVNYFNHLSESKKYGPLKT
EDDKILVPIDDLVISEIDFNNNSIKLGTCNILAMEGGSGHTVIGNIDHFFSSPSISSHIP
SLSIYSAIGIETENLDFSKKIMMLPNAPSRVEWWETGAVPGLRSLENDGTRLLDSIRDLY
PGKEYWREFYAFFDYAITTLKPVYEDTNIKIKLDKDTRNFIMPTITTNEIRNKLSYSFDGA
GGTYSLLLSSYPISTNINLSKDDLWIFNIDNEVREISIENGTIKKGKLIKDVLSKIDINK
NKLIIGNQTIDFSGDIDNKDRYIFLTCELDDKISLIIEINLVAKSYSLLLSGDKNYLISN
LSNTIEKINTLGLDSKNIAYNYTDESNNKYFGAISKTSQKSITHYKKDSKNILEFYNDST
LEFNSKDFIAEDINVEFMKDDINTITGKYYVDNNTDKSIDEFSISLVSKNQVKVNGLYLNES
VYSSYLDFVKNSDGHHNTSNEFMNLELDNISEFWKLFGFENINEVIDKYFTLVGKTNLGYVE
FICDNNKNIDIYFGEWKTSSSKSTIFSGNGRNVVVEPIYNPDTGEDISTSLDEFSYEPLYG
IDRYINKVLIAPDLYTSLININTNYYSNEYYPEIIVLNPNTFHKKVNINLDSSSFEYKWS
TEGSDFILVRYLEESNKKILOKIRIKGILSNTQSFNKMSIDFKDIKKLSLGYIMSNEFKSE
NSENELDRDHLGEFKIIDNKTYYYDEDSKLVKGLININNSLFYFDPIEFNLVTGWQTINGK
KYYFDINTGAALTSYKIINGKHFYFNNDGVMQLGVFKGPDGFEYFAPANTQONNNIEGQAT
VYQSKFLTLNGKKYYFDNNSKAVTGWRITINNEKYYFNPNNATAAVGLQVIDNNKYYEFNPD
TAIISKGWQTVNGSRYYFDTDTAIAFNGYKTIDGKHFYFDSDCVVKIGVESTSNGFEYFA
PANTYNNNIEGQAIVYQSKFLTLNGKKYYFDNNSKAVTGLQTIDSKKYYFNTNTAEAATG
WOTIDGKKYYFNTNTAEAATGWQTIDGKKYYFNTNTAIASTGYTIINGKHEFYEFNTDGIMQ
IGVFKGPNGFEYFAPANTDANNIEGQAILYQNEFLTLNGKKYYFGSDSKAVTGWRI INNK
KYYENPNNAIAATHLCTINNDKYYFSYDGILONGYITIERNNEYEFDANNESKMVTGVEKG
PNGFEYFAPANTHNNNIEGQAIVYQONKFLTLNGKKYYEDNDSKAVTGWQTIDGKKYYEFNL
NTAEAATGWQTIDGKKYYFNLNTAEAATGWQTIDGKKYYFNTNTFIASTGYTSINGKHEY
FNTDGIMQIGVFKGPNGFEYFAPANTDANNIEGQAILYQNKFLTLNGKKYYFGSDSKAVT
GLRTIDGKKYYFNTNTAVAVTGWQTINGKKYYFNTNTSIASTGYTIISGKHFYFNTDGIM
QIGVFKGPDGFEYFAPANTDANNIEGQATIRYONRFLYLHDNIYYFGNNSKAATGWVTIDG
NRYYFEPNTAMGANGYKTIDNKNFYFRNGLPQIGVFKGSNGFEYFAPANTDANNIEGQAT
RYONRFLHLLGKIYYFGNNSKAVTGWQTINGKVYYFMPDTAMAAAGGLEFEIDGVIYFEGV
DGVKAPGIYG

SEQ ID NO:2 — Sequenza di tossina B

MSLVNRKOQLEKMANVRFRTQEDEYVAILDALEEYHNMSENTVVEKYLKLKDINSLTDIYI
DTYKKSGRNKALKKFKEYLVTEVLELKNNNLTPVEKNLHEVWIGGQINDTAINY INQWKD
VNSDYNVNVEYDSNAFLINTLKKTVVESAINDTLESFRENLNDPRFDYNKFFRKRMEIIY
DKQKNFINYYKAQREENPELIIDDIVKTYLSNEYSKEIDELNTYIEESLNKITQONSGNDV
RNFEEFKNGESFNLYEQELVERWNLAAASDILRISALKEIGGMYLDVDMLPGIQPDLFES
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IEKPSSVIVDFWEMTKLEAIMKYKEY IPEY TSEHFDMLDEEVQSSFESVLASKSDKSELE
SSLGDMEASPLEVKIAFNSKGIINQGLISVKDSYCSNLIVKQIENRYKTI LNNSLNPALSE
DNDENTTTNTEIDS IMAEANADNGRFMMELGKYLRVGFFPDVKTTINLSGPEAYAAAYQD
LLMFKEGSMNIHLIEADLRNFEISKTNISQSTEQEMASLWS FDDARAKAQFEEYKRNYFE
GSLGEDDNLDESQNIVVDKEYLLEKISSLARSSERGY THY IVQLOGDKISYEAACNLEAK
TPYDSVLFQKNIEDSEIAYYYNPGDGEIQEIDKYKIPSIISDRPKIKLTFIGHGKDEFNT
DIFAGFDVDSLSTEIEAAIDLAKEDISPKSIEINLLGCNMEFSYSINVEETYPGKLLLKVK
DKISELMPSISQDSIIVSANQYEVRINSEGRRELLDHSGEWINKEESIIKDISSKEYISE
NPKENKITVKSKNLPELSTLLOEIRNNSNSSDIELEEKVMLTECEINVISNIDTQIVEER
TEEAKNLTSDSINYIKDEFKLIESISDALCDLKQONELEDSHFISFEDISETDEGFSIRFE
INKETGESIFVETEKTIFSEYANHITEEISKIKGTIFDTVNGKLVKKVNLDTTHEVNTLN
AAFFIQSLIEYNSSKESLSNLSVAMKVQVYAQLFSTGLNTITDAAKVVELVSTALDETID
LLPTLSEGLPIIATIIDGVSLGAAIKELSETSDPLLROEIEAKIGIMAVNLTTATTALLT
SSLGIASGFSILLVPLAGISAGIPSLVNNELVLRDKATKVVDYFKHVSLVETEGVFTLLD
DKIMMPQDDLVISEIDENNNS IVLGKCE IWRMEGGSGHTVTDDIDHFFSAPSITYREPHL
SIYDVLEVQKEELDLSKDLMVLPNAPNRVEFAWETGWTPGLRSLENDGTKLLDRIRDNYEG
EFYWRYFAFIADALITTLKPRYEDTNIRINLDSNTRSFIVPIITTEY IREKLSYSFYGSG
GTYALSLSQYNMGINIELSESDVWIIDVDNVVRDVTIESDKIKKGDLIEGILSTLSIEEN
KITLNSHEINFSGEVNGSNGFVSLTFSILEGINAIIEVDLLSKSYKLLISGELKILMLNS
NHIQOKIDYIGENSELQKNIPYSFVDSEGKENGFINGSTKEGLEVSELPDVVLISKVYMD
DSKPSFGYYSNNLKDVKVITKDNVNILTGYYLKDDIKISLSLTLODEKTIKLNSVHLDES
GVAEILKFMNRKGNTNTSDSLMSFLESMNIKSIFVNFLOSNIKFILDANFIISGTTSIGQ
FEFICDENDNIQPYFIKFNTLETNYTLYVGNRONMIVEPNYDLDDSGDISSTVINFSQKY
LYGIDSCVNKVVISPNIYTDEINITPVYETNNTYPEVIVLDANY INEKINVNINDLSIRY
VWSNDGNDFILMSTSEENKVSQVKIRFVNVEFKDKT LANKLSFNFSDKQDVPVSEIILSET
PSYYEDGLIGYDLGLVSLYNEKFYINNFGMMVSGLIYINDSLYYFKPPVNNLITGEVIVG
DDKYYFNPINGGAASIGETIIDDKNYYFNQSGVLQTGVFSTEDGFKYFAPANTLDENLEG
EAIDFTGKLIIDENIYYFDDNYRGAVEWKELDGEMHYFSPETGKAFKGLNQIGDYKYYFN
SDGVMQKGEVSINDNKHYFDDSGVMKVGYTEIDGKHEYFAENGEMQIGVENTEDGFKYFA
HHNEDLGNEEGEEISYSGILNFNNKIYYFDDSFTAVVGWKDLEDGSKYYFDEDTAEAYIG
LSLINDGQYYFNDDGIMQVGFVTINDKVEFYFSDSGIIESGVQONIDDNYFYIDDNGIVQIG
VEDTSDGYKYFAPANTVNDNIYGQAVEYSGLVRVGEDVYYFGETYTIETGWIYDMENESD
KYYFNPETKKACKGINLIDDIKYYFDEKGIMRTGLISFENNNYYFNENGEMQFGYINIED
KMFYFGEDGVMQIGVFNTPDGFKYFAHQNTLDENFEGESINY TGWLDLDEKRYYFTDEY I
AATGSVIIDGEEYYFDPDTAQLVISE

SEQ ID NO:3 - sequenza di fusione 1

MGWOTIDGKKYYFNTNTATASTGYTIINGKHFYFNTDGIMQIGVFKGPNGFEYFAPANTDANNIEGQATILYQNEF
LTLNGKKYYFGSDSKAVTGWRI INNKKYYFNPNNATIAAIHLCTINNDKYYFSYDGILQONGYITIERNNFYFDANN
ESKMVTGVFKGPNGFEYFAPANTHNNNIEGQAIVYQONKFLTLNGKKYYFDNDSKAVTGWQTIDGKKYYFNLNTARE
AATGWQTIDGKKYYFNLNTAEAATGWQTIDGKKYYFNTNTFIASTGYTSINGKHFYFNTDGIMQIGVFKGPNGFE
YEFAPANTDANNIEGQAILYQNKFLTLNGKKYYFGSDSKAVTGLRTIDGKKYYEFNTNTAVAVTGWQTINGKKYYFN
TNTSIASTGYTIISGKHFYFNTDGIMQIGVFKGPDGFEYFAPANTDANNIEGQATRYONRFLYLHDNIYYFGNNS
KAATGWVTIDGNRYYFEPNTAMGANGYKTIDNKNFYFRNGLPQIGVFKGSNGFEYFAPANTDANNIEGQAIRYQON
RFLHLLGKIYYFGNNSKAVTGWQTINGKVYYFMPDTAMAAAGGLFEIDGVIYFFGVDGVKAPGFVSINDNKHYFD
DSGVMKVGYTEIDGKHFYFAENGEMQIGVFNTEDGFKYFAHHNEDLGNEEGEEISYSGILNFNNKIYYFDDSFTA
VVGWKDLEDGSKYYFDEDTAEAYIGLSLINDGQYYFNDDGIMQVGFVTINDKVEFYFSDSGIIESGVQNIDDNYFY
IDDNGIVQIGVFDTSDGYKYFAPANTVNDNIYGQAVEYSGLVRVGEDVYYFGETYTIETGWIYDMENESDKYYEFN
PETKKACKGINLIDDIKYYFDEKGIMRTGLISFENNNYYFNENGEMQFGY INIEDKMEFYFGEDGVMQIGVENTPD
GFKYFAHONTLDENFEGESINYTGWLDLDEKRYYFTDEYIAATGSVIIDGEEYYFDPDTAQLVISE

