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DESCRIPCION
Composiciones para inmunizar contra Mycobacterium

La presente invencion hace referencia a una composiciéon inmunogénica para su uso en la prevencion de infeccion o
enfermedad micobacteriana induciendo una respuesta inmune de células T de memoria central que persiste durante
al menos un afio. También se proporcionan vacunas vectorizadas que son capaces de inducir una respuesta inmune
que persiste durante al menos un afio.

Antecedentes para la Invencion

La tuberculosis esta causada por el patdgeno respiratorio Mycobacterium tuberculosis y mata dos millones de
personas cada ano, predominantemente en el mundo en desarrollo
(http://www.who.int/gtb/publications/globrep01/index.html). La vacuna autorizada sélo contra M. tuberculosis, bacilo
Calmette-Guerin (BCG) (Calmette, A., C. Guerin. (1924) Ann. Inst. Pasteur. 38:371), es un una cepa atenuada de
Mycobacterium bovis, que en los paises en desarrollo se administra tipicamente intradérmicamente como una dosis
Unica para nifios recién nacidos. La revision de muchos estudios sugiere que la vacunaciéon contra BCG es
protectora contra tuberculosis meningiticas pediatricas y formas sistémicas de la enfermedad. Sin embargo, la
eficacia protectora es variable (oscilando desde 0 hasta 80%) (Colditz, G. A. y cols. (1994). JAMA 271:698) contra
enfermedad pulmonar de adultos, la causa global principal de mortalidad por tuberculosis y declina con el tiempo
(Sterne, J. A. y cols. (1998) Int. J. Tuberc. Pulmén Dis. 2:200). Las bases de la variabilidad son inciertas. Aun asi, el
80% de bebés por todo el mundo reciben BCG cada afo (http: //www.who.int/inf-fs/en/fact 104.html).

Mycobacterium tuberculosis es un patdgeno intracelular, la eficacia protectora contra el cual estd asociada con el
mantenimiento de una respuesta mediada por células contra una infeccion que implica tanto células T CD4+ como
células T CD8+ y la capacidad para responder con citocinas de tipo Thl, particularmente IFN-y (Flynn, J. L., J. Chan.
(2001) Annu. Rev. Immunol. 19:93). La vacunacién contra BCG induce células T secretoras de IFN-y,
predominantemente del fenotipo de las células T CD4+, que reaccionan de forma cruzada con proteinas de M.
tuberculosis (Launois P y cols., (1994) Infection and Immunity 62 (9): 3679-87). Los estudios recientes sugieren que
BCG administrado parenteralmente puede fallar para inducir respuestas inmunes a células T en la mucosa del
pulmén, lo que puede ser critico para la proteccién contra la enfermedad pulmonar.

Existe por lo tanto la necesidad de desarrollar vacunas adicionales contra enfermedad micobacteriana.

Sumario de la invencién

Sorprendentemente, se ha encontrado ahora que los vectores viricos que expresan antigeno micobacteriano 85A
(Ag85A) pueden inducir una respuesta inmune de células T de memoria central en un paciente humano cuando se
administra como una composiciéon inmundgena. Por lo tanto un primer aspecto de la invencion proporciona una
composicion inmunogénica que comprende un vector de poxvirus no replicativo o con su capacidad para replicarse
dafada que expresa el producto de traduccién de un gen micobacteriano Ag85A para su uso en la prevencion de
infeccion micobacteriana o enfermedad micobacteriana induciendo una respuesta inmune de células T de memoria
central en un paciente, en la que el vector viral expresa Ag85A con una marca en el extremo C-terminal de PK, una
secuencia lider de TPA, y una truncacién C-teminal de 10-20 aminoacidos y en la que dicha respuesta inmune
persiste durante al menos un afo. El primer aspecto de la presente invencion también proporciona el uso de una
composicién inmundgena que comprende un vector de poxvirus no replicativo o con su capacidad para replicarse
dafnada que expresa el producto de traduccion de un gen micobacteriano Ag85A en la elaboracién de un
medicamento para la prevencion de una infeccion micobacteriana o enfermedad micobacteriana en un paciente
induciendo una memoria central de células T de respuesta inmunitaria en el paciente, , en la que el vector viral
expresa Ag85A con una marca en el extremo C-terminal de PK, una secuencia lider de TPA y una truncacion C
teminal de 10-20 aminoacidos y en la que dicha respuesta inmune persiste durante al menos un afo.
Preferentemente, la composicién inmundégena es una vacuna. Este enfoque de vacuna nuevo mejora
significativamente la magnitud y la duracién de la respuesta inmune de células T.

El antigeno 85A (Ag85A) (N.°° de Acceso CAA17868 y BX842584) es un miembro del complejo Ag 85. Esta es una
familia de proteinas que comprende Ags 85A, 85B y 85C secretados porM. tuberculosis,BCG, y muchas otras
especies de micobacterias (Harth, G. y cols., (1996) Infect. Immun. 64: 3038-3047). EIl antigeno 85A (Ag85A) esta
altamente conservado entre todas las especies micobacterianas y es inmunodominante en estudios de animales y
de seres humanos. Ag 85A (Ag85A) esta codificado por el genfbpA. El antigeno 85A (Ag85A)de Mycobacterium
tuberculosis se enumera en SEC ID N.°° 1y 2 en el presente documento).

Estrategias recientes para inducir respuestas de células T potenciadas en investigacion de la vacuna de la
tuberculosis han aprovechado tecnologia de ADN recombinante, utilizando vectores plasmidicos, bacterianos o
viricos y proteinas recombinantes para expresar antigenos de M. tuberculosis. La vacunacién de ratones con ADN
de Ag85A reforzado con un vector de MVA que expresa Ag85A ha mostrado proporcionar un grado de proteccion
equivalente a BCG tras puesta a prueba con M. tuberculosis (McShane, H. y cols., (2002). Infect. Immun. 70: 1623[]
1626). Sin embargo, las respuestas inmunitarias generadas por inmunizacion individual o repetida con el vector de
MVA recombinante solo fueron débiles. Las vacunas dotadas de vectores que expresan el antigeno Ag85A han
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estado mostrando inducir respuestas inmunes a corto plazo (McShane, H. y cols. (2004) Nature Medicine, 10; 12400}
1244 y Malin, A., y cols. (2000) Microbes and Infection, 2; 1677-1685).

Para la proteccion a largo plazo contra enfermedad micobacteriana tal como tuberculosis se considera importante
mantener "células T de memoria", que pueden continuar estimulando inmunidad protectora por décadas.

Las respuestas inmunes de memoria se atribuyen de forma clasica a la reactivacion de linfocitos T especificos de
antigeno, de larga vida que surgen directamente de células T efectoras diferenciadas y persisten en un estado
quiescente uniforme. Se piensa que las células T efectoras y de memoria estan distribuidas por todos los tejidos del
cuerpo, particularmente en las superficies epiteliales (tales como la piel y el intestino), donde es probable que se
reencuentren los patdgenos. Se ha encontrado que las células T de memoria son heterogéneas y que comprenden
al menos dos subgrupos, dotados con diferente capacidad migratoria y funcion efectora (Reinhardt, R.L. y cols.,
(2001) Nature. 410, 101-105). Las células del primer subgrupo se asemejan a las células efectoras generadas en la
respuesta principal porque ellas carecen de los receptores que los dirigen a regresar a los nédulos linfaticos L[]
selectina y CCR7 y porque expresan receptores para migracion al interior de los tejidos inflamados. Tras en
reencuentro con el antigeno, estas "células T de memoria efectoras" (TEM) pueden producir rapidamente IFN-y o IL[]
4 o liberar la perforina pre-almacenada. Las células del segundo subgrupo expresan L-selectina y CCR7 y carecen
de funcion efectora inmediata. Estas "células T de memoria central" (TCM) tienen un umbral de activaciéon bajo y
después de reestimulacion en los drganos linfoides secundarios, proliferan y se diferencian a efectoras (lezzi, G. y
cols., (2001). J. Exp. Med. 193, 987-994).

Los inventores de la presente invencién han encontrado que un vector viral dafiado de replicacion que expresa Ag
85 A (Ag85A) (en este caso, ejemplificado con "MVA85A") puede inducir niveles elevados de células T de memoria
que segregan interferén-y especificas de antigeno -tanto células T de memoria efectoras como células T de memoria
centrales- cuando se usan solo en voluntarios sanos que no estan inmunizados contra BCG.

Se han establecido durante los ultimos 10 afios nuevos ensayos inmunoldgicos para medir y cuantificar respuestas
de células T. Los autores de la presente invencion utilizaron el ensayo ELISPOT de interferén gamma (IFN-y) como
la principal lectura de salida inmunoldgica para ensayos clinicos con MVA85A, debido a que la secrecion de IFN-y
desde las células T especificas de antigeno es el mejor correlato disponible de proteccion contraM. tuberculosis.
Ademas, el ensayo ELISPOT es un procedimiento muy reproducible y sensible de cuantificar el nimero de células T
especificas de antigeno que segregan IFN-y.

Los inventores de la presente invencion utilizaron dos ensayos de ELISPOT: el ensayo de ELISPOT ex-vivo (recién
preparado), en el que las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) se incuban durante 18 horas con
antigeno para determinar los niveles plasmaticos de células T efectoras circulantes CCR7- y el ensayo de ELISPOT
cultivado, en el que PBMC se incuban con antigeno durante 10-14 dias para medir niveles plasmaticos de células T
de memoria centrales de CCR7+ (Godkin y cols., JI, 2002).

Los inventores de la presente invencion han descubierto que la vacunacion con MVA85A induce una memoria
central fuerte de células T de respuesta especifica para antigeno 85A (Ag85A) que es aun detectable 3 semanas
después de la vacunacién, cuando la respuesta de células T efectoras circulantes es casi indetectable.

Esta es la primera demostracién de que la poblacion de células T de memoria centrales de largo plazo puede
potenciarse significativamente en un paciente por la administracion de una composicion inmunégena que expresa un
antigeno micobacteriano.

Como se usa en el presente documento, el término "célula T de memoria" se desea para incluir tanto las
subpoblaciones de células T CCR7- (células T de memoria efectoras) como las subpoblaciones de células T CCR7+
(células T de memoria centrales). Esta definicion incluye también tanto células T de memoria CD4 restringidas por
las moléculas de MHC de clase Il como las células T de memoria CD8 restringidas por las moléculas de MHC de
clase |. Preferentemente, las células T de memoria inducidas por las vacunas vectorizadas de la invencion se
caracterizan por expresion en superficie celular de CCR7+. Estas se refieren para el presente documento como
células T de memoria centrales.

Preferentemente, la respuesta de células T de memoria indicada por las composiciones inmunégenas de la
invencion es una respuesta de células T protectora. Una respuesta inmune protectora puede medirse por
inmunoensayo de secrecion de IFN-y, preferentemente desde las células T especificas de antigeno.
Preferentemente, las respuesta de células T de memoria es de duracion larga y persiste durante al menos 1 afio.
Preferentemente, la respuesta de células T de memoria persiste durante al menos 2, 5, 10, 15, 20, 25 6 mas afnos.
Mas preferentemente, la respuesta inmune protectora es para toda la vida.

El gen Ag85A esta expresado en un vector de poxvirus no replicativo o de replicacion dafiada.

Un segundo aspecto de la presente invencion proporciona una vacuna vectorizada que comprende un vector de
poxvirus no replicativo o dafiado en la replicacion que expresa el producto de traduccion de la secuencia de
nucleétidos de SEQ ID N.°: 4, y que incluye adicionalmente una marca del extremo C-terminal de PK y una
secuencia lider de TPA, en la que dicha vacuna vectorizada es capaz de inducir una respuesta inmune que persiste
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durante al menos un afio. El término "vacunas vectorizadas" se conoce bien en la técnica. El término "no replicativo"
0 "con la replicacién dafiada" como se usa en el presente documento quiere decir incapaz de replicacion en
cualquier grado significativo en la mayoria de las células humanas normales. Virus que son no replicativos o
dafiados en la replicacién pueden haber llegado a ser asi de forma natural (es decir pueden aislarse como tales de
la naturaleza) o artificialmente por ejemplo por cria vitroo por manipulacion genética, por ejemplo por delecién de un
gen que sea importante para la replicacion. Habra generalmente uno o unos pocos tipos celulares en los que los
virus puedan cultivarse, tales como células CEF para virus Ankara modificados (MVA). En general, el vector viral
deberia ser capaz de estimular una respuesta de células T.

Ejemplos de vectores virales que son utiles en este contexto son vectores de virus vaccinia tales como MVA o
NYVAC. Un vector viral preferido es la cepa de vaccinia MVA o una cepa derivada de MVA. Alternativas a vectores
de vaccinia incluyen otros vectores de poxvirus que incluyen vectores de avipox tales como vectores de la viruela
aviar o de vectores de la viruela de los canarios. Particularmente adecuado como un vector de avipox es una cepa
de la viruela de los canarios conocida como ALVAC (comercialmente disponible como Kanapox) y las cepas
derivadas de ALVAC y también una cepa de la viruela aviar conocida como FP9.

Se prefiere que el vector viral sea incapaz de causar una infeccion grave en el paciente humano.

La replicacion de un virus se mide generalmente en dos formas: 1) Sintesis de ADN y 2) valoracion viral. De forma
mas precisa, el término "no replicativo o de replicaciéon dafiada" como se usa en el presente documento y como se
aplica a poxvirus quiere decir virus que satisfacen uno de los dos o ambos de los siguientes criterios:

1) presentan una reduccion logaritmica de 1 (10 veces) en sintesis de ADN comparadas con la cepa
Copenhagen de virus vaccinia en células MRC-5 (una linea celular humana);

2) presentan una reduccion logaritmica de 2 en valoracién viral en células HELA (una linea celular humana)
comparadas con la cepa Copenhagen de virus vaccinia.

Ejemplos de poxvirus que estan dentro de esta definicion son virus MVA, NYVAC y avipox, mientras que un virus
que esté fuera de la definicion es la cepa de vaccinia atenuada M7.

