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DESCRIPCION
Una nueva y eficaz diana farmacolégica para el tratamiento de la tuberculosis.
Campo de la invencion

La presente invencion permite un método de cribado para la identificacion de nuevos farmacos para el tratamiento
de la tuberculosis, asi como un método de diagndstico para identificar cepas clinicas resistentes a estos nuevos
farmacos.

Técnica anterior

La tuberculosis (TB) sigue siendo la principal causa de mortalidad debida a un solo agente infeccioso,
Mycobacterium tuberculosis. Este patdgeno ha infectado latentemente a un tercio de la poblacién mundial.
Actualmente, la quimioterapia para la TB se compone de un cdctel de farmacos de primera y segunda linea. El
tratamiento actual de la TB requiere de seis a nueve meses, lo que conlleva una toxicidad significativa, asi como
resistencia a los farmacos. Desde el momento de la introduccién de los farmacos contra la TB, se han encontrado
frecuentemente cepas de M. tuberculosis resistentes a los mismos. De hecho, las micobacterias presentan
resistencia natural frente a la mayoria de los antibidticos de uso comun, debido a su poco corriente pared celular.
Ademas, se consideran cambios genéticos responsables de la resistencia adquirida a los farmacos. Las cepas de M.
tuberculosis resistentes a un nimero creciente de farmacos de segunda linea usados para el tratamiento de la
tuberculosis resistente a multiples farmacos (MDR-TB) se estan convirtiendo en una amenaza para la salud publica
mundial (1). En consecuencia, existe una necesidad urgente de nuevos farmacos para el tratamiento de la
tuberculosis. En particular, se necesitan nuevos farmacos con nuevos mecanismos de accion que sean activos
contra cepas resistentes a los farmacos. Por consiguiente, también existe una necesidad acuciante de identificar
nuevas dianas farmacoldgicas (2). EI documento WO 2007/134625 desvela derivados de benzotiazina y su uso
como agentes antibacterianos en enfermedades infecciosas causadas por bacterias, especialmente tuberculosis
(TB) y lepra, causadas por micobacterias.

Brennan, Patrick J. y col. desvelan el nacleo de la pared celular de M. tuberculosis en el contexto del descubrimiento
de farmacos, asi como la ruta de biosintesis del arabinogalactano micobacteriano.

El documento US 2002/151008 Al describe un método de cribado para la identificacion de farmacos contra M.
tuberculosis que implica el uso del gen iniB como diana para el cribado.

El documento WO 01/35317 desvela una proteina idéntica a Rv3790 como potencial diana farmacologica en M.
tuberculosis.

El documento US 2003/013090 Al desvela un método de cribado para identificar si un paciente es portador de una
cepa de M. tuberculosis resistente a etionamida mediante la determinacioén de la presencia de una mutacién en el
gen etaA.

Seidel Mathias y col. describen una nueva arabinofuranosil-transferasa AftB implicada en una etapa terminal de la
biosintesis del arabinano de la pared celular en M. tuberculosis.

Alderwick, Luke J. y col., desvelan la transferasa AftA que también podria representar una diana farmacoldgica
atractiva.

Sumario de lainvencién

La presente invencién se basa en el descubrimiento de que la proteina Rv3790 de Mycobacterium tuberculosis, cuya
secuencia de ADN puede obtenerse en http://genolist.pasteur.fr/TubercuList (TubercuList WorldWide Web Server;
coordenadas del gen de Rv3790: de 4162306 a 4163718), es la diana para farmacos de benzotiazinona, una nueva
clase de moléculas que parecen ser muy prometedoras en el tratamiento de la tuberculosis ("New thiazinone
derivatives, their preparations and their use as antibacterials”, solicitud de patente n° PCT/EP 2006/004942, a
nombre del Instituto Leibniz para la Investigacién de Productos Naturales y la Biologia de la Infeccion, e. V., Instituto
Hans Kndll (HKI).

Se ha demostrado que las proteinas Rv3790 y Rv3791 trabajan concertadamente y estan implicadas en la
biosintesis de arabinogalactano (3). El arabinogalactano es un componente fundamental de la pared celular
micobacteriana que une covalentemente la capa exterior de acidos micolicos al peptidoglucano. En particular, ambas
proteinas Rv3790 y Rv3791 son importantes para llevar a cabo la transformacién de decaprenil-P-ribosa en
decaprenil-P-arabinosa (3). El descubrimiento sugiere que los farmacos de benzotiazinona interfieren con la
biosintesis de la pared celular micobacteriana. Es de sefialar que ambos genes rv3790 y rv3791 han sido descritos
como esenciales por mutagénesis con el transposon Himar-1 en la cepa H37Rv (4).


http://genolist.pasteur.fr/TubercuList

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2434116 T3

Hemos encontrado que mutaciones en el extremo C de la proteina Rv3790, asi como su expresion en exceso
confieren un alto grado de resistencia a farmacos derivados de benzotiazinona en Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium bovis BCG y Mycobacterium smegmatis. Los genes rv3790 naturales y mutados, asi como rv3791
han sido clonados y expresados en exceso en Escherichia coli.

Se han encontrado proteinas ortdlogas de Rv3790 sensibles a los derivados de benzotiazinona en los géneros
siguientes: Nocardia, Rhodococcus y Corynebacterium.

Puede formularse la hip6tesis de que los excelentes resultados obtenidos en la evaluacion de laboratorio con los
derivados de benzotiazinona se correlacionan con la accion inhibitoria de Rv3790 que se ha descubierto. Esta
evidencia puede poner en marcha nuevas investigaciones sobre farmacos que actien contra la proteina Rv3790.
Por lo tanto, la proteina Rv3790 y proteinas homélogas relacionadas y especialmente ortélogas no solo son dianas
Optimas para farmacos pertenecientes a la clase de las benzotiazinonas, sino también prometedoras dianas para el
descubrimiento de nuevos farmacos para utilizar en la lucha contra infecciones causadas por Mycobacterium
tuberculosis, Mycobacterium leprae, Nocardia, Rhodococcus y Corynebacterium.

Por consiguiente, un objeto de la presente invencion es proporcionar un método para el cribado de farmacos
candidatos para el tratamiento de la tuberculosis por interferencia con la biosintesis de arabinogalactano, en que
dicho método comprende una etapa de puesta en contacto de un cultivo celular de Mycobacterium tuberculosis que
expresa en exceso una proteina que lleva a cabo la transformacion de decaprenil-P-ribosa en decaprenil-P-
arabinosa y que esta codificada por el gen rv3790 u homdlogos del mismo o cualquier marco de lectura abierto
artificial cuyo producto génico sea idéntico u homologo a la proteina Rv3790 con un farmaco candidato y la posterior
evaluacion del porcentaje de inhibicion causado por el farmaco candidato frente a un control (M. tuberculosis
transformado solo con el vector pSODIT-2) en una prueba de ensayo.

Preferentemente, la prueba de ensayo es una prueba de ensayo in vitro de la actividad antibacteriana o una prueba
enzimatica.

Otro objeto de la presente invencién es una preparacion de un cultivo celular de cepas mutantes de Mycobacterium
tuberculosis con el aminoacido cisteina de la posicion 387 sustituido por una serina o una glicina para uso como
herramienta de control en el método de la presente invencién.

El descubrimiento de que proteinas del tipo de Rv3790 codificadas por genes mutados son responsables de la
resistencia a los farmacos que interfieren con la biosintesis de arabinogalactano, como los farmacos de
benzotiazinona, tendrd importantes implicaciones en el diagndstico y el tratamiento de cepas micobacterianas
resistentes a los farmacos.

Por lo tanto, otro objeto de la presente invencidon es proporcionar un método de diagnéstico rapido de cepas
micobacterianas resistentes a los farmacos que implica la amplificacion mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa (5) de una regién interna que solapa con el codén 387 del gen rv3790 de una cepa de Mycobacterium
tuberculosis aislada de un paciente de TB y el analisis de la secuencia de ADN para detectar la presencia de las
mutaciones identificadas como responsables de la resistencia a los farmacos que interfieren con la biosintesis de
arabinogalactano, como las benzotiazinonas.

