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DESCRIPCION
Vacunas para tuberculosis que comprenden antigenos expresados durante la fase de infeccion latente

Campo de la invencién

La presente invencion da a conocer antigenos inducidos durante la inanicion o nuevos polipéptidos de fusién de
polipéptidos inmundgenos basados en polipéptidos derivados de Mycobacterium tuberculosis inducidos durante la
inanicion, el uso de uno o mas de los polipéptidos de fusién o antigenos inducidos durante la inanicion de la
invencion para la preparacion de una vacuna para utilizarse para la administracion a una persona/animal y las
vacunas como tales.

Antecedentes de la invencion

La tuberculosis humana causada por Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) es un grave problema de salud
mundial, responsable de aproximadamente 3 millones de muertes al afio, de acuerdo con la Organizacion Mundial
de la Salud. La incidencia a nivel mundial de nuevos casos de tuberculosis (TB) habia estado descendiendo durante
las décadas de 1960 y 1970 pero durante afios recientes esta tendencia ha cambiado marcadamente debido en
parte a la llegada del SIDA y la aparicion de cepas resistentes a multiples farmacos de M. tuberculosis.

La uUnica vacuna actualmente disponible para uso clinico es BCG, una vacuna cuya eficacia permanece siendo un
tema de controversia. La BCG induce generalmente un alto nivel de resistencia adquirida en modelos animales de
TB y en humanos es protectora contra las formas diseminadas de tuberculosis tales como meningitis y tuberculosis
miliar. Cuando se administra a nifios jovenes, es protectora contra la tuberculosis durante varios afios pero luego la
eficacia se desvanece. Una comparacion de varias pruebas controladas reveld que la eficacia de proteccion de la
BCG en adultos varioé dramaticamente con un intervalo de eficacia desde la ineficacia hasta 80% de proteccion. Esto
hace que el desarrollo de una vacuna nueva y mejorada contra M. tuberculosis sea un tema urgente, al cual la
Organizacion Mundial de la Salud le ha dado una prioridad muy alta.

Se han hecho muchos intentos para definir sustancias micobacterianas protectoras y diferentes investigadores han
reportado una resistencia incrementada después de la vacunacién experimental. La M. tuberculosis mantiene, asi
como también secreta, varias proteinas de relevancia potencial para la generaciéon de una nueva vacuna contra la M.
tuberculosis. La busqueda de moléculas candidatas se ha enfocado principalmente en proteinas liberadas de la
division de bacterias. A pesar de la caracterizacion de un gran nimero de estas proteinas solo se ha demostrado
que algunas de éstas inducen una respuesta inmune protectora como vacunas de subunidades en modelos
animales, mas notablemente ESAT-6 y Ag85B (Brandt y colaboradores 2000). Sin embargo, la demostraciéon de una
respuesta inmune, protectora, especifica a largo plazo con la potencia de la BCG o la capacidad de refuerzo en una
persona que se vacuna con la BCG todavia no se ha logrado. En el mejor de los casos, el refuerzo de la BCG con la
BCG no tiene efecto [Colditz, 1994]. El refuerzo de la BCG se ha realizado con Ag85a (Brooks y colaboradores IAl
2001; WO0204018) en una cepa endogamica de ratdon conduciendo a alguna proteccion, aunque en comparacion
con la BCG sola no fue significativamente mejor. Puesto que la BCG necesita dividir y secretar proteinas a fin de
inducir una respuesta inmune protectora, la carencia de un efecto de refuerzo es principalmente debido a ya sea la
sensibilizacién con micobacterias ambientales o una respuesta inmune residual de la vacunacién primaria con la
BCG. Ambos eventos conducen a una respuesta inmune rapida contra la BCG y por lo tanto una inhibicion rapida
del crecimiento y la eliminacion de la BCG.

El curso de una infeccion con M. tuberculosis pasa esencialmente a través de 3 fases. Durante la fase aguda, las
bacterias proliferan en los o6rganos, hasta que se incrementa la respuesta inmune. Los linfocitos CD4 T
sensibilizados especificamente median el control de la infeccion y la molécula mediadora mucho mas importante
parece ser interferon gamma (IFN-gamma). Las cargas bacterianas comienzan a descender y se establece una fase
latente donde la carga bacteriana se mantiene estable a un nivel bajo. En esta fase, la M. tuberculosis va de una
multiplicaciéon activa a un letargo, no reproduciéndose esencialmente y permaneciendo dentro del granuloma. En
algunos casos, la infeccién va a la fase de reactivacion, donde las bacterias letargicas comienzan la reproduccion
nuevamente. Se ha sugerido que la transicion de M. tuberculosis de la infeccién primaria a la latencia es realizada
por cambios en la expresion de genes (Honer zu Bentrup, 2001). También es probable que ocurran cambios en la
especificidad hacia antigenos de la respuesta inmune, ya que las bacterias modulan la expresién de genes durante
su transicion de una reproduccion activa al letargo. El caracter completo de la respuesta inmune que controla la
infeccion latente y los factores que conducen a la reactivacion se desconocen en su mayor parte. Sin embargo,
existe alguna evidencia para un cambio en los tipos de células dominantes responsables. Puesto que las células
CD4 T son esenciales y suficientes para controlar la infeccion durante la fase aguda, los estudios sugieren que las
respuestas de las células CD8 T son mas importantes en la fase latente.

En 1998, Cole y colaboradores publicaron la secuencia completa del genoma de M. tuberculosis y predijeron la
presencia de aproximadamente 4000 marcos de lectura abiertos (Cole y colaboradores 1998) dando a conocer
secuencias de nucledtidos y secuencias de proteinas putativas. Sin embargo, es importante destacar que esta
informacion de secuencias no puede utilizarse para predecir si el ADN es traducido o expresado como proteinas in
vivo. Se sabe que algunos genes de M. tuberculosis son regulados por incremento bajo condiciones que imitan una
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latencia. Sin embargo, éstos son un subconjunto limitado de la expresion de genes total durante la infeccion latente.
Ademas, como una persona experta en el campo apreciara faciimente, la expresion de un gen no es suficiente para
hacerlo un buen candidato para vacuna. La Unica manera para determinar si una proteina es reconocida por el
sistema inmune durante una infeccion latente con M. tuberculosis es producir una proteina dada y someterla a
prueba en un ensayo apropiado como se describe en este documento. Una variedad de proteinas son de
importancia particular y tienen potencial para ser antigenos tardios (antigenos reconocidos durante la infeccion
latente) puesto que son expresados principalmente en un tiempo relativamente prolongado después de la infeccion
donde el sistema inmune ha montado la primera defensa adaptable y el ambiente se ha tornado mas hostil para las
micobacterias. Las condiciones hipdxicas del cultivo in vitro, las cuales imitan las condiciones de baja tension de
oxigeno han sido sugeridas previamente como relevantes en este respecto y se han utilizado para analizar los
cambios en la expresion de genes. Se ha descubierto que una variedad de antigenos son inducidos o regulados por
incremento marcadamente bajo estas condiciones por ejemplo el antigeno de 16 kDa a-crystalin (Sherman 2001),
Rv2660c y Rv2659c (Betts, 2002) (solicitud propia). Otro estimulo ambiental el cual puede ser de interés particular
es la inanicion disefiada para reflejar qué nutrientes son restringidos en el granuloma (la ubicacion de la infeccion
latente) y por lo tanto qué productos expresados por genes regulados por incremento bajo inanicion pueden ser de
interés particular como objetivos de antigenos durante la etapa latente de la infeccion.

De mas de 200 mil antigenos que se sabe que son expresados durante la infeccion primaria y que se sometieron a
prueba como vacunas, menos de media docena tienen un potencial significativo demostrado. Hasta ahora se ha
mostrado que solo un antigeno tiene algun potencial como vacuna terapéutica (Lowrie, 1999). Sin embargo, esta
vacuna solo funciona si es administrada como una vacuna de ADN y ha probado ser controversial, con otros grupos
que reclaman que la vacunacion utilizando este protocolo induce ya sea la protecciéon no especifica o empeora aun
la enfermedad (Turner, 2000). En contraste, los polipéptidos de fusion descritos en la invencion pueden incorporarse
en una vacuna que utiliza una tecnologia de vacunacion bien reconocida, como se demuestra en los ejemplos
proporcionados.

Ademas, puesto que las vacunas contra la TB no dan por resultado una inmunidad esterilizante preferiblemente que
el control de la infeccion a un nivel subclinico (dando por resultado con lo cual el establecimiento subsecuente de
una infeccion latente), una vacuna de multiples fases que combina componentes con actividad profilactica y
terapéutica se describe en esta invencién. Después de la vacunacién profilactica convencional, la evasion de la
respuesta inmune primaria y el desarrollo subsecuente de una enfermedad latente se debe probablemente al menos
en parte al cambio en el perfil antigénico de las bacterias invasoras. De esta manera, la vacunacién con antigenos
asociados con la TB latente debe prevenir o reducir el establecimiento de una infeccion latente y por lo tanto, una
vacuna que incorpora antigenos expresados por las bacterias tanto en la primera fase de crecimiento logaritmico
como durante la enfermedad latente debe mejorar la inmunidad a largo plazo cuando se utiliza como una vacuna
profilactica. Obviamente, esta vacuna de mulltiples fases también sera eficiente como una vacuna terapéutica
atendiendo con lo cual el problema referente a que la mayoria de la poblacion en el tercer mundo quien recibiria en
el futuro una vacuna contra la TB ya estaria infectada de manera latente.

El documento WO 03004520 desvela vacunas de tuberculosis que comprende una secuencia de acido nucleico que
codifica un péptido inducido durante la inanicion. Se desvelan ciento cuarenta (140) genes de M. tuberculosis que
estan regulados positivamente en condiciones de privacion de nutrientes y de oxigeno limitado.

Sumario de la invenciéon

La invencion se refiere a una vacuna que comprende el polipéptido de fusién que comprende:

i) la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12 (RV2660), o

ii) uno o mas fragmentos de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12 que comprende un epitopo de
linfocitos T o un epitopo de linfocitos B, o

i) polipéptidos con una identidad de secuencia de al menos 80 % con i) o ii) que comprenden un epitopo de
linfocitos T o linfocitos B,

y en la que el polipéptido de fusién se construye a partir de una combinacién de uno o mas antigenos inducidos
durante la inanicion con uno o mas antigenos de M. tuberculosis.

En una realizacion, la invencion se refiere a la vacuna, en la que dicho antigeno o uno o mas fragmentos de dicho
antigeno se fusionan con uno o mas polipéptidos seleccionados del grupo que consiste en ESAT6, Ag85B, TB10.4 y
Ag85A, en cualquier combinacion y orden de posicion.

En realizaciones adicionales, la invencion se refiere a la vacuna en la que el polipéptido de fusién comprende 2
polipéptidos inmunogenos diferentes, donde el polipéptido de fusion comprende 3 polipéptidos inmundégenos
diferentes o donde el polipéptido de fusidn comprende 4 polipéptidos inmundégenos diferentes.

En otras realizaciones mas, la invencion se refiere a la vacuna que comprende polipéptidos de fusiéon con
combinaciones de ESAT6-Ag85A-X, ESAT6-Ag85B-X, Ag85A-X, Ag85B-X, TB10-Ag85A-X, TB10-Ag85B-X donde X
es SEQ ID NO: 12 y donde el orden de las unidades de antigenos puede ser de cualquier combinacion.
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En una realizacion adicional, la invencién se refiere a la vacuna, que comprende una secuencia de aminoacidos,
seleccionada de las secuencias de aminoacidos que codifican los siguientes polipéptidos de fusion:

Ag85B-ESAT6-Rv2660c;
Ag85B-TB 10.4-Rv2660c;
Ag85B-Rv2660c;
Ag85A-Rv2660c;
Ag85A-ESAT6-Rv2660c;
Ag85A-TB10.4-Rv2660c;
Rv2660c-Rv2659c;
Ag85B-ESAT6-Rv2660c-Rv2659c;

en cualquier orden de las unidades polipeptidicas.

En otro aspecto, la invencion se refiere a la vacuna para uso profilactico, uso terapéutico o para usar para reforzar la
inmunidad de vacunacién de BCG previa.

En una realizacion, la vacuna va a administrarse por via intradérmica, transdérmica, subcutanea, intramuscular o
mucosa.

En un aspecto adicional, la invencién también se refiere al polipéptido de fusién como se ha definido anteriormente.

Finalmente, un aspecto de la invencién es una vacuna que comprende un fragmento de acido nucleico, que
comprende una secuencia de nucledtidos que codifica el antigeno inducido durante la inanicién o fragmento del
mismo como se ha descrito anteriormente.

Descripcion detallada de la invenciéon

La presente invencién da a conocer una vacuna que comprende un polipéptido de fusién que comprende;

i) la secuencia de aminoacidos de RV2660 (SEQ ID NO: 12), o

ii) uno o mas fragmentos de la secuencia de aminoacidos de RV2660 (SEQ ID NO: 12) que comprende un
epitopo de linfocitos T o un epitopo de linfocitos B, o

iii) polipéptidos con una identidad de secuencia de al menos 80 % con i) o ii) que comprenden un epitopo de
linfocitos T o linfocitos B,

y en la que el polipéptido de fusién se construye a partir de una combinacién de uno o mas antigenos inducidos
durante la inanicion con uno o mas antigenos de M. tuberculosis.

Las secuencias de aminoacidos y acido nucleico de estos antigenos inducidos durante la inanicién (regulados por
incremento mas de 6.5 veces durante la inanicion o unidos genéticamente a un gen inducido durante la inanicion)
aparecen en el listado de secuencias que sigue:

Antigeno inducido durante la inanicion |SEQ ID NO de ADN SEQ ID NO de aa
Rv2655 1 2

Rv2656 3 4

Rv2657 5 6

Rv2658 7 3

Rv2659c 9 10

Rv2660c 11 12

Rv2661 13 14

Rv2662 15 16

Rv2663 17 18
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(continuacion)

Antigeno inducido durante la inanicion |SEQ ID NO de ADN SEQ ID NO de aa
Rv0188 19 20
Rv3290c 21 22
Rv3289c 23 24
Rv2034 25 26
Rv2169c 27 28
Rv0116¢c 29 30
Rv2558 31 32
Rv1152 33 34
Rv3291c 35 36
Rv1284 37 38
Rv1954c 39 40
Rv3810 41 42
Rv2517¢c 43 44
Rv3288c 45 46
Rv0789c 47 48
Rv1955 49 50
Rv3735 51 52
Rv3675 53 54
Rv2270 55 56
Rv2050 57 58
Rv3287c 59 60
Rv2557 61 62
Rv0122 63 64
Rv2497c 65 66
Rv1250 67 68
Rv1552 69 70
Rv2526 71 72
Rv1809 73 74
Rv0918 75 76
Rv0516¢ 77 78
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(continuacion)

Antigeno inducido durante la inanicion |SEQ ID NO de ADN SEQ ID NO de aa
Rv2745c 79 30
Rv1472 81 82
Rv1660 83 84
Rv2302 85 36

En el presente contexto, el polipéptido inmundgeno individual basado en polipéptidos derivados de M. tuberculosis
se denomina una “unidad” del polipéptido de fusion. La fusién puede comprender 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 aun 10
unidades diferentes.