La invencién también proporciona el uso de una composicidon inmundgena que comprende un vector de poxivirus no
replicativo o dafiado en la replicacion que expresa el producto de traduccion de un gen Ag85A micobacteriano en la
elaboracién de un medicamento para la prevencion de una infeccidon o enfermedad micobacteriana en un paciente
induciendo una respuesta inmune de células T de memoria central en el paciente, en el que el vector viral expresa
Ag85A con una marca del extremo C-terminal de PK, una secuencia lider de TPA y una truncaciéon C-terminal de 100
20 aminoacidos, en el que dicha respuesta inmune persiste durante al menos un afio. Preferentemente la
composicion inmundgena es una vacuna vectorizada. La composicién inmunégena y la vacuna vectorizada acttan
induciendo una respuesta inmune de las células T en el paciente.

Las vacunas de acuerdo con la invencion pueden ser profilacticas (es decir, para evitar la infecciéon) o post-
exposicion (es decir para tratar después de la infeccion pero antes de la enfermedad).

Las enfermedades micobacterianas que se pueden evitar por la vacuna vectorizada de la presente invencion
incluyen; tuberculosis, lepra, infeccion conMycobacterium avium, infecciéon micobacteriana no tuberculética, ulcera
de Buruli, infeccion o enfermedad con Mycobacterium bovis, infeccién o enfermedad relacionada conMycobacterium
paratuberculosis. Otras enfermedades (es decir, enfermedades no micobacterianas) incluyen enfermedad
inflamatoria intestinal, enfermedad de Crohn, enfermedad autoinmune, cancer, cancer de vejiga, viruela y viruela de
los monos. Se pueden usar construcciones de vectores virales especializados para facilitar la preparacion y utilidad
de la vacuna vectorizada. Las vacunas vectorizadas que comprenden estas construccciones virales estan también
abarcadas como aspectos de la invencion.

El antigeno Ag85A esta truncado en su parte C-terminal por 10-20 aminoacidos. Esto puede tener el efecto de
facilitar clonacion y construccion de la vacuna vectorizada y alternativamente o adicionalmente, puede conducir a
eficacia incrementada. Los procedimientos para truncacion seran conocidos por aquellos de habilidad en la técnica.
El modo mas simple para llevar a cabo truncaciones de este tipo es usar las diversas técnicas bien conocidas de
ingenieria genética para eliminar selectivamente la secuencia acidos nucleicos codificante en cada extremo del gen
de antigeno y después insertar la secuencia de codificacion deseada dentro del vector viral. Por ejemplo, se crearon
truncaciones de la proteina candidata usando estrategias de exonucleasa 3' y/o 5' selectivamente para desgastar los
extremos 3' y/o 5' del acido nucleico codificante, respectivamente. Preferentemente, la secuencia de genes de tipo
silvestre esta truncada de tal forma que el antigeno expresado esta truncado en 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19
6 20 aminoacidos en relacién al antigeno parental. Lo mas preferentemente, el gen del antigeno es Ag85A que esta
truncado en 15 aminoacidos en el extremo C-terminal en relacién al antigeno Ag85A de tipo silvestre (SEC ID N.°: 3,
el producto de expresién de la SEC ID N.°: 4).

Los antigenos adecuados para usar en la invencion también incluyen fragmentos del antigeno parental, siempre y
cuando esos fragmentos tengan un determinante antigénico o epitopo en comun con o sean inmunoldgicamente
identificables con el antigeno parental. Los polinucleétidos que codifican estos fragmentos son también adecuados
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para usar las composiciones inmunogénicas y las vacunas vectorizadas de la invencion.

Como se usa en el presente documento, el término "fragmento" hace referencia a un polipéptido que tiene una
secuencia de aminoacidos que es la misma como parte, pero no toda, de la secuencia de aminoacidos del antigeno
parental del que se deriva o uno de sus equivalentes funcionales. Los fragmentos deberian comprender al menos n
aminoacidos consecutivos desde la secuencia y, dependiendo de la secuencia particular, n preferentemente es 7 6
mas (por ejemplo, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 6 mas). Small forma un determinante antigénico.

Los genes antigénicos también pueden codificar las variantes de los equivalentes funcionales del antigeno parental.
Una molécula de acidos nucleicos tal puede ser una variante que se da en la naturaleza tal como una variante
alélica, o la molécula puede ser una variante que no se conoce que se dé en la naturaleza. Tales variantes que no
se dan en la naturaleza de la molécula del acido nucleico pueden hacerse por técnicas de mutagénesis, incluyendo
aquellas aplicadas a moléculas de acidos nucleicos, células u organismos.

Entre las variantes a este respecto son variantes que difieren de las secuencias génicas de antigenos anteriormente
mencionadas por sustituciones, deleciones o inserciones de nucleétidos. Las sustituciones, deleciones o inserciones
pueden implicar uno o mas nucleétidos. Las variantes pueden alterarse en regiones codificantes o no codificantes o
en ambas. Las alteraciones en las regiones codificantes pueden producir sustituciones, deleciones o inserciones
aminoacidicas conservadoras o no conservadoras.

Ademas del uso de una truncacion génica, el gen que codifica el antigeno Ag85A comprende un acido nucleico que
codifica una marca polipeptidica tal que esta esta unida covalentemente al antigeno tras la traduccion. El polipéptido
de marca es una marca de PK. La marca de PK tiene preferentemente la secuencia Pro-Asn-Pro-Leu-Gly-Leu-Asp.
Una marca de este tipo puede facilitar la deteccion de expresion de antigeno y de clones que expresan el antigeno y
alternativamente o adicionalmente, puede conducir a aumentos en la eficacia.

El acido nucleico que codifica el polipéptido de tag se coloca de tal forma que, tras la traducciéon, la marca esta
localizada en el extremo C-terminal del antigeno expresado. Los nucledtidos que codifican una secuencia de
engarce se pueden insertar entre el acido nucleico que codifica la marca polipeptidica y el acido nucleico que
codifica el antigeno expresado. Preferentemente, la secuencia de engarce, cuando se expresa comprende los
aminoacidos Gly-Ser-lle.

El gen que codifica el antigeno Ag85A incluye también una secuencia lider de TPA (activador del plasmindgeno
tisular) (Malin A.S. y cols. (2000) Microbes Infect. 2000 Nov.; 2 (14): 1677-85). La secuencia lider puede afectar el
procesamiento del transcrito primario a ARNm, la estabilidad de ARNmR o la eficacia de traduccion del ARNm.
Preferentemente, la secuencia lider potencia expresion y/o inmunogenicidad del antigeno. La inmunogenicidad
potenciada puede determinarse a través por ejemplo de ensayosex vivode ELISPOT. Un nivel potenciado de
expresion puede determinarse por ejemplo usando un anticuerpo monoclonal para detectar la cantidad de proteina
producida. Preferentemente, la expresién y/o inmunogenicidad esta potenciada dos veces, tres veces o mas cuando
se compara con el antigeno expresado sin la secuencia lider.

El vector viral de la invencién expresa una secuencia truncada en su parte C-terminal de Ag85A condensada a una
secuencia lider de TPA y a una secuencia de marca de PK. Preferentemente, la secuencia lider esta condensada al
extremo N-terminal del antigeno. En una realizacion especialmente preferida, la construcciéon del vector viral
comprende un polinucleétido que codifica Ag85a (Ag85A) truncado en su extremo C-terminal por 15 aminoacidos
condensados con una secuencia de TPA y con una marca de PK C-terminal de secuencia Pro-Asn-Pro-Leu-Leu-Gly-
Leu-Asp en la que los residuos aminoacidicos Gly-Ser-lle estan presentes entre la secuencia Ag85A y la marca de
PK (SEQ ID N.°: 5). Preferentemente, el producto de expresion del vector viral tiene la secuencia de aminoacidos de
SEC ID N.°: 6.

Se ha encontrado que el efecto protector de las células T destacado por los autores de la presente invencion es
particularmente potente en pacientes humanos que han estado previamente expuestos a un antigeno
micobacteriano. Las estrategias de inmunizacion iniciada-reforzada heteréloga inducen niveles mas altos de
respuestas de células T efectoras en animales y seres humanos que se refuerzan de forma homéloga con la misma
vacuna (Schneider, J. y cols. (1998) Nat. Med. 4, 397-402, McShane, H. y cols. (2001) Infect. Immun. 69, 681-686).

El mecanismo que subyace a la pérdida gradual de efectividad de BCG a medida que el individuo (inoculado
neonatalmente) alcanza 10 a 15 afos de edad se comprende escasamente. Una suposicion posible es que la
inmunidad generada por BCG ha desaparecido y el individuo llega a ser equivalente a un huésped no inmunizado
que puede vacunarse con una vacuna candidata nueva disefiada para inducir inmunidad primaria. Aunque la
vacunacion repetida con BCG no parece mayor potenciar la proteccion contra TB (ref. Rodrigues L y cols., Lancet
2005), incorporar BCG en un régimen iniciado-reforzado de forma heterdloga retendria los efectos protectores de
BCG. La inmunogenicidad y la eficacia protectora de estimular BCG con vectores virales que expresan antigeno 85A
(Ag85A) en varios modelos animales se ha documentado previamente (Goonetilleke, N.P. y cols. (2003) J. Immunol.
171, 1602-1609; Williams A y cols. Infection and Immunity (73 (6): 3814-6), pero no se documenté la induccién de
una respuesta de células T de memoria protectoras.

Por lo tanto, la invencion también proporciona la composicion o el uso de acuerdo con el primer aspecto o con la
5
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vacuna vectorizada de acuerdo con el segundo aspecto en el que el vector viral expresa adicionalmente el producto
de traduccién de al menos un gen antigénico adicional de una especie micobacteriana.

La invencién también proporciona la composicion o el uso del primer aspecto de la presente invencién en el que la
composicién inmunogénica es para administracion con al menos un antigeno adicional y/o antimicrobiano. La
vacuna vectorizada y el/los antigeno(s) micobacteriano(s) pueden administrarse simultdneamente, secuencialmente
o por separado. Por ejemplo, el/los antigeno(s) micobacteriano(s) puede(n) administrarse para iniciar al paciente
antes o después de la administracion de la vacuna vectorizada para reforzar la respuesta inmune del paciente a la
vacuna vectorizada. Ademas, la invencion también proporciona la composicion inmunogénica o el uso del primer
aspecto de la presente invencion, en el que el paciente se ha pre-expuesto al menos a un antigeno micobacteriano.

El antigeno de las micobacterias puede ser deM. tuberculosis y/o puede ser de una o mas micobacterias distintas
tales como M. avium-intracellulare, M kansasii, M. marinum y/o M. ulcerans. Donde los pacientes han estado prel’
expuestos a sélo un antigeno, el antigeno puede ser un antigeno que confiere una respuesta inmune protectora
contra infeccién micobacteriana. En una realizacion de la invencién, el antigeno al que el paciente se ha prel]
expuesto no es Ag85A.

Alternativa o adicionalmente, el paciente puede haberse pre-expuesto a una o mas micobacterias por si mismo. Por
ejemplo, la pre-exposicién de un paciente a al menos un antigeno micobacteriano puede comprender la exposicion
anterior aM. tuberculosis. Alternativamente o adicionalmente, la pre-exposicion de un paciente a al menos un
antigeno puede comprender la exposicion anterior a micobacterias ambientales tales como M. avium-intracellulare,
M. kansasii, M marinum y/o M. ulcerans.

Preferentemente, el paciente esta infectado de forma latente con las micobacterias. Por ejemplo, el paciente puede
haber estado pre-expuesto aM. tuberculosisy estar infectado de forma latente con tuberculosis. Donde el
medicamento es para el tratamiento de un paciente que esta infectado de forma latente con las micobacterias, el
tratamiento erradica preferentemente la infeccion micobacteriana.

Alternativa o adicionalmente, la pre-exposicién puede comprender vacunacion neonatal o pre-vacunacion con BCG.
Los autores de la presente invencion han encontrado que en los voluntarios que habian sido vacunados previamente
con BCG y que recibieron una dosis de refuerzo de la vacuna vectorizada de la presente invencion, se indujeron
niveles sustancialmente mas altos de células T secretoras de interferon-y y en las 24 semanas después de la
vacunacion estos niveles fueron 5-30 veces mayores que en las vacunas administradas en una vacunacion contra
BCG unica.

El paciente puede exponerse a al menos un antigeno micobacteriano y la respuesta inmune puede reforzarse por
administracion de una composicién de refuerzo que comprende una composicidon inmunodgena de acuerdo con el
primer aspecto de la presente invencion.

En una realizaciéon de la invencién, donde el paciente no esta pre-expuesto a sélo un antigeno micobacteriano, el
antigeno es un antigeno que confiere una respuesta inmune protectora, pero no es Ag85A.

La pre-exposicion puede tener lugar a cualquier edad, por ejemplo, neonatalmente, durante la infancia, durante la
adolescencia o durante la edad adulta. Preferentemente, el paciente se expone neonatalmente a al menos un
antigeno micobacteriano.

La administracién de una composicién inmunégena puede tener lugar al menos 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9 6 10 o més
semanas o 0,25, 0,5, 0,75, 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 6 40 o mas afios después de pre-exposicion a al menos un
antigeno micobacteriano. Preferentemente, donde tiene lugar pre-exposicion cuando el paciente esta en la infancia,
la administracion de la composicion inmundgena se lleva a cabo durante la infancia o la adolescencia.

Cuando se administra mas de una dosis de una composicion de refuerzo al paciente, las mas de una dosis se
pueden administrar durante un corto periodo de tiempo o durante un largo periodo de tiempo. Por ejemplo, la dosis
de composicion de refuerzo puede administrarse durante un periodo de horas, dias, semanas, meses o afios. Por
ejemplo, la segunda dosis de refuerzo puede administrarse entre 0,5 y 24 horas después de la primera dosis de
refuerzo, entre 1 dia y 7 dias después de la primera dosis de refuerzo, entre 1 semana y 1 mes después de la
primera dosis de refuerzo, entre 1 mes y 6 meses después de la primera dosis de refuerzo, entre 6 meses y 1 afio
después de la primera dosis de refuerzo, oentre 1a 2,2 a5, 6 a 10, o mas de 10 afios después de la primera dosis
de refuerzo. Estos intervalos de tiempo preferentemente se aplican también cambiando lo que haya que cambiar al
periodo entre cualesquiera dosis subsiguientes.