SEQ ID NO:4 - sequenza di fusione 2

MGWQTIDGKKYYFNTNTAIASTGYTIINGKHFYFNTDGIMQIGVFKGPNGFEYFAPANTDANNIEGQAILYQNEF
LTLNGKKYYFGSDSKAVTGWRIINNKKYYFNPNNATAATHLCTINNDKYYFSYDGILQNGYITIERNNFYFDANN
ESKMVTGVFKGPNGFEYFAPANTHNNNIEGQAIVYQNKFLTLNGKKYYFDNDSKAVTGWQTIDGKKYYFNLNTAE
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AATGRQTIDGKKYYINLNTAEAATGWQTIDGKKYYEFNTNTFIASTGY TSINGKHFYFNTDGIMOIGVEKGPNGEE
YEAPANTDANNIEGQATILYQNKFLTLNGKKYYFGSDSKAVIGLRTIDGKKY YFNTNTAVAVTGWOTINGKKYYEN
TNTSIASTGYTIISGKHEYENTDGIMQIGVFKGPDGFEYFAPANTDANNIEGOATIRYONRFLYLHDNIYYEFGNNS
KAATGWVTIDGNRYYFEPNTAMGANGYKT IDNKNFYFRNGLPQIGVFKGSNGFEYFAPANTDANNIEGQATIRYQON
RELHLLGKIYYFGNNSKAVIGWQTINGKVYYFMPDTAMAAAGGLNQIGDYKYYEFNSDGVMOKGEVS INDNKHY F'ID
DSGVMKVGYTEIDGKHEYFAENGEMQIGVENTEDGEKY FAHRNEDLGNEEGEETISYSGILNFNNKIYYFDDSEFTA
VVGWKDLEDGSKYYFDEDTAEAY IGLSLINDGQYYFNDDGIMQVGEVTINDKVEYFSDSGIIESGVONIDDNYEY
IDDNGIVQIGVFDTSDGYKYFAPANTVNDNIYGQAVEYSGLVRVGEDVYYFGETYTIETGWIYDMENESDKYYEN
PETKKACKGINLIDDIKYYFDEKGIMRTGLISFENNNYYFNENGEMOFGY INIEDKMFYFGEDGVMQIGVENTPD
GFKYFAHONTLDENFEGESINYTGWLDLDEKRYYFIDEYIAATGSVIIDGEEYYFDPDTAQLVISE

SEQ ID NO:5 ~ sequenza di fusione 3

MGWQTIDGKKYYFNTNTAIASTGYTIINGKHFYFNTDGIMQIGVFKGPNGFEYFAPANTDANNIEGQAILYQNEE"
LTLNGKKYYFGSDSKAVTGWRI INNKKYYEFNPNNATAAIHLCTINNDKYYFSYDGILONGYITIERNNEYEFDANN
ESKMVTGVEFKGPNGFEYFAPANTHNNNIEGQAIVYQONKFLTLNGKKYYFDNDSKAVTGWQTIDGKKYYFNLNTAE
AATGWOTIDGKKYYFNLNTAEAATGWQTIDGKKYYENTNTFIASTGYTSINGKHEYFNTDGIMOIGVEKGPNGFE
YFAPANTDANNIEGQAILYQONKFLTLNGKKYYFGSDSKAVTGLRTIDGKKY YENTNTAVAVTGWQTINGKKYYEN
TNTSIASTGYTIISGKHFYFNTDGIMQIGVFKGPDGFEYFAPANTDANNIEGQAIRYONRFLYLHDNIYYFGNNS
KAATGWVTIDGNRYYFEPNTAMGANGYKTIDNKNEFYFRNGLPQIGVFKGSNGFEYFAHHNEDLGNEEGEEISYSG
ILNFNNKIYYFDDSFTAVVGWKDLEDGSKYYFDEDTAEAYIGLSLINDGQYYFNDDGIMQVGFVTINDKVEYFSD
SGIIESGVONIDDNYFYIDDNGIVQIGVFDTSDGYKYFAPANTVNDNIYGQAVEYSGLVRVGEDVYYFGETYTIE
TGWIYDMENESDKYYFNPETKKACKGINLIDDIKYYFDEKGIMRTGLI SFENNNYYFNENGEMQFGY INIEDKME
YFGEDGVMQIGVFNTPDGFKYFAHQNTLDENFEGES INY TGWLDLDEKRYYFTDEYIAATGSVIIDGEEYYFDPD
TAQLVISE

SEQ ID NO:6 ~ sequenza di fusione 4

MGWQTIDGKKYYFNTNTAIASTGYTIINGKHFYFNTDGIMQIGVFKGPNGFEYFAPANTDANNIEGQAILYQNEE
LTLNGKKYYFGSDSKAVTGWRI INNKKYYEFNPNNAIAATHLCTINNDKYYFSYDGILONGYITIERNNFYFDANN
ESKMVTGVEFKGPNGFEYFAPANTHNNNIEGQAIVYQONKFLTLNGKKYYFDNDSKAVTGWQTIDGKKYYFNLNTAE
AATGWQTIDGKKYYEFNLNTAEAATGWQTIDGKKYYFNTNTFIASTGYTSINGKHEYFNTDGIMOIGVFKGPNGEE
YFAPANTDANNIEGQAILYQONKFLTLNGKKYYFGSDSKAVTGLRTIDGKKYYFNTNTAVAVTGWQTINGKKYYEFN
TNTSIASTGYTIISGKHFYFNTDGIMQIGVFKGPDGFEYFAPANTDANNIEGQAIRYONRFLYLHDNIYYFGNNS
KAATGWVTIDGNRYYFEPNTAMGANGYKTIDNKNFYFRNGLPQIGVFKGSNGFEYFAPANTDANNIEGQATIRYQON
RFLHLLGKIYYFGNNSKAVTGWQTINGKVYYFMPDTAMAAAGGETIIDDKNYYFNQSGVLQTGVFSTEDGFKYFA
PANTLDENLEGEAIDFTGKLIIDENIYYFDDNYRGAVEWKELDGEMHYFSPETGKAFKGLNQIGDYKYYFNSDGV
MOKGEFVSINDNKHYFDDSGVMKVGYTEIDGKHFYFAENGEMQIGVENTEDGFKYFAHHNEDLGNEEGEEISYSGI
LNFNNKIYYFDDSEFTAVVGWKDLEDGSKYYFDEDTAEAYIGLSLINDGQYYFNDDGIMQVGEVTINDKVFYFSDS
GITESGVONIDDNYFYIDDNGIVQIGVEDTSDGYKYFAPANTVNDNIYGQAVEYSGLVRVGEDVYYFGETYTIET
GWIYDMENESDKYYEFNPETKKACKGINLIDDIKYYFDEKGIMRTGLISFENNNYYFNENGEMQFGY INIEDKMEY
FGEDGVMQIGVFNTPDGFKYFAHONTLDENFEGESINYTGWLDLDEKRYYFTDEYIAATGSVIIDGEEYYFDPDT
AQLVISE

SEQ ID NO:7 — sequenza di fusione 5

MGWQTIDGKKYYFNTNTAIASTGYTIINGKHFYFNTDGIMQIGVFKGPNGFEYFAPANTDANNIEGQAILYQNEE
LTLNGKKYYFGSDSKAVTGWRI INNKKYYFNPNNATAATHLCTINNDKYYFSYDGILONGY ITIERNNFYFDANN
ESKMVTGVEFKGPNGFEYFAPANTHNNNIEGQAIVYQONKFLTLNGKKYYFDNDSKAVTGWQTIDGKKYYFNLNTAE
AATGWQTIDGKKYYFNLNTAEAATGWQTIDGKKYYFNTNTFIASTGYTSINGKHEYFNTDGIMQIGVEFKGPNGEFE
YFAPANTDANNIEGQAILYQNKFLTLNGKKYYFGSDSKAVTGLRTIDGKKYYFNTNTAVAVTGWQTINGKKYYEN
TNTSIASTGYTIISGKHEFYFNTDGIMQIGVFKGPDGFEYFAPANTDANNIEGQAIRYQNRFLYLHDNIYYFGNNS
KAATGWVTIDGNRYYFEPNTAMGANGYKTIDNKNFYFRNGLPQIGVFKGSNGFEYFAPANTDANNIEGQAIRYQON
RELHLLGKIYYFGNNSKAVTGWQTINGKVYYFMPDTAMAAAGGLFEIDGVIYFFGVDGVKAPGIYGGGEVSINDN
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KHYFDDSGVMKVGYTEIDGKHFYFAENGEMQIGVENTEDGFKY FAHHNEDLGNEEGEEISYSGILNFNNKIYYFD
DSFTAVVGWKDLEDGSKYYFDEDTAEAY IGLSLINDGQYYFNDDGIMQVGEVTINDKVEYFSDSGIIESGVQONID
DNYFYIDDNGIVQIGVEFDTSDGYKYFAPANTVNDNIYGQAVEY SGLVRVGEDVYYFGETYTIETGWIYDMENESD
KYYENPETKKACKGINLIDDIKYYFDEKGIMRTGLISFENNNYYFNENGEMOFGY INIEDKMFYFGEDGVMQIGV
FNTPDGEFKYFAHONTLDENFEGES INYTGWLDLDEKRYYFTDEY IAATGSVIIDGEEYYFDPDTAQLVISE

SEQ ID NO:8 Sequenza di singolo frammento di Tossina A

MASTGYTSINGKHFYFNTDGIMQIGVFKGPNGFEYFAPANTDANNIEGQAT LYONKFLTLNGKKYYFGSDSKAVT
GLRTIDGKKYYEFNTNTAVAVTGWQTINGKKYYFNTNTSIASTGYTIISGKHFYFNTDGIMQIGVFKGPDGFEYFA
PANTDANNIEGQAIRYQNRFLYLHDNIYYFGNNSKAATGWVTIDGNRYYFEPNTAMGANGYKTIDNKNFYFRNGL
PQIGVFKGSNGFEYFAPANTDANNIEGQATIRYQNRFLHLLGKIYYFGNNSKAVTGWQTINGKVYYFMPDTAMARA
GGLFEIDGVIYFFGVDGVKAP