El orden de las unidades del polipéptido de fusidon puede ser cualquier combinacién. En términos del orden, los
polipéptidos de fusién de todos los antigenos anteriores en cualquier combinacién estan dentro del alcance de la
presente invencion. Los polipéptidos de fusién de la invencion son Utiles para la preparaciéon de una composicion
inmunoégena, vacuna o composicion farmacéutica, en particular una vacuna reforzadora de la BCG, como sera
descrito detalladamente a continuacion.

Los polipéptidos preferidos que constituyen unidades de los polipéptidos de fusién junto con los polipéptidos
inducidos durante la inanicién tienen el siguiente nimero de identidad de Sanger y secuencias de aminoacidos:

Nombre comun Identidad de Sanger
ESAT6 Rv3875
TB10.4 Rv0288
IAg85A Rv3804c
Ag85B Rv1886¢
ORF2c Rv3871 (c-terminal)
TB13.0 Rv1036
TB9.56 Rv0285
TB9.8 Rv0287
Polipéptido Secuencia de aminoacidos
ESAT6 MTEQQWNFAG IEAAASAIQG NVTSIHSLLD EGKQSLTKLA

AAWGGSGSEA YQGVQQKWDA TATELNNALQ NLARTISEAG
QAMASTEGNV TGMFA
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(continuacion)

Polipéptido

Secuencia de aminoacidos

Ag85A

SRGPLP VEYLQVPSPS MGRDIKVQFQ SGGANSPALY
LLDGLRAQDD FSGWDINTPA FEWYDQSGLS VVMPVGGQSS
FYSDWYQPAC GKAGCQTYKW ETFLTSELPG WLQANRHVKP
TGSAVVGLSM AASSALTLAI YHPQQFVYAG AMSGLLDPSQ
AMGPTLIGLA MGDAGGYKAS DMWGPKEDPA WQRNDPLLNV
GKLIANNTRV WVYCGNGKPS DLGGNNLPAK FLEGFVRTSN
IKFQDAYNAG GGHNGVFDFP DSGTHSWEYW GAQLNAMKPD
LQRALGATPN TGPAPQGA

Ag85B

SRPGLPVEY LQVPSPSMGR DIKVQFQSGG NNSPAVYLLD
GLRAQDDYNG WDINTPAFEW YYQSGLSIVM PVGGQSSFYS
DWYSPACGKA GCQTYKWETF LTSELPQWLS ANRAVKPTGS
AAIGLSMAGS SAMILAAYHP QQFIYAGSLS ALLDPSQGMG
PSLIGLAMGD AGGYKAADMW GPSSDPAWER NDPTQQIPKL
VANNTRLWVY CGNGTPNELG GANIPAEFLE NFVRSSNLKF
QDAYNAAGGH NAVFNFPPNG THSWEYWGAQ LNAMKGDLQS
SLGAG

TB10.4

MSQIMYNYPA MLGHAGDMAG YAGTLQSLGA EIAVEQAALQ
SAWQGDTGIT YQAWQAQWNQ AMEDLVRAYH AMSSTHEANT
MAMMARDTAE AAKWGG

ORF2c

MIVGAAGGMP PMAPLAPLLP AAADIGLHII VTCQMSQAYK
ATMDKFVGAA FGSGAPTMFL SGEKQEFPSS EFKVKRRPPG
QAFLVSPDGK VIQAPYIEPP EEVFAAPPSA G

Rv1036

LIPGRMVLNW EDGLNALVAE GIEAIVFRTL GDQCWLWESL
LPDEVRRLPE ELARVDALLD DPAFFAPFVP FFDPRRGRPS
TPMEVYLQLM FVKFRYRLGY ESLCREVADS IT

Rv0285

MTLRVVPEGL AAASAAVEAL TARLAAAHAS AAPVITAVVP
PAADPVSLQT AAGFSAQGVE HAVVTAEGVE ELGRAGVGVG
ESGASYLAGD AAAAATYGVV GG
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(continuacion)
Polipéptido Secuencia de aminoacidos

Rv0287 MSLLDAHIPQ LVASQSAFAA KAGLMRHTIG QAEQAAMSAQ
AFHQGESSAA FQAAHARFVA AAAKVNTLLD VAQANLGEAA
GTYVAADAAA ASTYTGF

Las combinaciones preferidas de polipéptidos de fusion comprenden los siguientes polipéptidos en varias
combinaciones en orden de unidades con uno o mas antigenos inducidos durante la inanicion. (X): ESAT6-Ag85A-X,
ESAT6-Ag85B-X, Ag8A-X, Ag85B-X, TB10-Ag85A-X, TB10-Ag85B-X donde X es cualquiera de los antigenos
inducidos durante la inanicién y donde el orden de las unidades de antigenos puede ser cualquier combinacién por
ejemplo donde el orden es invertido o X se coloca a la mitad, etcétera.

Pero el polipéptido de fusion podria construirse a partir de cualquier otra combinacién de uno o mas antigenos
inducidos durante la inanicién con uno o mas antigenos de M. tuberculosis.

Dentro del alcance de la presente invencion se encuentra un analogo de un polipéptido de fusién el cual tiene una
secuencia de aminoacidos con una identidad de secuencias de al menos 80% con cualquier parte de cualquiera de
los polipéptidos de fusidn de la invencion y el cual es inmundgeno y una secuencia de acido nucleico la cual codifica
este polipéptido. Estos analogos estan comprendidos dentro del término “polipéptido de la invencion” o “polipéptido
de fusion de la invencion”, términos que se utilizan de manera intercambiable por toda la especificacion y las
reivindicaciones. Por el término “secuencia de acido nucleido de la invencién” se propone una secuencia de acido
nucleico que codifica este polipéptido. Ademas, dentro del alcance de la presente invencion se encuentra el(los)
péptido(s) corto(s) o largo(s) solapante(s) o no solapante(s) el(los) cual(es) tiene(n) una secuencia de aminoacidos
con una identidad de secuencias de al menos 80% con cualquiera de los polipéptidos de fusién de la invencion y
el(los) cual(es) es(son) inmundgeno(s).

Una modalidad actualmente preferida de la invencién es una vacuna para reforzar la inmunidad de una vacunacion
previa con la BCG, es decir la vacuna se administra a individuos vacunados previamente con la BCG.

Este primer aspecto de la invencion comprende una variante del antigeno inducido durante la inaniciéon mencionado
anteriormente o un polipéptido de fusion el cual se vuelve lipido para permitir un efecto autoadyuvante del
polipéptido.

La vacuna de la invencion se puede administrar por medio del suministro en las mucosas, por ejemplo por via oral,
nasal, bucal o tradicionalmente por via intramuscular, intradérmica, por medio de una inyeccion subcutanea o por via
transdérmica o cualquier otra ruta adecuada, por ejemplo por via rectal.

En otra modalidad, la invencidn da a conocer el uso de un antigeno inducido durante la inanicién o un polipéptido de
fusion como se definié anteriormente para la preparacion de una composicidon inmundgena, vacuna o composicion
farmacéutica que se puede utilizar para una vacunacion profilactica junto con la BCG, una vacuna reforzadora o la
vacunacion terapéutica contra una infeccion causada por una micobacteria virulenta, por ejemplo por Mycobacterium
tuberculosis, Mycobacterium africanum, Mycobacterium bovis, Mycobacterium lepra o Mycobacterium ulcerans. La
descripcion da a conocer una vacuna que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un antigeno
inducido durante la inanicién o un polipéptido de fusion como se definiera anteriormente o comprende una secuencia
de acido nucleico complementaria para el mismo que es capaz de hibridizarse con la secuencia de acido nucleico de
la invencién bajo condiciones restrictivas.

El fragmento de acido nucleico es preferiblemente un fragmento de ADN. El fragmento se puede utilizar como una
composicion farmacéutica como se describe a continuacion. La descripcion da a conocer una vacuna que
comprende un fragmento de acido nucleico de acuerdo con la invencién, insertado opcionalmente en un vector. La
vacuna da por resultado la expresion in vivo de un antigeno por un animal, inclusive un ser humano, a quien se ha
administrado la vacuna, la cantidad de antigeno expresado es efectiva para conferir una resistencia sustancialmente
incrementada a la tuberculosis causada por micobacterias virulentas, por ejemplo por Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium africanum, Mycobacterium bovis, Mycobacterium lepra o Mycobacterium ulcerans, en un animal,
inclusive un ser humano. La descripcion da a conocer el uso de una vacuna que comprende un fragmento de acido
nucleico de acuerdo con la invencién para una vacunacion terapéutica contra la tuberculosis causada por una
micobacteria virulenta. La descripcién da a conocer una vacuna que se puede utilizar para la vacunacion profilactica
junto con la BCG o una vacuna reforzadora para una persona vacunada previamente con la BCG para inmunizar un
animal, inclusive un ser humano, contra la tuberculosis causada por una micobacteria virulenta, por ejemplo por
Mycobacterium tuberculosis, Mpycobacterium africanum, Mycobacterium bovis, Mycobacterium lepra o
Mycobacterium ulcerans, que comprende como el componente efectivo un microorganismo que no es patégeno, tal
como la BCG de vaccinia, adenovirus o Mycobacterium bovis, en donde al menos una copia de un fragmento de
ADN que comprende una secuencia de ADN que codifica un polipéptido de fusién como se definiera anteriormente
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se ha incorporado en el microorganismo (por ejemplo se ha colocado en un plasmido o en el genoma) de una
manera que permite que el microorganismo exprese y secrete opcionalmente el polipéptido de fusidn. La descripcion
da a conocer un vector de expresion infeccioso, tal como la BCG de vaccinia, adenovirus o Mycobacterium bovis que
comprende un fragmento de acido nucleico de acuerdo con la invencién y una célula transformada que alberga al
menos este vector.

La descripcion también se refiere a un método para inmunizar y reforzar la inmunidad de un animal, inclusive un ser
humano, contra la tuberculosis causada por micobacterias virulentas, por ejemplo por Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium africanum, Mycobacterium bovis, Mycobacterium lepra o Mycobacterium ulcerans, el método
comprende administrar al animal el polipéptido de fusion definido anteriormente, la composicion inmunégena de
acuerdo con la invencion o la vacuna de acuerdo con la invencion.

Ademas, la descripcion se refiere a un método para tratar a un animal, inclusive un ser humano, que tiene
tuberculosis, activa o latente, causada por micobacterias virulentas, por ejemplo por Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium africanum, Mycobacterium bovis, Mycobacterium lepra o Mycobacterium ulcerans, el método
comprende administrar al animal la composicién inmundgena, vacuna o composicion farmacéutica como se definié
anteriormente. La descripcion da a conocer el uso de un antigeno inducido durante la inanicion o un polipéptido de
fusion o fragmento de acido nucleico como se definié anteriormente para la preparacion de una composicion
inmunoégena, vacuna o composicion farmacéutica en combinacion con la BCG de M. bovis, por ejemplo para una
vacunacion profilactica (inclusive de refuerzo) o terapéutica contra una infeccion causada por una micobacteria
virulenta, por ejemplo por Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium africanum, Mycobacterium bovis,
Mycobacterium lepra o Mycobacterium ulcerans.

La vacuna de acuerdo con la invencion se puede utilizar profilacticamente en un sujeto que no esta infectado con
una micobacteria virulenta o en un individuo vacunado previamente con la BCG de M. tuberculosis o
terapéuticamente en un sujeto infectado con una micobacteria virulenta.

Se debe entender que las modalidades del primer aspecto de la invencion, tales como los polipéptidos inmunogenos
descritos, también aplican a todos los otros aspectos de la invencion; y viceversa.

Por toda esta especificacion, a menos que el contexto requiera lo contrario, se entendera que la palabra
“comprenden” o variaciones de la misma tales como “comprende” o “que comprende” implica la inclusién de un
elemento establecido o niumero entero o grupo de elementos o numeros enteros pero no la exclusién de ningun otro
elemento o nimero entero o grupo de elementos o nimeros enteros.

DEFINICIONES
Inanicion

Por el término “inanicion” se entiende como la privacion de un organismo de su fuente de carbono, nitrdgeno o
energia, cualquier combinacion de los anteriores o aun todos éstos.

Proteinas inducidas durante la inanicion

Por el término “proteinas inducidas durante la inanicidon” se entiende cualquier proteina que a nivel transcripcional o
de proteinas es inducida (incrementada) al menos 6.5 veces después de la tensién de la micobacteria por la
inanicion.

Combinacion con la BCG de M. bovis

Por el término “combinacion con la BCG de M. bovis” se entiende la co-administracién con cualquier cepa de la BCG
de M. bovis que incluye Pasteur, Phipps, Frappier, Connaught, Tice, Denmark, Glaxo, Prague, Birkhaug, Sweden,
Japan, Moreau y Russia en cantidades que conducen ya sea a una respuesta inmune especifica significativamente
incrementada o a una proteccion significativa en un modelo animal o un humano ya sea junto con uno o mas de los
polipéptidos de fusion definidos anteriormente o con uno o mas de los fragmentos de acido nucleico que los
codifican o administrada al mismo tiempo pero en sitios o rutas separadas.