Ademas de la respuesta inmune inducida frente al antigeno 85a (Ag85A), el vector viral puede estimular una
respuesta de células T especificas de vector. La administracién de la vacuna vectorizada de la invencion puede
promover respuesta inmune de células T contra el virus del que se deriva el vector viral. Por ejemplo, el uso de un
vector MVA en la vacuna vectorizada de la invencion promueve una respuesta inmune de células T contra el virus
vaccinia. Preferentemente, esta respuesta de células T es una respuesta de células T protectoras. Un efecto de este
tipo no se ha comunicado previamente y es claramente ventajoso porque la vacuna vectorizada tiene un papel dual;
primeramente en proteger contra enfermedades micobacterianas, y segundo en proteger contra una enfermedad
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mediada por virus relacionados con el vector. En el caso del vector MVA, una enfermedad tal es smallpox.

Las enfermedades derivadas de virus que se pueden tratar o evitar por la vacuna vectorizada de la presente
invencién estaran claras para aquellos de habilidad en la técnica; los ejemplos incluyen viruela, viruela de los monos
e infeccién por vaccinia diseminada.

Asi, una respuesta inmune de células T se puede inducir contra un antigeno micobacteriano y un virus
administrando una composicion inmundgena de acuerdo con la presente invencion. Preferentemente, la respuesta
inmune de células T es una respuesta inmune de células T de memoria.

Las vacunas de la invencién administran una cantidad inmunoldgicamente efectiva de al menos un antigeno a un
paciente. Por 'cantidad inmunoldégicamente efectiva', se quiere decir que la administracion de esa cantidad a un
individuo, bien en una dosis Unica o bien como parte de una serie, es eficaz para el tratamiento o la prevencion. Esta
cantidad varia dependiendo de la salud y el estado fisico del individuo a tratarse, la edad, la capacidad del sistema
inmune de los individuos, el grado de proteccion deseado, la formulaciéon de la vacuna, la valoracion del doctor que
esta atendiendo al individuo de la situacion médica y otros factores relevantes. Es de esperar que la cantidad caiga
en un intervalo relativamente amplio de tiempo que pueda determinarse por ensayos de rutina.

El vector viral puede expresar adicionalmente el producto de traslacion de al menos un gen de antigeno adicional
que se pueda usar para inducir una respuesta inmune especifica de antigeno contra tales antigenos adicionales. La
respuesta inmune puede ser una respuesta inmune de las CD8+, de las CD4+ y/o de anticuerpos. Preferentemente,
los uno 0 mas genes de antigeno adicionales se deriva(n) de fuentes de M. tuberculosis, Plasmodium sp, virus
influenza, VIH, virus de laHepatitis C, Cytomegalovirus, virus del papiloma humano, malaria, parasitos leishmania o,
preferentemente, cualquier Mycobacterium spp. Preferentemente, los uno o mas genes de antigenos adicionales
codifican un antigeno seleccionado desde el grupo constituido por; un antigeno de la familia del antigeno 85 de
cualquier micobacteria o cualquier antigeno expresado por Mycobacterium spp.; mas preferentemente uno o mas
antigenos de latencia tales como el antigeno de 16 kDa o hemaglutinina de unién a heparina (HBHA) o ESAT6 o la
proteina de condensacion conocida como 72F.

También se prevé que el antigeno adicional puede derivarse endégenamente de tal manera que la respuesta
inmune inducida se dirija contra un tumor. Antigenos derivados endégenamente que son adecuados para usar con la
presente invencion son; proteinas de choque térmico humanas y antigenos asociados con tumores tales como CEA,
PSA, Muc-1, Her2neu.

El vector viral puede estar disefiado para expresan el gen Ag85A y los uno o mas genes de antigenos adicionales
como una cadena de epitopos. Ventajosamente, los epitopos en una cadena de multiples epitopos estan unidos
juntos sin secuencias que intervengan de tal forma que se evita material de acidos nucleicos y/o material de
aminoacidos. La creacion de la cadena de epitopos puede lograrse preferentemente usando una construcciéon de
ADN recombinante que codifica la secuencia de aminoacidos de la cadena de epitopos, con el ADN codificando el
Ag85A en la misma fase de lectura en la que el ADN codifica el/los antigeno(s) adicionales(s). Alternativamente, el
Ag85A y el/los antigeno(s) adicionales(s) pueden expresarse como polipéptidos separados.

En este aspecto de la invencion, el al menos un antigeno adicional se expresa para la prevencién de al menos una
enfermedad adicional en un paciente.

De acuerdo con este aspecto de la invencién, la vacuna vectorizada puede usarse para proteger tanto contra
enfermedad micobacteriana, como contra una o mas enfermedades seleccionadas del grupo constituido por VIH,
malaria y viruela a través de la induccion de una respuesta inmunitaria de células T en un paciente humano,
preferentemente una respuesta inmune de células T de memoria.

Aunque la vacuna vectorizada de la presente invencién puede usarse en aislamiento, puede combinarse también
con otros regimenes de vacunacion o terapéuticos para tratar o evitar una enfermedad adicional. Por lo tanto, asi
como proporciona las vacunas vectorizadas segun se describen anteriormente, la invencidon proporciona una
composicién que comprende una vacuna vectorizada de la invencién y uno o mas antigenos o epitopos adicionales
derivados de un agente que causa enfermedades.

Antigenos y epitopos adecuados para su uso en las composiciones de la invencién pueden ser de origen bacteriano
o viral. Los antigenos adecuados pueden clasificarse adicionalmente como antigenos proteicos, antigenos de
carbohidratos o antigenos glucoconjugados. Las composiciones de la invencién pueden incluir uno o mas antigenos
o epitopos adicionales. Son ejemplos:

- un antigeno o epitopo micobacteriano diferente.
- un antigeno o epitopo de VIH.
- un antigeno o epitopo de Plasmodium.

- un antigeno o epitopo de malaria.
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- un antigeno sacarido deStreptococcus pneumoniae.

- un antigeno proteico deS.pneumoniae (por ejemplo desde PhtA, PhtD, PhtB, PhtE, SpsA, LytB, LytC,
LytA, Sp125, Sp101, Sp128, Sp130 y Sp133).

- un antigeno o epitopo del virus de la hepatitis A, tal como virus inactivado.

- un antigeno o epitopo del virus de la hepatitis B, tal como los antigenos de superficie y/o de nucleo.
- un antigeno o epitopo del virus de la hepatitis C.

- un antigeno sacarido deHaemophilus influenzae de tipo b.

- antigeno(s) de polio o epitopos tales como en IPV.

- vacuna de difteria o sus epitopos constituyentes o antigenos o toxoide.

- vacuna del tétanos o sus epitopos constituyentes o antigenos o toxoide.

- antigenos o epitopos de sarampion, paperas y/o rubéola.

- antigeno(s) o epitopos de gripe tales como las proteinas de superficie hemaglutinina y/o neuraminidasa. El
antigeno gripal puede seleccionarse a partir de una cepa pandémica, por ejemplo, a partir de gripe aviar,
por ejemplo, cepa H5N1.

- un antigeno o epitopo desde Staphylococcus aureus.
- un antigeno o epitopo de cancer.

Cuando se utiliza un antigeno sacaridico, esta preferentemente conjugado a un vehiculo con el fin de potenciar
inmunogenicidad. Los antigenos proteicos toxicos pueden detoxificarse donde sea necesario por ejemplo por medios
quimicos y/o genéticos.

Los antigenos sacaridicos estan preferentemente en forma de conjugados. Las proteinas transportadoras preferidas
para conjugados son toxinas o toxoides bacterianos, tales como toxoide de difteria o toxoide tetanico. EI mutante
CRM197 de toxina diftérica es un vehiculo particularmente preferido, ya que es un toxoide diftérico. Otras proteinas
transportadoras adecuadas incluyen la proteina de membrana externa de N. meningitidis, péptidos sintéticos,
proteinas de choque térmico, proteinas de pertussis, citocinas, linfocinas, hormonas, factores de crecimiento,
proteinas artificiales que comprenden epitopos de células T CD4+ humanos multiples a partir de diversos antigenos
derivados de patdgenos tales como la proteina N19, la proteina D de H. influenzae, la proteina pneumocdcica de
superficie PspA, la pneumolisina, las proteinas de captacion de hierro, toxina A o B de C. difficile, etc.

Antigenos adicionales en la composicion estaran presentes tipicamente a una concentracién de al menos 1 ug/mi
cada uno. En general, la concentracion de cualquier antigeno dado sera suficiente para facilitar una respuesta
inmune contra ese antigeno.

Como alternativa a usar antigenos de proteinas adicionales en la mezcla, se puede usar el acido nucleico que
codifica el antigeno. Los componentes de proteina de la mezcla pueden reemplazarse asi por acidos nucleicos
(preferentemente ADN por ejemplo en forma de un plasmido) que codifican la proteina. De forma similar, las
composiciones de la invencion pueden comprender proteinas que imitan antigenos sacaridicos por ejemplo
mimotopos o anticuerpos antiidiotipicos.

Ademas, la invencion también proporciona una composicidon que comprende una vacuna vectorizada de la invencién
y uno o mas compuestos antimicrobianos. Ejemplos de antimicrobianos adecuados para usar en las composiciones
de la invencién son compuestos quimioterapéuticos antituberculosos tales como rifampicina, isoniazida, etambutol,
pirizinamida, etc.

La presente memoria descriptiva revela un procedimiento de elevar una respuesta inmune de células T contra al
menos un antigeno en un paciente humano que comprende la etapa de administrar una vacuna vectorizada que
comprende un vector viral no replicativo o dafiado en la replicacién que expresa el producto de traducciéon de un gen
Ag 85 A (Ag85A) micobacteriano, en combinacién con al menos un antigeno y/o producto antimicrobiano adicional,
al paciente.

La presente invencidon puede usarse para inducir o potenciar una diversidad de respuestas inmunes, como se
describe anteriormente. En particular, es un objetivo de esta invencién identificar un medio efectivo de inmunizar
contra las enfermedades en las que las micobacterias estan implicadas. Tales enfermedades incluyen Enfermedad
de Hansen, tuberculosis, osteomielitis, Enfermedad de Crohn, lepra, linfadenitis, enfermedad de Johne.

Los aspectos anteriormente descritos de la invencién son aplicables a una diversidad de pacientes diferentes,
incluyendo por ejemplo, nifios, pacientes que tienen VIH, SIDA, estan inmunocomprometidos/inmunosuprimidos, o
8
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que han sufrido transplantes de o6rganos, transplantes de médula 6sea o que sufren de inmunodeficiencias
genéticas. Cuando la vacuna es para uso profilactico, el paciente puede ser un nifio (por ejemplo un infante o nifio
entre 1-5 afos), un nifio mayor o un adolescente; donde la vacuna es para uso terapéutico, el paciente es
preferentemente un adulto. Una vacuna destinada a nifios puede administrarse también a adultos por ejemplo para
valorar la seguridad, la dosificacion, la inmunogenicidad, etc.

La invencion también proporciona una composicion farmacéutica que comprende (1) una composicion inmundgena
de la invencion y (2) un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

El compuesto farmacéutico puede prepararse usando un procedimiento, que comprende las etapas de: (i) preparar
una vacuna vectorizada de la invencion; y (ii) mezclar la composicion inmunégena con uno o mas vehiculos
farmacéuticamente aceptables.

Vehiculo (2) puede ser cualquier sustancia que no induczca por si misma la produccion de anticuerpos dafinos para
el paciente que recibe la composicién, y que pueda administrarse sin toxicidad indebida. Los vehiculos adecuados
pueden ser macromoléculas grandes, metabolizadas lentamente tales como proteinas, polisacaridos, acidos
polilacticos, acidos poliglicdlicos, aminoacidos poliméricos, copolimeros de aminoacidos y particulas virales
inactivas. Tales vehiculos se conocen bien por aquellos de habilidad ordinaria en la técnica. Los vehiculos
farmacéuticamente aceptables pueden incluir liquidos tales como agua, solucién salina, glicerol y etanol. Las
sustancias auxiliares, tales como agentes humectantes o emulsionantes, sustancias tamponadoras de pH, y
similares, pueden estar presentes también en tales vehiculos. Los agentes estabilizadores, tales como trehalosa o
sustancias que permitan formacion de cristales de azucar solubles en agua a temperatura ambiente pueden estar
presentes también. Lo ultimo incluye el uso de tecnologia de estabilizaciéon de vidrio soluble mezclada en formato de
microesferas suspendidas en liquidos de perfluorocarbono. Los liposomas son también vehiculos adecuados. Una
discusién minuciosa de vehiculos farmacéuticos esta disponible en Gennaro (2000) Remington: The Science and
Practice of Pharmacy. 202 ed., ISBN: 0683306472.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden también utilizarse preventivamente por ejemplo en una
situacion donde se espera contacto con microbios y donde se esta evitando el establecimiento de infeccion. Por
ejemplo, la composicidon puede administrarse antes de la cirugia.

La composicion farmacéutica es preferentemente estéril. Esta preferentemente libre de pirégeno. Esta tamponada
preferentemente a entre pH 6 y pH 8, generalmente a alrededor de pH 7. Preferentemente, la composicion es
sustancialmente isoténica con seres humanos.

Las composiciones de la invencién puede administrarse por medio de una diversidad de diferentes vias. Ciertas vias
puede favorecerse para ciertas composiciones, segin den como resultado la generacion de una respuesta mas
efectiva, o segun sea menos probable que induzcan efectos secundarios, o segin sean mas faciles para
administracion.