En el contexto de la presente invencion, el término “farmaco que interfiere con la biosintesis de arabinogalactano”
indica una molécula que impide la transformacién de decaprenil-P-ribosa en decaprenil-P-arabinosa al bloquear o
silenciar una proteina que lleva a cabo la transformacion de decaprenil-P-ribosa en decaprenil-P-arabinosa y que
esta codificada por el gen rv3790 u homologos del mismo o por cualquier marco de lectura abierto artificial cuyo
producto génico es idéntico u homdlogo a la proteina Rv3790.

Otro objeto de la presente invencion son inhibidores de la proteina Rv3790 obtenidos por el método de cribado de la
invencion segun las reivindicaciones 18 a 20.

El uso de SEQ ID NO. 1 para la preparacion de un medicamento para el tratamiento de la tuberculosis segun la
reivindicacion 22 es otro objeto de la invencion.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra un andlisis de alineamiento mdltiple con proteinas ortélogas de Rv3790 de varios géneros
pertenecientes a las actinobacterias. La figura 2 muestra la secuencia de ADN del gen rv3790.

Descripcion detallada de lainvencién
Un primer objeto de la presente invencion es un método para el cribado de farmacos candidatos para el tratamiento

de la tuberculosis por interferencia con la biosintesis de arabinogalactano, en que dicho método comprende una
etapa de puesta en contacto de cultivos celulares de Mycobacterium tuberculosis (transformados con pSODIT-
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2/Rv3790) que expresan en exceso una proteina que lleva a cabo la transformacion de decaprenil-P-ribosa en
decaprenil-P-arabinosa y que esta codificada por el gen rv3790 u homoélogos del mismo o por cualquier marco de
lectura abierto artificial cuyo producto génico es idéntico u homélogo a la proteina Rv3790 con un farmaco candidato
y la posterior evaluacion del porcentaje de inhibicion causado por el farmaco candidato frente a un control en una
prueba de ensayo.

Preferentemente, dicha prueba de ensayo es una prueba in vitro de la actividad antibacteriana o una prueba
enziméatica.

En la prueba antibacteriana, la evaluacion del porcentaje de inhibicién se efectla preferentemente mediante la
determinacion de la concentracion inhibitoria minima (CIM). La CIM se define como la concentracién minima de un
agente antimicrobiano que inhibe el crecimiento visible de un microorganismo después de una incubacion adecuada.

Todos los farmacos candidatos se prueban también en un cultivo celular de M. tuberculosis transformado solo con el
vector pSODIT-2.

Como control, puede usarse isoniazida, que es el farmaco de referencia en el tratamiento de la tuberculosis.

Alternativa o adicionalmente, puede llevarse a cabo un experimento de control diferente, en el que no se efectda
ningun tratamiento con un farmaco candidato, de modo que se tiene una inhibicién del 0%. Se evalia el % de
inhibicién obtenido con el farmaco candidato con respecto a dicho control.

Dicha etapa de puesta en contacto de un cultivo celular de Mycobacterium tuberculosis con un farmaco candidato
puede llevarse a cabo poniendo la preparacion de células en una o mas disoluciones del farmaco candidato con
diferentes concentraciones del farmaco en un medio adecuado.

El farmaco candidato se prueba normalmente en una forma adecuada que permita un buen contacto entre la
sustancia y el cultivo celular. Preferentemente, el farmaco candidato se utiliza en disolucion o en suspension. El
farmaco candidato se usa en cantidades o concentraciones que dependen de varios factores, entre otros, el peso
molecular de la sustancia, su solubilidad y demas.

Preferentemente, se usan dos o méas concentraciones de los farmacos, con el fin de calcular la CIM (concentracion
inhibitoria minima) para cada candidato.

Preferentemente, el medio adecuado es el medio sdélido Middlebrook 7H11 (proveedor Difco). Con mayor
preferencia, este medio se suministra con &cido oleico, albimina de suero bovino, dextrosa y catalasa (OADC). Este
medio es tipico para las cepas micobacterianas.

La preparacion de la proteina Rv3790 recombinante en las formas naturales y mutantes de células de Escherichia
coli para el ensayo de la actividad enzimética se realiza de acuerdo con el método descrito en la referencia (3). La
prueba de cribado enzimatico de la invencion puede llevarse a cabo con la enzima Rv3790 recombinante en una
mezcla de reacci6n que contiene FAD, NAD', NADPH y decaprenilfosforilrribosa (DPR) radiomarcada que, por
medio de la reaccidn enzimatica se transforma en decaprenilfosforil-D-Araf (DPA). Este es el experimento de control.
Se lleva a cabo otro experimento en el que se repite el procedimiento en presencia del farmaco candidato. La
cantidad de la DPA asi formada se detecta y se calcula el % de inhibicién de la reaccion enzimatica causado por el
farmaco candidato. La formacion de DPA se monitoriza de acuerdo con procedimientos estandar bien conocidos por
el experto en la técnica, como los descritos en la referencia (3).

Las aplicaciones de la invencion incluyen que el método de cribado de la invencién puede usarse para una
evaluacion in vivo de la actividad de los farmacos candidatos que pasan la etapa de cribado in vitro. Esta evaluacién
in vivo puede realizarse segun se describe a continuacion, en particular, mediante la administracion de regimenes de
dosificacion preseleccionados del farmaco candidato a ratones con diseminacion hematica de una cepa de
tuberculosis, en comparacion con un farmaco de control y con un placebo.

El farmaco de control es preferentemente isoniazida.
Preferentemente se usa la linea BALB/c de ratones.

Preferentemente, la cepa de tuberculosis es un cultivo virulento de Mycobacterium tuberculosis H37Rv, con mayor
preferencia a una dosis de 5 x 10° UFC (unidades formadoras de colonias) en tamp6n salino.

La dosis del farmaco candidato para el cribado puede variar en un amplio intervalo de dosis dependiendo de varios
factores, como la CIM calculada a partir de los resultados de la prueba in vitro anterior o la DLsp que puede
determinarse para dicho compuesto. Generalmente, la dosis del farmaco candidato usada en dicho método de
cribado in vivo serd inferior a su DLsp.
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Preferentemente, los farmacos se introducen por via oral como suspensién en un tampo6n adecuado.
Preferentemente, el tratamiento se administra diariamente, seis veces por semana.

Para determinar la eficacia de cada régimen de tratamiento, se registran los cambios macroscépicos en los 6rganos
parenguimatosos del ratén, el crecimiento de micobacterias procedentes de material patolégico en medio sélido, asi
como un indice bacterioscopico del dafio organico. También se lleva a cabo un andlisis cualitativo y cuantitativo de
los cambios macroscopicos en el higado, el bazo y los pulmones y se calcula un indice de dafio (mediante una
escala de cuatro puntos).

Como otro objeto mas de la presente invencion se proporciona también un método de diagnéstico de cepas
micobacterianas resistentes a los farmacos. El método de diagnéstico implica la amplificaciéon mediante la reaccion
en cadena de la polimerasa (5) del gen rv3790 de una cepa de Mycobacterium tuberculosis aislada de un paciente
de TBy el andlisis de la secuencia de ADN para detectar la presencia de las mutaciones identificadas.

Preferentemente, el método comprende la amplificacion mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (5) de una
region interna que solapa con el codon 387 del gen rv3790 de una cepa de Mycobacterium tuberculosis aislada de
un paciente de TB y el analisis de la secuencia de ADN para detectar la presencia de las mutaciones identificadas
(cisteina sustituida por glicina o cisteina sustituida por serina) como responsables de la resistencia a los farmacos
que interfieren con la biosintesis de arabinogalactano, como las benzotiazinonas.

Otro objeto de la presente invencion son inhibidores de la proteina Rv3790 que pueden obtenerse por el método de
cribado de la invencion de acuerdo con las reivindicaciones 18 a 20.