SEQ ID NO:9 ~ Sequenza di singolo frammento di Tossina B

MILMSTSEENKVSQVKIRFVNVFKDKTLANKLSEFNEFSDKQDVPVSEI ILSFTPSYYEDGLIGYDLGLVSLYNEKE
YINNFGMMVSGLIYINDSLYYFKPPVNNLITGFVTVGDDKYYFNPINGGAASIGETIIDDKNYYFNQSGVLQTGV
FSTEDGFKYFAPANTLDENLEGEAIDFTGKLIIDENIYYFDDNYRGAVEWKELDGEMHYFSPETGKAFKGLNQIG
DYKYYFNSDGVMQKGFVSINDNKHYFDDSGVMKVGY TEIDGKHFYFAENGEMQIGVENTEDGFKYFAHHNEDLGN
EEGEEISYSGILNFNNKIYYFDDSFTAVVGWKDLEDGSKYYFDEDTAEAYIGLSLINDGQYYFNDDGIMQVGFVT
INDKVFYFSDSGIIESGVQONIDDNYFYIDDNGIVQIGVFDTSDGYKYFAPANTVNDNIYGQAVEY SGLVRVGEDV
YYFGETYTIETGWIYDMENESDKYYFNPETKKACKGINLIDDIKYYFDEKGIMRTGLI SFENNNY YFNENGEMQF
GYINIEDKMFYFGEDGVMQIGVEFNTPDGFKYFAHONTLDENFEGESINY TGWLDLDEKRYYFTDEYIAATGSVII
DGEEYYFDPDTA

SEQ. ID NO:10 — sequenza di frammento di tossina A da fusione 1

MGWQTIDGKKYYFNTNTAIASTGYTIINGKHFYFNTDGIMQIGVFKGPNGFEYFAPANTDANNIEGQAILYQONEFR
LTLNGKKYYFGSDSKAVTGWRIINNKKYYFNPNNATAAIHLCTINNDKYYFSYDGILONGYITIERNNEFYFDANN
ESKMVTGVFKGPNGFEYFAPANTHNNNIEGQAIVYQNKFLTLNGKKYYFDNDSKAVTGWQT IDGKKYYFNLNTAE
AATGWQTIDGKKYYFNLNTAEAATGWQTIDGKKYYFNTNTFIASTGYTSINGKHEYFNTDGIMQIGVEKGPNGFE
YFAPANTDANNIEGQAILYQONKFLTLNGKKYYFGSDSKAVTGLRTIDGKKYYFNTNTAVAVTGWQT INGKKYYFN
TNTSIASTGYTIISGKHFYFNTDGIMQIGVFKGPDGFEYFAPANTDANNIEGQAIRYQONRFLYLHDNIYYFGNNS
KAATGWVTIDGNRYYFEPNTAMGANGYKTIDNKNFYFRNGLPQIGVFKGSNGFEYFAPANTDANNIEGQATIRYQN
RFLHLLGKIYYFGNNSKAVTGWQTINGKVYYFMPDTAMAAAGGLFEIDGVIYFFGVDGVKAP

SEQ ID NO:11 - sequenza di frammento di tossina A da fusione 2

MGWOTIDGKKYYFNTNTAIASTGYTIINGKHFYFNTDGIMQIGVFKGPNGFEYFAPANTDANNIEGQAILYQNEEF
LTLNGKKYYFGSDSKAVTGWRI INNKKYYFNPNNAIAATHLCTINNDKYYFSYDGILONGYITIERNNEFYFDANN
ESKMVTGVFKGPNGFEYFAPANTHNNNIEGQAIVYQONKFLTLNGKKYYFDNDSKAVTGWQTIDGKKYYFNLNTAE
AATGWQTIDGKKYYFNLNTAEAATGWQTIDGKKYYFNTNTFIASTGYTS INGKHFYFNTDGIMQIGVFKGPNGFE
YFAPANTDANNIEGQAILYQNKFLTLNGKKYYFGSDSKAVTGLRTIDGKKYYFNTNTAVAVTGWQTINGKKYYEFN
TNTSIASTGYTIISGKHFYFNTDGIMQIGVFKGPDGFEYFAPANTDANNIEGQAIRYQNRFLYLHDNIYYFGNNS
KAATGWVTIDGNRYYFEPNTAMGANGYKT IDNKNFYFRNGLPQIGVFKGSNGFEYFAPANTDANNIEGQAIRYQON
RELHLLGKIYYFGNNSKAVTGWQTINGKVYYFMPDTAMAAAG

SEQ ID NO:12 — sequenza di frammento di tossina A da fusione 3

MGWQTIDGKKYYFNTNTAIASTGYTIINGKHFYFNTDGIMQIGVFKGPNGFEYFAPANTDANNIEGQAILYQNEF
LTLNGKKYYFGSDSKAVTGWRI INNKKYYFNPNNAIAATHLCTINNDKYYFSYDGILONGYITIERNNEYEFDANN
ESKMVTGVEFKGPNGFEYFAPANTHNNNIEGQAIVYQNKFLTLNGKKYYFDNDSKAVTIGWQTIDGKKYYFNLNTAE
AATGWQTIDGKKYYENLNTAEAATGWQTIDGKKYYFNTNTFIASTGYTSINGKHFYFNTDGIMQIGVEFKGPNGEE
YFAPANTDANNIEGQATILYONKFLTLNGKKYYFGSDSKAVTGLRTIDGKKYYFNTNTAVAVTGWQTINGKKYYEFN
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TNTSIASTGYTIISGKHEFYFNTDGIMQIGVFKGPDGFEYFAPANTDANNIEGOAIRYONRILYLHDNIYYFGNNS
KAATGWVTIDGNRYYFEPNTAMGANGYKT IDNKNEFYFRNGLPQIGVEFKGSNGFEY

SEQID NO:13 - sequenza di frammento di tossina A da fusione 4

MGWOTIDGKKYYFNTNTAIASTGYTIINGKHFYFNTDGIMQIGVFKGPNGFEYFAPANTDANNIEGQAILYQNEE"
LTLNGKKYYFGSDSKAVTGWRI INNKKYYFNPNNAIAATHLCTINNDKYYFSYDGILONGY ITIERNNFYFDANN
ESKMVTGVFKGPNGFEYFAPANTHNNNIEGQAIVYQNKFLTLNGKKYYFDNDSKAVTGWQT IDGKKYYFNLNTAES
AATGWQTIDGKKYYFNLNTAEAATGWQTIDGKKYYFNTNTFIASTGY TS INGKHFYFNTDGIMQIGVFKGPNGEE:
YFAPANTDANNIEGQAILYONKFLTLNGKKYYFGSDSKAVTGLRTIDGKKYYENTNTAVAVTIGWQTINGKKYYEFN
TNTSIASTGYTIISGKHFYFNTDGIMQIGVFKGPDGFEYFAPANTDANNIEGQATRYQONRFLYLHDNIYYFGNNS
KAATGWVTIDGNRYYFEPNTAMGANGYKTIDNKNFYFRNGLPQIGVFKGSNGFEYFAPANTDANNIEGQATRYQON
REFLHLLGKIYYFGNNSKAVTGWQTINGKVYYFMPDTAMAAAG

SEQ ID NO:14 - sequenza di frammento di tossina A da fusione 5

MGWQTIDGKKYYEFNTNTAIASTGYTIINGKHFYFNTDGIMQIGVFKGPNGFEYFAPANTDANNIEGQAILYQNEE
LTLNGKKYYFGSDSKAVTGWRI INNKKYYFNPNNAIAATHLCTINNDKYYFSYDGILONGYITIERNNFYFDANN
ESKMVTGVFKGPNGFEYFAPANTHNNNIEGQAIVYQNKFLTLNGKKYYFDNDSKAVTGWQTIDGKKYYFNLNTAE
AATGWQTIDGKKYYFNLNTAEAATGWQTIDGKKYYEFNTNTFIASTGYTS INGKHFYFNTDGIMQIGVFKGPNGFE
YEAPANTDANNIEGQAILYQNKEFLTLNGKKYYFGSDSKAVIGLRTIDGKKYYFNTNTAVAVTGWQTINGKKYYFN
TNTSIASTGYTIISGKHFYFNTDGIMQIGVFKGPDGFEYFAPANTDANNIEGQAIRYQNREFLYLHDNIYYEFGNNS
KAATGWVTIDGNRYYFEPNTAMGANGYKTIDNKNFYFRNGLPQIGVFKGSNGFEYFAPANTDANNIEGQATRYQN
RFLHLLGKIYYFGNNSKAVTGWQTINGKVYYFMPDTAMAAAGGLFEIDGVIYFFGVDGVKAPGIYG

SEQID NO:15 - Sequenza di frammento di tossina B da fusione 1

GEFVSINDNKHYFDDSGVMKVGYTEIDGKHFYFAENGEMQIGVENTEDGFKYFAHHNEDLGNEEGEEISYSGILNE
NNKIYYFDDSFTAVVGWKDLEDGSKYYFDEDTAEAYIGLSLINDGQYYFNDDGIMQVGEFVTINDKVFYFSDSGIL
ESGVONIDDNYFYIDDNGIVQIGVEDTSDGYKYFAPANTVNDNIYGQAVEYSGLVRVGEDVYYFGETYTIETGWL
YDMENESDKYYFNPETKKACKGINLIDDIKYYFDEKGIMRTGLISFENNNYYFNENGEMQFGY INIEDKMEYFGE
DGVMQIGVEFNTPDGFKYFAHQONTLDENFEGESINYTGWLDLDEKRYYFTDEYIAATGSVIIDGEEYYFDPDTAQL
VISE

SEQ ID NO:16 — Sequenza di frammento di tossina B da fusione 2

GLNQIGDYKYYFNSDGVMQKGEFVSINDNKHYFDDSGVMKVGY TEIDGKHFYFAENGEMQIGVENTEDGFKYFAHH
NEDLGNEEGEEISYSGILNENNKIYYEFDDSFTAVVGWKDLEDGSKYYFDEDTAEAYIGLSLINDGQYYFNDDGIM
QVGFVTINDKVFYFSDSGIITESGVQNIDDNYFYIDDNGIVQIGVEDTSDGYKYFAPANTVNDNIYGQAVEY SGLV
RVGEDVYYFGETYTIETGWIYDMENESDKYYFNPETKKACKGINLIDDIKYYFDEKGIMRTGLI SFENNNYYFNE
NGEMQFGYINIEDKMFYFGEDGVMQIGVENTPDGFKYFAHONTLDENFEGESINYTGWLDLDEKRYYFTDEYIAA
TGSVIIDGEEYYFDPDTAQLVISE