Por ejemplo, las composiciones utilizadas en esta invenciéon pueden administrarse por cualquier numero de vias
incluyendo, pero no limitadas a, aplicaciones orales, intravenosas, intramusculares, intra-arteriales, intramedulares,
intratecales, intraventriculares, transdérmicas o transcutaneas, medios subcutaneos, intraperitoneales, intranasales,
enterales, tdpicos, sublinguales, intravaginales o rectales. Las composiciones pueden estar preparadas para
administracion intranasal, como pulverizador nasal, gotas nasales, gel o polvo, como injectables, bien como
soluciones o suspensiones liquidas; también pueden estar preparadas formas soélidas adecuadas para solucion en, o
de suspension en, vehiculos liquidos antes de la inyeccion.

La administracion directa de las composiciones se lleva a cabo generalmente por inyeccion, subcutaneamente,
intraperitonealmente, intravenosamente o intramuscularmente, intranasalmente, o se administra al espacio
intersticial de un tejido. El tratamiento de dosificacién puede ser un programa de dosis Unica o un programa de dosis
multiple.

Diversos aspectos y realizaciones de la presente invencion se describirdn ahora en mas detalle a modo de ejemplo,
con referencia a las siguientes figuras:

Breve Descripcion de las Figuras

Figura 1: Respuestas medianas de ELISPOT de IFN-y después de la vacunacion en cada grupo de vacunacion:
BCG solo; MVAB85A solo; inicio de BCG-refuerzo de MVA85A. (a) cronologia para vacunaciones (semanas) en cada
grupo; (b) respuestas de derivado de proteina purificada (PPD) de tuberculina ; (c) respuestas de proteina antigeno
85 (Ag85A) purificada (d) respuestas de péptidos almacenados sumadas; (e) para cada uno de los tres antigenos
medidos, las respuestas entre cada grupo de la vacuna en cada punto temporal se compararon usando estadistica
de Mann-Whitney. Se indican las comparaciones estadisticamente significativas; (f) presentacion de epitopos de
células T después de refuerzo con MVA en individuos vacunados con BCG. Todas las respuestas de péptidos
individuales se quedaron sin efecto completamente por agotamiento de células T CD4+;

Figura 2: Respuestas de ELISPOT cultivadas en rastreo de sangre a PPD de M. tb; PPD de M. avium y antigeno
9
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recombinante 85A (Ag85A); desde 4 voluntarios en el estudio de MVA85A solo, antes de proceder a la vacunacion;
cada voluntario esta identificado por un cdédigo TXXXXXX, donde las tres primeras X corresponden al nimero de
ensayo y las tres ultimas X corresponden al niumero de voluntario, por ejemplo, T002022 significa que T002 es
numero de ensayo y 022 es numero de voluntario;

Figura 3: Las respuestas de ELISPOT de cultivos ("cultivo" marcado) y ex vivo a reservas de péptidos Ag85A
(marcadas con letras mayusculas) en cinco voluntarios (identificado cada uno por un cédigo TXXXX, donde XXXX es
un numero de cuatro digitos, correspondiendo el digito uno al numero de ensayo y correspondiendo los digitos dos,
tres y cuatro al niumero de voluntario, por ejemplo T2003 significa que T2 es el numero de ensayo y 003 es el
numero de voluntario (T2 es la misma que T002 en la Figura 2 anterior) tres semanas después de la administracion
de una inmunizacién con MVA85A Unica. Las respuestas post-vacunacion son muy altas y son mas altas que las
respuestas pre-vacunacion. Los voluntarios no se vacunaron previamente con BCG;

Figura 4: Seguimiento de respuestas de células T a MVA-Lac-z usado como el antigeno en un ensayo de ELISPOT
ex vivo en voluntarios sanos inmunizados con MVA-85A una vez en la semana 1.

Los voluntarios se han vacunado previamente con BCG;

Figura 5 (a) respuestas de ELISPOT medianas a PPD, antigeno recombinante 85A (Ag85A) y reservas de péptido
de Antigeno 85A (Ag85A) sumadas después de una vacunacion individual con MVA85A en sujetos infectados de
forma latente con M. tb;

Figura 5(b) Comparacion de respuestas de péptidos almacenados de Antigeno 85A (Ag85A) sumadas inducidas por
MVAB85A en sujetos iniciados con BCG (T005, es decir, ensayo 5; ver ejemplo 1) y sujetos infectados de forma
latente por M. tb (T007, es decir, ensayo 7);

Figura 5 (c) Comparacion de respuestas a Antigeno 85A (Ag85A) recombinante inducidas por MVA85A en sujetos
iniciados con BCG (T005) y sujetos infectados de forma latente por M. thb (T007);

Figura 6a: Persistencia de las respuestas inmunes inducidas MVA85A durante al menos 1 afio después de la
vacunacion en un grupo de sujetos con un intervalo largo entre inicio (BCG) y refuerzo (MVA85A);

Figura 6(b): Persistencia de las respuestas inmunes inducidas por MVA85A durante al menos 1 afio después de
vacunacion en un grupo sujeto con un intervalo corto (1 mes) entre inicio (BCG) y refuerzo (MVA85A);

Figura 7(a) Falta de correlacién entre intervalo entre vacunacion de BCG y de MVA85A y 1 semana después de
MVAB85A respuestas de células T a reservas de péptidos sumadas de antigeno 85A (Ag85A);

Figura 7(b) Falta de correlacién entre intervalo entre vacunacion de BCG y vacunacién de MVA85A y 24 semanas
después de respuestas de células T a reservas de péptidos sumados de antigeno 85A (Ag85A);

La Figura 8a muestra niveles medios de IFN-y después de la vacunacion; la Figura 8b muestra niveles medios de
IFN-y tras la vacunacion; la Figura 9(a) muestra respuestas de ELISPOT IFN-y ex vivo a MVA85A en voluntarios del
Reino Unido que no estan inmunizados contra BCG; y la Figura 9(b) muestra respuestas de ELISPOT IFN-y ex vivo
a MVAB5A en voluntarios de Gambia que no estan inmunizados contra BCG.

Ejemplos
Ejemplo 1
La vacuna de MVA85A

La construccién de MVA85A se ha descrito previamente (McShane, H. y cols. (2002) Infect. Immun. 70, 1623-1626).
Se produjo MVA85A de grado clinico para estandar de buenas practicas por Impfstoffwerke Dessau-Tornau. Se
emitid un Certificado de Exencién de Médicos y Dentistas de la Medicines and Healthcare products Regulatory
Agency, Londres, para el uso de MVA85A en ensayos clinicos.

Ensayos clinicos

Se reclutaron voluntarios para estudios de inmunizacién con protocolos aprobados por el Oxfordshire Research
Ethics Committee e inscritos sélo después de obtener consentimiento informado por escrito. El intervalo de edad
para inclusion fue 18-55 y todos los voluntarios puestos a prueba fueron seronegativos para VIH, VHB y HCV en
rastreo. Se realizaron hematologia y bioquimica de laboratorio de rutina antes de la vacunacion y todos los valores
estuvieron dentro de los limites normales. Todos los voluntarios se investigaron durante 6 meses, con muestras de
sangre tomadas a puntos temporales regulares. Aquellos que recibieron inmunizaciones de MVA85A completaron
una tarjeta diaria registrando efectos secundarios locales y sistémicos y temperatura corporal durante siete dias tras
la vacunacion.

Vacunaciones
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Los primeros dos estudios se llevaron a cabo en voluntarios sanos no inmunizados contra BCG segun se determind
usando la prueba de Heaf. La prueba de Heaf implica situar derivado de proteina purificada (PPD) de tuberculina
sobre la piel y después usar una pistola para la produccion de punciones multiples. Una reaccion positiva es mas de
4 papulas en los sitios de punciéon en 72 horas. Una prueba de la piel positiva es indicativa de infeccién de
tuberculosis activa o de vacunacién contra BCG anterior. Voluntarios con una prueba de Heaf negativa (Grado 0)
(equivalente a un ensayo de piel de tuberculina de 0 mm) se vacunaron bien con BCG (una sola inmunizacién con
cepa Glaxo de BCG, 100 pl administrada intradérmicamente, n = 11) o bien con MVA85A (5 x 107ufp administradas
intradérmicamente, 2 inmunizaciones dadas separadas por 3 semanas, n = 14). En el tercer estudio, se inscribieron
los voluntarios que se habian vacunado previamente con BCG (n = 17). El tiempo mediana entre la vacunacion con
BCG y la inmunizaciéon con MVA85A fue de 18 afos (intervalo 0,5-38 afios). Voluntarios con una prueba de Heaf no
mayor de grado Il (equivalente a un ensayo cutaneo de tuberculina de <15 mm) en fuerza se incluyeron en el estudio
y se inmunizaron con una dosis Unica de 5 x 10 7ufp de MVAB8S5A intradérmicamente en la piel que recubre el
deltoides en el brazo contralateral para vacunacion con BCG. En total, se vacunaron 31 voluntarios sanos con
MVAB85A. 11 de los 14 voluntarios no inmunizados contra BCG recibieron 2 inmunizaciones, dadas separadas 3
semanas. Los 3 que quedaban recibieron una inmunizacion individual. Todos los 17 voluntarios iniciados con BCG
recibieron una unica inmunizaciéon de MVA85A. Todos los voluntarios completaron el periodo de seguimiento de 6
meses y no hubo eventos adversos serios o0 graves en ninguno de estos estudios.

Medidas de inmunogenicidad

La medida inmunolégica principal usada determinando la inmunogenicidad de las vacunas fue el ensayo de
ELISPOT de IFN-y ex vivo. Esto se realizé en sangre tomada en los siguientes puntos temporales: en el rastreo
antes de la prueba cutédnea de tuberculina, y después a 1, 4, 12 y 24 semanas después de la vacunacion. Estas
medidas se llevaron a cabo en tubos de PBMC recién preparados usando PPD de tuberculina (20 pg/ml, SSI),
complejo de antigeno purificado 85 (Ag85A) (10 pg/ml) y 7 reservas de 9-10 péptidos 15-meros, solapandose en 10
aminoacidos (concentracion final de 10 pg/ml de cada péptido en pocillo de ELISPOT). Brevemente, 300.000 PBMC
por pocillo en 100 pl de R10 (RPMI mas suero de ternero fetal al 10%) se plaquearon directamente sobre la placa de
ELISPOT (MAIP S4510, Millipore) en la presencia de antigeno y se incubaron durante 18 horas. Estreptoquinasa
(250 U/ml)/estreptodornasa (12,5 U/ml) y fito-hemaglutinina (10 ug/ml) se usaron en todos los ensayos como
controles positivos. Los ensayos se llevaron a cabo por duplicado y los resultados se promediaron.

Mapeo de epitopos

Se probaron respuestas a péptidos individuales para la primera muestra o para la muestra subsiguiente después de
la vacunacion. Se llevaron a cabo agotamientos de perlas magnéticas (Dynal) en las respuestas de péptidos
individuales. Se llevaron a cabo agotamientos de células T CD4+ y CD8+ por incubacion de 30 minutos con
anticuerpos monoclonales para CD4 y CD8 conjugados a perlas ferrosas en una proporcion de 5 perlas: 1 célula
usando M-450 (Dynal, Oslo, Noruega) en 200 pl de R10 sobre hielo. Se retiraron células recubiertas de anticuerpos
usando un iman (Dynal). Se analizaron las muestras de acuerdo con grupos no agotados, agotados en células T
CD4+ y agotados en células T CD8+. Los agotamientos celulares se confirmaron por escaneo de FACS y fueron
siempre >90% para células T CD8+ y >97% para células T CD4+ (datos no mostrados).

Analisis de inmunogenicidad

Los datos de ELISPOT se analizaron sustrayendo el nimero promedio de manchas en el medio y pocillos de control
solos de células a partir de cuentas promedio de manchas en pocillos con antigenos o reserva de péptidos y células.
Se despreciaron las cuentas de menos de 5 manchas/pocillo. Un pocillo se consideré positivo si la cuenta fue al
menos el doble que en los pocillos de control negativo y al menos 5 manchas mas que los pocillos de control
negativo. Para los pocillos de reserva de péptidos, los resultados se sumaron a través de todas las reservas de
péptidos para cada voluntario en cada punto temporal. Por ejemplo, donde hay 7 reservas de péptidos, cada una de
ellas conteniendo 9-10 péptidos, cada es reserva se puso a prueba por duplicado. Se calcula la media de este
duplicado para cada reserva y se resta la media del pocillo del control negativo, dando el resultado para esa reserva.
Los resultados para las 7 reservas individuales se afiadieron conjuntamente después. Esto contara potencialmente
dos veces una célula T que responda a cualquiera de las regiones solapantes 10-meros que aparezcan en dos
reservas con péptidos adyacentes.

Analisis estadistico

El analisis de varianza para medidas repetidas usando el resultado de linea base rastreando como una covariable se
realizé en datos transformados logaritmicos comparando entre grupos. Una prueba de Mann-Whitney se usé
después para todas las comparaciones entre grupos y se usé un ensayo de Wilcoxon para la comparaciéon por
parejas de rastreo y muestras de 24 semanas en el grupo de inicio de BCG-refuerzo de MVAS85A.

Procedimiento de ELISPOT cultivado

Para ELISPOT cultivado, 1 x 10°® PBMC criopreservados se estimularon con 20 ug/ml de PPD de M. tb ("PPD-T"),
PPD de M. avium ("PPD-A") o 10 pg/ml de antigeno recombinante 85A (Ag85A) en una placa de 24 pocillos.
Después de un periodo de incubacion de 3 dias a +37°C en atmoésfera de CO; al 5% se retiraron 500 ul del
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sobrenadante de cultivo celular y se reemplazaron con 5 Ul/ml de Lymphocult-T (Biotest, Dreieich, Alemania) en
R10. Esto se repitid en el dia 7. En el dia 9 las células se lavaron tres veces y se dejaron reposar durante toda una
noche a +37°C en atmdsfera de CO; al 5% en R10. En el dia 10, las células se lavaron y resuspendieron en 2 ml de
R10, 50 pl de células cultivadas (2,5 x 10* de las células plaqueadas inicialmente) se transfirieron a pocillos por
duplicado de una placa de ELISPOT vy se estimularon durante 18 horas con 20 pg/ml de PPD-T, 20 ug/ml de PPD-A
y 10 pg/ml de Ag85A. La placa de ELISPOT se desarrollé después como se describe anteriormente.