Farmacos que interfieren con la biosintesis de arabinogalactano

Los farmacos que pueden obtenerse por medio del método de cribado de la invencion se seleccionan
preferentemente entre anticuerpos monoclonales dirigidos contra la proteina Rv3790 y secuencias no codificantes
de ARNm del gen rv3790, en que dichos farmacos muestran un % de inhibicién superior al 50% en la prueba de
cribado in vitro y/o un % de inhibicion superior al 50% en la prueba antibacteriana in vivo de la invencion.

En la presente invencion, dichos farmacos son anticuerpos monoclonales dirigidos contra la proteina Rv3790. Tales
anticuerpos pueden obtenerse de acuerdo con procedimientos convencionales descritos asimismo en la bibliografia
(6, 7).

En otra realizacion de la presente invencion, dichos farmacos son secuencias no codificantes del gen rv3790.

La presente invencién, proporciona oligémeros no codificantes con una secuencia eficaz para inhibir o bloquear la
expresion del gen o la secuencia de ARNm que codifican Rv3790. De acuerdo con la reivindicacion 20, la secuencia
para preparar las secuencias oligoméricas no codificantes de rv3790 es una secuencia de 25-mer de la secuencia
de ARNm de rv3790: AUG UUG AGC GUG GGA GCU ACC ACU A. La secuencia completa del gen rv3790 esta
depositada en http://genolist.pasteur.fr/TubercuList/, con el nombre de gen rv3790. La secuencia de ADN completa
de rv3790 se expone en la figura 2. Tales secuencias codificantes preferidas se usan para la construccion de
agentes oligonucleotidicos no codificantes (y los controles adecuados) para una comparacion in vitro como
inhibidores de la proteina Rv3790. Estos datos in vitro son predictivos de la utilidad clinica en humanos del uso de
agentes no codificantes de un disefio comparable.

Método de tratamiento

Un método de tratamiento de un paciente que padece tuberculosis puede incluir la administracion a dicho paciente
de una cantidad con eficacia antibacteriana de un farmaco que interfiere con la biosintesis de arabinogalactano
mediante el bloqueo o el silenciamiento de una proteina que lleva a cabo la transformacién de decaprenil-P-ribosa
en decaprenil-P-arabinosa.

Preferentemente, dicho farmaco es una molécula de benzotiazinona o anticuerpos monoclonales dirigidos contra la
proteina Rv3790 o secuencias no codificantes de ARNm del gen rv3790.

El método de tratamiento puede incluir ademas la administracion de un farmaco antibacteriano contra
Mycobacterium tuberculosis con un mecanismo de accion diferente, como isoniazida.

La dosis que se administra de dicho farmaco que interfiere con la sintesis de arabinogalactano puede variar en un
amplio intervalo de dosis, dependiendo de la actividad del inhibidor, la gravedad de la enfermedad, las condiciones
del paciente, su peso y edad, asi como la via de administracion, segin determinara el médico.

Generalmente, el farmaco puede usarse en dosis en el intervalo de 0,001 mg a 50 mg por kg de peso corporal, de
una a cuatro veces al dia.
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El uso de SEQ ID NO. 1, que interfiere con la biosintesis de arabinogalactano segun se describe anteriormente, para
la preparacion de un medicamento para el tratamiento de la tuberculosis también se reivindica seglin se expone en
la reivindicacion 22.
Parte experimental

Determinacién de la actividad inhibitoria minima (CIM) in vitro de un farmaco candidato contra micobacteria

Una colonia individual de una cepa de M. tuberculosis se usa para inocular el medio Middlebrook 7H9 enriquecido
con OADC al 10% y Tween 80 (Difco) al 0,05%. Este medio es tipico para cepas micobacterianas.

El cultivo se incuba a 37°C hasta alcanzar la fase de crecimiento exponencial (DOeoo nm = 1 — ~10® UFC/ml). Se
preparan diluciones de dicho cultivo y se usan para sembrar en placa ~10° UFC.

EVALUACIONES DE LA CIM EN MEDIO SOLIDO

Se preparan placas de medio Middlebrook 7H11 (Difco) con OADC al 10% mediante la adiciéon de cantidades
crecientes de los farmacos. Preferentemente, se usan varias concentraciones de los farmacos con el fin de calcular
la CIM para cada candidato. Se siembran diluciones de los cultivos en placas de medio y estas se incuban a 37°C
durante 21 dias. La inhibicién del crecimiento se evalla visualmente.

Determinacioén de la actividad inhibitoria in vivo de un farmaco candidato contra Mycobacterium tuberculosis en el
modelo de TB murino

Para determinar la eficacia quimioterapéutica, puede usarse la linea BALB/c de ratones con tuberculosis
experimental de diseminacion hematica.

Los ratones se infectan con un cultivo virulento de dos semanas de Mycobacterium tuberculosis H37Rv por inyeccion
intravenosa (en la vena de la cola) de la suspension micobacteriana a una dosis de 5 x 10° UFC (unidades
formadoras de colonias) en 0,5 ml de disolucion salina. Todos los animales experimentales se dividen en grupos en
funcion del régimen de tratamiento usado.

El tratamiento se inicia el dia siguiente después de la infeccidon. Los farmacos se introducen por via oral como
suspension en carboximetilcelulosa/agua con una pequefia cantidad de PEG-400. La quimioterapia se administra
diariamente, seis veces por semana.

Después, los animales se sacrifican. Para determinar la eficacia de cada régimen de tratamiento, se registran los
cambios macroscopicos en los érganos parenquimatosos del raton, el crecimiento de micobacterias procedentes de
material patolégico en medio sdélido, asi como un indice bacterioscépico del dafio organico. También se lleva a cabo
un andlisis cualitativo y cuantitativo de los cambios macroscopicos en el higado, el bazo y los pulmones y se calcula
un indice de dafo (mediante una escala de cuatro puntos).

La evaluacion macroscopica de la eficacia de cada régimen de tratamiento se expresa en el indice de eficacia,
calculado mediante la formula siguiente:

indice de eficacia = 100% - indice de dafio del grupo estudiado / indice de dafio del grupo de control x 100

El examen microbioldgico incluye un cultivo para la determinacion de las UFC en los 6rganos parenquimatosos. Para
este fin, se homogeneizan el pulmén derecho y el bazo separadamente con acido sulfdrico al 6%, se centrifugan y
se lavan con aguan y disolucién salina. El producto (aproximadamente 0,5 ml) se diluye con 1,0 ml de disolucion
salina y se homogeneiza. Esta suspension (0,5 ml) de los érganos de prueba se diluye 100 y 1.000 veces y se
distribuye en medio sélido Finn-2. Los cultivos se incuban a 37°C durante un mes y se observan semanalmente, a
partir del dia 10. Después de 28 dias se cuentan las UFC.

Preparacion de Rv3790 recombinante

Con el fin de obtener la expresién de la proteina en E. coli, se probaron varias condiciones de crecimiento, con o sin
isopropil-p-tiogalactésido (IPTG) como inductor, a concentraciones en el intervalo de 0,125 mM a 1 mM. Todos los
cultivos se incubaron a 37°C durante dos horas, a 27°C durante dos y cuatro horas y a 20°C durante dos y 20 horas.
Las células se recogieron por centrifugacion y los extractos de proteina derivados se analizaron por SDS-PAGE. Las
proteinas recombinantes se purificaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Qiagen).

Determinacion de Rv3790 como diana para benzotiazinonas

Con el fin de identificar la diana molecular para las benzotiazinonas, se siguieron dos estrategias cientificas/técnicas
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diferentes:

a) la transformacion de un banco de césmidos de Mycobacterium smegmatis en M. smegmatis y la seleccion de
resistencia a benzotiazinonas;

b) mutagénesis convencional: bisqueda de mutaciones espontdneas mediante la siembra en placa de cultivos
micobacterianos en medios con benzotiazinonas.

La concentracion inhibitoria minima (CIM) de diferentes benzotiazinonas para M. smegmatis mc”155, M. bovis BCG
y M. tuberculosis H37Rv se determind, segun se describe anteriormente, en medio Middlebrook 7H11 como medio
solido, enriquecido con acido oleico, albumina de suero bovino, dextrosa y catalasa (OADC).