SEQ ID NO:17 - Sequenza di frammento di tossina B da fusione 3

FAHHNEDLGNEEGEEISYSGILNENNKIYYFDDSFTAVVGWKDLEDGSKYYFDEDTAEAYIGLSLINDGQYYEFND
DGIMQVGFVTINDKVEYFSDSGITIESGVQONIDDNYFYIDDNGIVQIGVEFDTSDGYKYFAPANTVNDNIYGQAVEY
SGLVRVGEDVYYFGETYTIETGWIYDMENESDKYYEFNPETKKACKGINLIDDIKYYFDEKGIMRTGLISFENNNY
YENENGEMQFGYINIEDKMFYFGEDGVMQIGVFNTPDGFKYFAHONTLDENFEGESINYTGWLDLDEKRYYFTDE
YIAATGSVIIDGEEYYFDPDTAQLVISE

SEQID NO:18 - Sequenza di frammento di tossina B da fusione 4

GETIIDDKNYYFNQSGVLQTGVFSTEDGFKYFAPANTLDENLEGEAIDFTGKLIIDENIYYFDDNYRGAVEWKEL
DGEMHYFSPETGKAFKGLNQIGDYKYYEFNSDGVMQKGEFVSINDNKHYFDDSGVMKVGYTEIDGKHEYFAENGEMQ
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IGVFNTEDGFKYFAHHNEDLGNEEGEEISY SGILNFNNKIYYFDDSEFTAVVGWKDLEDGSKYYEFDEDTAEAY IGL,
SLINDGQYYEFNDDGIMQVGEVTINDKVEYFSDSGLIIESGVONIDDNYFYIDDNGIVQIGVEFDTSDGYKYFAPANT
VNDNIYGQAVEYSGLVRVGEDVYYFGETYTIETGWIYDMENESDKYYFNPETKKACKGINLIDDIKYYFDEKGIM
RTGLISFENNNYYFNENGEMQFGY INIEDKMFYFGEDGVMQIGVENTPDGEKYFAHONTLDENFEGESINY TGWL,
DLDEKRYYFTDEYIAATGSVIIDGEEYYFDPDTAQLVISE

SEQ ID NO:19 — Sequenza di frammento di tossina B da fusione5

GFVSINDNKHYFDDSGVMKVGYTEIDGKHFYFAENGEMQIGVEFNTEDGFKYFAHHNEDLGNEEGEEISYSGILNE
NNKIYYFDDSFTAVVGWKDLEDGSKYYFDEDTAEAYIGLSLINDGQYYFNDDGIMQVGFVTINDKVFYFSDSGIT
ESGVONIDDNYFYIDDNGIVQIGVEFDTSDGYKYFAPANTVNDNIYGQAVEYSGLVRVGEDVYYFGETYTIETGWE
YDMENESDKYYFNPETKKACKGINLIDDIKYYFDEKGIMRTGLISFENNNYYFNENGEMQFGYINIEDKMEFYFGE
DGVMQIGVENTPDGFKYFAHQNTLDENFEGES INYTGWLDLDEKRYYFIDEYIAATGSVIIDGEEYYFDPDTAQL,
VISE

SEQ ID NO :20 — Sequenza nucleotidica di F54 Gly

ATGGCAACCGGTTGGCAGACCATCGATGGCAMAAAATATTATTTTAATACCAACACCGCAATTGCAAGCACCCGGCTATACCATTATCAACGGCA
AACACTTTTATTTTAACACCGACGGCATTATGCAGATTGGTGTGTTTAAAGGTCCGAACGGCTTTGAATACTTTGCACCGGCARATACCGATGC
CAATAATATTGAAGGCCAGGCCATTCTGTATCAGAATGAATTTCTGACCCTGAACGGCAAAARATACTACTTTGCGCAGCCGATAGCAAAGCAGTT
ACCGGTTGGCGCATCATCAACAATAAGARATATTACTTCAACCCGAATAATGCAATTGCAGCAATTCATCTGTGCACCATTAACAACGACAAAT
ATTATTTCAGCTATGACGGTATTCTGCAGAATGGCTACATTACCATCGAACGCAACARACTTTTATTTCGATGCCAACAACGAAAGCARAATGGT
GACCGGTGTTTTCAAAGGCCCTAATGGTTTTIGAGTATTTCGCTCCGGCAAACACCCATAATARCAACATTGAAGGTCAGGCGATCGTTTATCAG
AACAAATTCCTGACGCTGAATGGTAAGAAATACTATTTCGATAATGACAGCARAGCCCTGACCGECTGCCAGACAATTGACGCGGAAGABRATATT
ACTTTAATCTGAATACCGCAGAAGCAGCAACCGGTTGGCAAACGATCGACGGTARAAAGTACTACTTCAACCTGAACACAGCCGARGCAGCCAC
AGGATGGCAGACTATTGATGGAAAAAAATACTATTTCAACACCAACACCTTTATTGCATCTACCGGTTATACCAGCATTAACGGTAAACATTTC
TACTTCAACACCGATGGTATCATGCAGATCGGCGTTTTCAAAGGTCCAAATGGTTTCGAATACTTTGCCCCTGCCAATACAGATGCAAATAACA
TCGAGGGTCAGGCAATCCTGTACCARAACAAATTTCTGACCCTGAATGGGAAAAAATATTACTTTGGTAGCGATTCTAAAGCCGTTACCGGTCT
GCGTACCATTGATGGTAAAAAATACTACTTTAATACGAATACAGCCGTTGCGGTTACAGCCTGGCAGACCATTAACGGGAAAAAATACTATTTT
AACACAAATACCAGCATTGCCTCAACGGGTTATACCATTATTTCGGGTAAACACTTCTACTTTAATACCGATGGTATTATGCABATCGGAGTCT
TTAAAGGACCTGATGGGTTCGAATATTTTGCGCCTGCGAACACTGATGCGAACAATATCGAAGGACAGGCAATCCGCTATCAGAATCCGCTTTCT
GTATCTGCACGACAACATCTATTATTTTGGCAACAATTCAAAAGCAGCCACCGGCTGGGTTACAATTGATGGCAACCGCTACTATTTCGAACCG
AATACCGCAATGGGTGCAAATGGCTACAAAACCATCGATAATAAANATTTCTATTTTCGCAACGGTCTGCCGCAGATCGGGGTATTTAAAGGTA
GCAACGGCTTCGAATACTTCGCTCCAGCGAATACGGACGCGAACAATATTGAGGGTCAAGCGATTCGTTATCAAAACCGTTTTCTGCATCTGCT
GGGCAAAATCTACTACTTTGGCAATAACAGTAAAGCAGTTACTGGATGGCAGACAATCAATGGTAAAGTGTACTATTTTATGCCGGATACCGCC
ATGGCAGCAGCCGGTGGTCTGTTTGAAATTGATGGCGTGATCTATTTTTTTGCTGTCCGATGGTCTTAAAGCACCGGGAATATACGGTGGTACCG
GCTTTGTGACCGTGGGTGATGATAAATACTATTTCAATCCGATTAACGGTGGTGCAGCGAGCATTGGCGAAACCATCATCGATGACAAAAACTA
TTATTTCAACCAGAGCGGTGTGCTGCAGACCGGTGTGTTTAGCACCGAAGATGGCTTTAAATATTTTCGCCGCCAGCCGAACACCCTGGATGAAAAC
CTGGAAGGCGAAGCGATTGATTTTACCGGCARACTGATCATCGATGAAARACATCTATTACTTCGATGATAACTATCGTGGTGCGGTGGAATGGA
AAGAACTGGATGGCGAAATGCATTATTTTTCTCCGGAAACCGGTAAAGCCTTTAAAGGCCTGAACCAGATCGGCGATTACAAATACTACTTCAA
CAGCGATGGCGTGATGCAGAAAGGCTTTGTGAGCATCAACGATAACAAACACTATTTCGATGATAGCGGTGTGATGAAAGTGGGCTATACCGARA
ATTGATGGCAAACATTTCTACTTCGCGGAAAACGGCGAAATGCAGATTGGCGTGTTCAATACCGAAGATGGTTTCAAATACTTCGCGCACCATA
ACGAAGATCTGGGTAACGAAGAAGGCGAAGAARATTAGCTATAGCGGCATCCTGAACTTCAACAACARAATCTACTACTTTGATGATAGCTTTAC
CGCGGTGGTGGGCTGGAAAGATCTGGAAGATGGCAGCARATATTATTTCGATGAAGATACCGCGGAAGCGTATATTGGCCTGAGCCTGATTAAC
GATGGCCAGTACTATTITAACGATGATGGCATTATGCAGGTGGGTTTCGTGACCATTAATGATAAAGTGTTCTATTTCAGCGATAGCGGCATTA
TTGAAAGCGGCGTGCAGAACATTGATGATAACTACTTCTACATCGATGATAACGGCATTGTGCAGATCGGCGTTTTTGATACCAGCGATGGCTA
CAAATATTTCGCACCGGCCAATACCGTGAACGATAACAT TTATGGCCAGGCGGTGGAATATAGCGGTCTGGTGCGTGTGGGCGAAGATGTGTAT
TATTTCGGCGAAACCTATACCATCGAAACCGGCTGGATTTATGATATGGAAAACGAAAGCGATAAATATTACTTTAATCCGGAAACGAARAAAG
CGTGCAAAGGCATTAACCTGATCGATGATATCAAATACTATTTTGATGAAAAAGGCATTATGCGTACCGGTCTGATTAGCTTCGAAAACAACAA
CTATTACTTCAACGAAAACGGTGAAATGCAGTTCGGCTACATCAACATCGAAGATAAAATGT TCTACTTCGGCGAAGATGGTGTTATGCAGATT
GGTGTTTTTAACACCCCGGATGGCTTCAAATACTTTGCCCATCAGAATACCCTGGATGAAAATTTCGAAGGTGAAAGCATTAACTATACCGGCT
GGCTGGATCIGGATGAAAAACGCTACTACTTCACCGATGAATACATTGCGGCGACCGGCAGCGTGATTATTGATGGCGAAGAATACTACTTCGA
TCCGGATACCGCGCAGCTGGTGATTAGCGAACATCATCATCATCACCAT

SEQ ID NO :21 - Sequenza amminoacidica di F54Gly
MATGWQTIDGKKYYFNTNTATIASTGYTIINGKHFYFNTDGIMQIGVFKGPNGFEYFAPANTDANNIEGQATLYQNEFLTLN
GKKYYFGSDSKAVTGWRI INNKKYYFNPNNATAATHLCTINNDKY YFSYDGILONGYITIERNNFYFDANNESKMVTGVF
KGPNGFEYFAPANTHNNNIEGQAIVYQNKFLTLNGKKY Y FDNDSKAVTGHQTIDGKKY Y FNLNTAEAATGWQTIDGKKYY