Resultados

La inmunizacion con MVAS85A fue segura y bien tolerada (Tabla 1). Se comparé la cinética y la magnitud de la
respuesta especifica de células T especifica de antigeno inducida por la vacunacion con BCG solo, por MVA85A
solo y por inicio con BCG-refuerzo con MVA85A. Los tres regimenes de vacunacion inducen respuestas inmunes
significativas usando bien PPD-T, bien proteina antigénica 85 (Ag85A) o bien péptidos solapantes de antigeno 85A
(Ag85A) como antigeno en los ensayos (Tabla 2, Figura 1). Hubo un efecto principal significativo de vacuna en el
PPD-T (F = 3,624; P = 0,037), antigeno 85 (Ag85A) (F = 16,605; P < 0,001) y grupo peptidico antigénico 85A
(Ag85A) almacenado sumado (F = 39,982; P < 0,001). La inmunizacién con BCG indujo niveles moderados de
células T secretoras de IFN-y especificas de antigeno, que alcanzaron su maximo 4 semanas después de la
inmunizacién (Tabla 2, Figura 1b-d). Las respuestas a los péptidos antigénicos 85A (Ag85A) almacenados fueron
notablemente débiles tras la vacunacién con BCG (Figura 1d). Soélo 4 de los 11 voluntarios respondieron a
cualquiera de las 7 reservas de péptidos en el ensayo de ELISPOT ex vivo. Estas reservas de péptidos fueron todas
atribuibles a péptidos 12, 13, 27 y 28, y se abolieron completamente por agotamiento de células T CD4+.

Tabla 1:Eventos adversos solicitados después de inmunizacion con MVA85A. No hubo diferencias ni en la
frecuencia ni en la gravedad de eventos adversos entre los grupos no inmunizados contra BCG y los grupos
iniciados con BCG.

Acontecimiento adverso N.° de sujetos (n = 31)
Locales Enrojecimiento 31
Prurito 31
Dolor 30
Induracion. 31
Sistémicos® Fiebre® 5
Similar a la gripe 11
Artralgia 10
Dolor de cabeza 11
Mialgia 12
Nauseas 3
Sincope vaso-vagal 1 (historial anterior de ataques vaso!
vagales)
Alteraciones en0
hematologia/bioquimica
FTodos los sintomas sistémicos se resolvieron en el plazo de 7 dias®
Intervalo 37,7-38,1°C; todos se resolvieron espontaneamente en 24 horas

En voluntarios no inmunizados con BCG, una Unica inmunizacién con MVAS85A indujo niveles elevados de células T
secretoras de IFN-y especificas de antigenolFN-y que alcanzaron su maximo 7 dias después de la vacunacion en
13/14 voluntarios, (Tabla 2, Figura 1b-c). Durante 4 semanas esta respuesta ha caido a un nivel justo por encima de
la linea base. No se vio efecto de refuerzo de la segunda vacunacién con MVA85A, administrada en la semana 3.
Un voluntario no desarrollé células T especificas de inserto tras inmunizacién con MVA85A, sin embargo este
voluntario desarrollé respuestas especificas de células T al vector MVA, a pesar de no tener historial anterior de
inmunizacién con vacunas (datos no mostrados). Las respuestas a MVA-lac-Z en voluntarios vacunados con
MVAB85A se investigaron adicionalmente llevando a cabo ensayos de ELISPOT ex vivo usando antigeno MVA-lac-Z.
La metodologia de ensayo es como se discute anteriormente en "Immunogenicity measures". Los voluntarios sanos
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vacunados con MVA85A demostraron respuestas de células T anti-MVA fuertes que duran hasta 24 semanas
después de la vacunacion.

En contraste con la vacunaciéon de BCG, la vacunacién con MVAB85A indujo respuestas fuertes a varias reservas
peptidicas en todos los 13/14 voluntarios que respondieron (Tabla 2, Figura 1d). Se vieron respuestas en un amplio
intervalo de péptidos a lo largo de la longitud completa de antigeno 85A (Ag85A). Estas respuestas a péptidos
individuales se abolieron completamente por agotamiento de células T CD4+ (datos no mostrados).

En 16/17 voluntarios en el grupo de inicio de BCG-refuerzo de MVAS85A, se vio un aumento significativo en células T
especificas de antigeno 1 semana después de la vacunacion (Tabla 2, Figura 1). La respuesta maxima 1 semana
después de la inmunizacion fue significativamente mayor en el grupo de inicio de BCG-refuerzo de MVA85A que
bien en el grupo de BCG solo o bien en el grupo de MVAS85A solo, (Figura 1b-e). Estas respuestas se mantuvieron a
un nivel significativamente mas alto que después de la vacunacién bien con BCG solo o bien con MVA85A solo,
durante al menos 24 semanas (Figura 1e). Las respuestas de linea base en el momento de rastreo fueron mayores
en los voluntarios previamente vacunados con BCG, que en el grupo no inmunizado contra BCG, como seria de
esperar. No obstante, las respuestas 24 semanas después de la vacunacion con MVA85A en el grupo de inicio de
BCG-refuerzo de MVAS85A fueron significativamente mas altas que los recuentos de linea base en este grupo para
PPD (Wilcoxon z = -3,010, P = 0,003), Antigeno 85 (Ag85A) (Wilcoxon z = -3,516, P < 0,001) y los péptidos
almacenados sumados (Wilcoxon z = -3,408, P = 0,001).

La anchura de las respuestas peptidicas vista en los grupos de MVA85A solo (no mostrado) y de inicio de BCG-
refuerzo de MVAB85A (Figura If) fueron muy similares. Sin embargo, la magnitud de respuestas fue significativamente
mas alta en el grupo de inicio de BCG-refuerzo de MVA85A (Figura le). PBMC desde 12 voluntarios en el grupo de
inicio de BCG-refuerzo de MVA85A se ensayaron con todos los 66 péptidos a partir del antigeno 85A (Ag85A).
Varios de estos péptidos se reconocieron por mas del 50% de los sujetos (Figura If)), ilustrando el reconocimiento
promiscuo de estos péptidos por diferentes moléculas de Clase Il de HLA, como se comunico previamente (Launois,
P. y cols. (1994) Infecten. Immun. 62, 3679-3687).
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La magnitud de respuestas de células T vistas en el grupo de MVA85A solo es mas fuerte por un factor de
aproximadamente 10 que aquellas vistas con otros MVA recombinantes usados hasta la fecha (McConkey, S.J. y
cols., "Enhanced T-cell immunogenicity of plasmid DNA vaccines boosted by recombinant modified vaccinia virus
Ankara in humans", Nat. Med., 9, 729-735 (2003)); Mwau, M. y cols., "A human immunodeficiency virus 1 (HIV-1)
clade A vaccine in clinical trials: stimulation of HIV-specific T-cell responses by DNA and recombinant modified
vaccinia virus Ankara (MVA) vaccines in humans”, J. Gen. Virol., 85, 911-919 (2004)). Un MVA recombinante que
expresa un antigeno de P. falciparum indujo una respuesta peptidica sumada de 90 SFC/106 PBMC 7 dias después
de la vacunacion (McConkey, S.J. y cols. (2003) Nat. Med. 9, 729-735). En contraste, inventores aprecian una
respuesta media a los péptidos sumados de 1365 SFC/106 PBMC 7 dias después de la vacunacion con MVA85A
(Tabla 2). Una explicacion para esto es que estos voluntarios tienen alguna inmunidad antimicobacteriana
preexistente, que se esta reforzando por inmunizacién con MVA85A. Los inventores aprecian un ensayo ELISPOT
cultivado, mejor que uno ex vivo para investigar esto adicionalmente. Se ha mostrado previamente que el ensayo de
ELISPOT cultivado mide células T de tipo de memoria central, mas que las células T efectoras activadas que se
miden por ELISPOT ex vivo (Reece, W.H. y cols. (2004) Nat. Med. 10, 406-410, Godkin, A.J. y cols. (2002) J.
Immunol. 169, 2210-2214).

Se llevé a cabo un ensayo de ELISPOT de IFN-y en las PBMC de rastreo de pre-vacunacion a partir de 4 de los
voluntarios en el grupo de MVA85A solo. Las células se cultivaron con PPD de M. tb, PPD de M.avium y antigeno
recombinante 85A (Ag85A). Los 4 voluntarios respondieron a PPD de M. avium, 2/4 respondieron a PPD de M. tb y
2/4 respondieron a antigeno recombinante 85A (Ag85A) (Figura 2). Ninguno de estos voluntarios tuvo ninguna
respuesta de linea base bien a PPD de M. tb o bien a antigeno 85 (Ag85A) purificado sobre el ELISPOT ex vivo de
rastreo.

Para continuar investigando la inducciéon de una respuesta de células T de memoria tras vacunacién con MVAS85A,
se llevaron a cabo un ensayo ex vivo y un ensayo de ELISPOT cultivado en la tercera semana tras vacunacion con
PBMC. Las células se cultivaron con PPD de M. tb, PPD de M.avium y antigeno 85A (Ag85A) recombinante. En 3
semanas la respuesta ex vivo es muy baja o indetectable, sin embargo en todos los 5 voluntarios probados hubo
respuestas fuertes en el ELISPOT cultivado indicando la induccién por vacunacion de células T de memoria central
especificas para antigeno 85A (Ag85A) (Figura 3).

Ejemplo 2
Datos de seguridad e inmunogenicidad en sujetos que estan infectados de forma latente con M. tb.

9 adultos sanos que estaban infectados de forma latente con Mycobacterium tuberculosis (M. tb) fueron vacunados
con MVAB5A. Se midieron marcadores inflamatorios séricos a intervalos regulares después de la vacunacion en
cada sujeto durante un periodo de doce meses. Un escaneado CT de alta resolucién de los pulmones se llevo a
cabo en cada sujeto antes de la vacunacion y 10 semanas después de la vacunacion. Estas pruebas se llevaron a
cabo con el fin de detectar cualesquiera signos subclinicos de inflamacion pulmonar. Los resultados del ELISPOTex
vivode los 9 voluntarios infectados de forma latente se muestran en la Figura spa.

La seguridad de MVAB85A en este grupo es idéntica a aquella vista en los ensayos anteriores descritos en el Ejemplo
1. No se detectd incremento bien en efectos secundarios locales o bien en efectos secundarios sistémicos y ninguno
de los dos fueron signos de cualquier inflamacién pulmonar detectada. Los marcadores inflamatorios no cambiaron
después de la vacunacion y no hubo inflamacién pulmonar detectable por escaneado CT post-vacunacion.

Como comparacion, 17 adultos sanos que habian recibido previamente una inyeccién de BCG hace 0,5 a 37 afios
se reforzaron con la vacunacion MVA8S5A. Los resultados se describen en el Ejemplo 1. Las respuestas inmunes tras
la vacunacion vistas en el grupo infectado de forma latente (ensayo 7, "T007") son de magnitud similar a aquella
vista en el grupo iniciado con BCG (ensayo 5, "T005"). Los resultados se muestran en las Figuras 5b y 5c.

Este dato es significativo porque es importante que cualquier nueva vacuna de TB sea segura en sujetos infectados
de forma latente, dada la prevalencia de la infeccion latente por todo el mundo en desarrollo. Ademas, la
inmunogenicidad alentadora respalda la aplicaciéon de esta vacuna como una vacuna después de la exposicion,
administrada a personas infectadas de forma latente, con el objetivo de erradicar tal infeccion latente.

Duracion de la respuesta inmune

Las respuestas de ELISPOT ex vivo en voluntarios iniciados con BCG después de refuerzo con MVA85A final duran
al menos durante 1 afio después de la vacunacion, tanto con un intervalo corto (1 mes) como con un intervalo largo
(mas de 10 afios) entre inicio (BCG) y refuerzo (MVA85A).

Se muestra el seguimiento a largo plazo de datos sobre 12 voluntarios vacunados con MVA85A mas de 10 afios
después de BCG y sobre 10 voluntarios vacunados con MVA85A 1 mes después de BCG en la Figura 6. Los datos
de ambos grupos de voluntarios muestran persistencia de respuestas inmunes a 1 afio después de la vacunacion
estan a la misma magnitud que se ve a 6 meses después de la vacunacion.

La persistencia de respuestas inmunes inducidas por vacuna demuestra la induccién de una respuesta de memoria.
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Alguien no esperaria ver respuestas inducidas por vacuna persistentes 1 afio tras la vacunacién con una vacuna no
replicativa, a menos que se haya inducido una respuesta de memoria.

Correlacion entre intervalo de inicio-refuerzo y nivel de respuesta inmune

Los datos presentados en la Figura 3 indican que el refuerzo de respuestas inmunes inducidas por BCG visto
después de vacunacion de refuerzo con MVA85A no depende del intervalo entre la iniciacion con BCG vy el refuerzo
con MVAB8S5A. Se vio igual refuerzo con un intervalo de refuerzo corto (1 mes) y con un intervalo de refuerzo largo
(mas de 10 afios).

No hay ninguna correlacion entre el intervalo entre vacunacion de inicio (BCG) y vacunacioén de refuerzo (MVA85A) y
respuestas inmunes inducidas por MVA85A bien de pico (1 semana) o bien de meseta (6 meses) (Figura 7).

Asi la inmunidad micobacteriana de refuerzo bien pronto después de vacunacion con BCG (por ejemplo en la
infancia en el mundo en desarrollo) o bien en un punto temporal mas tardio (por ejemplo en la adolescencia), es
igualmente factible. Tanto el refuerzo en la infancia como el refuerzo en la adolescencia son opciones posibles para
pruebas de eficacia e indicaciones potenciales para una vacuna TB de refuerzo.