Refuerzo de la BCG de M. bovis

Por el término “refuerzo de la BCG de M. bovis” se entiende la administracion de uno o mas polipéptidos de fusion
como se definié anteriormente o uno o mas fragmentos de acido nucleico que los codifican en cualquier periodo
después de la vacunacion con cualquier cepa de la BCG de M. bovis que incluye Pasteur, Phipps, Frappier,
Connaught, Tice, Denmark, Glaxo, Prague, Birkhaug, Sweden, Japan, Moreau y Russia en cantidades que
conducen ya sea a una respuesta inmune especifica significativamente incrementada o una proteccion
significativamente incrementada en un modelo animal o un humano.
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Polipéptido

Un polipéptido preferido para utilizarse como una unidad de los polipéptidos de fusién de la presente invencién es un
polipéptido inmundégeno de M. tuberculosis. Este polipéptido puede basarse por ejemplo en un polipéptido derivado
de la célula de M. tuberculosis y/o el producto filtrado del cultivo de M. tuberculosis. El polipéptido sera normalmente
un polipéptido recombinante o sintético y puede consistir del polipéptido inmunégeno, una porciéon inmundgena del
mismo o puede contener secuencias adicionales. Las secuencias adicionales pueden derivarse del antigeno de M.
tuberculosis nativo o pueden ser heterdlogas y estas secuencias pueden ser, pero no es necesario que sean,
inmunogenas.

El término “polipéptido de fusion” se entiende como un orden aleatorio de dos o mas polipéptidos inmundgenos de
M. tuberculosis o analogos del mismo fusionados con o sin un(unos) separador(es) de aminoacido de longitud y
secuencia arbitrarias.

La palabra “polipéptido” en la presente invencion debe tener su significado usual. Es decir, una cadena de
aminoacidos de cualquier longitud, inclusive una proteina de longitud completa, oligopéptido, péptido corto y
fragmento del mismo y polipéptido de fusién, en donde los residuos de aminoacidos son unidos por enlaces de
péptidos covalentes.

El polipéptido se puede modificar quimicamente al someterse a la glicosilacion, al someterse a la lipidaciéon (por
ejemplo por medio de la lipidacién quimica con palmitoiloxi-succinimida como es descrito por Mowat y colaboradores
1991 o con cloruro de dodecanoilo como es descrito por Lustig y colaboradores 1976), al comprender grupos
prostéticos o al contener aminoacidos adicionales tales como por ejemplo una etiqueta de his o un péptido de sefal.

Cada polipéptido inmundgeno sera caracterizado por aminoacidos especificos y sera codificado por secuencias de
acido nucleico especificas. Dentro del alcance de la presente invencion se encuentran estas secuencias y analogos
y variantes producidos por medio de métodos recombinantes o sintéticos en donde estas secuencias de polipéptidos
han sido modificadas por medio de la sustitucién, insercién, adicién o supresion de uno o mas residuos de
aminoacidos en el polipéptido recombinante mientras que aun son inmundgenas en cualquiera de los ensayos
bioldgicos descritos en este documento.

Las sustituciones son preferiblemente “conservadoras”. Estas se definen de acuerdo con la siguiente tabla. Los
aminoacidos en el mismo bloque en la segunda columna y preferiblemente en la misma linea en la tercera columna
pueden sustituirse entre si. Los aminoacidos en la tercera columna se indican en un cédigo de una letra.

ALIFATICO |No polar GAP
ILV
Sin carga polar CSTM
NQ
Con carga polarDE
KR
IAROMATICO| HFWY]

Cada polipéptido es codificado por una secuencia de acido nucleico especifica. Dentro del alcance de la presente
invencion se encuentran los andlogos y estas secuencias de acido nucleico las cuales han sido modificadas por
medio de la sustitucion, insercién, adicion o supresion de uno o mas acidos nucleicos. Las sustituciones son
preferiblemente sustituciones taciturnas en el uso de codones lo cual no conducira a ningiin cambio en la secuencia
de aminoacidos, pero se pueden introducir para mejorar la expresion de la proteina.

Fragmento de acido nucleico

Por los términos “fragmento de acido nucleico” y “secuencia de acido nucleico” se entiende cualquier molécula de
acido nucleico que incluya ADN, ARN, ANB (acidos nucleicos bloqueados), ANP, ARN, ARNdc e hibridos de ARN-
ADN. También estan incluidas las moléculas de acido nucleico que comprenden nucledsidos que no son de origen
natural. El término incluye moléculas de acido nucleico de cualquier longitud por ejemplo de 10 a 10000 nucleétidos,
dependiendo del uso. Cuando la molécula de acido nucleico es para el uso como un producto farmacéutico, por
ejemplo en la terapia de ADN, o para el uso en un método para producir un polipéptido de acuerdo con la invencion,
se utiliza preferiblemente una molécula que codifica al menos un epitopo, que tiene una longitud de
aproximadamente 18 a aproximadamente 1000 nucleétidos, la molécula es insertada opcionalmente en un vector.
Cuando la molécula de acido nucleico se utiliza como una sonda, como un cebador o en una terapia antisentido, se
utiliza preferiblemente una molécula que tiene una longitud de 10-100. De acuerdo con la invencién, se pueden
utilizar otras longitudes de molécula, por ejemplo una molécula que tiene al menos 12, 15, 21, 24, 27, 30, 33, 36, 39,
42, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 200, 300, 400, 500 o 1000 nuclestidos (o derivados de nucleétidos), o una molécula que
tiene como maximo 10000, 5000, 4000, 3000, 2000, 1000, 700, 500, 400, 300, 200, 100, 50, 40, 30 o 20 nucledtidos
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(o derivados de nucleotidos).

El término “restrictivo” cuando se utiliza en conjunto con las condiciones de hibridacion es como se define en el
campo, es decir la hibridacion se realiza a una temperatura no mayor de 15-20°C bajo el punto de fusion Tm, véase
Sambrook y colaboradores, 1989, paginas 11.45-11.49. Preferiblemente, las condiciones son “sumamente
restrictivas”, es decir 5-10°C bajo el punto de fusion Tm.

Identidad de secuencias

El término “identidad de secuencias” indica una medida cuantitativa del grado de homologia entre dos secuencias de
aminoacidos de una longitud sustancialmente igual o entre dos secuencias de acido nucleico de una longitud
sustancialmente igual. Las dos secuencias a ser comparadas deben alinearse para el mejor ajuste posible con la
inserciéon de espacios o alternativamente el truncamiento en los extremos de las secuencias de proteinas. La

(,r-Nay 100
NrEI
idénticos en las dos secuencias cuando se alinean y en donde N es el nUmero de residuos en una de las
secuencias. Por lo tanto, la secuencia de ADN AGTCAGTC tendra una identidad de secuencias de 75% con la
secuencia AATCAATC (Ng=2 y N=8). Un espacio se cuenta como falta de identidad del(los) residuo(s)
especifico(s), es decir la secuencia de ADN AGTGTC tendra una identidad de secuencias de 75% con la secuencia
de ADN AGTCAGTC (Ngi=2 y N(=8). La identidad de secuencias puede calcularse alternativamente por medio del
programa BLAST por ejemplo el programa BLASTP (Pearson W.R y D.J. Lipman (1988))(www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-
bin/BLAST). En una modalidad de la invencioén, el alineamiento se realiza con el método de alineamiento de
secuencias ClustalW con parametros por omision como es descrito por Thompson J. y colaboradores 1994,

disponible en http://www2.ebi.ac.uk/clustalw/.

identidad de secuencias se puede calcular como en donde Ngir es el nimero total de residuos no

b

Un porcentaje minimo preferido de identidad de secuencias es al menos 80%, tal como al menos 85%, al menos
90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al
menos 98%, al menos 99% y al menos 99.5%. Preferiblemente, los nimeros de sustituciones, inserciones, adiciones
o supresiones de uno o mas residuos de aminoacidos en el polipéptido de fusion estan limitados, es decir no mas de
1,2,3,4,5,6,7, 8,9, 10 sustituciones, nomas de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 inserciones, no mas de 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8, 9, 10 adiciones y no mas de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 supresiones en comparacion con las unidades de
polipéptidos inmundgenos en base a los polipéptidos derivados de M. tuberculosis.

Porcién inmunoégena

El polipéptido de la invencién comprende una porcién inmundgena, tal como un epitopo para una célula B o una
célula T. La porcién inmunégena de un polipéptido inmundgeno es la parte del polipéptido, la cual produce una
respuesta inmune en un animal o un ser humano y/o en una muestra bioldgica determinada por cualquiera de los
ensayos bioldgicos descritos en este documento. La porcién inmundgena de un polipéptido puede ser un epitopo de
células T o un epitopo de células B. Las porciones inmundgenas pueden estar relacionadas con una o algunas
partes relativamente pequefias del polipéptido, pueden estar esparcidas por toda la secuencia del polipéptido o
pueden estar situadas en partes especificas del polipéptido. Para algunos polipéptidos, se ha demostrado aun que
los epitopos estan esparcidos por todo el polipéptido cubriendo la secuencia completa (Ravn y colaboradores 1999).

A fin de identificar los epitopos de células T relevantes que son reconocidos durante una respuesta inmune, es
posible utilizar un método de “fuerza bruta”. puesto que los epitopos de células T son lineales, los mutantes de
supresion del polipéptido, si son construidos sistematicamente, revelaran qué regiones del polipéptido son
esenciales en el reconocimiento inmune, por ejemplo al sujetar estos mutantes de supresion por ejemplo al ensayo
de IFN-(descrito en este documento). Otro método utiliza oligopéptidos solapantes para la deteccién de los epitopos
de MHC clase I, preferiblemente sintéticos, que tienen una longitud de por ejemplo 20 residuos de aminoacidos
derivados del polipéptido. Estos péptidos pueden someterse a prueba en ensayos bioldgicos (por ejemplo en el
ensayo de IFN-(descrito en este documento) y algunos de éstos tendran una respuesta positiva (y por lo cual seran
inmundgenos) como es evidenciado por la presencia de un epitopo de célula T en el péptido. Para la deteccion de
los epitopos de MHC clase |, es posible predecir los péptidos que se enlazaran (Stryhn y colaboradores 1996) y por
lo tanto produciran sintéticamente estos péptidos y someterlos a prueba en ensayos biolégicos relevantes por
ejemplo el ensayo de IFN-(como es descrito en este documento). Los péptidos que tienen preferiblemente una
longitud de por ejemplo 8 a 11 residuos de aminoacidos derivados del polipéptido. Los epitopos de células B se
pueden determinar por medio del analisis del reconocimiento de células B para péptidos solapantes que cubren el
polipéptido de interés como es descrito por ejemplo en Harboe y colaboradores 1998.

Las porciones inmundégenas de polipéptidos pueden ser reconocidas por una parte amplia (alta frecuencia) o por una
parte menor (baja frecuencia) de la poblacion humana genéticamente heterogénica. Ademas, algunas porciones
inmunogenas inducen altas respuestas inmunoldgicas (dominantes), mientras que otras inducen respuestas mas
bajas, pero aun significativas (subdominantes). La alta frecuencia >< baja frecuencia puede relacionarse con la
porcién inmunégena que se enlaza a las moléculas de MHC ampliamente distribuidas (tipo HLA) o aun por las
multiples moléculas de MHC (Kilgus y colaboradores 1991, Sinigaglia y colaboradores 1988).
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Analogos

Una caracteristica comun de los polipéptidos de fusion de la invencion es su capacidad para inducir una respuesta
inmunolégica como se ilustra en los ejemplos. Se entiende que dentro del alcance de la presente invencion se
encuentran los analogos de un polipéptido de fusién de la invencién producido por medio de la sustitucion, insercion,
adicién o supresidon que también es inmundgeno como se determina por medio de cualquiera de los ensayos
descritos en este documento.

Sustancialmente puro

En el presente contexto, el término “polipéptido sustancialmente puro” significa una preparacion de polipéptido que
contiene a lo sumo 5% en peso de otro material de polipéptido con el cual estda asociado de manera natural o
durante una produccion recombinante o sintética (se prefieren porcentajes mas bajos de otro material de polipéptido,
por ejemplo a lo sumo 4%, a lo sumo 3%, a lo sumo 2%, a lo sumo 1% y a lo sumo 2%). Se prefiere que el
polipéptido sustancialmente puro sea al menos 96% puro, es decir que el polipéptido constituya al menos 96% en
peso del material de polipéptido total presente en la preparacion y se prefieren porcentajes mas altos, tal como al
menos 97%, al menos 98%, al menos 99%, al menos 99.25%, al menos 99.5% y al menos 99.75%. Se prefiere
especialmente que el polipéptido esté en “forma esencialmente pura”, es decir que el polipéptido esté esencialmente
libre de cualquier otro antigeno con el cual esta asociado de manera natural, es decir que esté libre de cualquier otro
antigeno de bacterias que pertenecen al complejo de tuberculosis o una micobacteria virulenta. Esto se puede
realizar al preparar el polipéptido por medio de métodos recombinantes en una célula hospedante que no es
micobacteriana como sera descrito en detalle posteriormente o al sintetizar el polipéptido por medio de los métodos
bien conocidos de sintesis de péptidos en fase soélida o liquida, por ejemplo por medio del método descrito por
Merrifield o variantes del mismo y al utilizar procedimientos de purificacion apropiados que son bien conocidos para
la persona de experiencia ordinaria en el campo.

Micobacteria virulenta individual infectada actualmente e individual inmune

Por el término “micobacteria virulenta” se entiende una bacteria capaz de causar la enfermedad de tuberculosis en
un animal o en un ser humano. Los ejemplos de las micobacterias virulentas son Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium africanum, Mycobacterium bovis, Mycobacterium lepra o Mycobacterium ulcerans. Los ejemplos de
animales relevantes son ganado bovino, zarigiieyas, tejones, bufalos, leones, kurus y canguros.

Por “un animal o humano infectado actualmente con una bacteria virulenta” se entiende un individuo con una
infeccion probada por medio de cultivo o microscépicamente con micobacterias virulentas y/o un individuo
diagnosticado clinicamente con TB y quien es sensible a una quimioterapia anti-TB. Las diagnosis por medio de
cultivo, microscopio y clinicas de TB son bien conocidas por cualquier persona experta en el campo.

Un individuo inmune se define como una persona o un animal el cual se ha librado de o ha controlado una infeccion
con una micobacteria virulenta o ha recibido una vacunacién con la BCG de M. bovis.