La atencion se centr6 en la benzotiazinona mas activa: 10526038. La determinaciéon de la CIM se llevo a cabo
también para isoniazida como compuesto de control. Los valores de CIM de 10526038 e isoniazida se muestran en
la tabla 1.

Tabla 1. CIM de 10526038 e isoniazida para diferentes especies micobacterianas.

Valores de CIM
Cepas
10526038 [ng/ml] Isoniazida [ug/ml]
M. smegmatis mc*155 4 16
M. bovis BCG 2 0,05
M. tuberculosis H37Rv 0,75 0,05

Estrategia a)

Se construydé un banco genémico de M. smegmatis mc?155 con el césmido vector pYUB18 y se transformd en M.
smegmatis mc®155; los clones recombinantes se seleccionaron por siembra en placas con diferentes
concentraciones de benzotiazinonas (en el intervalo de 16 ng/ml a 64 ng/ml). Se seleccionaron dos césmidos
responsables de la resistencia a las benzotiazinonas (8x CIM), que se secuenciaron parcialmente y se compararon
con la secuencia genémica de M. smegmatis mc?155 (www.tiger.org). Estos cdsmidos mostraron un inserto
solapante de 22 kb. Mediante experimentos de subclonacion de la region gendémica comun, se identific6 un gen
responsable de la resistencia a 10526038. Este gen de 1.383 pb codifica una hipotética oxidorreductasa
(MSMEG_6382) de gran homologia con Rv3790 de M. tuberculosis (http://genolist.pasteur.fr/TubercuList/). Se ha
demostrado que las proteinas Rv3790 y Rv3791 trabajan concertadamente y que estan implicadas en la biosintesis
de arabinogalactano, un componente fundamental de la pared celular micobacteriana. Ambas proteinas son
importantes para llevar a cabo la transformacién de decaprenil-P-ribosa en decaprenil-P-arabinosa (3).

Es de sefialar que los dos genes rv3790 y rv3791 han sido descritos como esenciales para la vida de M. tuberculosis
por mutagénesis con el transposon Himar-1 en la cepa H37Rv (4). El gen rv3790 se cloné en el vector de expresion
pSODIT-2 y se transformé en las especies siguientes: M. smegmatis, M. bovis BCG y M. tuberculosis. Segun se
muestra en la tabla 2, la expresion en exceso de Rv3790 confiere un alto nivel de resistencia a 10526038 en las tres
especies micobacterianas.

Tabla 2. CIM de 10526038 para diferentes especies micobacterianas que expresan Rv3790 en exceso.

Plasmido CIM de 10526038 (nivel de resistencia)
M. smegmatis [ng/ml] M. bovis BCG [ng/ml] M. tuberculosis [ng/ml]
pSODIT-2 4 2 0,75
Rv3790/pSODIT-2 256 (32x CIM) 32 (8x CIM) 500 (333x CIM)

Estrategia b)
Se aislaron mutantes resistentes espontaneos, respectivamente, en M. smegmatis, M. bovis BCG y M. tuberculosis.

Resultados obtenidos en M. smegmatis mc®155

Con el fin de identificar la diana celular para las benzotiatinonas, se aislaron mutantes de M. smegmatis mc?155
resistentes a la benzotiazinona 10526038 por mutacion convencional espontdnea mediante la siembra en placa de
~10" células en medio sélido que contenia diferentes concentraciones del compuesto, en el intervalo de 10 a 30
veces la CIM para la cepa natural. Se aislaron mutantes resistentes con una frecuencia en el intervalo de 107 a10°.
Los resultados de esta seleccion se muestran en la tabla 3.
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Tabla 3. Mutantes espontaneos de M. smegmatis resistentes a 10526038.

Mutantes de Concentracion de 10526038 Frecuencia de Nivel de

M. smegmatis usada para el aislamiento aislamiento resistencia
MN47, 48 30x CIM 5.107 500x CIM
MN81, 84 30x CIM 5.10° >4.000x CIM

El gen MSMEG_6382 y una regién anterior de 200 pb se secuenciaron en los cuatro mutantes de M. smegmatis
(MN47, MN48 y MN81, MN84 con un nivel diferente de resistencia a 10526038 (500/>4.000x CIM). Esta region
nucleotidica se comparé con la secuencia natural (www.tiger.org). En las secuencias nucleotidicas de las cepas
resistentes de M. smegmatis se identificaron dos mutaciones puntuales. Las dos mutaciones se localizan en el
mismo cododn, pero en diferentes nucledtidos, de acuerdo con el distinto nivel de resistencia, segin se muestra en la
tabla 4.

Tabla 4. Mutaciones identificadas en cepas resistentes de M. smegmatis. Se subraya el nucleétido mutado.

Cepas de M. smegmatis CIM (nivel de resistencia) Codon Aminoécido (394)
Natural 4 ng/ml tgc Cisteina

Mutantes MN47, MN48 4 pg/ml (500x CIM) ggc Glicina

Mutantes MN81, MN84 >16 pg/ml (>4.000x CIM) tcc Serina

Resultados obtenidos en M. bovis BCG Pasteur

Con el fin de identificar la diana celular para las benzotiazinonas, se aislaron mutantes de M. bovis BCG de gran
resistencia mediante la siembra en placa de ~10"° células en medio sélido que contenia diferentes concentraciones
de 10526038, en el intervalo de 5 a 40 veces la CIM para la cepa natural. Se obtuvieron mutantes resistentes con
una frecuencia de 10°®. El resultado de esta seleccién se muestra en la tabla 5.

Tabla 5. Mutantes espontdneos de M. bovis resistentes a 10526038.

Mutantes de Concentracion de 10526038 Frecuencia de Nivel de
M. bovis utilizada para el aislamiento aislamiento resistencia
BN1-8 40x CIM 1,8-10° >8.000x CIM

En los ocho mutantes de M. bovis se llevé a cabo la secuenciacion del gen homélogo de rv3790. Se identific6 una
mutacion puntual en el codén mutado correspondiente en M. smegmatis. En los ocho mutantes estaba mutado el
segundo nucledtido, lo que causa un cambio de la cisteina natural a serina, seguin se muestra en la tabla 6.

Tabla 6. Mutaciones identificadas en cepas resistentes de M. bovis. Se subraya el nucleétido mutado.

Cepas de M. bovis CIM (nivel de resistencia) Codon Aminoacido (387)
Natural 2 ng/ml tgc Cisteina
Mutantes BN1-8 >16 pg/ml (>8.000x CIM) tcc Serina

Resultados obtenidos en M. tuberculosis H37Rv

Con el fin de encontrar la diana para las benzotiazinonas en M. tuberculosis (Mtb) se aislaron algunos mutantes
resistentes espontaneos de Mtb. El valor de la CIM de 10526038 para Mtb es muy bajo, 1,5 ng/ml (frente a 0,05
pg/ml de isoniazida).

El aislamiento de los mutantes resistentes se llevé a cabo en el medio 7H11 (tipico para micobacteria) con la adicion
del farmaco 10526038 en diferentes concentraciones. Se usaron cuatro cultivos independientes de Mtb, a una DOego
= 1. Se sembraron en placa alicuotas (250 pl) de los cuatro cultivos en las siguientes concentraciones del farmaco:
10x CIM, 40x CIM, 70x CIM, 150x CIM y 300x CIM. Se obtuvieron mutantes resistentes espontaneos de Mtb para
todas las concentraciones del farmaco, con la excepcion de 10x CIM. En la tabla 7 se muestran los mutantes
aislados, la frecuencia y los valores de la CIM.

Tabla 7. Mutantes espontaneos de Mtb resistentes a 10526038.