Inmunogenicidad y eficacia protectora de inicio de BCG-refuerzo de MVA85A en macacos rhesus

En un experimento de inmunogenicidad y de puesta a prueba, los macacos rhesus (6/grupo) se vacunaron bien con
i) BCG solo, ii) BCG y después se reforzaron 9 semanas mas tarde con MVAB85A, o iii) solucion salina (grupo de
control). Todos los animales se pusieron a prueba intra-traquealmente 18 semanas después de vacunacion con
BCG (o vacunacion salina para el grupo control) y después se siguieron durante 16 semanas antes de someterse a
eutanasia. Los resultados de inmunogenicidad se muestran en la Figura 8.

Figura 8a muestra niveles medios de IFN-y después de la vacunacion (segun se miden por una prueba de
estimulaciéon de linfocitos de 3 dias) en todos los tres grupos dentro de este experimento de puesta a prueba.
Aunque los niveles plasmaticos de IFN-y en respuesta a PPD en el grupo de BCG y en el grupo de inicio con BCGI]
MVAB85A parecen comparables, las respuestas de A85A son claramente mas altas en el grupo de inicio de BCG-
refuerzo de MVA85A. Por lo tanto, hay un aumento significativo en secrecién de IFN-y especifico de Ag85A después
de vacunacion con MVA85A (grupo ii) que no se observa en el grupo de BCG solo (grupo i) (Fig. 8a).

Figura 8b muestra niveles medios de IFN-y tras puesta a prueba (segun se mide por una prueba de estimulacion de
linfocitos de 3 dias) en todos los tres grupos dentro de este experimento de puesta a prueba. Después de la puesta
a prueba con M. tb., el grupo BCG-MVAB85A (grupo ii) tuvo respuestas especificas de Ag85A significativamente
mayores que el grupo de BCG solo (grupo i). Ademas las respuestas con ESAT6/CFP10 (proteina objetivo
antigénica segregada pronto/filtrado de cultivo de proteina 10), que son las respuestas inmunes especificas de Mtb
(la magnitud hace referencia a la carga bacteriana), son menores en los grupos BCG y los grupos BCG-MVAS85A,
comparados con el grupo de medio salino. Las respuestas de PPD son comparables entre estos dos grupos. Los
resultados de ESAT6/CFP10 son importantes (panel mas bajo) ya que estos antigenos son especificos de TB y los
niveles de las respuestas inmunes para estos antigenos correlacionan con la carga bacteriana (es decir, cuanto mas
alta es la carga bacteriana (grupo de medio salino), mas alta es la respuesta inmune a ESAT6 y CFP10). La eficacia
protectora de la vacuna esta implicada por el nivel relativamente menor de la respuesta a ESAT6/CFP10 en los
grupos de BCG y de BCG-MVAB85A, comparados con el grupo de medio salino.

En la autopsia, hubo considerablemente menos patologia vista en el grupo BCG-MVAS85A que en el grupo de BCG
solo. La reduccion en carga bacteriana en estos 2 grupos fue 0,97 para el grupo BCG-MVA85A y 0,42 para el grupo
de BCG solo.

El macaco rhesus es un buen modelo de enfermedad humana y esta mejora prometedora en la eficacia protectora, a
pesar de los nUmeros pequefos de animales sugiere que los resultados de eficacia similar se esperarian en seres
humanos.

Datos de seguridad e inmunogenicidad a partir de estudios de Fase Il en adultos en Sudafrica

Se ha comenzado un estudio de seguridad e inmunogenicidad en Fase Il en Western Cape, Sudafrica. Este ensayo
es en adultos y el objetivo son 24 sujetos. Las personas que estan infectadas de forma latente estan excluidas de
este estudio. Hasta la fecha, se han vacunado 12 sujetos. Todos los 12 sujetos tuvieron respuestas inmunes
inducidas por MVA85A significativas en su semana 1 tras el ensayo de ELISPOT de vacunacion.

El perfil de seguridad hasta la fecha es el mismo que se ve en los estudios del Reino Unido y Gambia. Los
resultados de los estudios del Reino Unido se muestran en la Figura 1 y la Figura 9a y los resultados del estudio de
Gambia se muestran en la Figura 9b.

En total, 11 voluntarios no inmunizados contra BCG y 10 voluntarios iniciados con BCG se vacunaron en Gambia.
Los resultados de inmunogenicidad del grupo no inmunizado de BCG (Figura 9b) se parecian a los resultados del
grupo iniciado de BCG en el Reino Unido (Figuras 1b, 1c, 1d), porque éstos permanecen por encima de la linea
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base durante la duracion del seguimiento. Esto es probablemente para reflejar un grado mas alto de iniciaciéon por
micobacterias ambientales en la linea base y también la exposicién en curso a micobacterias experimentales que
estan manteniendo la respuesta.

No hay diferencias significativas entre los grupos no inmunizados contra BCG e iniciados con BCG en Gambia, que
se explica como anteriormente por el grado mayor de iniciacion ambiental en este grupo. En contraste, en el Reino
Unido, los resultados de la inmunogenicidad del grupo no inmunizado contra BCR volvieron a la linea base durante
el seguimiento (Figura 9a y Figuras 1b, 1c y 1d), mientras que el grupo iniciado con BCG permanece por encima de
la linea base durante la duracién del seguimiento (Figuras 1b, 1cy 1d).

En toda la bibliografia sobre BCG, hay muchos ejemplos de la gran variabilidad en la eficacia protectora entre los
distintos paises y continentes. El perfil de seguridad e inmunogenicidad consistente de MVA85A en el Reino Unido,
Africa Occidental y Sudafrica es muy significativo.

Inmunogenicidad en ratones de adenovirus expresando antigeno 85A (Ag85A)

Se ha mostrado que un adenovirus recombinante (cepa humana 5, E1 y E3 delecionados) que expresa antigeno
85A (Ag85A) induce fuertes respuestas inmunes en ratones cuando se administra solo (respuesta de CD4 c 800
manchas/millén de esplenocitos; respuesta de CD8 ¢ 1200 manchas/milléon de esplenocitos). Cuando se administra
a ratones que han recibido previamente BCG, este adenovirus que expresa antigeno 85A (Ag85A) estimula una
respuesta incluso mas fuerte (respuesta de CD4 ¢ 1400 manchas//millén de esplenocitos; respuesta de CD8 ¢ 2.500
manchas/millon de esplenocitos). Por lo tanto, este vector de adenovirus, sorprendentemente, se demuestra aqui
que induce, ademas de respuestas de células T CD4 muy fuertes, respuestas de células T CD8 muy fuertes y la
induccién de éstas por la misma vacuna es probable que sea de beneficio tanto en prevencién como en tratamiento
de enfermedad micobacteriana. Previamente se han visto los vectores de adenovirus,como un buen medio de
inducir respuestas de células T CD8 pero mostraron aqui que tanto las respuestas de CD4 como las respuestas de
CD8 estan poderosamente inducidas. Estos datos sugieren que los vectores adenovirales pueden ser un refuerzo
potente para respuestas de células T iniciadas con BCG.

La invencién se ha descrito anteriormente a modo de ejemplo solamente. Se apreciara que se pueden hacer
modificaciones del detalle sin apartarse del ambito de la invencion.

SECUENCIAS ESPECIFICAS de AG85A

SEC ID N.°: 1 (SECUENCIA POLIPEPTIDICA DE AG85A)

MQLVDRVRGAVTGMSRRLVVGAVGAALVSGLVGAVGGTATAGAFSRPGLPVEYLQVPSPSMG
RDIKVQFQSGGANSPALYLLDGLRAQDDFSGWDINTPAFEWYDQSGLSVVMPVGGQSSFYSD
WYQPACGKAGCQTYKWETFLTSELPGWLQANRHVKPTGSAVVGLSMAASSALTLAIYHPQQOF
VYAGAMSGLLDPSQAMGPTLIGLAMGDAGGYKASDMWGPKEDPAWQRNDPLLNVGKLIANNT
RVWVYCGNGKPSDLGGNNLPAKFLEGFVRTSNIKFQDAYNAGGGHNGVFDFPDSGTHSWEYW
GAQLNAMKPDLQRALGATPNTGPAPQGA

SEC ID N.°: 2 (SECUENCIA NUCLEOTIDICA DE AG85A)

17



ES 2364 698 T3

atgcagcttgttgacagggttcgtggcgeccgtcacgggtatgtecgegtecgactegtg
gtcggggccgtcggcgcggecctagtgtecgggtctggtecggegecgtcggtggecacyg
gcgaccgcgggggcattttcccggeecgggecttgecggtggagtacctgecaggtgeeg
tcgccgtcgatgggeccgtgacatcaaggtccaattccaaagtggtggtgeccaacteg
cccgececctgtacctgcectcgacggectgegegegecaggacgacttcageggetgggac
atcaacaccccggcgttcgagtggtacgaccagtecgggectgtecggtggtcatgecg
gtgggtggccagtcaagcttctactccgactggtaccagecececgectgecggecaaggec
ggttgccagacttacaagtgggagaccttcctgaccagecgagetgecggggtggetyg
caggccaacaggcacgtcaagcccaccggaagcgecgtegteggtetttcgatgget
gcttcttcggecgctgacgectggecgatctatcacececcagecagttegtectacgecggga
gcgatgtcgggectgttggaccecctecccaggecgatgggteccacectgateggectg
gcgatgggtgacgctggcggctacaaggcctcecgacatgtggggeccgaaggaggac
ccggcgtggcagcgcaacgacccgcectgttgaacgtecgggaagetgatcgecaacaac
acccgcgtctgggtgtactgecggcaacggcaagecgteggatectgggtggcaacaac
ctgccggccaagttcecctcgagggettegtgecggaccagcaacatcaagttccaagac
gcctacaacgccggtggcggccacaacggegtgttecgacttececggacageggtacg
cacagctgggagtactggggcgcgcagectcaacgctatgaageccgacectgcaacgg
gcactgggtgccacgcccaacaccgggcecccgecgecccagggcgectag

SEC ID N.°: 3 (SECUENCIA POLIPEPTIDICA DE TRUNCACION DE AG85A DE 15 AMINOACIDOS)

MQLVDRVRGAVTGMSRRLVVGAVGAALVSGLVGAVGGTATAGAFSRPGLPVEYLQVPSPSMG
RDIKVQFQSGGANSPALYLLDGLRAQDDFSGWDINTPAFEWYDQSGLSVVMPVGGQSSFYSD
WYQPACGKAGCOQTYKWETFLTSELPGWLQANRHVKPTGSAVVGLSMAASSALTLAIYHPQQF
VYAGAMSGLLDPSQAMGPTLIGLAMGDAGGYKASDMWGPKEDPAWQRNDPLLNVGKLIANNT
RVWVYCGNGKPSDLGGNNLPAKFLEGFVRTSNIKFQDAYNAGGGHNGVEFDFPDSGTHSWEYW
GAQLNAMKPDLQR

SEC ID N.°: 4 (SECUENCIA POLIPEPTIDICA DE TRUNCACION DE AG85A DE 15 AMINOACIDOS)
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atgcagcttgttgacagggttcgtggecgecgtcacgggtatgtcegegtcgactegtggtegg
ggccgtcecggecgeggecctagtgtecgggtctggtcggegecgteggtggcacggcgaccgegg
gggcattttccecggecgggecttgeccggtggagtacctgecaggtgecgtcgecgtecgatggge
cgtgacatcaaggtccaattccaaagtggtggtgccaactecgcececgecctgtacctgetcga
cggcctgcgcgcgcaggacgacttcagecggctgggacatcaacacceccggegttegagtggt
acgaccagtcgggcctgteggtggtcatgecggtgggtggeccagtcaagettctactecgac
tggtaccagcccgectgeggecaaggececggttgecagacttacaagtgggagaccttectgac
cagcgagctgccggggtggctgcaggeccaacaggcacgtcaagecccaccggaagegecgtceg
tcggtctttegatggetgettecttecggecgetgacgetggegatectatcaccecccageagtte
gtctacgcgggagcgatgtcgggecctgttggacececctececcaggecgatgggtecccacectgat
cggcctggcgatgggtgacgctggecggctacaaggeccteccgacatgtggggececcgaaggagg
acccggcgtggcagcgcaacgacccgetgttgaacgtcgggaagectgatcgecaacaacacc
cgcgtctgggtgtactgcggcaacggcaageccgtcggatctgggtggcaacaacctgecgge
caagttcctcgagggcttcgtgcggaccagcaacatcaagttccaagacgectacaacgecg
gtggcggccacaacggegtgttcgacttcececggacagecggtacgecacagetgggagtactgg

ggcgcgcagctcaacgctatgaagecccgacctgcaacgg

SEC ID N.°: 5. La secuencia de 1176 del inserto es como sigue (secuencia expresada en letras mayusculas,
subrayada secuencia codificante de Ag85A):

tctgtacgggcccgtacggtaccgagectcggatctgegecgecgeccaccATGGATGCA
ATGAAGAGAGGGCTCTGCTGTGTGCTGCTGCTGTGTGGAGCAGTCTTCGTTTCGCCC
AGCCAGGAAATCCATGCCCGATTCAGAAGAGGATCTATGCAGCTTGTTGACAGGGTT
CGTGGCGCCGTCACGGGTATGTCGCGTCGACTCGTGGTCGGGGCCGTCGGCGCGGLC
CTAGTGTCGGGTCTGGTCGGCGCCGTCGGTGGCACGGCGACCGCGGGGGCATTTTCC
CGGCCGGGCTTGCCGGTGGAGTACCTGCAGGTGCCGTCGCCGTCGATGGGCCGTGAC
ATCAAGGTCCAATTCCAAAGTGGTGGTGCCAACTCGCCCGCCCTGTACCTGCTCGAC
GGCCTGCGCGCGCAGGACGACTTCAGCGGCTGGGACATCAACACCCCGGCGTTCGAG
TGGTACGACCAGTCGGGCCTGTCGGTGGTCATGCCGGTGGGTGGCCAGTCAAGCTTC
TACTCCGACTGGTACCAGCCCGCCTGCGGCAAGGCCGGTTGCCAGACTTACAAGTGG
GAGACCTTCCTGACCAGCGAGCTGCCGGGGTGGCTGCAGGCCAACAGGCACGTCAAG
CCCACCGGAAGCGCCGTCGTCGGTCTTTCGATGGCTGCTTCTTCGGCGCTGACGCTG
GCGATCTATCACCCCCAGCAGTTCGTCTACGCGGGAGCGATGTCGGGCCTGTTGGAC
CCCTCCCAGGCGATGGGTCCCACCCTGATCGGCCTGGCGATGGGTGACGCTGGCGGC
TACAAGGCCTCCGACATGTGGGGCCCGAAGGAGGACCCGGCGTGGCAGCGCAACGAC
CCGCTGTTGAACGTCGGGAAGCTGATCGCCAACAACACCCGCGTCTGGGTGTACTGC
GGCAACGGCAAGCTGTCGGATCTGGGTGGCAACAACCTGCCGGCCAAGTTCCTCGAG
GGCTTCGTGCGGACCAGCAACATCAAGTTCCAAGACGCCTACAACGCCGGTGGCGGC
CACAACGGCGTGTTCGACTTCCCGGACAGCGGTACGCACAGCTGGGAGTACTGGGGC
GCGCAGCTCAACGCTATGAAGCCCGACCTGCAACGT
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GGATCCATTCCAARACCCTTTGCTGGGATTGGACtgactgcagatatccatcacactg