Inmunogeno

Un polipéptido inmundégeno se define como un polipéptido que induce una respuesta inmune. La respuesta inmune
puede ser supervisada por medio de uno de los siguientes métodos:

Una respuesta celular in vitro se determina por la liberacion de una citocina relevante tal como IFN-(, de linfocitos
retirados de un animal o humano infectado actualmente o previamente con micobacterias virulentas o por la
detecciodn de la proliferacion de estas células T. La induccion se realiza por la adicién del polipéptido o la porciéon
inmunogena a una suspension que comprende de 1x105 células a 3x105 células por pocillo. Las células se
aislan de ya sea la sangre, el bazo, el higado o el pulmén y la adicién del polipéptido o la porcién inmundégena
del polipéptido da por resultado una concentracion no mayor que 20 g por ml de suspension y la estimulacién se
realiza de dos a cinco dias. Para supervisar la proliferaciéon celular, las células son impulsadas con Timidina con
etiqueta radioactiva y después de 16-22 horas de incubacion, la proliferacion es detectada por medio del conteo
de centelleo liquido. Una respuesta positiva es una respuesta mayor que el fondo mas dos desviaciones
estandar. La liberacion de IFN-( se puede determinar por medio del método ELISA, el cual es bien conocido para
una persona experta en el campo. Una respuesta positiva es una respuesta mayor que el fondo mas dos
desviaciones estandar. Ofras citocinas diferentes de IFN-( podrian ser relevantes cuando se supervisa una
respuesta inmunoloégica para el polipéptido, tal como IL-12, TNF-(, IL-4, IL-5, IL-10, IL-6, TGF-(. Un método
diferente y mas sensible para determinar la presencia de una citocina (por ejemplo IFN-() es el método ELISPOT
donde las células aisladas de ya sea la sangre, el bazo, el higado o el pulmén se diluyen a una concentracion
preferible de 1 a 4 x 106 células/ml y se incuban durante 18-22 horas en presencia del polipéptido o la porcién
inmunoégena del polipéptido dando por resultado una concentracién no mayor que 20 g por ml. Las suspensiones
de células son diluidas en el futuro de 1 a 2 x 106/ml y son transferidas a placas Maxisorp revestidas con anti-
IFN-( y son incubadas preferiblemente de 4 a 16 horas. Las células que producen IFN-(son determinadas por el
uso de un anticuerpo anti-IFN secundario etiquetado y un substrato relevante que da origen a manchas, las
cuales pueden ser enumeradas utilizando un microscopio de diseccion. También es una posibilidad el determinar
la presencia del ARNm que codifica la citocina relevante por medio del uso de la técnica de PCR. Usualmente,
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una o mas citocinas seran medidas utilizando por ejemplo las técnicas de PCR, ELISPOT o ELISA. Sera
apreciado por una persona experta en el campo que un incremento significativo o una disminucion significativa
en la cantidad de cualquiera de estas citocinas inducidos por un polipéptido especifico se pueden utilizar en la
evaluacion de la actividad inmunoldgica del polipéptido.

Una respuesta celular in vitro también puede ser determinada por medio del uso de lineas de células T derivadas de
un individuo inmune o una persona infectada con M. tuberculosis donde las lineas de células T han sido conducidas
ya sea con micobacterias vivas, extractos de la célula bacteriana o filtrado de cultivo durante 10 a 20 dias con la
adicion de IL-2. La induccion se realiza por la adicion de no mas de 20 g de polipéptido por ml de suspension a las
lineas de células T que contienen de 1x105 células a 3x105 células por pocillo y la incubacién se realiza de dos a
seis dias. La inducciéon de IFN-( o la liberacién de ofra citocina relevante es detectada por el ensayo ELISA. La
estimulacion de células T también se puede supervisar al detectar la proliferacion de células utilizando Timidina
etiquetada de manera radioactiva como se describiera anteriormente. Para ambos ensayos, una respuesta positiva
es una respuesta mayor que el fondo mas dos desviaciones estandar.

Una respuesta celular in vivo puede determinarse como una respuesta positiva de DTH después de la inyeccion
intradérmica o un parche de aplicacion local de a lo sumo 100 g del polipéptido o la porciéon inmundgena a un
individuo quien esta infectado clinica o subclinicamente con una Micobacteria virulenta, una respuesta positiva que
tiene un diametro de al menos 5 mm 72-96 horas después de la inyeccion o aplicacion.

Una respuesta humoral in vitro es determinada por una respuesta especifica de anticuerpos en un individuo inmune
o infectado. La presencia de anticuerpos se puede determinar por medio de una técnica de ELISA o una
inmunotransferencia Western donde el polipéptido o la porciéon inmundgena es absorbido a ya sea una membrana
de nitrocelulosa o una superficie de poliestireno. El suero se diluye preferiblemente en PBS de 1:10 a 1:100 y se
agrega al polipéptido absorbido y la incubacién se realiza de 1 a 12 horas. Por medio del uso de los anticuerpos
secundarios etiquetados, se puede determinar la presencia de anticuerpos especificos al medir la presencia o
ausencia de una etiqueta especifica por ejemplo por medio del ensayo ELISA donde una respuesta positiva es una
respuesta de mas del fondo mas dos desviaciones estandar o alternativamente una respuesta visual en una
inmnotransferencia Western.

Otro parametro relevante es la medicion de la proteccién en modelos animales inducida después de la vacunacién
con el polipéptido en un adyuvante o después de la vacunacion de ADN. Los modelos animales adecuados incluyen
primates, cobayos o ratones, los cuales son sometidos a un reto con una infeccion de una Micobacteria virulenta. La
lectura para la proteccion inducida podria ser una disminucion de la carga bacteriana en dérganos objetivo en
comparacion con los animales no vacunados, tiempos de supervivencia prolongados en comparacion con los
animales no vacunados y pérdida de peso o patologia disminuida en comparacion con los animales no vacunados.

Métodos de preparacion

En general, los polipéptidos de fusion de la invencion y las secuencias de ADN que codifican estos polipéptidos de
fusion se pueden preparar por medio del uso de cualquiera de una variedad de procedimientos.

El polipéptido de fusién puede producirse de manera recombinante utilizando una secuencia de ADN que codifica el
polipéptido, que se ha insertado en un vector de expresiéon y se ha expresado en un hospedante apropiado. Los
ejemplos de células hospedantes son E. coli. También se pueden producir sintéticamente los polipéptidos de fusion
que tienen menos de aproximadamente 100 aminoacidos y generalmente menos de 50 aminoacidos y se pueden
generar utilizando técnicas bien conocidas para aquellas personas de experiencia ordinaria en el campo, tales como
las técnicas en fase sdlida comercialmente disponibles donde los aminoacidos se agregan secuencialmente a
cadenas crecientes de aminoacidos.

Los polipéptidos de fusién también se pueden producir con un companero de fusién adicional, métodos por medio de
los cuales se pueden lograr caracteristicas superiores del polipéptido de la invencion. Por ejemplo, los comparieros
de fusion que facilitan la exportacion del polipéptido cuando se producen de manera recombinante, los comparieros
de fusion que facilitan la purificacion del polipéptido y los comparieros de fusién que mejoran la inmunogenicidad del
polipéptido de la invencién son todos de interés. La invencion pertenece en particular a un polipéptido de fusién que
comprende fusiones de dos o mas polipéptidos inmundgenos basados en polipéptidos derivados de M. tuberculosis.

Otros compafieros de fusion, los cuales podrian mejorar la inmunogenicidad del producto, son las linfocinas tales
como IFN-y, IL-2 e IL-12. A fin de facilitar la expresion y/o purificacion, el compafiero de fusion puede ser por ejemplo
una proteina fimbrial bacteriana, por ejemplo los componentes de pilus pilina y papA; proteina A; el péptido ZZ (las
fusiones ZZ son comercializadas por Pharmacia en Suecia); la proteina de enlace a maltosa; glutationa S-
transferasa; (-galactosidasa; o poli-histidina. Las proteinas de fusion se pueden producir de manera recombinante en
una célula hospedante, la cual podria ser E. coli y es una posibilidad para inducir una region conectora entre los
diferentes comparieros de fusién. La region conectora entre por ejemplo las unidades de polipéptidos inmundgenas
individuales pueden comprender 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 aminoacidos.

Los polipéptidos de fusién interesantes son los polipéptidos de la invencién, los cuales se someten a la lipidacion de
manera que el polipéptido inmundgeno es presentado de manera adecuada al sistema inmune. Este efecto es
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conocido por ejemplo a partir de vacunas basadas en el polipéptido Borrelia burgdorferi OspA como se describe por
ejemplo en el documento WO 96/40718 A o vacunas basadas en la lipoproteina Pseudomonas aeruginosa Oprl y
(Cote-Sierra J 1998). Otra posibilidad es la fusion N-terminal de una secuencia de sefial conocida y una cisteina N-
terminal, al polipéptido inmundgeno. Esta fusién da por resultado la lipidacion del polipéptido de fusiéon inmundgeno
en la cisteina N-terminal cuando se produce en un hospedante de produccion adecuado.

Vacuna

Un aspecto importante de la invencién pertenece a una composicién de vacuna que comprende un polipéptido de
fusion de acuerdo con la invencion. A fin de asegurar el desempefio 6ptimo de esta composicion de vacuna se
prefiere que comprenda un portador, vehiculo o adyuvante inmunoldgico y farmacéuticamente aceptable.

Una vacuna efectiva, en donde un polipéptido de fusién de la invencién es reconocido por el animal, en un modelo
animal sera capaz de disminuir la carga bacteriana en érganos objetivo, prolongar los tiempos de supervivencia y/o
disminuir la pérdida de peso o patologia después del reto con una Micobacteria virulenta, en comparacién con los
animales no vacunados.

Los portadores adecuados se seleccionan del grupo que consiste de un polimero al cual se enlaza(n) el(los)
polipéptido(s) por medio de una interaccion hidréfoba que no es covalente, tal como un plastico por ejemplo
poliestireno o un polimero al cual el(los) polipéptido(s) se enlaza(n) covalentemente, tal como un polisacarido o un
polipéptido por ejemplo albumina de suero bovino, ovalbumina o hemocianina de lapa californiana. Los vehiculos
adecuados se seleccionan del grupo que consiste de un diluyente y un agente de suspension. El adyuvante se
selecciona preferiblemente del grupo que consiste de bromuro de dimetiloctadecilamonio (DDA), bromuro de
dimetiloctadecenilamonio (DODAC), Quil A, poli I:C, hidroxido de aluminio, adyuvante incompleto de Freund, IFN-(,
IL-2, IL-12, lipido de monofosforilo A (MPL), Dimicolato de Trehalosa (TDM), dibehenato de Trehalosa y dipéptido de
muramilo (MDP) o extracto de lipido micobacteriano, en particular extractos de lipidos apolares como se da a
conocer en el documento PCT/DK2004/000488.

La preparacion de vacunas las cuales contienen polipéptidos como ingredientes activos es generalmente bien
entendida en el campo, como se ejemplifica por las Patentes Norteamericanas Nos. 4.608.251; 4.601.903; 4.599.231
y 4.599.230, todas incorporadas en este documento a manera de referencia.

Otros métodos para lograr un efecto adyuvante para la vacuna incluyen el uso de agentes tales como hidroxido o
fosfato de aluminio (alumbre), polimeros sintéticos de azicares (Carbopol“R), agregacion de la proteina en la vacuna
por medio del tratamiento térmico, agregacion por medio de la reactivacion con anticuerpos tratados con pepsina
(Fab) a albumina, una mezcla con células bacterianas tales como C. parvum o endotoxinas o componentes de
lipopolisacaridos de bacterias gram-negativas, emulsién en vehiculos oleosos fisiologicamente aceptables tales
como mono-oleato de manida (Aracel AMR) o emulsidn con solucion al 20 por ciento de un perfluorocarburo (Fluosol-
DAMR) utilizado como un sustituto de bloque también se pueden emplear. Otras posibilidades implican el uso de
sustancias moduladoras inmunes tales como citocinas o inductores sintéticos de IFN-gamma tales como poli I:C en
combinacién con los adyuvantes mencionados anteriormente.

Otra posibilidad interesante para lograr un efecto adyuvante es emplear la técnica descrita en Gosselin y
colaboradores, 1992 (que se incorpora por este acto a manera de referencia en este documento). En resumen, un
antigeno relevante tal como un antigeno de la presente invencion se puede conjugar con un anticuerpo (o un
fragmento de anticuerpo de enlace a antigenos) contra los receptores Fc en los monocitos/macréfagos. Para mejorar
la vacuna BCG, uno o mas antigenos relevantes tales como uno o mas polipéptidos de fusion de la presente
invencion se pueden mezclar con una vacuna BCG antes de la administracion y se pueden inyectar junto con la
vacuna BCG obteniendo con lo cual un efecto sinérgico que conduce a una mejor proteccion. Otra posibilidad
interesante para lograr un efecto sinérgico es mantener la vacuna BCG y el(los) polipéptido(s) de fusion de la
presente invencion separados pero utilizarlos al mismo tiempo y administrarlos en diferentes sitios o a través de
diferentes rutas.

Para reforzar las vacunas BCG utilizadas actualmente, un antigeno relevante tal como uno o mas de los polipéptidos
de fusién de la presente invencion se puede administrar en el momento donde las vacunas BCG comienzan a
menguar tipicamente o aun antes, tal como 2, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 55, 60, 65 o 70 afios después de la
vacunacion con la BCG. Posteriormente se podria administrar en intervalos regulares, tales como 1, 2, 3, 4,5 0 10
afos, por hasta 5 veces.

Las vacunas se administran de manera compatible con la formulacién de dosificacién y en una cantidad tal que
seran profilacticas o terapéuticamente efectivas e inmundgenas. La cantidad a administrarse depende del sujeto que
es tratado, inclusive por ejemplo la capacidad del sistema inmune del individuo para montar una respuesta inmune y
el grado de proteccion deseado. Los intervalos de dosificacion adecuados estan en el orden de varios cientos de
microgramos del polipéptido de fusion de la invencion por vacunacion con un intervalo preferido de
aproximadamente 0.1 pg a 1000 pg, tal como en el intervalo de aproximadamente 1 ug a 300 ug y especialmente en
el intervalo de aproximadamente 10 ng a 100 pg. Los regimenes adecuados para la administracion inicial e
inyecciones de refuerzo también son variables pero se caracterizan por una administracion inicial seguida por
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inoculaciones subsecuentes u otras administraciones.