Mutantes de Concentracion de 10526038 Frecuencia de Nivel de
Mtb utilizada para el aislamiento aislamiento resistencia
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NTB1 150x CIM 6,6-107 >2.000x CIM
NTB2 300x CIM 2.10°® >2.000x CIM
NTB3 300x CIM 2.10°® >2.000x CIM
NTB4 300x CIM 2.10° >2.000x CIM
NTB5 300x CIM 2.10° >2.000x CIM
NTB6 300x CIM 2.10° >2.000x CIM
NTB7 300x CIM 2.10°® >2.000x CIM
NTBS 40x CIM 3,3-107 >2.000x CIM
NTB9 70x CIM 33-10" 166x CIM

NTB10 150x CIM 6,6-107 >2.000x CIM

Es importante subrayar que los mutantes se aislaron solo en altas concentraciones del farmaco y que los mutantes
aislados mostraron dos niveles de resistencia. En particular, el mutante NTB9 es menos resistente y crece muy
lentamente.

Para encontrar la mutacion responsable de la resistencia, se secuencid el gen rv3790 en todos los mutantes. Se
encontraron dos mutaciones de aminoacido puntuales localizadas en el mismo coddn del gen rv3790 (tabla 8).

Tabla 8. Mutaciones identificadas en el gen rv3790 de cepas resistentes de Mtbh. Se subraya el nucleétido mutado.

Cepas de Mtb Valores de la CIM Codén Aminoacido (posicion 387)
Mtb natural 1,5 ng/ml tgc Cisteina
Mutantes NTB1-8, NTB10 >2.000x CIM tcc Serina
Mutante NTB9 166x CIM ggc Glicina

Los resultados anteriores sefialan la proteina Rv3790 como diana para los farmacos de benzotiazinona.

Dado que dos mecanismos comunes de resistencia a antibidticos incluyen la amplificacion de la diana o la
modificacién de la diana, con el primer método se aislaron cepas micobacterianas resistentes a las benzotiazinonas
por medio del mecanismo de amplificacién, mientras que con el segundo método se aislaron cepas micobacterianas
resistentes a las benzotiazinonas a través de mutaciones en un codén especifico del gen rv3790. Este codén esta
presente en la porcidon C-terminal de la proteina Rv3790; una cisteina en la proteina Rv3790 natural cambia a una
glicina en M. tuberculosis y M. smegmatis (véanse los mutantes NTB9, MN47 y MN48) o una serina en M.
tuberculosis, M. bovis BCG y M. smegmatis (véanse los mutantes NTB1-8, NTB10, BN1-8 y MN81 y MN84), lo que
causa distintos niveles de resistencia. EI mayor nivel de resistencia se observo con la sustitucién por serina.

Ya que todas las mutaciones estan presentes en el mismo codén, la cisteina podria ser el sitio activo para la union
del farmaco.

Por lo tanto, los mutantes seleccionados in vitro sugieren firmemente que los farmacos de benzotiazinona reconocen
como diana la proteina Rv3790 y, de este modo, afectan a la sintesis de arabinogalactano.

Proteinas ortélogas de Rv3790

Por medio del programa BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sutils/genom_table.cgi?organism=microb) se investigd
la presencia de genes ortologos de rv3790 en microorganismos relacionados pertenecientes a la familia de los
actinomicetos: Mycobacterium avium, Mycobacterium aurum, Mycobacterium leprae, otras especies
micobacterianas, Nocardia spp., Rhodococcus spp. y Corynebacterium spp. Dado que la secuencia de ADN de
rv3790 no estaba disponible para algunos microorganismos, como Mycobacterium aurum, en nuestro laboratorio se
clono y secuencio el gen correspondiente. La proteina Rv3790 esta bien conservada en todos los microorganismos
examinados, seguin demuestra el andlisis de alineamiento multiple con el programa ClustalW (http://npsa-pbil.ib-
cp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_clustalw.html).

Es de sefalar la conservacion de la cisteina critica en los microorganismos examinados. De hecho, se encontré una
gran conservacion de la cisteina en estos microorganismos, con la excepcion de Mycobacterium avium,
Mycobacterium avium paratuberculosis y Mycobacterium aurum, en que la cisteina se sustituye por alanina y serina,
respectivamente (figura 1).
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Para verificar si la ausencia de la cisteina confiere resistencia a la benzotiazinona 10526038, se llevaron a cabo
evaluaciones de la CIM para los microorganismos siguientes: Mycobacterium avium, Mycobacterium aurum,
Nocardia, spp., Rhodococcus spp y Corynebacterium spp.

Para las especies micobacterianas, el experimento se llevo a cabo en el medio 7H11 con diferentes concentraciones
del fairmaco. Las CIM se determinaron con una dilucién del cultivo de 0,5 unidades de McFarland.

Para los otros actinomicetos, Nocardia spp, Rhodococcus spp. y Corynebacterium spp., las diluciones de 0,5
unidades de McFarland se sembraron en agar de Mueller-Hinton con sangre y la adicién de diferentes
concentraciones del farmaco.

Segln se muestra en la tabla 9, la benzotiazinona 10526038 es mas activa contra las especies de actinomicetos.
Solo M. avium y M. aurum parecen ser naturalmente resistentes a benzotiazinonas; por lo tanto, se confirma nuestra
hipétesis de que la cisteina desempefia un papel clave en la sensibilidad a la benzotiazinona 10526038.

Tabla 9. Evaluaciones de la CMI de la benzotiazinona 10526038 para especies de actinomicetos.

Microorganismos Valor de la CIM de N386
Mycobacterium tuberculosis 0,75 ng/mi
Mycobacterium bovis BCG 1,5 ng/ml
Mycobacterium smegmatis 4 ng/ml

Mycobacterium aurum DSM43999 > 50 ug/ml
Mycobacterium aurum DSM43536 > 50 pg/ml
Mycobacterium aurum SB66, aislamiento clinico > 50 pg/ml
Mycobacterium vaccae 0,75 ng/ml
Mycobacterium avium, aislamiento clinico > 25 ug/ml
Nocardia spp., aislamiento clinico 12 ng/ml
Rhodococcus spp., aislamiento clinico 6 ng/ml
Corynebacterium spp., aislamiento clinico entre 200-500 ng/ml

Expresiéon heteréloga de Rv3790

Dado que la proteina Rv3790 trabaja concertadamente con Rv3791 (3), se construyeron los clones recombinantes
siguientes:

1) La enzima Rv3790 natural se produjo en Escherichia coli BL21(DE3)pLysS mediante el vector pET32.
2) La enzima Rv3791 natural se produjo en Escherichia coli BL21(DE3)pLysS mediante el vector pET15.

3) La enzima Rv3790 mutada (Cys—Gly: de un mutante resistente de M. tuberculosis) se produjo en E. coli
BL21(DE3)pLysS mediante el vector pET32.

4) La enzima Rv3790 mutada (Cys—Ser: de un mutante resistente de M. tuberculosis) se produjo en E. coli
BL21(DE3)pLysS mediante el vector pET32.

Los genes rv3790 y rv3791 de cepas naturales y resistentes (NTB1 y NTB9) de M. tuberculosis se amplificaron a
partir del genoma de M. tuberculosis por la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y se clonaron en diferentes
vectores de expresion. Las construcciones recombinantes se transformaron en células de E. coli BL21DE3/pLysS
por electroporacion. Con el fin de obtener la expresion de las proteinas en E. coli, se probaron varias condiciones de
crecimiento, con o sin isopropil-B-tiogalactosido (IPTG) como inductor, a concentraciones en el intervalo de 0,125
mM a 1 mM. Todos los cultivos se incubaron a 37°C durante dos horas, a 27°C durante dos y cuatro horas y a 20°C
durante dos y 20 horas. Las células se recogieron por centrifugacion y los extractos de proteina derivados se
analizaron por SDS-PAGE.

Referencias

1. Shah NS, Wright A, Bai GH y col. Worldwide emergence of extensively drug-resistant tuberculosis. Emerg. Infect.
Dis. 2007, 13: 380-387.

10




10

15

20

25

30

35

ES 2434116 T3

2. Williams KJ, Duncan K. Current strategies for identifying and validating targets for new treatment-shortening drugs
for TB. Curr. Mol. Med. 2007, 7: 297-307

3. Mikusova K y col. Decaprenylphosphoryl arabinofuranose, the donor of the D-arabinofuranosyl residues of
mycobacterial arabinan, is formed via a two-step epimerization of decaprenylphosphoryl ribose. J. Bacteriol. 2005,
187: 8020-8025.