FNLNTAEAATGWQTIDGKKYYFNTNTFIASTGYTSINGKHFYFNTDGIMQIGVFKGPNGFEYFAPANTDANNIEGQATILY
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ONKFLTLNGKKYYFGSDSKAVIGLRTIDGKKYYFNTNTAVAVTIGWQTINGKKY YFNTNTSTASTGYTTISGKHFYFNTDG
IMQIGVFKGPDGFEYFAPANTDANNIEGQATRYQNRFLYLHDNIYYFGNNSKAATGWVTIDGNRY Y FEPNTAMGANGYKT
IDNKNFYFRNGLPQIGVFKGSNGFEYFAPANTDANNIEGQAIRYQONRFLHLLGKIYYFGNNSKAVIGWQTINGKVYYFMP
DTAMAAAGGLFEIDGVIYFFGVDGVKAPGIYGGTGFVIVGDDKYYFNPINGGAASIGETIIDDKNY YFNQSGVLQTGVES
TEDGFKYFAPANTLDENLEGEAIDFTGKLIIDENIYYFDDNYRGAVEWKELDGEMHYFSPETGKAFKGLNQIGDYKYYFN
SDGVMQKGFVSINDNKHY FDDSGVMKVGYTEIDGKHFY FAENGEMQIGVFNTEDGFKY FAHHNEDLGNEEGEEISYSGIL
NFNNKIYYFDDSFTAVVGWKDLEDGSKYYFDEDTAEAY IGLSLINDGQYYFNDDGIMQVGEFVTINDKVEFYFSDSGIIESG
VONIDDNYFYIDDNGIVQIGVEDTSDGYKYFAPANTVNDNIYGQAVEYSGLVRVGEDVYYFGETYTIETGWIYDMENESD
KYYFNPETKKACKGINLIDDIKYYFDEKGIMRTGLISFENNNYYFNENGEMOFGY INIEDRMFYFGEDGVMQIGVENTPD

GFKYFAHQNTLDENFEGESINYTGWLDLDEKRYYFTDEYIAATGSVIIDGEEYYFDPDTAQLVISEHHHEHA

SEQ ID NO :22 ~ Sequenza nucleotidica di F54 New

ATGGCAACCGGTTGGCAGACCATCGATGGCAMAAAATATTATTTTAATACCAACACCGCAATTGCAAGCACCGGCTATACCATTATCAACGGCA
AACACTTTTATTTTAACACCGACGGCATTATGCAGATTGGTGTGTTTAAAGGTCCGAACGGCTTTGAATACTTTGCACCGGCAAATACCGATGC
CAATAATATTGAAGGCCAGGCCATTCTGTATCAGAATGAATTTCTCACCCTGAACGCCAAAAAATACTACTTTCGCAGCGATAGCAAAGCAGTT
ACCGGTTGCGCGCATCATCAACAATAAGAAATATTACTTCAACCCGAATAATGCAATTGCAGCAATTCATCTGTGCACCATTAACAACGACAAAT
ATTATTTCAGCTATGACGGTATTCTGCAGAATGCCTACATTACCATCCGAACGCAACAACTITTATTTCGATGCCAACAACGAAAGCAAAATGGT
GACCGGTGITTTCAAAGGCCCTAATGGTTTTGAGTATTTCGCTCCGGCAAACACCCATAATAACAACATTGAAGGTCAGGCGATCGTTTATCAG
AACABATTCCTGACGCTGAATGGTAAGARATACTATTTCGATAATGACAGCAAAGCCGTGACCGGCTGGCAGACAATTGACGGGARGARATATT
ACTTTAATCTGAATACCGCAGAAGCAGCAACCGGTTGGCARACGATCGACGGTAAARAGTACTACTTCAACCTGAACACAGCCGAAGCAGCCAC
AGGATGGCAGACTATTGATGGAAAAAAATACTATTTCAACACCAACACCTTTATTGCATCTACCGGTTATACCAGCATTAACGGTARACATTTIC
TACTTCAACACCGATGGTATCATGCAGATCGGCGTTTTCAAAGGTCCARATGGTTTCGAATACTTTGCCCCTGCCARTACAGATGCARATAACA
TCGAGGGTCAGGCAATCCTGTACCAAAACAAATTTCTGACCCTGAATGCGGAAAAAATATTACTTTGGTAGCGATTCTAAAGCCGTTACCGGTCT
GCGTACCATTGATGGTAAAAAATACTACTTTAATACGAATACAGCCGTTGCGGTTACAGGCTGGCAGACCATTAACGGGAAAAAATACTATTTT
AACACAAATACCAGCATTGCCTCAACGGGTTATACCATTATTTCCGGTARACACTTCTACT TTAATACCGATGGTATTATGCAAATCGGAGTCT
TTAAAGGACCTGATGGGTTCGAATATTTTGCCCCTGCGARCACTGATGCGAACAATATCGAAGGACAGGCAATCCGCTATCAGAATCGCTTTCT
GTATCTGCACGACAACATCTATTATTTTGGCAACAATTCARAAGCAGCCACCGGCTGGGTTACAATTGATGGCAACCGCTACTATTTCGAACCG
AATACCGCAATGGGTGCAAATGGCTACAAAACCATCGATAATAAAAATTTCTATTTTCGCAACGGTCTGCCGCAGATCGGGGTATTTAAAGGTA
GCAACGGCTTCGAATACTTCGCTCCAGCGAATACGGACGCGAACAATAT TGAGGGTCAAGCGATTCGTTATCAAAACCGTTTTCTGCATCTGCT
GGGCAAAATCTACTACTTITGGCAATAACAGTAAAGCAGTTACTGGATGGCAGACAATCAATGGTAAAGTGTACTATTTTATGCCGGATACCGCC
ATGGCAGCAGCCGGTGETCTGTTTGAAATTGATGGCGTGATCTAT TTTTTTGGTGTGGATGGTGTTAAAGCAGTTACCGGCTTTGTGACCCTGG
GTGATGATAMATACTATTTCAATCCGATTAACGGTGGTGCAGCGAGCATTGGCGAAACCATCATCGATGACAAAAACTATTATTTCAACCAGAG
CGCTGTGCTGCAGACCGGTGTGTTTAGCACCGAAGATGGCTTTAAATATTTTGCGCCAGCGAACACCCTGGATGAAAACCTGGAAGGCGAAGCG
ATTGATTTTACCGGCAAACTGATCATCGATGAARAACATCTATTACTTCGATGATAACTATCGTGGTGCCGTGCAATGCAAAGAACTGGATGGCG
ABATGCATTATTTTTCTCCGGAAACCGGTAAAGCGTTTAAAGGCCTGAACCAGATCGGCGATTACAAATACTACTTCAACAGCGATGGCGTGAT
GCAGAAAGGCTTTGTGAGCATCAACGATAACAAACACTATTTCCATCATAGCCGTGTCGATCAAAGTCCCCTATACCCAAATTGATCGGCAAACAT
TTCTACTTCGCGGAAAACGGCGAAATGCAGATTGGCGTGITCAATACCGAAGATGGTTTCARATACTTCGCGCACCATAACGAAGATCTGGGTA
ACGAAGAAGGCGAAGAAATTAGCTATAGCGGCATCCTGAACTTCAACAACAAAATCTACTACTTTGATGATAGCTTITACCGCGGTGGTGGGCTG
GAAAGATCTGGAAGATGGCAGCAAATATTATTTCGATGARGATACCGCGGAAGCGTATATTGGCCTGAGCCTGATTAACGATGGCCAGTACTAT
TTTAACGATGATGGCATTATGCAGGTGGGTITCGTGACCATTAATGATARAGTGT TCTATTTCAGCGATAGCGGCATTATTGAAAGCGGCGTGC
AGAACATTGATGATAACTACTTCTACATCGATGATAACCGCATTGTGCAGATCCGCCTTTTTGATACCAGCGATGGCTACAAATATTTCGCACC
GGCCAATACCGTGAACGATAACATTTATGGCCAGGCGGTGCGAATATAGCGETCTGGTCCGTCTGGGCGAAGATGTGTATTATTTCGGCGARACC
TATACCATCGAAACCGGCTGGATTTATGATATGGAAAACGAAAGCGATAAATATTACTTTAATCCGGAAACGAAAARAGCGTGCAAAGGCATTA
ACCTGATCGATGATATCAAATACTATTTTGATGAAAAAGGCATTATGCGTACCGGTCTGATTAGCTTCGAAAACAACAACTATTACTTCAACGA
AAACGGTGAAATGCAGTTCGGCTACATCAACATCGAAGATAAAATGTTCTACTTCGGCGAAGATGGTGTTATGCAGATTGGTGTTTTTAACACC
CCGGATGGCTTCAAATACTTTGCCCATCAGAATACCCTGGATGAAAAT TTCGAAGGTGAAAGCATTAACTATACCGGCTGGCTGGATCTGCGATG
AAAAACGCTACTACTTCACCGATGAATACATTGCGGCGACCGGCAGCGTGATTATTCGATGGCGAAGAATACTACT TCGATCCGGATACCGCGCA
GCTGGTGATTAGCGAACATCATCATCATCACCAT

SEQ,ID NO :23 Sequenza amminoacidica di F54 New
MATGWQTIDGKKYYFNTNTATASTGYTI INGKHFYFNTDGIMQIGVFKGPNGFEY FAPANTDANNIEGQAILYQN
EFLTLNGKKYYFGSDSKAVTGWRI INNKKYY FNPNNATAATHLCTINNDKYYFSYDGILQNGY ITIERNNFY FDANNESK

MVTGVFKGPNGFEYFAPANTHNNNIEGQAIVYQNKFLTLNGKKYYFDNDSKAVIGWQTIDGKKYYFNLNTAEAATGWQTI
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DGKKYYFNLNTAEAATGWQTIDGKKYYFNTNTFIASTGYTS INGKHFYFNIDGIMQIGVFKGPNGFEYFAPANTDANNIE
GQAILYONKFLTLNGKKYYFGSDSKAVIGLRTIDGKKY YFNTNTAVAVTGWQTINGKKYYFNTNTSIASTGYTIISGKHF
YFNTDGIMQIGVFKGPDGFEYFAPANTDANNIEGQAIRYQNRFLYLHDNIYYFGNNSKAATGWVTIDGNRYYFEPNTAMG
ANGYKTIDNKNFYFRNGLPQIGVFKGSNGFEYFAPANTDANNIEGQAIRYQNRFLHLLGKIYYFGNNSKAVTGWQT INGK
VYYFMPDTAMAAAGGLFEIDGVIYFFGVDGVKAVTGEVIVGDDKYYFNPINGGAASIGETIIDDKNYYFNQSGVLQTGVE
STEDGFKYFAPANTLDENLEGEAIDFIGKLIIDENIYYFDDNYRGAVEWKELDGEMHYFSPETGKAFKGLNQIGDYKYYF
NSDGVMQKGFVSINDNKHYFDDSGVMKVGY TE IDGKHF Y FAENGEMQIGVFNTEDGFKYFAHENEDLGNEEGEEISYSGI
LNFNNKIYYFDDSFTAVVGWKDLEDGSKYYFDEDTAEAYIGLSLINDGQYYFNDDGIMOVGFVTINDKVFYFSDSGIIES
GVONIDDNYFYIDDNGIVQIGVFDTSDGYKYFAPANTVNDNIYGQAVEYSGLVRVGEDVYYFGETYTIETGWIYDMENES
DKYYFNPETKKACKGINLIDDIKYYFDEKGIMRTGLISFENNNYYFNENGEMOFGYINIEDKMFYFGEDGVMQIGVENTP