La forma de aplicacion se puede variar ampliamente. Cualquiera de los métodos convencionales para la
administracién de una vacuna son aplicables. Estos incluyen la aplicacion oral, nasal o a la mucosa en ya sea una
forma sdlida que contiene los ingredientes activos (tal como una pildora, supositorio o capsula) o en una dispersion
fisioldgicamente aceptable, tal como una pulverizacién, polvo o liquido o por via parenteral, por medio de una
inyeccion, por ejemplo, aplicada por via subcutanea, intradérmica o intramuscular o transdérmica. La dosificacion de
la vacuna dependera de la ruta de administracion y variara de acuerdo con la edad de la persona que es vacunada
y, en un grado menor, el tamafio de la persona que es vacunada. Actualmente, la mayoria de vacunas son
administradas por via intramuscular por medio de una inyeccioén con aguja y esto es probablemente para continuar
como la ruta estandar. Sin embargo, se han desarrollado formulaciones de vacuna las cuales inducen una
inmunidad mucosa, tipicamente por medio del suministro oral o nasal. Uno de los sistemas de suministro mas
ampliamente estudiados para la induccién de la inmunidad mucosa contiene la toxina del célera (CT, por sus siglas
en inglés) o su subunidad B. Esta proteina mejora las respuestas inmunes de las mucosas e induce la produccién de
IgA cuando se administra en formulaciones de vacunas. Una ventaja es la facilidad de suministro para vacunas
orales o nasales. Las toxinas modificadas de otras especies microbianas, las cuales tienen toxicidad reducida pero
una capacidad inmunoestimuladora retenida, tal como la toxina modificada labil al calor de bacterias Gram-negativas
o enterotoxinas de estafilococos también se pueden utilizar para generar un efecto similar. Estas moléculas son
particularmente adecuadas para la administracion a las mucosas.

Las vacunas se administran convencionalmente por via parenteral, por medio de la inyeccion, por ejemplo, ya sea
por via subcutanea o intramuscular. Las formulaciones adicionales que son adecuadas para otros modos de
administracion incluyen supositorios y, en algunos casos, formulaciones orales. Para supositorios, las sustancias
aglutinantes y portadores tradicionales pueden incluir, por ejemplo, polialquilenglicoles y ftriglicéridos; estos
supositorios se pueden formar a partir de mezclas que contienen el ingrediente activo en el intervalo de 0.5% a 10%,
preferiblemente 1-2%. Las formulaciones orales incluyen excipientes empleados normalmente tales como, por
ejemplo, grados farmacéuticos de manitol, lactosa, almidon, estearato de magnesio, sacarina sédica, celulosa,
carbonato de magnesio y similares. Estas composiciones toman la forma de soluciones, suspensiones, tabletas,
pildoras, capsulas, formulaciones de liberacion sostenida o polvos y contienen ventajosamente 10-95% de
ingrediente activo, preferiblemente 25-70%.

En muchos casos, sera necesario tener multiples administraciones de la vacuna. Especialmente, las vacunas se
pueden administrar para prevenir una infeccidn con micobacterias virulentas y/o para tratar una infeccion
micobacteriana establecida o para reforzar a una persona vacunada previamente con la BCG. Cuando se administra
para prevenir una infeccion, la vacuna se proporciona profilacticamente, antes de que estén presentes los signos
clinicos o sintomas definitivos de una infeccion.

Debido a la variacion genética, diferentes individuos pueden reaccionar con respuestas inmunes de resistencia
variante al mismo polipéptido. Por lo tanto, la vacuna de acuerdo con la invencidon puede comprender varios
polipéptidos de fusion y/o polipéptidos diferentes a fin de incrementar la respuesta inmune. La vacuna puede
comprender dos o mas polipéptidos de fusion o polipéptidos inducidos durante la inanicidn o porciones inmondgenas
de los mismos, donde todos los antigenos inducidos durante la inanicién o polipéptidos de fusiéon son como se
definié anteriormente o algunos pero no todos los polipéptidos pueden derivarse de micobacterias virulentas. En el
ultimo ejemplo, los polipéptidos que no satisfacen necesariamente los criterios expuestos anteriormente para los
polipéptidos de fusion pueden actuar ya sea debido a su inmunogenicidad propia o pueden actuar solamente como
adyuvantes.

La vacuna puede comprender 1-20, tal como 2-20 o aun 3-20 diferentes polipéptidos o polipéptidos de fusion, tal
como 3-10 diferentes polipéptidos o polipéptidos de fusion.

La descripcién también pertenece a un método para inmunizar un animal, inclusive un ser humano, contra la TB
causada por micobacterias virulentas, que comprende administrar al animal el polipéptido de fusion de la invencion o
una composicion de vacuna de la invencion como se describié anteriormente o una vacuna viva descrita
anteriormente. En una modalidad actualmente preferida, el animal o humano es un individuo inmune como se
describi6 anteriormente.

La descripcion también pertenece a un método para producir una composicion inmundgena de acuerdo con la
invencion, el método comprende preparar, sintetizar o aislar un polipéptido de fusién de acuerdo con la invencién y
solubilizar o dispersar el polipéptido de fusion en un medio para una vacuna y agregar opcionalmente otros
antigenos de M. tuberculosis y/o un portador, vehiculo y/o sustancia adyuvante.

Los fragmentos de acido nucleico de la invencion se pueden utilizar para efectuar la expresion in vivo de polipéptidos
inmunoégenos, es decir los fragmentos de acido nucleico se pueden utilizar en las cominmente llamadas vacunas de
ADN como se revisa en Ulmer y colaboradores 1993, el cual se incorpora a manera de referencia.

En la construccion y preparacion de ADN plasmido que codifica un polipéptido de fusién a utilizarse definido por la
vacunacion de ADN se puede utilizar una cepa hospedante tal como E. coli. EI ADN plasmido entonces se puede
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preparar a partir de cultivos durante toda la noche de la cepa hospedante que lleva el plasmido de interés y se
puede purificar utilizando por ejemplo el equipo de columna Qiagen Giga-Plasmid“R (Qiagen, Santa Clarita, CA,
EUA) que incluye un paso de remocion de endotoxinas. Es esencial que el ADN plasmido utilizado para la
vacunacion de ADN esté libre de endotoxinas.

Por lo tanto, la invencion también se refiere a una vacuna que comprende un fragmento de acido nucleico de
acuerdo con la invencion, la vacuna efectua la expresion in vivo del polipéptido inmundgeno por un animal, inclusive
un ser humano, a quien se ha administrado la vacuna, la cantidad de polipéptido expresado es efectiva para conferir
una resistencia sustancialmente incrementada a infecciones causadas por micobacterias virulentas en un animal,
inclusive un ser humano.

La eficacia de esta vacuna de ADN puede mejorarse posiblemente por medio de la administracion del gen que
codifica el producto de expresion junto con un fragmento de ADN que codifica un polipéptido el cual tiene la
capacidad de modular una respuesta inmune.

Una posibilidad para activar de manera efectiva una respuesta inmune celular se puede lograr por medio de la
expresion del polipéptido inmundgeno relevante en un microorganismo o virus que no es patégeno. Los ejemplos
bien conocidos de estos microorganismos son la BCG de Mycobacterium bovis, Salmonella y Pseudomona y los
ejemplos de virus son el virus Vaccinia y el Adenovirus.

Por lo tanto, la descripcion también desvela una mejora de la vacuna BCG viva actualmente disponible, en donde
una o mas copias de una secuencia de ADN que codifica uno o mas polipéptidos de fusion como se definié
anteriormente se han incorporado en el genoma del microorganismo de una manera que permite que el
microorganismo exprese y secrete el polipéptido de fusion. La incorporacion de mas de una copia de una secuencia
de acido nucleico de la invencion esta contemplada para mejorar la respuesta inmune.

Otra posibilidad es integrar el ADN que codifica el polipéptido de fusidon de acuerdo con la invencién en un virus
atenuado tal como el virus vaccinia o Adenovirus (Rolph y colaboradores 1997). El virus vaccinia recombinante es
capaz de entrar en el citoplasma o el nucleo de la célula hospedante infectada y por lo tanto el polipéptido de fusién
de interés puede inducir una respuesta inmune, la cual esta contemplada para inducir una protecciéon contra la TB.

La invenciéon también se refiere al uso de un polipéptido de fusiéon de la invenciéon para el uso como vacunas
terapéuticas como se ha descrito en la bibliografia ejemplificada por D. Lowry (Lowry y colaboradores 1999). Los
antigenos con propiedades terapéuticas se pueden identificar basandose en su capacidad para disminuir la
gravedad de la infeccion con M. tuberculosis en animales experimentales o para prevenir la reactivaciéon de una
infeccion previa, cuando se administran como una vacuna. La composicion utilizada para vacunas terapéuticas se
puede preparar como se describié anteriormente para las vacunas.

REALIZACIONES ADICIONALES

A. Una vacuna que comprende un polipéptido de fusion que comprende uno o mas antigenos inducidos durante
la inanicion o uno o mas fragmentos de polipéptidos seleccionados de SEQ ID NO: 12,

B. Una vacuna que comprende un polipéptido de fusiéon de acuerdo con la realizacién A, donde los polipéptidos
inducidos durante la inanicién o fragmentos de polipéptidos se fusionan con ESAT6, Ag85B, TB10.4 y Ag85A, o
analogos de los mismos, y en cualquier combinacién y orden de posicion.

C. Una vacuna como se define en cualquiera de las realizaciones A-B para uso profilactico, uso terapéutico, una
vacuna multifase o para usar para reforzar la inmunidad de vacunacién de BCG previa.

D. Una vacuna o una composicién farmacéutica como se define en cualquiera de las realizaciones A-C que va a
administrarse por via intradérmica, transdérmica, subcutanea, intramuscular o mucosa.

E. Una vacuna como se reivindica en la realizaciéon B donde el polipéptido de fusién comprende 2 polipéptidos
inmunogenos diferentes o analogos de los mismos.

F. Una vacuna como se reivindica en la realizacién B donde el polipéptido de fusion comprende 3 polipéptidos
inmunogenos diferentes o analogos de los mismos.

G. Una vacuna como se reivindica en la realizacién B donde el polipéptido de fusién comprende 4 polipéptidos
inmunogenos diferentes o analogos de los mismos.

H. Una vacuna de acuerdo con cualquiera de las realizaciones precedentes, que comprende polipéptidos de
fusion con combinaciones de ESAT6-Ag85A-X, ESAT6-Ag85B-X, Ag8A-X, Ag85B-X, TB10-Ag85A-X, TB10-
Ag85B-X donde X es el antigeno inducido durante la inanicién con SEQ ID NO: 12 y donde el orden de las
unidades de antigenos puede ser de cualquier combinacion por ejemplo donde el orden esta invertido o X esta
situado en el medio.

I. Una vacuna de acuerdo con la realizaciéon H, que comprende una secuencia de aminoacidos, seleccionada de
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las secuencias de aminoacidos que codifican los polipéptidos de fusion.
Ag85B-ESAT6-Rv2660c;
Ag85B-TB 10.4-Rv2660c;
Ag85B-Rv2660c;
Ag85A-Rv2660c;
Ag85A-ESAT6-Rv2660c;
Ag85A-TB10.4-Rv2660c;
Rv2660c-Rv2659c;
Ag85B-ESAT6-Rv2660c-Rv2659c;
en cualquier orden de las unidades polipeptidicas, o analogos de las mismas.
J. Un polipéptido de fusion como se describe en cualquier realizacion precedente.

L. Una vacuna de acuerdo con la realizaciéon J para uso profilactico, uso terapéutico o ambos, una vacuna
multifase, o para usar para reforzar la inmunidad de vacunacién de BCG anterior.

N. Una vacuna que comprende uno o mas antigenos inducidos durante la inaniciéon o uno o mas fragmentos de
polipéptidos seleccionados de SEQ ID NO: 12.

O. Una vacuna de acuerdo con la realizaciéon N, para uso profilactico, uso terapéutico, una vacuna multifase o
para usar para reforzar la inmunidad de vacunacién de BCG.

P. Una vacuna como se define en cualquiera de las realizaciones N-O que se debe administrar por via
intradérmica, transdérmica, subcutanea, intramuscular o mucosa.

Leyendas de las figuras

Figura 1: Respuestas de anticuerpos a Rv2660c para pacientes con TB VIH-negativos (TB+/VIH-) y VIH-positivos
(TB+/VIH+) de Uganda y controles saludables de Dinamarca (Controles). El corte se baso en el analisis de curva
de ROC con un nivel de especificidad del 97%. La sensibilidad observada se muestra sobre la presentacion
grafica de los datos.

Figura 2: Inmunogenicidad de Rv2659¢c

Los grupos de ratones F1(Balb/cxC57BL/6) se vacunaron por via subcutanea tres veces en intervalos de dos
semanas con Rv2659c en DDA/MPL. Una semana después de la vacunacion final, las PBMCs se analizaron por
medio de un ensayo ELISA por la secrecion de INF-gamma después de la estimulacion con 5 microgramos/ml de
Rv2659c.

Figura 3: El antigeno Rv2659c induce una proteccién contra la infeccion con M. tuberculosis

Los grupos de ratones Balb/c-C57BL/6 se vacunaron por via subcutanea tres veces en intervalos de dos
semanas con el antigeno Rv2659c y la eficacia de proteccion se evalué por medio de la reduccion en conteos de
CFU en pulmones y se comparé con ratones no inmunizados e inmunizados con la BCG 12 semanas después
de la vacunacion. Los resultados se expresan como logio de unidades formadoras de colonias (CFU) en los
pulmones y son resultado promedio de 6 ratones por grupo experimental.

Figuras 4A-C: Inmunogenicidad del antigeno Rv2660c

Los ratones F1(Balb/cxC57BL/6) se vacunaron por via subcutanea tres veces en intervalos de dos semanas con
la proteina recombinante de Rv2660c en DDA/MPL. FIG 4A: Una semana después de la vacunacion final, las
PBMCs se analizaron por medio del ensayo ELISA por la liberacion de IFN-gamma después de la estimulacion
con 0.2, 1 o 5 microgramos/ml del antigeno Rv2660c. Tres semanas después de la vacunacion final, las células
de bazo FIG. 4B se analizaron por medio del ensayo ELISA por la secrecion de INF-gamma después de la
estimulacion con 0.2, 1 o 5 microgramos/ml de Rv2660c recombinante y las PBMCs FIG. 4C se analizaron por
las respuestas proliferativas después de la estimulacién con 0.2, 1 o 5 microgramos/ml del antigeno Rv2660c
recombinante.