4. Sassetti CM y col. Genetic requirements for mycobacterial survival during infection. Proc. Natl. Acad. Sci. USA
2003, 100: 12989-12994.

5. Mullis Ky col. Specific enzymatic amplification of DNA in vitro: the polymerase chain reaction. Cold Spring Harb.
Symp. Quant. Biol. 1986, 51: 263-73.

6. Andersen Py col. Recall of long-lived immunity to Mycobacterium tuberculosis infection in mice. J. Immunol. 1995,
154: 3359-3372.

7. Kohler G, Milstein C. Continuous cultures of fused cells secreting antibody of predefined specificity. Nature 1975,
256: 495-497.

Listado de secuencias

<110> UNIVERSITA’ DEGLI STUDI DI PAVIA
<120> UNA NUEVA Y EFICAZ DIANA FARMACOLOGICA PARA EL TRATAMIENTO DE LA TUBERCULOSIS
<130> E068907-GL

<160> 19

<170> Patentln, version 3.3

<210>1

<211> 25

<212> ARN

<213> Mycobacterium tuberculosis

<400> 1

auguugagcg ugggagcuac cacua 25

<210>2

<211>1.386

<212> ADN

<213> Mycobacterium tuberculosis

<400> 2

11



atgttgagcg
ccgtcggrgg
cgggtcgecg
ggggacaacg
cactccattg
ctgatgaaag
gtcaccgtcg
agcttcggta
ctcactccga
accggecatca
gccgacggeg
gaagcgegcet
ggccgegcgg
cggagcgaac
aacgggctgg
ggcacctatc
ggcgaatgga
acagaggcag
tcgtttctea
atcccggact
agcgaactcg

cgtaccaccg
cgccgcaagg
ctgtag

<210> 3
<211> 60
<212> Proteina

tgggagctac
cgaatgtgct
agtcgggagg
cccaaaacgg
acgecgacac
ccgecctgee
gcggggegat
accacgtgcg
ccggcgagga
tcatgcggge
acgtcaccge
acacctatte
cggtatecgeg
ctttgaaatt
ccaacaaata
gcggcaaggt
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cactaccgcc acccggetga <€cgggtgggg
tcgcacccca gatgccgaga tgatcgrcaa
€ggccggggt gctatcgegc gegggctggg
cggtgogttg gtgatcgaca tgacgccgct
ctaagctggte gacatcgacg ccggggtcaa
gttcgggetg tgggtcccgg tgctgeeggg
cgcctgogat atccacggca agaaccatca
cagcatggac ctgctgaccg ccgacggcga
cgccgaactg ttctgggcca ccgtcggaqg
caccatcgag atgacgccca cttcgacggce
cagcctcgac gagaccatcg ccctgcacag
cagtgcctgg trcgacgcga tcagogercc
tggccgoctg gecaccgtcg agcaattgec
cgatgcgcca cagctactta cgttgcccga
taccttcggc ccgatcggeg aactgtggta
ccagaacctc acgcagttct accatccgct
cggcccageg ggertcctge aatatcagtt
caagaagatc atcggcgtta ttcaagectc
gctgttcgge ccccgcaacc aggegocget
cgtcgacttc cccatcaagg acgggctgag
actggaattc ggcggecgge tctacaccgo

tcatgccatg tarcCgcgeg tcgacgaatg

ccgcacageg
ggcggtgget
ccgetcctat
gaacactatc
cctcgaccaa
aacccggceag
cagcgetgge
gatccgteat
caacggtctc
gtacttcatc
cgacggcage
cccgaagetg
tgcgaaactg
cgtgrrrcce
ccgcaaatce
ggacatgttc
cgtgatcccc
gggtcactac
cagcttccce
gaagtrcgtc
caaagactcc

gatcteegty

tcgatccoet gegegtattc goctccgaca tggeccgacg cttggagitg

<213> Mycobacterium tuberculosis

<400> 3

ger phe Leu Asn Ea] fPhe Lys Leu Phe

Leu Ser Phe Pro Ile Pro Gly Trp Asn
20 25

Gly Pro Arg Asn GIn Ala Pro
10 15

Ile cys val asp sge Pro Ile

Lys Asp g;y Leu Gly Lys Phe :E] ser Glu Leu Asp A;g Arg val Leu
4

Glu Phe Gly Gly Arg Leu Tyr Thr Ala Lys Asp Ser
S0 55 60

<210>4
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240
300
360
420
480
540
600
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720
780
840

960
1020
1080
1140
1200
1260

1320
1380
1386
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<211>60

<212> Proteina

<213> Mycobacterium bovis BCG
<400> 4

Ser phe Leu Asn val Phe Lys Leu phe Gly Pro Arg Asn Gln Ala Pro

1 5 10 15

Leu Ser Phe Pro 1Te Pro Gly Trp Asn lle Cys val Asp Phe Pro Ile
20 25 30

LYS Asp g;‘r Leu Gly Lys Phe :El ser Glu Leu Asp :Eg Arg val Leu

Glu Phe Gly Gly Arg Leu Tyr Thr Ala Lys Asp Ser
50 24 60

<210>5

<211> 60

<212> Proteina

<213> Mycobacterium bovis
<400> 5

*i'er Phe Leu Asn \;aﬂ phe Lys Leu Phe ﬂ;; Pro Arg Asn Gln ﬂa Pro

Leu Ser Phe Pro Ile Pro Gly Trp Asn Ile Cys val Asp phe Pro Ile
20 25 10

Glu Leu Asp Arg Arg val Leu
Lys Asp g‘;y Leu Gly Lys Phe :{a"l ser A

Gclu Phe Gly Gly Arg Leu Tyr Thr Ala Lys Asp %Er
50 55

<210> 6

<211> 60

<212> Proteina

<213> Mycobacterium leprae
<400> 6

Ser Phe Leu Asn val Phe Lys Leu Phe Gly Pro Gly Asn GlIn Ala Pro

1 5 10 15

Leu Ser Phe Pro Ile Pro Gly Trp Asn Ile Cys val Asp Phe Pro Ile
20 25 30

Lys Ser g}y Leu Asn Glu Phe ':31 Asn Lys Leu Asp igg Arg val Met

Glu Leu Gly Gly Arg Leu Tyr Thr Ala Lys Asp Ser
50 9 Eg y P 60

<210>7

<211> 60

<212> Proteina

<213> Mycobacterium avium
<400> 7
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%er Ala Leu Asn 1;'a’l Phe Lys Leu Phe
Leu Ser phe pro Met aAla Gly Trp Asn
20 25
Lys Pro Gly val Asn Glu Phe Leu Asn
35 40

GIn phe Gly Gly Arg val Tyr Thr Ala
50 .'I.i-g

<210>8

<211> 60

<212> Proteina

<213> Mycobacterium avium paratuberculosis
<400> 8

;.i'er Ala Leu Asn §a1 phe Lys Leu phe

Leu Ser phe Pro Met Ala Gly Trp Asn
20 25

Lys Pro Gly val Asn Glu Phe Leu Asn
35 40

GIn phe Gly Gly Arg val Tyr Thr Ala
50 55

<210>9

<211> 60

<212> Proteina
<213> Mycobacterium smegmatis
<400>9

ier Fhe Leu Asn gﬂ Phe Lys Leu Phe
Leu Ser Phe Pro Ile Pro Gly Trp Asn
20 25
Lys Ala Gly Leu His Glu Phe val Thr
35 40