DGFKYFAHQNTLDENFEGESINYTGWLDLDEKRYYFTDEYIAATGSVIIDGEEYYFDPDTAQLVISEHHHHHAH

SEQ ID NO :24 Sequenza nucleotidica di F5 ToxB

ATGGCAACCGGTTGGCAGACCATCGATGGCARAARATATTATTTTANTACCANCACCGCAAT TGCAAGCACCGGCTATACCAT TATCAACGGCA
ARCACTTTTATTTTAACACCCACGGCATTATGCAGATTGGTGTGT TTAAAGG TCCGAACGGCTTTGAATACTTTGCACCGGCARATACCGATGC
CAATAATATTGAAGGCCAGGCCATTCTGTATCAGAATGAATTTCTGACCCTGAACGGCAAAARATACTACTTTGGCAGCCGATACGCARAGCAGTT
ACCGGTTGCCGCATCATCAACAATAAGARATATTACTTCAACCCGARTAATGCANTTCGCAGCAAT TCATCTGTCCACCAT TAACAACGACAAAT
ATTATTTCAGCTATGACGETATTCTGCAGAANGGC TACATTACCATCGAARCGCAACAAC T T TAT T TCGATGCTAACAACGAAAGCARAATGGT
GACCGGTGTTTTCARAGGCCCTAATCCTTTTCAGTATTTCGCTCCCGCARACACCCATAATAACAACATTGAAGGTCAGGCGATCGTT TATCAG
ARCAAATTCCTGACGCTGAATGCCTAAGAAATACTATTTCGATAATGACAGCARAGCCGTCACCGGCTGGCAGACART TGACGGGAAGAAATATT
ACTTTAATCTGAATACCGCAGAAGCAGCAACCGGTTGGCAAACGATCGACGCTAAARAGTACTACTTCARCCTGANCACAGCCGAAGCAGCCAC
AGGATGGCAGACTATTGATGGAAAAAAATACTATTTCAACACCARCACCTTTATTGCATCTACCGG T TATACCAGCATTAACGGTAAACATETC
TACTTCAACACCGATGGTATCATGCAGATCGGCGTTTTCAAARGGTCCARATGGTTTCGAATACTTTGCCCCTGCCAATACAGATGCARATAACA
TCCAGGGTCAGGCAATCCTGTACCARAACARATTTCTGACCCTGAATGGGAAAARATAT TACTTTGG TAGCGATTCTARAGCCGTTACCGGTCT
GCGTACCATTGATGGTAARAAATACTACTTTAATACGAATACAGCCETTGCGGTTACAGGCTGGCAGACCATTAACGGGAAARAAATACTATTTT
ABRCACAAATACCAGCATTGCCTCARCGGGTTATACCATTATTTCGGGTAAACACTTCTACTTTAATACCGATGGTATTATGCARAATCGGAGTCT
TTAAAGGACCTGATGGGTTCGAATATTTTGCGCCTGCGARACACTCATGCGAACANTATCGANGGACAGGCAATCCGCTATCAGAATCGCTTTCT
GTATCTGCACGACAACATCTATTATTTTGGCAACARTTCAAAAGCAGCCACCGGCTGGGTTACAATTIGATGGCAACCGCTACTATTTCGAACCG
AATACCGCAATGGGTGCAAATGGCTACARAACCATCGATAATAAAAATTTCTATTTTCGCARCGGTCTGCCGCAGATCGGGGTATTTAARAGGTA
GCAACGGCTTCGAATACTTCGCTCCAGCGAATACGGACGCGAACAATATTGAGGGTCAAGCGATTCGTTATCAAAACCGTTTTCTGCATCTGCT
GGGCAAAATCTACTACT TTGGCAATAACAGTARAGCAGT TACTGGATGGCAGACAATCAATGGTARAGTGTACTATTTTATGCCGGATACCGCC
ATGGCAGCAGCCGGTCCTCTCTTTGAAATTCATGGCCTGATCTAT TTTTTTCCTGTGGATGG TG TTARAGCAGTGAGCGGTCTGATTTATATTA
ACGATAGCCTGTATTACTTTAAACCACCGGTGAATAACCTGATTACCGGCTTTGTGACCGTGGGTGATGATARATACTATTTCAATCCGATTAA
CGGTGGTGCAGCGAGCATTGCCGARACCATCATCGATGACAAARACTATTATTTCAACCAGAGCGGTGTGCTGCAGACCGGTGTGTTTAGCACC
GAAGATGGCTTTAAATATTTTGCGCCAGCGAACACCCTGGATGAAAACCTGGAAGGCGAAGCGATTGATTTTACCGGCAAACTGATCATCGATG
ABAACATCTATTACTTCGATGATAACTATCGTGGTCGCCGTGGAATGGARAGAAC TGGATGGCGAAATGCATTATTT TTCTCCGGARACCGGTAR
AGCGTTTAAAGGCCTGAACCAGATCGGCGAT TACAAATACTACTTCAACAGCGATGGCGTGATGCAGAAARGGC T T TG TGAGCATCAACGATAAC
ABACACTATTTCGATGATAGCGGTGTCATCAAAGTGGGCTATACCGAAATTGATGGCARARCATTTCTACTTCGCGGARAACGGCGARATGCAGA
TTGGCGTGTTCAATACCGAAGATGGTTTCAAATACTTCGCGCACCATARCGAAGATCTGGGTARCGARGAAGGCGARGARATTAGCTATAGCGG
CATCCTGAACTTCAACAACARAATCTACTACTTTGATGATAGCTT TACCGCGGTGGTGGGCTGGARAGATC TGGAAGATGGCAGCARATATTAT
TTCGATGAAGATACCGCGGAAGCGTATATTGGCCTGAGCCTGATTARCGATGGCCAGTACTATTTTAACGATGATGGCATTATGCAGGTGGGTT
TCGTGACCATTAATGATAARAGTGTTCTATTTCAGCGATAGCGGCATTATTGAAAGCGGCGTGCAGAACATTGATGATAACTACTTCTACATCGA
TGATAACGGCATTGTGCAGATCGGCGTTTTTGATACCAGCGATGCCTACAAATATTTCGCACCGGCCAATACCGTGAACGATAACATTTATGGC
CAGGCGGTGGAATATAGCGGTCTGGTGCGTGTGGGCGAAGATGTGTATTATTTCGGCGAAACCTATACCATCGAAACCGGCTGGATTTATGATA
TGGAMARCGAAAGCGATAAATATTACTTTAATCCGGAAACGAARAAAGCGTGCAARGGCATTARCCTGATCGATGATATCAAATACTATT TTGA
TGAAAAAGGCATTATGCGTACCGGTCTGATTAGCTTCGAAAACAACAACTATTACTTCAACGAAAACGGTGARATGCAGTTCGGCTACATCAAC
ATCGAAGATAAAATGTTCTACTTCGGCGAAGATGGTGTTATGCAGATTGGTGTTTTTAACACCCCGGATGGCTTCARAATACTTTGCCCATCAGA
ATACCCTGGATGAAAATTTCGAAGGTGAAAGCATTAAC TATACCGGCTGGCTGGATCTGGATGAARAACGCTACTACTTCACCGATGAATACAT
TGCGGCGACCGGCAGCGTCATTATTGATGGCGAAGAATACTACTTCGATCCGGATACCGCGCAGCTGGTGATTAGCGAACATCATCATCATCAC
CAT

SEQID NO :25 Sequenza amminoacidica di F5 ToxB

MATGWQTIDGKKYYFNTNTAIASTGY TI INGKHFYFNTDGIMOIGVFKGPNGFEY FAPANTDANNIEGQATLYON
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EPFLTLNGKKY Y PG SKAVIPGWRT INNKKY Y FNPNNATAATRLCPINRNDRY Y I SY DG ITLONGY ITIERNNEY FDANNESK
MVTGVFKGPNGEEY FAPANTHNNNIEGOATVYONKPLYLNGKKY Y FONDSKAVICWOT IDGKKY Y ENLNTARAATGWOT ]
DOKKYYFNLNTABAATGWOTIDGKKYYFNTNTFIASTGY TS INGKEFY ENTHGIMOTGVIKGPNGFEY FAPANTDANNITE
GOATEYONKFLTLNGKRY YFEEDIKAVIGLRTTDGKEYY FNTNTAVAVIGENQ T I NGKKY Y PRINTSTASTEYT ] LSGKRY

YENTDGIMOIGVIKGPRGFEY FAPANTDANNIEGOATRYONRFLYLEDNIYY FGNNSKAATCWVTIDGNRY Y FEPNTAMG
ANGYK'TTDONKNFYFRNGLPQTGVFKGSNGFEY FAPANTHANNTEGOALRYONRFLHLLGK T YYFGNNSKAVTGRQT TNGK
VYYEMPDTAMAAAGGLFEIDGVIYFFGVDGVKAVSGLIY INDSLYYFKPPVNNLITGFVIVGDDKYY FNPINGGAAS IGE

TITDDENYYFNOSGVLOTGVESTEDGFRY FAPANTLDENLEGEATDFTCGKLI IDENIYYFDDNYRGAVEWKELDGEMHY ¥

GKAFKGLNQIGDYKYYFNSDGVMOKGEVSINDNKHY FDDSGVMKVGY TE I DGKBEY FAENGEMQIGVFNTEDGFKY
FAMMNEDLGNEEGEELSY SGTLNENNKTYY FODSFTAVVGRKDLEDGSKY Y FNEDTABAY IGLSLINDGQYY FNDDG IMQ
VGFVPINDKVEYFSDSGT IESGVONIDDNYFY IDDNGIVQIGVFDTSDGYKY FAPANTYNDNIYGQAVEY SGLVRVGEDV
YYFGETYTIETGWIYDMENESDKYY FNPETKKACKGINLIDDIKYYFREKGIMRTGLISFENNNY Y FNENGEMOFGY INT
EDKMEYFGEDGVMQIGVENTPDGFKY FAHONTLDENFEGESINY TGWLDLDEKRYYFTDEY IAATGSVIIDGEEYYFDPD