Figura 5: Proteccion contra la infeccion con Mycobacterium tuberculosis inducida por el antigeno Rv2660c

Los grupos de ratones Balb/c-C57BL/6 se vacunaron por via subcutanea tres veces en intervalos de dos
semanas con Rv2660c y la eficacia de proteccion se evalué por medio de conteos de CFU en los pulmones y se
compard con ratones no inmunizados e inmunizados con la BCG 6 semanas después de la infeccion por aerosol.
Los resultados se expresan como logi de unidades formadoras de colonias (CFU) en los pulmones y son
resultados promedio de 6 ratones por grupo experimental. Como control positivo, una dosis individual de BCG
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Danish 1331MR (5x10* bacilos/raton) se inyectd s.c. en la base de la cola al mismo tiempo que la primera
vacunacion de subunidad; no se administraron inyecciones de refuerzo.

Figuras 6: Inmunogenicidad de Hybrid56, HyVac21 e HyVac28

Los grupos de ratones F1(Balb/cxC57BL/6) se vacunaron por via subcutanea tres veces en intervalos de dos
semanas con 5 microgramos de Ag85b-ESAT6-Rv2660c (H56), Ag85a-TB10.4-Rv2660c (H21) o Ag85b-TB10.4-
Rv2660c (H28) en DDA/TDB (LipoVac). Una semana después de la vacunacion final, las PBMCs se analizaron
por medio del ensayo ELISA por la liberacion de IFN-gamma después de la estimulacion con 1 microgramo/ml de
la proteina de fusion utilizada para la inmunizacién, Ag85b, TB10.4 o Rv2660c (figuras 6A-6C). Tres semanas
después de la vacunacion final con Ag85b-ESAT6-Rv2660c, las células de bazo FIG. 6D se analizaron por medio
del ensayo ELISA por la secrecion de INF-gamma después de la estimulacion con 0.2, 1 o 5 microgramos/ml de
Ag85B, ESAT6 o Rv2660c recombinante y las PBMCs FIG. 6E se analizaron por las respuestas proliferativas
contra los mismos antigenos a 1 microgramo/ml.

Figuras 7: Proteccion fuerte contra la infeccion con M. tuberculosis después de la inmunizacién con Hybrid56
FIG. 7A: Los grupos de ratones Balb/c-C57BL/6 se vacunaron por via subcutanea tres veces en intervalos de dos
semanas con Ag85B-ESAT6-Rv2660c (Hybrid56) y la eficacia de proteccion se evaludé por medio de conteos de
CFU en los pulmones y se compard con ratones no inmunizados e inmunizados con la BCG 2, 6, 12 y 24
semanas después de la infeccion por aerosol. FIG. 7B: Los grupos de ratones B6 se vacunaron por via
subcutanea tres veces en intervalos de dos semanas con ya sea Ag85b-ESAT6 (Hybrid1) o Ag85b-ESAT6-
Rv2031c (Hybrid32) y la eficacia de proteccion se evalué por medio de conteos de CFU en los pulmones y se
compard con ratones no inmunizados e inmunizados con la BCG 7, 13, 24, 35 y 44 semanas después de la
infeccion por aerosol. Los resultados son expresados como unidades formadoras de colonias log1o (CFU) en los
pulmones y son resultados promedio de 6 ratones por grupo experimental. Como control positivo, una dosis
individual de BCG Danish 1331MR (5x10* bacilos/raton) se inyecto s.c. en la base de la cola al mismo tiempo que
la primera vacunacion de subunidad; no se administraron inyecciones de refuerzo.

Figura 8: Curvas de supervivencia Kaplan-Meier (n = 7). La inmunizacion de cobayos con la proteina de fusion
Ag85b- ESAT6-Rv2660c prolonga el tiempo de supervivencia al nivel de los animales inmunizados con la BCG
después del reto con M. tuberculosis en aerosol en dosis bajas.

Figura 9: El antigeno Hybrid56 (Ag85b-ESAT6-Rv2660c) indujo inmunogenicidad y proteccion.

Los ratones F1(Balb/cxC57BL/6) se vacunaron por via subcutanea tres veces en intervalos de dos semanas con
Ag85b-ESAT6-Rv2660c (Hybrid56) en DDA/MPL. Diez semanas después de la vacunacion final, las células del
bazo se analizaron por medio del ensayo ELISA por la secrecion de INF-gamma después de la estimulacion con
0.2, 1 0 5 ug/ml de Ag85B, ESAT6 o Rv2660c (como se observo anteriormente en la figura 9A). La eficacia de
proteccion se evalué por la reduccion en conteos de CFU en los pulmones en comparacién con ratones
inmunizados con un control adyuvante diez semanas después de la vacunacion. Los resultados se expresan
como logio de unidades formadoras de colonias (CFU) en los pulmones de 12 ratones por grupo experimental
(figura 9B).

Ejemplos
Materiales y métodos
Animales

Los ratones hembra C57BL/6xBalb/C F1 o C57BL/6 libres de agentes patdgenos especificos, de 8 a 16 semanas de
edad, obtenidos de Bomholtegaard, Dinamarca se utilizaron para el analisis de respuestas inmunes y estudios de
proteccion evaluados por el analisis de CFU. Los estudios de infeccidn se realizaron en las instalaciones BSL3 en
Statens Serum Institute. Los animales se alojaron en jaulas aisladoras y se alimentaron con agua y alimento estéril
ad libitum. Se permiti6 a todos los animales un periodo de descanso de una semana antes del inicio de los
experimentos.

Preparaciones de Antigenos Recombinantes

El antigeno recombinante Ag85B-ESAT6 (Hybrid1) se produjo como se describié previamente (Olsen, van Pinxteren
y colaboradores, 2001). En resumen, esta proteina etiquetada con His se expresé en Escherichia coli XL-1 Blue y se
purificé en una columna TalonMR seguido por la cromatografia de intercambio ionico de proteinas utilizando una
columna HiTrap QYR (Pharmacia, Uppsala, Suecia). La muestra se dializ6 contra amortiguador de HEPES 25 mM
(pH 8.0)-NaCl 0.15 M-glicerol al 10%-Tween 20 al 0.01% antes de la dilucion y el almacenamiento.

El antigeno Rv2660c recombinante se produjo por medio del mismo procedimiento descrito previamente para otra
proteina micobacteriana pequefia (Skjot, Oettinger y colaboradores, 2000). En resumen, el gen de Rv2660c de
longitud completa se amplific6 por medio de la PCR de ADN geondmico de M. tuberculosis y se subcloné en el
plasmido de expresion pDest17. La proteina recombinante se produjo en Escherichia coli B121 blue y se purificé por
medio de la cromatografia de afinidad con iones metalicos en una columna de Ni+ en esencia como se describiera
previamente (Theisen, Vuust y colaboradores, 1995) pero con amortiguadores de fosfato que contenian urea 8 M, la
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cual se retiré después de la purificacion.

Las proteinas de fusion Hybrid56 (Ag85B-ESAT6-Rv2660c), Hybrid32 (Ag85b-ESAT6-Rv2031c), HyVac21 (Ag85a-
TB10.4-Rv2660c) y HyVac28 (Ag85b-TB10.4-Rv2660c) se clonaron en el vector de expresion pDest17 (Invitrogen)
por medio de la recombinacién de un sitio especifico de acuerdo con el fabricante.

Las proteinas de fusidén se expresaron en la cepa de E.coli BL21 después de la induccién por medio de IPTG. Las
cuatro proteinas de fusién recombinantes se recolectaron como cuerpos de inclusién después de la alteracién de las
células por detergente suave (B-PER, Sigma) y sonicacion. Los cuerpos de inclusion lavados se disolvieron en
NaOAc 20 mM + urea 8 M a pH 4.9 y se pasaron sobre una columna Q sepharoseMR para capturar la endotoxina. La
practica recolectada se diluyd en amortiguador de bis-tris + urea 8 M pH 6.5 y el pH se ajusté pH 6.5. La proteina
entonces se paso sobre CM sepharoseMR para capturar las impurezas y luego se capturé en una columna Q
sepharoseMR. La columna se lavé con amortiguador de bis-tris pH 6.5 + urea 3 M. Las proteinas enlazadas se
eluyeron con NaCl. La proteina entonces se intercambié con amortiguador en una columna af SephadexMR a tris-HCI
25 mM pH 8 y glicerol al 10%.

Reconocimiento humano - serologia

Todos los sueros se empobrecieron en anticuerpos de reacciéon cruzada antes del uso en un ensayo ELISA por la
adicion de 20 pl de extracto de E. coli (S3761, Promega, Madison, WI) a 200 pl de muestra de suero seguido por la
incubacion durante 4 horas a temperatura ambiente mientras se mezclaba. Después de la centrifugacion (10.000 x
g, 10 minutos), se agreg6 azida de sodio 0.05% al sobrenadante. El ensayo ELISA se realiz6 como sigue, las placas
de microtitulo MaxisorpMR de 96 pocillos (Nunc, Roskilde, Dinamarca) se revistieron durante toda la noche a 4°C con
un antigeno a 1.0 ug/ml (100 wl por pocillo) en amortiguador de carbonato-bicarbonato (pH 9.6). Las placas entonces
se lavaron 3 veces con PBS que contenia Tween 20MR al 0.05% (PBS-T). Las muestras de suero se diluyeron 1:100
en PBS que contenia Tween 20MR al 0.2% y albimina de suero bovino al 1.0% (peso/volumen) (amortiguador de
dilucion) y se agregd 0.1 ml de suero diluido a los pocillos por duplicado y se incubd durante una hora a temperatura
ambiente. Después de los lavados 3 x con PBS-T, las placas se incubaron durante una hora con 100 ul de Ig
antihumano de conejo conjugada con Peroxidasa (P212, DAKO, Glostrup, Dinamarca) diluida 1:8000 en
amortiguador de dilucion. Las placas se lavaron 3 veces con PBS-T y se incubaron con substrato de
Tetrametilbenzidina (TMB plus, Kem-En-Tec, ***, Dinamarca) durante 30 minutos y el desarrollo se detuvo por la
adicién de H,SO. 1 M. Entonces se midio6 la densidad 6ptica a 405 nm (ODa4os).

Preparacion de vacunas y procedimiento de inmunizacion

Los ratones se inmunizaron con 5 micro g de vacuna recombinante (ya sea Rv2659c, Rv2660c, Hybrid56, HyVac21,
HyVac28 o Hybrid32) suministrados en 25 pg de lipido A de monofosforilo (MPL, Corixa, WA, EUA) emulsionado en
bromuro de dioctadecilamonio (DDA, 250 ng/dosis, Eastman Kodak, Inc., Rochester, N.Y.) en un volumen total de
200 pl, como se describié recientemente (Olsen, van Pinxteren y colaboradores, 2001). Las vacunas (0.2 ml/ratén)
se inyectaron tres veces por via subcutanea (s.c.) en la espalda con intervalos de dos semanas. Una dosis individual
de BCG Danish 1331MR (5 x 10* bacilos/raton) se inyectd s.c. en la base de la cola al mismo tiempo que la primera
vacunacion de subunidad; no se administraron inyecciones de refuerzo. La inmunidad previa al reto se evalud
tipicamente con linfocitos sanguineos 5 y 7 semanas después de la primera vacunacion y esplenocitos 7 semanas
después de la primera vacunacion.

Infecciones experimentales y enumeracion bacteriana en érganos

Para evaluar el nivel de proteccion, los ratones se sometieron a un reto 10 semanas después de la primera
inmunizacion ya sea por la ruta del aerosol en un sistema de exposicién por inhalacion Glas-Col, calibrado para
suministrar aproximadamente 100 CFU de M. tuberculosis Erdman por pulmén. Los ratones se sacrificaron 2, 6, 12 o
24 semanas después (Hybrid56) o 7, 13, 24, 35 o 44 semanas después (Hybrid32) y los pulmones y los bazos se
retiraron para la enumeracion bacteriana. Los 6rganos se homogeneizaron por separado en solucion salina estéril y
las diluciones en serie se colocaron en agar Middlebrook 7H11MR complementado con 2 mg de hidrazida de acido 2-
tiofen-carboxilico por ml para inhibir selectivamente el crecimiento de BCG residual en los érganos de prueba. Las
colonias se contaron después de 2 a 3 semanas de incubacion a 37°C.

Cultivos de Linfocitos

Los drganos se homogeneizaron por medio de maceracion a través de un tamiz de acero inoxidable de malla fina en
RPMI completo (GIBCO, Grand Island, NY, que incluia glutamina 2 mM, 100 U/ml de cada uno de penicilina 6-
potasica y sulfato de estreptomicina, FCS al 10% y 2-ME 50 mM). Los linfocitos sanguineos se purificaron en un
gradiente de densidad LympholyteVR (Cedarlane, Hornby, Ontario, Canada). Las células se acumularon de cinco
ratones en cada grupo y se cultivaron por triplicado en pocillos de microtitulo de fondo redondo (96 pocillos; Nunc,
Roskilde, Dinamarca) que contenian 2x10° células en un volumen de 200 microlittos de medio RPMI 1640
complementado con 2-mercaptoetanol 5x10-5 M, glutamina 1 mM, penicilina-estreptomicina 5% (vol/vol) suero bovino
fetal. Los antigenos micobacterianos se utilizaron en concentraciones que variaban de 5 a 0.2 mg/ml. Los cultivos se
incubaron a 37°C en CO2 al 10% durante 3 dias, antes de la remocion de 100 pl de sobrenadante para interferon
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gamma (determinacion de IFN-gamma por medio de un ensayo inmunoabsorbente unido a enzimas (ELISA, por sus
siglas en inglés) como se describe a continuacion.

Ensayo Inmunoabsorbente Unido a Enzimas (ELISA) para IFN-gamma

Un método de ELISA de doble emparedado se utilizé para cuantificar los niveles de IFN-gamma en titulaciones por
duplicado de sobrenadantes de cultivo, utilizando un equipo comercial para el ensayo de IFN-gamma, de acuerdo
con las instrucciones del fabricante (Mabtech, AB. Suecia). Las concentraciones de IFN-gamma en las muestras se
calcularon utilizando una curva estandar generada a partir de IFN-gamma recombinante (Life Technologies) y los
resultados se expresan en pg/ml. La diferencia entre los pozos por duplicado fue consistentemente menor que 10%
del promedio.