SECIDN.°: 6

MDAMKRGLCCVLLLCGAVFVSPSQEIHARFRRGSMOLVDRVRGAVTGMSRRLVVGAV
GAALVSGLVGAVGGTATAGAFSRPGLPVEYLQVPSPSMGRDIKVQFQSGGANSPALY
LLDGLRAQDDEFSGWDINTPAFEWYDQSGLSVVMPVGGQSSFYSDWYQPACGKAGCQT
YKWETFLTSELPGWLQANRHVKPTGSAVVGLSMAASSALTLAIYHPQQFVYAGAMSG
LLDPSQAMGPTLIGLAMGDAGGYKASDMWGPKEDPAWONDPLLNVGKLIANNTRVWV
YCGNGKLSDLGGNNLPAKFLEGFVRTSNIKFQDAYNAGGGHNGVEFDFPDSGTHSWEY
WGAQLNAMKPDLORGSIPNPLLGLD

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> ISIS INNOVATION LIMITED
<120> PROCEDIMIENTO PARA GENERAR UNA RESPUESTA DE CELULAS T DE MEMORIA
<130> P039686WO

<141> 5-1-2.006

<150> GB 0500102.9

<151> 5-1-2.005

<150> US 60/649804

<151> 3-2-2.005

<160> 8

<170> SeqWin99, version 1.02
<210> 1

<211> 338

<212> PRT

<213> Mycobacterium tuberculosis

<400> 1
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Met

Arg

Gly

Leu

Ile

65

Leu

Asn

Met

Ala

Thr

145

Thr

Thr

Gln

Leu

Ala

Pro

50

Lys

Leu

Thr

Pro

Cys

130

Ser

Leu

Leu
Val
Val
35

Val
Val
Asp
Pro
Val
115
Glu

Ser

Ala

Val

Val

20

Gly

Glu

Gln

Gly

Ala

100

Gly

Lys

Leu

Ala

Ile
180

Asp

Gly

Tyr

Phe

Leu

85

Phe

Gly

Ala

Pro

Val

165

Tyx

Arg

Ala

Thr

Leu

Gln

70

Arg

Glu

Gln

Gly

Gly

150

Val

His

ES 2364 698 T3

Val

Val

Ala

Gln

55

Ser

Ala

Trp

Serx

Cys

135

Trp

Gly

Pro

Gly

Thr

40

Val

Gly

Gln

Tyr

Ser

120

Gln

Leu

Leu

Gln

Ala
25
Ala

Pro

Gly

Asp

105

Phe

Thr

Gln

Ser

Gln
185

21

Ala

10

Ala

Gly

Ser

Ala

Asp

90

Gln

Tyr

Tyr

Ala

Met

170

Phe

Val

Leu

Ala

Pro

Asn

75

Phe

Ser

Ser

Lys

Asn

155

Ala

Val

Thr

Val

Phe

Ser

60

Ser

Ser

Gly

Asp

Trp

140

Arg

Ala

Tyr

Gly

Ser

Ser

45

Met

Pro

Gly

Leu

Trp

125

Glu

His

Ser

Ala

Met

Gly

Arg

Gly

Ala

Trp

Ser

110

Tyr

Thr

Val

Ser

Gly
190

Ser

15

Leu

Pro

Arg

Leu

Asp

Val

Gln

Phe

Lys

Ala

175

Ala

Arg

Val

Gly

Asp

Tyr

80

Ile

Val

Pro

Leu

Pro

160

Leu

Met



Gly Leu Leu

1985

Ser

Ala
210

Leu Met Gly

Pro Glu

225

Lys Asp

Gly Lys Leu Ile

Gly Ser

260

Lys Pro

Glu Gly Phe Val

Asp

Asp

Pro

Ala

245

Asp

Arg

275

Ala Gly

290

His Ser

305

Leu Gln

Gly Ala
<210>2
<211> 1017
<212> ADN

Gly

Trp

Arg

Gly

Glu

Ala

His

Tyx

Leun
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Pro Ser

Ala Gly

215

Ala
230

Trp

Asn Asn

Leu Gly

Thr Ser

Asn Gly

295

Trp
310

Gly

Gly Ala

325

<213> Mycobacterium tuberculosis

<400> 2

atgcagcttg
ggggeegteg
gcgggggceat
atgggcegtg
ctgctcgacg
ttcgagtggt
ttctactceg
gagaccttcec
accggaagcg
tatcacccce
gcgatgggtc
gacatgtggg
gggaagctga
gatctgggtg
atcaagttcc
gacagcggta
ctgcaacggg

ttgacagggt
gegeggeect

tttcecggee

acatcaaggt
gcctgegegce
acgaccagtec
actggtacca
tgaccagecga
ccgtegtcgg
agcagttegt
ccaccctgat
gcccgaagga
tcgccaacaa
gcaacaacct

‘aagacgccta

cgcacagctg
cactgggtge

tcgtggegece
agtgtcgggt
gggcttgccg
ccaattccaa
gcaggacgac
gggcctgtcg
gccecgectge
gctgecgggyg
tctttegatg
ctacgcggga
cggcectggeg
ggacccggcg
cacccgcegtce
gccggccaag
caacgccggt
ggagtactgg
cacgcccaac

Gln

200

Gln

Thr

Gly

Asn

Ala

Tyxr

Arg

Arg

Asn

265

Tle

Met

Lys

Asn

Val

250

Asn

Lys

280

Val Phe

Ala Gln

Thr Pro

gtcacgggta
ctggtcggeg
gtggagtacc
agtggtggtg
ttcagcgget
gtggtcatgc
ggcaaggccg
tggctgcagg
gctgcttett
gcgatgtcgg
atgggtgacg
tggcagcgea
tgggtgtact
ttcectegagg
ggcggccaca
ggcgcgcagce
accgggceccg

22

Leu

Asn
330

Gly Pro

Ala Ser

220
Asp Pro
235

Trp Val

Leu Pro

Phe Gln

Phe Pro

300

Asn Ala

315

Thr Gly

tgtegegteg
ccgtceggtgg
tgcaggtgece
ccaactcgcce
gggacatcaa
cggtgggtgg
gttgccagac
ccaacaggca
cggcgctgac
gcctgttgga
ctggcggcta
acgacccgcet
gcggcaacgg
gcttegtgeg
acggcegtgtt
tcaacgctat
cgccccaggg

Thr

205

Asp

Leu

Tyr

Ala

Asp

Leu

Met

Leu

Cys

Lys

270

Ala

Ile

Trp

Asn

Gly

255

Phe

Tyr

285

Asp Ser

Met Lys

Pro Ala

actecgtggtc
cacggcgacc
gtcgcegtceg
cgccctgtac
caccccggcg
ccagtcaagc
ttacaagtgg
cgtcaagcee
gctggcgatc
cccectccecag
caaggcctcc
gttgaacgtc
caagccgtceg
gaccagcaac
cgacttecceg
gaagcccgac
cgcctag

Gly

Pro

Pro
335

Gly

Gly

Val
240

Asn

Leu

Asn

Thr

Asp
320

Gln

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960
1017



<210> 3

<211> 323

<212> PRT

<213> Mycobacterium tuberculosis

<400> 3
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Met

Arg

Gly

Leu

Ile

65

Leu

Asn

Met

Ala

Thr

145

Thr

Thr

Ser

Leu

Pro

225

Gly

Gly

Glu

Ala

His

305

Leu

<210> 4

Gln

Leu

Ala

Pro

50

Lys

Leu

Thr

Pro

Cys

130

Ser

Gly

Leu

Gly

Ala

210

Lys

Lys

Lys

Gly

Gly

290

Ser

Gln

Leu

Val

Val

35

Val

Val

Asp

Pro

Val

115

Gly

Glu

Ser

Ala

Leu

195

Met

Glu

Leu

Pro

Phe

275

Gly

Trp

Arg

Val

Val

20

Gly

Glu

Gln

Gly

Ala

100

Gly

Lys

Leu

BAla

Ile

180

Leu

Gly

Asp

Ile

Ser

260

Val

Gly

Glu

Asp

Gly

Gly

Tyr

Phe

Leu

85

Phe

Gly

Ala

Pro

Val

165

Tyr

Asp

Asp

Pro

Ala

245

Asp

Arg

His

Tyr

Arg

Ala

Thr

Leu

Gln

70

Arg

Glu

Gln

Gly

Gly

150

Val

His

Pro

Ala

Ala

230

Asn

Leu

Thr

Asn

Trp
310

Val

Val

Ala

Gln

55

Ser

Ala

Trp

Ser

Cys

135

Trp

Gly

Pro

Ser

Gly

215

Trp

Asn

Gly

Ser

Gly

295

Gly
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Arg

Gly

Thr

40

Val

Gly

Gln

Tyx

Ser

120

Gln

Leu

Leu

Gln

Gln

200

Gly

Gln

Thr

Gly

Asn

280

Val

Ala

Gly

Ala

25

Ala

Pro

Gly

Asp

Asp

105

Phe

Thr

Gln

Ser

Gln

185

Ala

Tyr

Arg

Arg

Asn

265

Ile

Phe

Gln

Ala
10

Ala
Gly
Ser
Ala
Asp
90

Gln
Tyr
Tyr
Ala
Met
170
Phe
Met
Lys
Asn
Val
250
Asn
Lys

Asp

Leu

24

Val

Leu

Ala

Pro

Asn

75

Phe

Ser

Ser

Lys

Asn

155

Ala

Val

Gly

Ala

Asp

235

Trp

Leu

Phe

Phe

Asn
315

Thr

Val

Phe

Ser

60

Ser

Ser

Gly

Asp

Trp

140

Arg

Ala

Tyr

Pro

Ser

220

Pro

Val

Pro

Gln

Pro

300

Ala

Gly

Ser

Ser

45

Met

Pro

Gly

Leu

Trp

125

Glu

His

Ser

Ala

Thr

205

Asp

Leu

Tyr

Ala

Asp

285

Asp

Met

Met

Gly

30

Arg

Gly

Ala

Trp

Ser

110

Tyr

Thr

Val

Ser

Gly

190

Leu

Met

Leu

Cys

Lys

270

Ala

Ser

Lys

Ser

15

Leu

Pro

Arg

Leu

Asp

Val

Gln

Phe

Lys

Ala

175

Ala

Ile

Trp

Asn

Gly

255

Phe

Tyr

Gly

Pro

Arg

Val

Gly

Asp

Tyr

80

Ile

Val

Pro

Leu

Pro

160

Leu

Met

Gly

Gly

Val

240

Asn

Leu

Asn

Thr

Asp
320
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<211> 969
<212> ADN
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<213> Mycobacterium tuberculosis

<400> 4

atgcagcttg
ggggcecgteg
gcgggggcat
atgggccgtg
ctgctegacg
ttcgagtggt
ttctactccg
gagaccttece
accggaagcg
tatcaccccece
gcgatgggtc
gacatgtggg
gggaagctga
gatctgggtg
atcaagttcc
gacagcggta
ctgcaacgg

<210>5
<211> 1176
<212> ADN

ttgacagggt
gcgecggecect
ttteceggee
acatcaaggt
gcectgegege
acgaccagtc
actggtacca
tgaccagcga
ccgtcgtegg
agcagttecgt
ccaccctgat
gcccgaagga
tcgccaacaa
gcaacaacct
aagacgccta
cgcacagctg

tecgtggcgece
agtgtcgggt
gggcttgecg
ccaattccaa
gcaggacgac
gggcctgteg
gcecgectge
gctgeegggg
tctttcgatg
ctacgeggga
cggcctggeg
ggaccceggceg
caccecgegte
gccggccaag
caacgccggt

ggagtactgg

<213> Mycobacterium tuberculosis

<400> 5

tctgtacggg
aagagagggc
gaaatccatg
gtcacgggta
ctggteggeg
gtggagtacc
agtggtggtg
ttecagegget
gtggtcatge
ggcaaggccg
tggctgcagg
gctgettett
gcgatgtegg
atgggtgacg
tggcagcgcea
tgggtgtact
ttectegagg
ggcggccaca
ggcgcgceagce
ctgggattgg