TAQLVISEHHHHEH

SEQID NO :26 - Sequenza nucleotidica di F52 new

ATGGCAACCGGTTGGCAGACCATCGATGGCAAAAAATATTATTTTAATACCAACACCGCAATTGCAAGCACCGGCTATACCATTATCAACGGCA
AARCACTTTTATITTAACACCGACGGCATTATCCAGATTGCTGTGTTTAAAGGTCCGARCGCCTTTGAATACTTTGCACCGCCARATACCGATGC
CAATAATATIGAAGGCCAGGCCATTCTGTATCAGAATGAATTTCTGACCCTGAACGGCAARAAATACTACTTTGGCAGCGATAGCARAGCAGTT
ACCGGTTGGCGCATCATCAACAATAAGAAATATTACTTCAACCCGAATAATGCAATTGCAGCAATTCATCTGTGCACCATTAACAACGACAAAT
ATTATTTCAGCTATGACGGTATTCTGCAGAATGGCTACATTACCATCGAACGCAACAACTTTTATTTCGATGCCAACAACGAAAGCARAATGGT
GACCGGTGTTTTCAAAGGCCCTAATGGTTTTGAGTATTTCGCTCCGGCARACACCCATARTAACAACATTGARGGTCAGGCGATCGTTTATCAG
AACAAATTCCTGACGCTGAATGGTAAGARATACTATTTCGATAATGACAGCARMAGCCGTGACCCGGCTGGCAGACAATTGACGGGARGARATATT
ACTTTAATCTGAATACCGCAGAAGCAGCAACCGGTTGGCAAACGATCGACGGTAAARAGTACTACTTCAACCTGAACACAGCCGAAGCAGCCAC
AGGATGGCAGACTATTGATGGAAAAAAATACTATTTCAACACCAACACCTTTATTGCATCTACCGCTTATACCAGCATTAACGGTAAACATTTC
TACTTCAACACCGATGGTATCATGCAGATCGGCGTTTTCAAAGGTCCARATGGTTTCGAATACTTTGCCCCTGCCAATACAGATGCARAATAACA
TCGAGGGTCAGGCAATCCTGTACCAAAACAAATTTCTGACCCTGAATGGGAAAAAATATTACTTTGGTAGCCGATTCTAAAGCCGTTACCGGTCT
GCGTACCATTGATGGTAAAAAATACTACTTTAATACGAATACAGCCGTTGCCGTTACAGGCTGGCAGACCATTAACGGGAAAAAATACTATTTT
AACACAAATACCAGCATTGCCTCAACGGGTTATACCATTATTTCGGGTAAACACTTCTACTTTAATACCGATGGTATTATGCAAATCGGAGTCT
TTAAAGGACCTGATGGGTTCGAATATTTTGCGCCTGCGAACACTGATGCGAACAATATCGAAGGACAGGCAATCCGCTATCAGAATCGCTTTCT
GTATCTGCACGACAACATCTATTATTTTGGCAACAATTCAAAAGCAGCCACCGGCTGGGTTACAATTGATGGCAACCCCTACTATTTCGARCCG
AATACCGCAATGGGTGCAAATGGCTACAAAACCATCGATAATAAAAATTICTATTTTCGCAACGGTCTGCCGCAGATCGGGGTATTTAAAGGTA
GCAACGGCTTCGAATACTTCGCTCCAGCGAATACGGACGCGAACAATATTGAGGGTCAAGCGATTCGTTATCAAAACCGTTTTCTGCATCTGCT
GGGCAAAATCTACTACTTTGGCAATAACAGTABAGCAGTTACTGGATGGCAGACAATCAATGGTAARAGTGTACTATTTTATGCCGGATACCGCC
ATGGCAGCAGCCGGTGGTCTGTTTGAAATTGATGGCGCTGATCTATTTTTTTGGTGTGGATGGTGTTAAAGCAGTGAAAGGCCTGAACCAGATCG
GCGATTACAAATACTACTTCAACAGCGATGGCGTGATCCAGAAAGGCTTTGTGAGCATCAACGATAACARACACTATTTCGATGATAGCGGTGT
GATGAAAGTGGGCTATACCGAAATTGATGGCAAACATTTCTACTTCGCGGAAMAACGGCGAAATGCAGATTGGCGTGTTCAATACCCGAAGATGGT
TTCAAATACTTCGCGCACCATAACGAAGATCTGGGTAACGAAGAAGGCGAAGAAATTAGCTATAGCGGCATCCTGAACTTCAACAACAAAATCT
ACTACTTTGATGATAGCTTTACCGCGCTGGTGGGCTGGARAGATCTGGAAGATGGCAGCAAATATTATT TCGATGAAGATACCGCGGAAGCGTA
TATTGGCCTGAGCCTGATTAACGATGGCCAGTACTATTTTAACGATGATGGCATTATGCAGGTGGGTTTCGTGACCATTAATGATARAAGTGTTC
TATTTCAGCGATAGCGGCATTATTGAAAGCGGCGTGCAGAACATTGATGATAACTACT PCTACATCGATGATAACGGCATTGTGCAGATCGGCG
TTTTTGATACCAGCGATGGCTACAAATATTTCGCACCGGCCAATACCGTGAACGATAACATTTATGGCCAGGCGGTGGAATATAGCGGTCTGGT
GCGTGTGEGCCGAAGATGTCTATTATTTCGGCGAAACCTATACCATCGARACCGGCTGGATTTATGATATGGAARACGARAGCGATAAATATTAC
TTTAATCCGGAAACGAAMAAAGCGTGCAAAGGCATTAACCTGATCGATGATATCARATACTATTTTGATGAAARAGGCATTATGCGTACCGGTC
TGATTAGCTTCGAAAACAACAACTATTACTTCAACGAAAACGCTGARATGCAGTTCGGCTACATCAACATCGAAGATAAAATGTTCTACTTCGG
CGAAGATGGTGTTATGCAGATTGGTGTTTTTAACACCCCGCATGGCTTCAAATACTTTGCCCATCAGAATACCCTGGATGAARATTTCGAAGGT
GARAGCATTAACTATACCGGCTGGCTGGATCTGGATGARAAACGCTACTACT TCACCGATGAATACATTGCGGCGACCGGCAGCGTGATTATTG
ATGGCGAAGAATACTACTTCGATCCGGATACCGCGCAGCTGGTGATTAGCGAACATCATCATCATCACCAT

SEQID NO :27 — Sequenza amminoacidica di F52 New

MATGWQTIDGKKYYFNTNTAIASTGYTIINGKHFYFNTDGIMQIGVFKGPNGFEYFAPANTDANNIEGQATILYONEFLTLN
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GRKYYFGSDSKAVIGWRIINNKKYYFNPNNATAATHLCTINNDKYYFSYDGILONGYITIERNNFYFDANNESKMVTGVE
KGPNGFEYFAPANTHNNNIEGQATVYQNKFLTLNGKKY Y FDNDSKAVTGWQTIDGKKY YFNLNTAEAATGWQT IDGKKYY
FNLNTAEAATGWQTIDGKKYYFNTNTFIASTGYTSINGKHFYFNTDGIMQIGVFKGPNGFEYFAPANTDANNIEGQAILY
ONKFLTLNGKKYYFGSDSKAVTGLRTIDGKKY Y FNTNTAVAVTGWQTINGKKYYFNTNTSIASTGYTIISGKHFYFNTDG
IMQIGVFKGPDGFEYFAPANTDANNIEGQAIRYONRFLYLHDNIY Y FGNNSKAATGWVTIDGNRY Y FEPNTAMGANGYKT
IDNKNFYFRNGLPQIGVFKGSNGFEYFAPANTDANNIEGQATRYQNRFLHLLGKIYYFGNNSKAVTGWQT INGKVY YFMP
DTAMAAAGGLFEIDGVIYFFGVDGVKAVKGLNQIGDYKYYFNSDGVMQKGFVSINDNKHYFDD SGVMKVGYTE IDGKHFY
FAENGEMQIGVFNTEDGFKYFAHHNEDLGNEEGEEISYSGILNFNNKIYYFDDSFTAVVGWKDLEDGSKYYFDEDTAEAY
IGLSLINDGQYYFNDDGIMQVGFVTINDKVFYFSDSGIIESGVQNIDDNYFYIDDNGIVQIGVEDTSDGYKYFAPANTVN
DNIYGQAVEYSGLVRVGEDVYYFGETYTIETGWIYDMENESDKYYFNPETKKACKGINLIDDIKYYFDEKGIMRTGLISE
ENNNYYFNENGEMQFGY INIEDKMFYFGEDGVMQIGVENTPDGFKYFAHQONTLDENFEGES INY TGWLD LDEKRY Y FTDE

YIAATGSVIIDGEEYYFDPDTAQLVISEHHEHHEH

SEQ ID NO:28 — Sequenza di frammento di tossina A di ~ F54 Gly

MATGWQTIDGKKYYFNTNTAIASTGYTIINGKHFYFNTDGIMQIGVFKGPNGFEYFAPANTDANNIEGQAILYON
EFLTLNGKKYYFGSDSKAVTGWRI INNKKYYFNPNNAIAATHLCTINNDKYYFSYDGILONGYITIERNNFYFDA
NNESKMVTGVFKGPNGFEYFAPANTHNNNIEGQAIVYQONKFLTLNGKKYYFDNDSKAVTGWQTIDGKKYYFNLNT
AEAATGWQTIDGKKYYFNLNTAEAATGWQTIDGKKYYFNTNTFIASTGY TS INGKHFYFNTDGIMQIGVFKGPNG
FEYFAPANTDANNIEGQAILYONKFLTLNGKKYYFGSDSKAVIGLRT IDGKKYYFNTNTAVAVTGWQTINGKKYY
FNTNTSIASTGYTIISGKHFYFNTDGIMQIGVFKGPDGFEYFAPANTDANNIEGQAIRYQNRFLYLHDNIYYFGN
NSKAATGWVTIDGNRYYFEPNTAMGANGYKT IDNKNFYFRNGLPQIGVFKGSNGFEYFAPANTDANNIEGQAIRY
ONRFLHLLGKIYYFGNNSKAVTGWQTINGKVYYFMPDTAMABRAGGLFEIDGVIYFFGVDGVKAPGIYG

SEQ ID NO:29 - Sequenza di frammento di tossina A di ~ F54 New

MATGWQTIDGKKYYFNTNTAIASTGYTIINGKHFYFNTDGIMQIGVFKGPNGFEYFAPANTDANNIEGQAILYQN
EFLTLNGKKYYFGSDSKAVTGWRI INNKKYYFNPNNAIAATHLCTINNDKYYFSYDGILONGYITIERNNFYFDA
NNESKMVTGVFKGPNGFEYFAPANTHNNNIEGQAIVYQNKFLTLNGKKYYFDNDSKAVTGWQTIDGKKYYFNLNT
AEAATGWQT IDGKKYYFNLNTAEAATGWQTIDGKKYYFNTNTFIASTGY TS INGKHFY FNTDGIMQIGVFKGPNG
FEYFAPANTDANNIEGQATLYONKFLTLNGKKYYFGSDSKAVTGLRT IDGKKYYFNTNTAVAVTGWQTINGKKYY
FNTNTSIASTGYTITISGKHFYFNTDGIMQIGVFKGPDGFEYFAPANTDANNIEGQAIRYQNRFLYLHDNIYYFGN
NSKAATGWVTIDGNRYYFEPNTAMGANGYKTIDNKNFYFRNGLPQIGVFKGSNGFEYFAPANTDANNIEGQAIRY
ONRFLHLLGKIYYFGNNSKAVTGWQTINGKVYYFMPDTAMAAAGGLFEIDGVIYFFGVDGVKAV