Infeccion experimental y evaluacion de eficacia de las vacunas en el modelo de cobayo

A los cobayos hembra Hartley no consanguineos adquiridos de Charles River Laboratories (North Wilmington,
Mass.) se les administro ya sea la BCG por via intradérmica en una dosis de 10° CFU una vez o 20 g de ya sea
Ag85b-ESAT6 o Ag85b-ESAT6-Rv2660c emulsionado en DDA/MPL tres veces con un periodo de descanso de 3
semanas entre las inmunizaciones. Seis semanas después de la tercera inmunizacién se administré un reto de MTB
en aerosol utilizando un dispositivo (Glas-Col, Terre Haute, Ind.) calibrado para suministrar aproximadamente 20
bacilos en cada pulmén de los cobayos. Los tiempos de supervivencia para los cobayos infectados se determinaron
al observar los animales en una base diaria por los cambios en el consumo de alimentos, evidencia de respiracion
dificultosa y cambios de comportamiento. Ademas, los animales se pesaron en una base semanal hasta que se
observé una caida de peso sostenida durante varios dias, indicando una enfermedad.

Ejemplo 1
Reconocimiento humano de un antigeno inducido durante la inanicion

El antigeno Rv2660c se evalud para el reconocimiento humano en un panel de pacientes con TB pulmonar de
Uganda proporcionado por el Banco de Especimenes de Tuberculosis WHO. Ambos pacientes con un estado
positivo y negativo de infeccion por VIH se incluyeron (N=94 y N=73, respectivamente). El grupo de control consistio
en cien donadores saludables residentes en Dinamarca con una cobertura calculada de BCG de >90%.

Las placas de microtitulo se revistieron con 1.0 pg/ml (100 pl por pozo) de proteina de Rv2660c incubada con 100 x
muestras de suero diluido y se desarrollaron utilizando Ig antihumano de conejo conjugada con peroxidasa y
tetrametilbenzidina como substrato (resultados en la Figura 1).

Conclusién

En este estudio, se sometié a prueba el reconocimiento de una proteina inducida durante la inanicion. Basandose en
un corte determinado a partir del grupo de control utilizando una sensibilidad de 97% si era posible confirmar la
infeccion de TB en 45% de los casos con VIH-y 61% de los casos con VIH+. Indicando claramente que la proteina
de RV2660c es expresada y reconocida por el sistema inmune durante una infeccion con MTB.

Ejemplo 2

Inmunogenicidad y prevencion de la reactivacion por medio de la administracion posterior a la exposicion de un
antigeno inducido durante la inanicion (Rv2659c)

Los ratones se infectaron con M. tuberculosis y se trataron con antibiéticos para reducir la carga bacteriana y entrar
a una etapa de infeccidn latente con una carga bacteriana cercana al nivel de deteccién. Durante la etapa latente de
la infeccion, los ratones se vacunaron tres veces en intervalos de dos semanas con Rv2659c en adyuvante (por
ejemplo DDA/MPL). Una semana después de la vacunacion final, las células sanguineas se analizaron por medio
del ensayo ELISA por la secrecion de INF-gamma después de la estimulacion con Rv2659c (figura 2).

Capacidad de la proteina inducida durante la inanicion Rv2659c para inducir la proteccién contra la reactivacion de
M. tuberculosis

Los grupos de ratones con M. tuberculosis latente se vacunaron por via subcutanea tres veces en intervalos de dos
semanas con Rv2659c formulado en adyuvante (por ejemplo DDA/MPL) y la eficacia de proteccion se evalué por
medio de la reduccién en unidades formadoras de colonias (CFU) de los pulmones y bazos cuando se compararon
con ratones no vacunados (infectados de manera latente). La proteccion contra la reactivacion se avalué tres meses
después de la vacunacion. El antigeno Rv2659c indujo una reduccion de 3 a 90 veces los niveles bacterianos en los
pulmones en comparacion con los ratones infectados de manera latente, no inmunizados, reactivados (figura 3).
Para evaluar la influencia de la vacunacion con Rv2659c sobre el posible desarrollo de una patologia en los ratones
infectados de manera latente, se tomé tejido pulmonar de ratones vacunados, infectados de manera latente para el
examen histopatologico. No se detectd necrosis caseosa, fibrosis o mineralizacién significativas en las lesiones y no
se observo una infiltracion aumentada de células inflamatorias.
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Conclusién

En este estudio, se sometié a prueba el potencial de una proteina inducida durante la inanicién, Rv2659c como una
vacuna terapéutica. Cuando la proteina de Rv2659c se administré6 a ratones en combinacion de adyuvantes de
bromuro de dimetildioctadecilamonio-lipido de monofosforilo A, se indujo/reforzéd una respuesta inmune fuerte. La
inmunizacion dio por resultado una reduccion logaritmica de 0.5-1.0 en la carga bacteriana en los pulmones. De esta
manera, los estudios sugieren que la vacunacién posterior a la exposicion reduce o retarda la reactivacion de M.
Tuberculosis sin desencadenar una inmunopatologia pulmonar.

Ejemplo 3

Inmunogenicidad y proteccion contra la infeccion por aerosol de M. tuberculosis por el antigeno inducido durante la
inanicion Rv2660c

Los ratones se vacunaron tres veces en intervalos de dos semanas con Rv2660c en adyuvante (por ejemplo
DDA/MPL). Una semana después de la vacunacion final, las células sanguineas se analizaron por medio del ensayo
ELISA por la secrecion de INF-gamma después de la estimulacion con Rv2660c (figura 4A). Tres semanas después
de la vacunacion final, las células del bazo se analizaron por la secrecion de IFN-gamma después de la estimulacion
con Rv2660c (figura 4B) y las células sanguineas se analizaron por las respuestas proliferativas especificas de
antigenos (figura 4C).

Los grupos de ratones vacunados por via subcutanea tres veces en intervalos de dos semanas con Rv2660c
formulado en adyuvante (por ejemplo DDA/MPL) se sometieron a un reto por medio de la infeccion por aerosol con
M. tuberculosis y la eficacia de proteccion se evalué por medio de la reduccion en unidades formadoras de colonias
(CFU) aisladas de los pulmones en comparacion con ratones no vacunados. La proteccion se evalué 12 semanas
después de la vacunacion. El antigeno Rv2660c indujo una reduccién logaritmica (10) de 2 en los niveles
bacterianos de los pulmones en comparacién con ratones infectados no inmunizados (figura 5).

Conclusién

En este estudio, se sometié a prueba el potencial de una proteina inducida durante la inanicion Rv2660c como un
antigeno de vacuna. Cuando la proteina Rv2660c se administr6 a ratones en combinacién de adyuvantes de
bromuro de dimetildioctadecilamonio-lipido de monofosforilo A, se indujo una respuesta inmune fuerte. La
inmunizacion dio por resultado una reduccion logaritmica (10) de aproximadamente 0.5 en la carga bacteriana en los
pulmones.

Ejemplo 4
Fusion de antigenos inducidos durante la inanicion con vacunas preventivas (Vacuna de multiples fases)
Respuestas inmunolégicas después de la inmunizacion con proteinas de fusion triples

Los grupos de ratones se vacunaron por via subcutanea dos veces en intervalos de dos semanas con los
polipéptidos de fusion Hybrid56, HyVac21 o HyVac28 en adyuvante (por ejemplo DDA/MPL). Una semana después
de la vacunacion final, las células sanguineas se analizan por la secrecion de INF-gamma después de la
estimulacion con 1 microgramo/ml de proteina de fusidon de inmunizacién o los componentes individuales en las
proteinas de fusion (figuras 6A-6C). Tres semanas después de la vacunacion final con Hybrid56, las células de bazo
se analizan por medio del ensayo ELISA por la secrecion de INF-gamma después de la estimulacion con 0.2, 105
microgramos/ml de los componentes individuales en la proteina de fusion (figura 6D). Las células sanguineas se
analizan por las respuestas proliferativas especificas de antigenos tres semanas después de la vacunacion final
(Figura 6E),

La capacidad de tres polipéptidos de fusién para inducir la proteccién contra la infeccion con M. tuberculosis en
ratones

Los grupos de ratones se vacunan por via subcutanea tres veces en intervalos de dos semanas con los polipéptidos
de fusion Hybrid1, Hybrid56 y Hybrid32 en adyuvante (DDA/MPL) y la eficacia de proteccion se evalia por medio de
la reduccion en unidades formadoras de colonias (CFU) de los pulmones y bazos en comparacion con ratones
naturales (no vacunados) después de la infeccion por aerosol. Como un control positivo para la proteccion, una dosis
individual de BCG Danish 1331MR (5x104 bacilos/raton) se inyectd s.c. en la base de la cola al mismo tiempo que la
primera vacunacion de subunidad (Figuras 7A 'y 7B).

Capacidad de proteccion del polipéptido Hybrid56 (Ag85b-ESAT6-Rv2660c) contra una infeccion por aerosol de M.
tuberculosis en cobayos

Los grupos de cobayos se vacunan por via subcutanea tres veces en intervalos de tres semanas con el polipéptido
de fusién en adyuvante (por ejemplo DDA/MPL) y la eficacia de proteccion se evallua principalmente al medir cada
peso de los animales en una base semanal. Como un control positivo para la proteccién, una dosis individual de
BCG Danish 1331MR (5x104 bacilos/ratén) se inyecta i.d. al mismo tiempo que la primera vacunacién de subunidad.
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Los resultados se presentan como curvas de supervivencia en la figura 8.
Conclusion

En este estudio, se investigd el potencial inmunolégico de tres proteinas de fusion (Hybrid56, HyVac21 y HyVac28).
Cuando las proteinas de fusiéon se administraron a ratones en la combinacién de adyuvantes de bromuro de
dimetildioctadecilamonio-lipido de monofosforilo A, se indujo una fuerte respuesta inmune dependiente de la dosis
en los tres componentes de proteinas individuales indicando su potencial como una vacuna de muiltiples fases.
Seleccionando a Hybrid56 como un ejemplo, las respuestas inmunes inducidas estuvieron acompafadas por altos
niveles de inmunidad de proteccién que incrementan con el tiempo, alcanzando un nivel que fue claramente superior
al nivel de proteccion alcanzado con la BCG de Mycobacterium bovis, la vacuna clasica contra la MTB. Ademas, una
proteina de fusion triple similar que contenia el antigeno clasico de latencia de MTB Rv2031c (Ag85b-ESAT6-
Rv2031c) reemplazando Rv2660c, no mostré una proteccion mejorada a través del tiempo. Finalmente, el alto nivel
de proteccion para Hybrid56 se confirmé en el modelo de cobayo mucho mas susceptible.

Ejemplo 5

Actividad de una fusién de un antigeno inducido durante la inanicion y una vacuna preventiva (vacuna de multiples
fases) administrada después de la exposicion (terapéuticamente).

Los ratones se infectaron con M. tuberculosis y se trataron con antibidticos para reducir la carga bacteriana y para
entrar a una etapa de infeccion latente con una carga bacteriana baja. Durante la etapa latente de infeccion, los
ratones se vacunaron tres veces en intervalos de dos semanas con el polipéptido de fusiéon en adyuvante (por
ejemplo DDA/MPL). Quince semanas después de la vacunacion final, las células sanguineas se analizan por medio
del ensayo ELISA por la secreciéon de INF-gamma después de la estimulacion con 0.2, 1 o 5 ug/ml de componentes
individuales de la proteina de fusion (figura 9A).

La capacidad del polipéptido de fusién para inducir la proteccién contra la reactivaciéon de M. tuberculosis

Los grupos de ratones con M. tuberculosis latente se vacunaron por via subcutanea tres veces en intervalos de dos
semanas con el polipéptido de fusion formulado en adyuvante (por ejemplo DDA/MPL) y la eficacia de proteccion se
evalud por medio de la reduccién en unidades formadoras de colonias (CFU) de los pulmones en comparacion con
ratones no vacunados (infectados de manera latente). La proteccién contra la reactivacion se evalu6 tres meses
después de la vacunacion. El polipéptido de fusién indujo una reduccion significativa de la reactivacion dando por
resultado niveles bacterianos pulmonares reducidos en comparacién con los ratones infectados de manera latente,
no inmunizados, reactivados (figura 9B).