<210> 6
<211> 367
<212> PRT

cccgtacggt
tctgetgtgt
cccgattcag
tgtcgegteg
ccgtcecggtgg
tgcaggtgcce
ccaactcgce
gggacatcaa
cggtgggtygg
gttgccagac
ccaacaggca
cggcgctgac
gcctgttgga
ctggcggcecta
acgaccecgcet
gcggcaacgg
gcttcgtgeg
acggcgtgtt
tcaacgctat
actgactgca

accgagcteg
gctgctgcectg
aagaggatct
actcgtggte
cacggcgacc
gtcgecgteg
cgccctgtac
cacceccggeg
ccagtcaagc
ttacaagtgg
cgtcaagccc
gctggcgate
ccccteccag
caaggcctcc
gttgaacgtc
caagctgteg
gaccagcaac
cgacttcceg
gaagcccgac
gatatccatc

gtcacgggta
ctggtcggeg
gtggagtacc
agtggtggtg
ttcagecggcet
gtggtecatgce
ggcaaggccg
tggctgeagg
gctgcttett
gcgatgtcegg
atgggtgacg
tggcagcegeca
tgggtgtact
ttecctegagg
ggcggccaca

ggcgcgcagce

gatctgegeg
tgtggagcag
atgcagcttg
ggggecgtcg
gcgggggeat
atgggccgtg
ctgctcgacg
ttcgagtggt
ttctactceg
gagaccttcec
accggaagcg
tatcaccccc
gcgatgggtc
gacatgtggg
gggaagctga
gatctgggtg
atcaagttcce
gacagcggta
ctgcaacgtg
acactg
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tgtcgegtcg
ccgtcggtgg
tgcaggtgec
ccaactecgcc
gggacatcaa
cggtgggtgg
gttgccagac
ccaacaggca
cggcgctgac
gcctgttgga
ctggcggcta
acgacccgcet
gcggcaacgg
gcttecgtgeg
acggcgtgtt
tcaacgctat

ccgccaccat
tcttegttte
ttgacagggt
gcgcggccct
tttceceggec
acatcaaggt
gcctgegege
acgaccagte
actggtacca
tgaccagcga
ccgtegtcegg
agcagttcgt
ccaccctgat
gcccgaagga
tcgccaacaa
gcaacaacct
aagacgccta
cgcacagctg
gatccattcc

actcgtggtc
cacggcgacc
gtcgcegtceg
cgccctgtac
caccccggceg
ccagtcaage
ttacaagtgg
cgtcaagcee
gctggcgatc
cceeteccag
caaggcctcc
gttgaacgte
caagccgtcg
gaccagcaac
cgacttcccg
gaagcccgac

ggatgcaatg
gcccagccag
tcgtggecgece
agtgtcgggt
gggcttgcecg
ccaattccaa
gcaggacgac
gggcctgteg
gccecgectge
gctgcecgggyg
tctttecgatg
ctacgcggga
cggcctggceg
ggacccggceg
cacccgegtce
gccggccaag
caacgccggt

ggagtactgg
aaaccctttg
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120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
969

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1176
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<213> Mycobacterium tuberculosis
<400> 6

Met Asp Ala Met Lys Arg Gly Leu Cys Cys Val Leu Leu Leu Cys Gly
1 5 10 15
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Ala

Gly

Ser

Leu

65

Pro

Arg

Leu

Asp

Val

145

Gln

Phe

Lys

Ala

Ala

225

Ile

Trp

Val

Asn

Leu

305

Asn

Val

Ser

Arg

50

Val

Gly

Asp

Tyr

Ile

130

Val

Pro

Leu

Pro

Leu

210

Met

Gly

Gly

Gly

Gly

290

Glu

Ala

Phe

Met

35

Arg

Gly

Leu

Ile

Leu

115

Asn

Met

Ala

Thr

Thr

195

Thr

Ser

Leu

Pro

Lys

275

Lys

Gly

Gly

Val

20

Gln

Leu

Ala

Pro

Lys

100

Leu

Thr

Pro

Cys

Ser

180

Gly

Leu

Gly

Ala

Lys

260

Leu

Leu

Phe

Gly

Ser

Leu

Val

Val

Val

85

Val

Asp

Pro

Val

Gly

165

Glu

Ser

Ala

Leu

Met

245

Glu

Ile

Ser

Val

Gly
325

Pro

Val

Val

Gly

70

Glu

Gln

Gly

Ala

Gly

150

Lys

Leu

Ala

Ile

Leu

230

Gly

Asp

Ala

Asp

310

His

Ser

Asp

Gly

Gly

Tyr

Phe

Leu

Phe

135

Gly

Ala

Pro

Val

Tyr

215

Asp

Asp

Pro

Asn

Leu

295

Thr

Asn

ES 2364 698 T3

Gln
Arg
Ala
Thr
Leu
Gln
Arg
120
Glu
Gln
Gly
Gly
Val
200
His
Pro
Ala
Ala
Asn
280
Gly

Ser

Gly

Glu

25

Val

Val

Ala

Gln

Ser

105

Ala

Trp

Ser

Cys

Trp

185

Gly

Pro

Ser

Gly

Trp

265

Thr

Gly

Asn

Val

Ile

Arg

Gly

Thr

Val

90

Gly

Gln

Tyr

Ser

Gln

170

Leu

Leu

Gln

Gln

Gly

250

Gln

Arg

Asn

Ile

Phe
330

27

His

Gly

Ala

Ala

75

Pro

Gly

Asp

Asp

Phe

155

Thr

Gln

Ser

Gln

Ala

235

Tyr

Asn

Val

Asn

Lys

315

Asp

Ala

Ala

Ala

60

Gly

Ser

Ala

Asp

Gln

140

Tyr

Tyr

Ala

Met

Phe

220

Met

Lys

Asp

Trp

Leu

300

Phe

Phe

Arg

Val

45

Leu

Ala

Pro

Asn

Phe

125

Ser

Ser

Lys

Asn

Ala

205

vVal

Gly

Ala

Pro

Val

285

Pro

Gln

Pro

Phe

30

Thr

Val

Phe

Ser

Ser

110

Ser

Gly

Asp

Trp

Arg

130

Ala

Tyr

Pro

Ser

Leu

270

Tyr

Ala

Asp

Asp

Arg

Gly

Ser

Ser

Met

95

Pro

Gly

Leu

Trp

Glu

175

His

Ser

Ala

Thr

Asp

255

Leu

Cys

Lys

Ala

Ser
335

Arg

Met

Gly

Arg

80

Ala

Trp

Ser

Tyr

160

Thr

Val

Ser

Gly

Leu

240

Met

Asn

Gly

Phe

Tyr

320

Gly



ES 2364 698 T3

Thr His Ser Trp Glu Tyr Trp Gly Ala Gln Leu Asn Ala Met Lys Pro

340 345 350
Asp Leu Gln Arg Gly Ser Ile Pro Asn Pro Leu Leu Gly Leu Asp
355 360 365
<210>7
<211>7
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Marca de PK
<400> 7
Pro Asn Pro Leu Gly Leu Asp
15
<210>8
<211>8
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Marca de PK
<400> 8
Pro Asn Pro Leu Leu Gly Leu Asp
15
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion inmundégena que comprende un vector de poxvirus no replicativo o dafado en la
replicaciéon que expresa el producto de traduccion de un gen Ag85A micobacteriano para su uso en la prevencion de
la infecciéon o enfermedad micobacteriana induciendo una respuesta inmune de células T de memoria central en un
paciente, en la que un vector viral expresa Ag85A con una marca C-terminal de PK, una secuencia lider de TPA y
una truncacion C-terminal de 10-20 aminoacidos y en la que dicha respuesta inmune persiste durante al menos 1
afo.

2. Uso de una composicion inmunogénica que comprende un vector de poxvirus no replicativo o dafiado en la
replicacion que expresa el producto de traduccién de un gen Ag85A micobacteriano en la elaboracién de un
medicamento para la prevencién de una infeccion o enfermedad micobacteriana en un paciente induciendo una
respuesta inmune de células T de memoria central en el paciente, en la que el vector viral expresa Ag85A con una
marca C-terminal de PK, una secuencia lider de TPA y una truncacién C-terminal de 10-20 aminoacidos y en la que
dicha respuesta inmune persiste durante al menos 1 afio.

3. La composicién o uso de cualquier reivindicacion precedente en la que el vector viral no replicativo es MVA.

4. La composicion o uso de cualquier reivindicacién anterior en la que el vector viral expresa el producto de
traduccion de SEC ID N.°: 5.

5. La composicion o uso de cualquier reivindicacion anterior en la que la vector viral expresa adicionalmente el
producto de traduccion de al menos un gen(es) antigénico(s) adicional(es) de una especie micobacteriana.

6. La composiciéon o uso de cualquier reivindicacién anterior en la que la composiciéon inmundgena es para
administracion con al menos un antigeno adicional y/o antimicrobiano.

7. La composicion o uso de la reivindicacion 5 en la que al menos un antigeno adicional y/o antimicrobiano es
para administracién simultaneamente, por separado o secuencialmente.

8. Uso de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que el vector viral expresa adicionalmente el producto de
traduccion de al menos un gen antigénico adicional para la prevencion de al menos una enfermedad adicional en un
paciente.

9. La composicion inmundgena de la reivindicacion 1 o el uso de la reivindicacion 2 en la que el medicamento
es para ser administrado con al menos un antigeno adicional, adicionalmente para usar en el tratamiento o
prevencion de al menos una enfermedad seleccionada del grupo que consiste en tuberculosis, lepra, infeccidon con
Mycobacterium avium, infeccion micobacteriana no tuberculétisca, Ulcera de Buruli, infeccion o enfermedad con
Mycobacterium bovis, viruela, viruela del mono, infeccion con Mycobacterium paratuberculosis, enfermedad
inflamatoria del intestino, enfermedad de Crohn, enfermedad autoimmune, cancer y cancer de vejiga.

10. La composicién inmundgena o el uso de cualquier reivindicacién precedente, en la que el paciente esta
seleccionado del grupo que consiste en nifios, pacientes que tienen infeccion con VIH o SIDA, estan
inmunocomprometidos o han sufrido trasplantes de 6rganos.

1. El uso de composicion inmunégena de cualquier reivindicacion precedente, en el que el paciente ha estado
expuesto previamente a micobacteria.

12. La composicién inmunégena o el uso de la reivindicacién 11 en el que el paciente ha estado previamente
expuesto a M. tuberculosis.

13. La composicién inmunégena o el uso de las reivindicaciones 11 6 12, en el que el paciente esta infectado
de forma latente con la micobacteria.

14. La composiciéon inmunégena o el uso de cualquier reivindicacion precedente en el que el paciente ha
sidopretratado con BCG.

15. Una vacuna vectorizada que comprende un vector de poxvirus no replicativo o dafiado en la replicacion que
expresa el producto de traduccion de la secuencia de nucleétidos de SEC ID N.°: 4 y que incluye adicionalmente
una marca C-terminal de PK y una secuencia lider de TPA, en la que dicha vacuna vectorizada es capaz de inducir
una respuesta inmune que persiste durante al menos un afno.

16. La vacuna vectorizada de la reivindicacion 15 en la que el vector virico expresa el producto de traduccién
de la secuencia de nucleétidos de SEC ID N.°: 5.

17. La vacuna vectorizada de la reivindicacion 15 o de la reivindicacion 16, en la que el vector no replicativo
viral es MVA.
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18. La vacuna vectorizada de una cualquiera de las reivindicaciones 15 a 17, en la que el vector viral expresa
adicionalmente el producto de traduccion de al menos un gen(es) antigénico(s) adicional(es) de una especie
micobacteriana.
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Figura 1(a)
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Figura 1(b)
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Figura 1(d)
3000 -
—4—BCG
M
2500 -
—m—MVAB5A
Q 2000
m
wn- —h—BCG-
© 1500 MVAB5A
O
& 1000 -
500 - ) (o)
e . e —.
O Y k6 D 0 D N o @ P P P
Tiempo (semanas)
Figura 1(e)

Respuestas de mediana para PPD (Figura 1b)
(a) B v BM, P=0,006; MvBM, P =0,002
(b)Bv M, P=0,021; BvBM, P=0,001; Mv BM, P =0,047
(c)Bv M, P=0,042; Mv BM, P =0,003;
(d)BvM,P=0,032; MvBM, P=0,01;
(e)BvM, P<0,001; MvBM, P <0,001;

Respuestas de mediana para antigeno 85 purificado (Figura 1c)
(ffBvBM, P=0,018 MvBM, P =0,002
(9)Bv M, P=0,003; BvBM,P<0,001; MvBM, P =0,024
(h)Bv M, P<0,001; MvBM, P =0,004;
(i)BvM,P=0,003; MvBM, P =0,033;

()BvM, P<0,001; MvBM, P <0,001;

Respuestas de reservas peptidicas sumadas de mediana (Figura 1d)
(k) Bv BM, P =0,007; M v BM, P =0,03
(hBvM,P=0,001;BvBM,P <0,001; MvBM, P=0,015
(m)BvM,P=0,002;BvBM, P <0,001; MvBM, P=0,003
(n)Bv M, P=0,003; BvBM,P<0,001; MvBM, P=0,003

(o0 B v M, P = 10024, B v BM, P < 0001, M v BM, P < 0,001
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Figura 1(f)
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Figura 2
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Figura 3
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T20086: Cultivo frente a ex vivo después de 3 semanas de

vacunacion de MVA-85
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Figura 4
Seguimiento de respuestas de células T a MVA-Lac-z en voluntarios sanos
inmunizados con MVA-85
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Figura 5a:
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Figura 5b:
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Figura 6a:
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Figura 7a:
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Figura 8a
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Respuesta de IFNy tras vacunacién

niveles medios de secrecion de IFNy especifica de antigeno en una prueba de estimulacién de linfocitos de 3 dias (+ error estandar de

medida)
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Figura 8b
Respuesta de IFNy después de la infeccion
Niveles medios de secrecion de IFNy en una prueba de estimulacion de linfocitos de 3 dias (+ error estandar de

medida). Semana -5 = semana 13 tras inmunizacién primaria; semana -12: semana 6 tras inmunizacién primaria;
AUT = autopsia
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Figura 9a:
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