Glu Phe Gly Gly Arg Leu Tyr Thr Ala
50 g Eg

<210> 10

<211> 60

<212> Proteina

<213> Mycobacterium aurum
<400> 10

Gly Pro Gly Asn Ar
Iﬂy Y 9

val

Glu

Lys

Gly

10

val

Glu

Lys

Gly

10

val

Glu

Lys

Ala Pro
15
Ala Met Asp Phe Pro Asn
30

Leu Asp :gg Arg val Leu
Asp Ser

60
Pro Gly Asn Arg

Ala Pro
15

Ala Met Asp ;ge Pro Asn

Leu Asp i;g Arg val Leu

Asp Ser
60

Pro Gly Asn GIn ﬂa Pro

Cys val Asp ;lae Pro Ile
Leu Asp i;g Arg val Leu

ASp ser
60
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ser Phe Leu Asn val Phe Lys Leu Phe Gly Pro Arg Asn GIn Ala Pro

1 5 10 15

Leu Ser Phe Pro Ile Pro Gly Trp Asn Ile Ser val Asp Phe Pro Ile
20 25 30

LyS Asp g;y Leu Gly Lys Phe :’31 ser Glu Leu Asp :Eg Arg val Leu

Glu Phe Gly Gly Arg Leu Tyr Thr Ala Lys Asp Ser
50 E 60

<210> 11

<211> 60

<212> Proteina

<213> Mycobacterium gilvum
<400> 11

%er' Phe Leu Asn ':jra‘l Phe Lys Leu Phe ﬂy Pro Gly Asn GIn ﬂa Pro

Leu Ser Phe Pro Ile Pro Gly Trp Asn val Cys val Asp Phe Pro Ile
20 25 30

Thre Ala Gly Leu Asn Glu Phe :Eu Asn Gly Leu Asp hgs Arg Val Leu
35

GIn Phe Gly Gly Arg Leu Tyr Thr Ala Lys Asp Ser
50 55 60

<210> 12

<211> 60

<212> Proteina

<213> Mycobacterium vanbalenii
<400> 12

sl.er Phe Leu Asn ga.l Phe Lys Leu Phe ﬂ‘y Pro Gly Asn Asp ﬂa Pro

Leu Ser phe Pro Ile Pro Gly Trp Asn val Cys val Asp Phe Gln Ile
20 25 30

Asn Pro g;y Leu Asn Glu Phe ;.ﬁu Asn Gly Leu Asp Iigs Arg val Leu

Glu Phe Gly Gly Arg Leu Tyr Thr Ala Lys Asp Ser
50 41 ve A &

<210> 13

<211> 60

<212> Proteina

<213> Mycobacterium ulcerans
<400> 13
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ser Phe Leu Asn val Phe Lys Leu Phe Gly Ala Gly Asn Gln Ala Pro

1 5 10 15

Leu Ser Fhe Pro Ile Pro Gly Trp Asn Ile Cys val Asp Phe Pro Ile
20 25 30

Lys Ala g;y Leu Asn Glu phe :gl ser Glu Leu Asp i;g Arg val Met

Glu Phe Gly Gly Arg Leu Tyr Thr Ala Lys Asp Ser
50 5 *P &

<210> 14

<211> 60

<212> Proteina

<213> Rhodococcus spp.
<400> 14

Ser Phe Leu Asn val Phe Lys Leu Phe Gly Glu Gly Asn GIn Ala Pro
1 5 10 15

Leu Ser Phe Pro Ile Pro Gly Trp Asn ITe Cys val Asp Phe Arg Ile
20 25 30

Lys Pro Gly Leu Asn Glu Phe :31 Thr Glu Leu Asp :gs Arg val Leu
35

phe Gly Gly Arg Leu Tyr Thr Ala Lys Asp Ser
Lys ghe Gy Gly Arg Les T 60

<210> 15

<211> 60

<212> Proteina

<213> Nocardia farcinica
<400> 15

Ser Phe Leu Asn val pPhe Lys Tyr Phe Gly GIn Gly Asn GIn Ala Pro

1 5 10 15

Leu Ser Phe ;51: Met Pro Gly Trp ;gn val Cys Leu Asp ;In'ue Pro Ile

Lys Pro Gly Leu Asn Glu Phe val Thr Glu Leu Asp Ser Arg val Leu
35 40 45

Glu Phe Gly Gly Arg Leu Tyr Thr Gly Lys Asp Ser
50 R ¥ Ly p €0

<210> 16

<211> 60

<212> Proteina

<213> Corynebacterium jeikeium
<400> 16

16
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Ser Ala Leu Asn val Phe Lys Leu Phe Gly Glu Gly Asn Lys Ala Pro

1 5 10 15

Leu ser Tyr Pro Met Pro Gly Trp Asn val Cys val Asp Leu Pro Ile
20 25 30

Lys Pro -133;1.! Leu Gly Ala phe ligu ASp ASp Leu Asp J:;g Arg val Met

Glu Phe Gly Gly Arg Leu Tyr Leu Ala Lys Glu Ser
50 Y 9 ;g Y 60

<210> 17

<211> 60

<212> Proteina

<213> Corynebacterium diphtheriae
<400> 17

Eer Ala Leu Asn ‘Eal Phe Lys Leu Phe 'i;;l)y Glu Gly Asn Lys ﬂa Pro

Leu Ser Tyr Pro Met Pro Gly Trp Asn val Cys val Asp Phe Pro Ile
20 25 30
Lys Pro g}y Leu Gly Ala phe Ijgu Asp Asp Leu Asp :i!s Arg val set

Glu Phe Gly Gly Arg Leu Tyr Leu Ala Lys Glu Ser
50 i R 60

<210> 18

<211> 60

<212> Proteina

<213> Corynebacterium efficiens
<400> 18

ser Ala Leu Asn val Phe Lys Leu Phe Gly Pro Gly Asn Arg Ala Pro

1 5 10 15

Leu Ser Tyr Pro Met Pro Gly Trp Asn val Cys val Asp phe Pro Ile
20 25 30

Arg Arg g}y Leu Gly Ala Phe :5" ASp Glu Leu Asp ﬂ“ Arg val Met

Glu pPhe Gly Gly Arg Leu Tyr Leu Ala Lys Glu Ser
50 g 60

<210> 19

<211> 60

<212> Proteina

<213> Corynebacterium glutamicum
<400> 19

17
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ser Ala Leu Asn val Phe Lys Leu Phe Gly Pro Gly Asn Arg Ala Pro
1 3 10 15
Leu Ser Tyr gEo Met Pro Gly Trp gn val cys val Asp ;EE Pro Ile

Arg Pro g;y Leu Gly Ala phe kgu ASp ASp Leu Asp :igs Arg val Met

Glu Phe Gly Gly Arg Leu Tyr Leu Ala Lys Glu Ser
50 e E 60

18
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REIVINDICACIONES

1. Método para el cribado in vitro de farmacos candidatos para el tratamiento de la tuberculosis por interferencia con
la biosintesis de arabinogalactano, en que dicho método comprende una etapa de puesta en contacto de un cultivo
celular de Mycobacterium tuberculosis que expresa en exceso una proteina que lleva a cabo la transformacion de
decaprenil-P-ribosa en decaprenil-P-arabinosa y que esta codificada por el gen rv3790 u homdlogos del mismo o
cualquier marco de lectura abierto artificial cuyo producto génico sea idéntico u homélogo a la proteina Rv3790 con
un farmaco candidato y la posterior evaluacién del porcentaje de inhibicién causado por el farmaco candidato frente
a un control en una prueba de ensayo.

2. Método de cribado de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que dicha prueba de ensayo es una prueba
antibacteriana in vitro o una prueba enzimatica.

3. Método de cribado de acuerdo con las reivindicaciones 1 6 2, en el que el cultivo celular de Mycobacterium
tuberculosis que expresa Rv3790 en exceso se obtiene por transformacion de un cultivo celular de Mycobacterium
tuberculosis con pSODIT-2/Rv3790.

4. Método de cribado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la evaluacién del porcentaje
de inhibicion se realiza mediante la determinacion de la concentracion inhibitoria minima (CIM) del farmaco
candidato.

5. Método de cribado de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que se usan dos o mas concentraciones de los
farmacos con el fin de calcular dicha CIM para cada farmaco candidato.

6. Método de cribado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que cada farmaco candidato se
prueba también en un cultivo celular de M. tuberculosis transformado solo con el vector pSODIT-2.