SEQ ID NO:30 —Sequenza di frammento di tossina A di ~ F5 ToxB

MATGWQTIDGKKYYFNTNTAIASTGYTIINGKHFYFNTDGIMQIGVFKGPNGFEYFAPANTDANNIEGQAI LYON
EFLTLNGKKYYFGSDSKAVTGWRI INNKKYYFNPNNAIAATHLCTINNDKYYFSYDGILONGYITIERNNFYFDA
NNESKMVTGVFKGPNGFEYFAPANTHNNNIEGQAIVYONKFLTLNGKKYYFDNDSKAVTGWQTIDGKKYYFNLNT
AEAATGWQTIDGKKYYFNLNTAEAATGWQTIDGKKYYFNTNTFIASTGYTSINGKHFYFNTDGIMQIGVFKGPNG
FEYFAPANTDANNIEGQAILYQONKFLTLNGKKYYFGSDSKAVTGLRT IDGKKYYFNTNTAVAVTGWQTINGKKYY
FNTNTSIASTGYTIISGKHFYFNTDGIMQIGVFKGPDGFEYFAPANTDANNIEGQAIRYONRFLYLHDNIYYFGN
NSKAATGWVTIDGNRYYFEPNTAMGANGYKT IDNKNFYFRNGLPQIGVFKGSNGFEYFAPANTDANNIEGQAIRY
ONRFLHLLGKIYYFGNNSKAVTGWQTINGKVYYFMPDTAMAAAGGLFEIDGVIYFFGVDGVKAV

SEQ ID NO:31 — Sequenza di frammento di tossina A di F52 New
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MATGWQTIDGKKYYEFNTNTAIASTGY TIINGKHEYFNTDGIMQIGVFKGPNGFEYIAPANTDANNIEGQATILYQON
EFLTLNGKKYYFGSDSKAVIGWRI INNKKYYEFNPNNATAATHLCTINNDKYYEFSYDGILONGY LT TERNNEY F DA
NNESKMVTGVFKGPNGFEYFAPANTHNNNIEGQAIVYQNKEFLTLNGKKYYFDNDSKAVTGWOTIDGKKYYEFNLNT
AEAATGWQT IDGKKYYEFNLNTAEAATGWQT IDGKKYYFNTNTFIASTGYTSINGKHEYFNTDGIMQIGVFKGPNG
FEYFAPANTDANNIEGQOAILYONKFLTLNGKKYYFGSDSKAVIGLRTIDGKKYYFNTNTAVAVIGWQTINGKKYY
FNTNTSIASTGYTIISGKHFYENTDGIMOQIGVFKGPDGFEYFAPANTDANNIEGQATIRYONRFLYLHDNIYYFGN
NSKAATGWVTIDGNRYYFEPNTAMGANGYKTIDNKNEFYFRNGLPQIGVFKGSNGFEYFAPANTDANNIEGQAIRY
ONRFLHLLGKIYYFGNNSKAVTGWQT INGKVYYFMPDTAMAAAGGLFEIDGVIYFFGVDGVKAV

SEQ D NO:32 - Sequenza di frammento di tossina Bdi  F54Gly

TGEVTVGDDKYYFNPINGGAASIGETIIDDKNYYEFNQSGVLOTGVEFSTEDGFKYFAPANTLDENLEGEAIDFTGK
LIIDENIYYEFDDNYRGAVEWKELDGEMHYFSPETGKAFKGLNQIGDYKYYFNSDGVMOKGFVSINDNKHYFDDSG
VMKVGYTEIDGKHFYFAENGEMQIGVENTEDGFKYFAHHNEDLGNEEGEEISYSGILNFNNKIYYEFDDSFTAVVG
WKDLEDGSKYYFDEDTAEAYIGLSLINDGQYYFNDDGIMQVGEVTINDKVEYFSDSGITESGVONIDDNYEYIDD
NGIVQIGVEDTSDGYKYFAPANTVNDNIYGQAVEYSGLVRVGEDVYYFGETYTIETGWIYDMENESDKYYEFNPET
KKACKGINLIDDIKYYFDEKGIMRTGLISFENNNYYENENGEMOFGY INIEDKMFYFGEDGVMQIGVENTPDGFK
YFAHONTLDENFEGESINYTGWLDLDEKRYYFTDEYIAATGSVIIDGEEYYFDPDTAQLVISE

SEQ ID NO:33 — Sequenza di frammento di tossina B di F54 New

TGFVTVGDDKYYFNPINGGAASIGETILIDDKNYYFNQSGVLQTGVFSTEDGFKYFAPANTLDENLEGEAIDETGK
LIIDENIYYFDDNYRGAVEWKELDGEMHYFSPETGKAFKGLNQIGDYKYYFNSDGVMQKGEFVSINDNKHYFDDSG
VMKVGYTEIDGKHFYFAENGEMQIGVENTEDGFKYFAHHNEDLGNEEGEEISYSGILNEFNNKIYYFDDSFTAVVG
WKDLEDGSKYYFDEDTAEAYIGLSLINDGQYYFNDDGIMQVGFVTINDKVEYEFSDSGITESGVONIDDNYEYIDD
NGIVQIGVFDTSDGYKYFAPANTVNDNIYGQAVEYSGLVRVGEDVYYFGETYTIETGWIYDMENESDKYYFNPET
KKACKGINLIDDIKYYFDEKGIMRTGLISFENNNYYEFNENGEMQFGY INIEDKMEYFGEDGVMQIGVENTPDGEK
YFAHQNTLDENFEGESINYTGWLDLDEKRYYFTDEYIAATGSVIIDGEEYYFDPDTAQLVISE

SEQ ID NO:34 — Sequenza di frammento di tossina B di F5 ToxB

SGLIYINDSLYYFKPPVNNLITGFVTVGDDKYYFNPINGGAASIGETIIDDKNYYFNQSGVLQTGVESTEDGFKY
FAPANTLDENLEGEAIDFTGKLIIDENIYYFDDNYRGAVEWKELDGEMHYFSPETGKAFKGLNQIGDYKYYEFNSD
GVMQKGFVSINDNKHYFDDSGVMKVGY TEIDGKHFYFAENGEMQIGVENTEDGFKYFAHHNEDLGNEEGEEISYS
GILNFNNKIYYFDDSFTAVVGWKDLEDGSKYYFDEDTAEAYIGLSLINDGQYYFNDDGIMQVGEVTINDKVEYFS
DSGITIESGVONIDDNYFYIDDNGIVQIGVEDTSDGYKYFAPANTVNDNIYGQAVEYSGLVRVGEDVYYFGETYTT
ETGWIYDMENESDKYYFNPETKKACKGINLIDDIKYYFDEKGIMRTGLISFENNNYYFNENGEMQFGYINIEDKM
FYFGEDGVMQIGVENTPDGFKYFAHONTLDENFEGESINYTGWLDLDEKRYYFTDEYIAATGSVIIDGEEYYFDP
DTAQLVISE

SEQ ID NO:35 — Sequenza di frammento di tossina B di F52 New

KGLNQIGDYKYYFNSDGVMQKGFVSINDNKHYFDDSGVMKVGY TEIDGKHFYFAENGEMQIGVENTEDGFKYFAH
HNEDLGNEEGEEISYSGILNEFNNKIYYFDDSFTAVVGWKDLEDGSKYYFDEDTAEAYIGLSLINDGQYYFNDDGT
MQVGEVTINDKVFYFSDSGIIESGVQONIDDNYFYIDDNGIVQIGVFDTSDGYKYFAPANTVNDNIYGQAVEYSGL
VRVGEDVYYFGETYTIETGWIYDMENESDKYYFNPETKKACKGINLIDDIKYYFDEKGIMRTGLISFENNNYYEN
ENGEMQFGYINIEDKMFYFGEDGVMQIGVENTPDGFKYFAHQNTLDENFEGESINYTGWLDLDEKRYYFTDEYIA
ATGSVIIDGEEYYFDPDTAQLVISE
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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FIGURA 4
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FIGURA 5
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FIGURA 6

Dominio C-terminale diTOXA
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FIGURA 7
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FIGURA 8
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FIGURA 9
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FIGURA 10
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FIGURA 11

20100673 : Immunizzazione di topi con
ToxA-Cter, ToxB-Cter da C.difficile e proteine
di fusione di 2a generazione formulate in AS03B
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FIGURA 12

Post Il
20100673 : Immunizzazione di topi con ToxA-Cter, ToxB-Cter
da C.difficile e proteine di fusione di 2a generazione formulate in AS03B
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FIGURA 13

20100673 : Immunizzazione di topi con ToxA-Cter,
ToxB-Cter da C.difficile e proteine di fusione di 2a
generazione formulate in AS03B
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FIGURA 14

20100673 : Immunizzazione di topi con ToxA-Cter, ToxB-Cter da
C difficile e proteine di fusione di 2a generazione formulate in AS03B
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FIGURA 15
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F54 New Lot BMP156 (23Sep2011)
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FIGURA 16

Lontano UV CD di nuove proteine di fusione
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FIGURA 17
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FIGURA 18

Immunizzazione di topi con proteine di fusione da C.difficile formulate
in AS03B ELISA Anti-ToxA: titoli ELISA (pg/ml) su singoli sieri Post lll
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FIGURA 19

Immunizzazione di topi con proteine di fusione da C.difficile
formulate in AS03B ELISA Anti-ToxB: Titoli ELISA (ug/ml) su singoli

sieri Post Ill
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FIGURA 20

Immunizzazione di topi con proteine di fusione da C.difficile
formulate in AS03B Saggio di inibizione di emagglutinazione:

titoli di inibizione su sieri uniti in pool Post Ill
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FIGURA 21

Immunizzazione di topi con proteine di fusione da C.difficile
formulate in AS03B Saggio di inibizione di citotossicita su
cellule HT29: titoli di inibizione su sieri uniti in pool Post Il
10000
3240 3240 3240 3240 3240
1000
100
10
1 i
F2 F52new F54Gly F54new F5 ToxB
2a generazione 3a generazione 3a generazione 3a generazione 3a generazione
® Pool Post Il 3240 3240 3240 3240 3240

34/35

Jacopo de Benedetti

USBM-043R B



FIGURA 22

con proteine di fusione da C.difficile formulate in AS03B
Saggio di inibizione di citotossicita su cellule IMR90 (per

Immunizzazione di topi
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