7. Método de cribado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 6, en el que dicho control es
isoniazida.

8. Método de cribado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que se lleva a cabo un
experimento de control adicional en que no se administra ningun tratamiento con un farmaco candidato de modo que
se tiene un 0% de inhibicién y en el que el % de inhibicién obtenido con el farmaco candidato se evalGa con respecto
a tal control adicional.

9. Método de cribado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que dicha etapa de puesta en
contacto de un cultivo celular de Mycobacterium tuberculosis que expresa Rv3790 en exceso con un farmaco
candidato puede llevarse a cabo por siembra en placa de la preparacion celular en un medio adecuado que contiene
diferentes concentraciones del farmaco candidato.

10. Método de cribado de acuerdo con la reivindicacion 9, en el que dicho medio es el medio sélido Middlebrook
7H11 (proveedor Difco).

11. Método de cribado de acuerdo con la reivindicacion 10, en el que dicho medio se suministra con acido oleico,
albumina de suero bovino, dextrosa y catalasa (OADC).

12. Método de cribado de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que dicha prueba de ensayo es una prueba
enzimatica que comprende una etapa de puesta en contacto de un farmaco candidato con una enzima Rv3790
recombinante en una mezcla de reaccién que contiene FAD, NAD®, NADPH y decaprenilfosforilrribosa (DPR)
radiomarcada y la posterior evaluacion, frente a un control, del porcentaje de inhibicién de la reaccién enzimatica
para obtener decaprenilfosforil-D-Araf (DPA) causado por el farmaco candidato.

13. Método de cribado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, que comprende ademas una
evaluacion por cribado in vivo de los farmacos candidatos que pasan la prueba in vitro, en que dicha evaluacion in
vivo comprende la administracion de regimenes de dosificacion preseleccionados del farmaco candidato a ratones
con diseminacion hematica de una cepa de tuberculosis, en comparacién con un farmaco de control y con un
placebo.

14. Método de cribado de acuerdo con la reivindicacion 13, en el que el farmaco de control es isoniazida.

15. Método de cribado de acuerdo con la reivindicacion 13 6 14, en el que se usan ratones BALB/C.

16. Método de cribado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 13 a 15, en el que la cepa de tuberculosis
es un cultivo virulento de Mycobacterium tuberculosis H37Rv.

17. Método de diagnoéstico para la identificacion de cepas micobacterianas resistentes a los farmacos en un

19
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paciente, en que el método implica la amplificacion por la reaccién en cadena de la polimerasa del gen rv3790 de
una cepa de Mycobacterium tuberculosis aislada de un paciente de TB y el analisis de la secuencia de ADN para
detectar la presencia de un cambio de cisteina a glicina o de cisteina a serina en el codén 387 como responsable de
la resistencia a las benzotiazinonas.

18. Farmacos inhibidores de la proteina Rv3790 que pueden obtenerse por el método de cribado de una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 16, en los que dichos farmacos inhibidores se seleccionan entre anticuerpos
monoclonales dirigidos contra la proteina Rv3790 y secuencias no codificantes de ARN del gen rv3790.

19. Inhibidores de acuerdo con la reivindicacion 18, en los que dichos inhibidores son secuencias no codificantes de
ARN que pueden obtenerse a partir de una secuencia de 25-mer de la secuencia de ARNm del gen rv3790.

20. Inhibidores de acuerdo con la reivindicacién 19, en los que dicha secuencia es SEQ ID NO. 1. AUG UUG AGC
GUG GGA GCU ACC ACU A.

21. Preparacion de cultivos celulares de cepas mutantes de Mycobacterium tuberculosis con el amino&cido cisteina
de la posicion 387 del gen rv3790 sustituido por serina o glicina como herramienta de control.

22. Uso de SEQ ID NO. 1: AUG UUG AGC GUG GGA GCU ACC ACU A para la preparacion de un medicamento
para el tratamiento de la tuberculosis.
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Figura 1. Analisis de alineamiento maltiple con proteinas
ortélogas de Rv3790

Ev37T90 (Mycobacteriun tuberculosis)
BOG_3852 {Mycobacterius bovis BOG)
¥bIE1S (Mycobacterium bovig)
MIH {Mycobacteriun lapras)
KAV: 0232 AMycobattariin” avium)
WAPDIBL M. §¥iul. phratybs
HEMEG (1 F] Wmiu -quti.ﬂ

. ...__. Hesros

Mycobacterium gum
Mycobacteriun vanbalenii
Mycobacteriun ulcerans
REodococcus spp-
Nocardia_farcinica
Corymabacterium Jeikelum
Corymabacterioe diphtherise
Corymabactarioe officieny
Corynsbactarion gletandcus
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Figura 2. Secuencia de ADN del gen rv3790 (tomada de
http://genolist.pasteur. fr/Tuberculist/) .

1 atg ttg age gtg gga gct ace act acc geo
31 - acc cgg ctg acc gg9g tgg ggc ¢gc aca gcg
61 - cog teog gty gog aat gbg ottt ege acc cca
91 - gat gcc gag atg atec gte aag gog gtg gct
121 - cgg gtc gce gag teg ggg g9c ggc ogg ggt
151 - get ate gog ©g¢ 999 ¢tg ggc cge tee tat
181 - ggg gac aac gcc caa aac ggc ggt ggg ttg
211 - gtg atc gac atg acg ccg ctg aac act ate
241 - cac tcc att gac gocc gac acc aag ctg gte
271 - gac atc gac goc ggg gtc aac ctc gac caa
301 - ctg atg aaa gcc gecc ctg ccg tte ggg ctg
331 - tgg gtc ccg gtg cty ccg gga acc cgg cag
361 - gtc acc gtc ggc ggg gcg atc geoc tge gat
391 - ate cac gg¢ aag aac cat cac agc gcot ggc
421 - agec ttec ggt aac cac gtg cgc age atg gac
451 - ctg ctg acc goc gac ggc gag atc cgt cat
4Bl - ctc act ccg Acc ggc gag gac goc gaa cotg
511 - ktc tgg gcc acc gte ggg gygc aac ggt cte
541 - ace ggc atc atc atg cgg goc acc atc gag
571 - atg acg ccc act tog acg gog tac ttc atc
601 - goc gac ggc gac gtc acc goc age cto gac
631 - gag acc atc gooc ctg cac agc gac ggc age
661 - gaa gcg cge tac acc tat tce agt gec tgg
691 - tte gac gog atc age get Ccc cog aag ctg
721 - gge cge geg geg gta teg ogt ggc oge ctg
751 - goo acc gte gag caa ttg cct gog aaa ctg
781 - cgg agc gaa cct ttg aaa tte gat gog cca
81l - cag cta ctt acg ttg ccc gac gtg ttt cce
841 - aac ggg ctg gcc aac aaa tat acc ttc gge
871 - cog atc gge gaa oty tgg tac cgc aaa tec
301 - ggc acc tat ogc gygc aag gte cag aac cto
931 - acg cag ttc tac cat cecg oty gac atg tte
961 - ggc gaa tgg aac cgc goc tac ggc cca gog
891 - ggc tte ctg caa tat cag ttc gtg atc cce
1021 - aca gag gcg gtt gat gag ttc aag aag atc
1051 - atec ggec gtt att caa goe teg ggt cac tac
1081 - tcg ttt cte aac gtg tte aag ctg tte gac
1111 - cee cge aac cay gog cog cte age tte cee
1141 - ate ceg ggc tyg aac atc tge gte gac tte
1171 - ccc atc aag gac ggy ctg ggg aag tte gte
1201 - age gaa ctc gac cgc cgg gta ctg gaa ttc
1231 - gge gge cgg ctc tac acg god aaa gac tec
1261 - cgt acc acc gcc gaa acc ttt cat gcoc atg
1291 - tat ceg cgc gtc gac gaa tgg atc tcc gtg
1321 - cgc cge aag gte gat cog ¢tg oge gta tte
1351 - gecc tec gac atg goc cga cge ttg gag ctg
1381 - ctg tag
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