Conclusién

En este estudio, se investigd el potencial de una vacuna de subunidad de tuberculosis basada en una proteina de
fusion de los antigenos Rv2660c, ESAT6 (Rv3875) y el antigeno 85B (Rv1886¢c) como una vacuna terapéutica.
Cuando la proteina de fusion se administr6 a ratones en la combinacion de adyuvantes de bromuro de
dimetildioctadecilamonio-lipido de monofosforilo A, se indujo/reforzé una respuesta inmune fuerte. La inmunizacion
dio por resultado una reduccion en la carga bacteriana en los pulmones durante la reactivacion de la infeccion
latente. De esta manera, los estudios sugieren que la vacunacion después de la exposicion con una fusion de un
antigeno inducido durante la inanicién y una vacuna preventiva (Vacuna de muiltiples fases) reduce o retarda la
reactivacion de M. tuberculosis.
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LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Statens Serum Institut
<120> Nuevas vacunas de proteinas de fusion de TB
<130> 15018dk1
<160> 18

<170> PatentIn version 3.1
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<210> 1

<211> 960

<212> ADN

<213> Mycobacterium tuberculosis

<400> 1
atggctgaca tcccctacgg ccgtgactat cccgacccga totggtgtga cgaggacgyc 60
cagccgatgc cgccggtcgg cgccgaattyg ctogacgaca ttagggcatt cttgcggcgg 120
ttcgtagtct atccaagcga ccatgaacty atcgcgcaca CcCtctgygat tgcgcattyc 180
tggtttatgy aggcgtyggyga ctcaacgccc cgaatcyctt ttttgtcace ggaacccgyc 240
tctggcaaga gccgcgcact cgaagtcacyg gaaccgotag tyccccgyce ggtgcatgec 300
atcaactgca caccggecta cctgttccgt cggotgyccg atccgytcgy goggecgace 360
gtcctgtacg acgagtgtga caccctgttt ggcccgaaag ctaaagaaca cgaggaaatt 420
cgcggegtga tcaacgccgg ccaccgcaag ggagecgtcg cgggccgcty cgtcatccgco 480
ggcaagatcg ttgagaccga ggaactgcca gcgtactgtg cggtcgcctt ggccggectce 540
gacgacctgc ccgacaccat catgtctcgg tcgatcgtgg tgaggatgcg caggagggca 600
ccaaccgaac ccgtggagec grggcgccce cgogtcaacyg goccccgagyc cgagaagcty 660
cacgaccggt tggcgaactg ggcggecgce attaacccygc tggaaagegy ttggecggey 720
atgccggacyg gggtgaccga ccggcgcgce gacgtctgyg agtccctyggt tgcggttgct 780
gacaccgcgy gcgggcactg goccaaaacce gcccgtycaa ccgcagaaac ggatgcaacc 840
gcaaatcgay gagccaagcc cagcatagge gtygctgctyc tycygyatat ccgtcgagtc 900
ttcagcgacc gggaccggat gegcaccage gacatcctya ccgygactyaa ccggatygag 960



<210> 2
<211> 475
<212> PRT

<213> Mycobacterium tuberculosis

<400> 2
Met

1

AsSD

AsSD

Glu

Ala

65

Ser

Pro

Ala

Leu

Asnh

145

Gly

Leu

val

Arg

Ala
225

Ala

Glu

Ile

Leu

50

Trp

Gly

val

AsSD

Phe

130

Ala

Lys

Ala

val

Pro

210

AsSNh

AsSD

AsSD

Arg

35

Ile

AsSD

Lys

His

Pro

115

Gly

Gly

Ile

Gly

Arg

Arg

Trp

Ile

Gly

20

Ala

Ala

Ser

Ser

Ala

100

val

Pro

His

val

Leu

180

Met

val

Ala

Pro

GlIn

Phe

His

Thr

Arg

85

Ile

Gly

Lys

Arg

Glu

165

AsSD

Arg

AsSNh

Ala
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Tyr

Pro

Leu

Thr

Pro

70

Ala

AsSNh

Arg

Ala

AsSD

Arg

Gly

Ala
230

Gly

Met

Arg

Leu

55

Arg

Leu

Cys

Pro

Gly

Glu

Leu

Arg

Pro

215

Ile

Arg

Pro

Arg

40

Trp

Ile

Glu

Thr

Thr

120

Glu

Ala

Glu

Pro

Ala

200

Glu

AsSNh

24

AsSD

Pro

25

Phe

Ile

Ala

val

Pro

105

val

His

val

Leu

Ala

Pro

Tyr

10

val

val

Ala

Phe

Thr

90

Ala

Leu

Glu

Ala

Pro

170

Thr

Thr

Glu

Leu

Pro

Gly

val

His

Leu

75

Glu

Tyr

Tyr

Glu

Gly

Ala

Ile

Glu

Lys

AsSD

Ala

Tyr

Cys

60

Ser

Pro

Leu

AsSD

Ile

140

Arg

Tyr

Met

Pro

Leu

220

Ser

Pro

Glu

Pro

45

Trp

Pro

Leu

Phe

Glu

125

Arg

Cys

Cys

Ser

val

205

His

Gly

Ile

Leu

30

Ser

Phe

Glu

val

Arg

110

Cys

Gly

val

Ala

Arg

190

Glu

AsSD

Trp

Trp

15

Leu

AsSD

Met

Pro

Pro

95

Arg

AsSD

val

Ile

val

175

Ser

Pro

Arg

Pro

Cys

AsSD

His

Glu

Gly

80

Arg

val

Thr

Ile

Arg

Ala

Ile

Trp

Leu

Ala
240



Met

val

Ala

Gly

His

Glu
385

Asn

Leu

Arg
465

<210> 3
<211> 393

<212> ADN

Pro

Ala

Thr

Gly

Arg

Gly

Leu

ser

370

Arg

Asp

Ala

Gly

ser

450

Ala

Asp

val

Ala

275

val

Met

Pro

Ala

Gly

Ala

Asp

Pro

Gly

Asp

435

Thr

Ala

Gly

Ala

260

Leu

Arg

Trp

Thr

340

Gly

Trp

Leu

Gly

Glu

Ala

val

245

Asp

Thr

Leu

Thr

ser

ser

Pro

Ala

ser

<213> Mycobacterium tuberculosis

<400> 3

ES 2647070 T3

Thr

Thr

Asp

Leu

ser

310

ser

Leu

Pro

Arg

val

390

Ala

Pro

Leu

Lys

Ala
470

Asp

Ala

Ala

Asp

Ile

Gly

Pro

Tyr

375

ser

Thr

Tyr

Cys

Ala

Arg

Arg

Gly

Thr

280

Asp

Arg

Arg

Tyr

360

Leu

Ala

Gly

ser
440

Ala

Asp

25

Arg

Gly

Ala

Leu

Arg

Tyr

345

Lys

ser

val

Ala

Pro

425

Gly

Gly

Gly

Ala

250

His

Asn

Arg

Thr

Gly

Gly

Ala

ser

Thr

410

Pro

Pro

Lys

Ala

Asp

Trp

Arg

Arg

Gly

Asp

Ile

Tyr

Asp

Ala

395

Asp

Ala

Gly

Cys

Arg

val

Pro

Gly

val

300

Leu

Pro

Gly

ser

380

val

Ala

Pro

Cys

Arg

Trp

Lys

Ala

285

Phe

Asn

Leu

Pro

ser

Thr

Asn

Pro

445

Pro

Thr

270

Lys

ser

Arg

Asp

350

Thr

Thr

Pro

Asp

Gly

Asn

Cys

ser

255

Ala

Pro

Asp

Met

Ala

335

Phe

Gln

Pro

Pro

Leu

415

His

Lys

Arg

Leu

Arg

ser

Arg

Glu

320

Arg

Gln

Phe

val

400

Pro

Pro

Leu

Gly



atgaccgccg
cccgegacag
tggtcggtgc
ggcacccecgg
gacgctgctce
tcacgtgacg

cgtgacgect

tcggcgggtc

tcgccacacc
acgagtatgt
cgtggtgcga
ggcattgggc
tatccgecgce

acattcggcg

ES 2647070 T3

gccgcecgacg
gtctagcacc
cgcaccgacc
cctcgacgac
actccgggtg
cgccgactgg

ggtggtggtc

cgacgatgcc
gatcctaccg
ctggccgeeg
accgacccgg
gagacgtgcc
ccggcggtct

tga

cggccacaga
cgtcccgegce
ccgtggaatg
tcaaatgggc
aggccgegtce

ctcgggagat

ggaccgggca
cgtgtcgtgg
gccgatggec
cgcgatctgce
ggccgaggea
ccagcgtcgg

60
120
180
240
300
360
393

<210> 4

<211>130

<212> PRT

<213> Mycobacterium tuberculosis

<400> 4

Met Thr Ala val Gly Gly ser Pro Pro Thr Arg Arg Cys Pro Ala Thr

1 5 10 15

Ala Pro Ala Thr val Ala Thr Pro ser Sser Thr
20 25 30

Glu Asp Arg Asp Pro

Thr Ala ser Arg Ala val ser Trp Trp Ser val His Glu val Ala

35 40 45

Tyr

Pro Thr Leu Ala Ala Ala val Glu Trp Pro Met Ala Thr Ala

50 55 60

Gly Pro

Trp Cys Asp Leu Asp Asp Thr Asp Pro val Trp Ala Ala
65 70 75 80

Asp Ala Ala Arg His Trp Ala Leu Arg val Thr Cys Ala

85 90 95

Ala val Ala Ala Ala Ala

100

ser Ala Glu ser ser Pro

105

Arg Asp Asp Trp

110

val ser GIln Arg Arg Asp Ala Tyr Ile Arg Arg val

val
130

val

<210>5

<211> 261

<212> ADN

<213> Mycobacterium tuberculosis

<400> 5

26
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15

20

atgtgcg

ggcatgg

cgt

cag

tatctagcgg

taccgetecg

ccgtteggtg

<210>6
<211> 86
<212> PRT

tcccgtcgoc gagtctcggg tggacggtcet
acgctcccece gttgtcacgg cggtacatca
tcaccgaccg cacggtccge cagatgatcg

gcacccgect cgtececgtetg cgecgegaty

gtgccgeatg a

<213> Mycobacterium tuberculosis

<400> 6

Met Cys Ala Phe Pro

1

Thr

Ile

val

Thr
65

Pro

<210>7
<211> 363
<212> ADN

Glu

Thr

Arg

50

Arg

Phe

Arg Pro Gly
20

Ile Sser Glu
35

GIn Met Ile

Leu val Arg

Gly Gly Ala
85

<213> Mycobacterium tuberculosis

<400> 7
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Ser Pro Ser Leu Gly Trp Thr val Ser His
10 15

Met Ala Asp Ala Pro Pro Leu Ser Arg Arg
25 30
Ala Ala Glu Tyr Leu Ala val Thr Asp Arg
40 45
Ala Asp Gly Arg Leu Arg Gly Tyr Arg Ser
55 60

Leu Arg Arg Asp Glu val Asp Gly Ala Met
70 75

Ala

atggccgaty cggttaagta cgtagttatg tgcaactgcg acgacgaacc gggagogote

atcatcgcct ggatcgacga ¢gaacgacce gocggcgggc acatacagat gcggtcgaac

acccgcttca ccgaaacaca

tgccgaaagt atgegecgat

gcgaagcettc acgagcetgag

gaggcgegac acgtaattce

taa

gtggggccge catatcgagt ggaaactcga atgccgggca
atccgagatg accgeogogy cgatcctoga cggtttcggg
aacgtcgacc atccccgacg ctgacgatcc atcaatagca

gttcagcgea ttatgettge gettgageca getaggeggg

27

ctcacgagac cgaaaggccc 60
cgatcagtga ggccgccgaa 120
ccgacggccy cctacgegga 180

aggtcgacgy cgccatgeac 240

261

Glu

Tyr

Thr

Gly

His
80

60

120
130
240
300
360
363
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15

<210> 8

<211>120

<212> PRT

<213> Mycobacterium tuberculosis

<400> 8

Met Ala Asp Ala val
1 5

Pro Gly Ala Leu Ile
20

Gly His Ile Gln Met
35

Gly Arg His Ile Glu
50

Ala Pro Ile ser Glu
65

Ala Lys Leu His Glu
85

Pro Ser Ile Ala Glu
100

Leu Arg Leu Ser Gln
115

<210>9

<211> 1128

<212> ADN

<213> Mycobacterium tuberculosis

<400> 9

gtgacgcaaa ccggcaagcg tcagagacgc aaattcggtc gcatccgaca gttcaactcc

ES 2647070 T3

Lys

Ile

Arg

Trp

Met

70

Leu

Ala

Leu

TYr

Ala

Ser

Lys

Thr

Arg

Arg

Gly

val

Trp

AsSh

40

Leu

Ala

Thr

28

val

Ile

25

Thr

Glu

Ala

Ser

val
105

Met

10

Asp

Arg

Cys

Ala

Thr
a0

Cys

Asp

Phe

Arg

Ile

75

Ile

Pro

Asn

Glu

Thr

Ala

60

Leu

Pro

Phe

Cys

Arg

Glu

45

Cys

ASp

Asp

ser

Asp

Pro

30

Thr

Arg

Gly

Ala

Ala
110

Asp

15

Ala

Gln

Lys

Phe

Asp

95

Leu

Glu

Gly

Trp

Tyr

Gly

80

Asp

Cys

60



10

ggccgetgge
ttcaacgcca
caactatggt
gccgaaggat
ctgctggaca
gccgecgtge
tcctacaget
aacccctgec
accctegacy
ctgatggcgy
atcgacctge
ttcaaggtga
ctgatacccy
ctgttcccat
ttctacaagy
tceggegecy
ggacacagca

gaaatcgecg

aagccagcta
agatcgacgc
cceceggeatc
ggctgaagcea
accacatcct
gccgetggta
tgctgegegc
gcatctcagg
agctggaaac
catggctggc
acggcgagygt
cgacaccgaa
ccatcgaaga
cggtcaacga
cccgaaaagc
tgttggctyc
cagcecgycyc

cactgttaag

<210> 10

<211> 375

<212> PRT

<213> Mycobacterium tuberculosis

<400> 10

val Thr GIn Thr Gly
1 5

Gln Phe Asn Ser Gly
20

Arg val Tyr Ile Ala

35

Ala Trp Leu Thr Asp
50

Pro Ala Ser Gly Gln

65
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caccggeccce
cgaagcatgy
gggtcaggaa
gcgtggaatc
ggccaccttc
cgccaccacce
aatcatgcag
cgcgtccacc
catcaccaaa
catgcgctac
tgcgcgggty
aagcgatgcy
ccaccttcac
ccccaaccgt
cgccggccga
atccaccggce
cgcactccgce

caaactggcc

gacggccgeg
ctcaccgace
gaccgccccg
aaggaccgca
gctgacaccg
gcegtgggea
accgcettgg
gcecgecgeg
gcecatgeccg
ggcgagctga
cggcyggyctg
ggagtgcgcg
aaacacgtca
cacctagcac
ccagacttac
gccacactgg
taccagcacg

gagaaccagg

Lys Arg Gln Arg Arg
10

Arg Trp Gln Ala Ser

Pro

25

Lys Thr phe Asn

40

Arg Arg Arg Glu Ile

55

Glu Asp Arg Pro Gly

70

29

tgtacatcgce
gccgecgega
gagccccatt
cccgegecca
acctacgcga
caccgaccat
ccgacgacct
tccacaagat
acccctacca
ccgaattacg
tcgttegygt
acataagtat
acceccggecy
ccteggcyct
gggtgcacga
ccgaactgat
ccgecaaggyg

agatgtga

Lys Phe
Tyr Thr
Ala Lys
Asp Arg

60

Ala Pro
75

ccecaaaace
aatcgaccga
cggtgagtac
ctatcgcaaa
catcaccccy
gcgggcacac
gatcgactcc
caggcecgec
ggcgttegtg
ccgcaaagac
gggcygaaggc
ccecgecacat
ggagtcectg
gtaccgcatg
ccttcgacac
gcagcgycta

CCYgyaccyc

Gly Arg Ile Arg
15
Gly Pro Asp Gly
30
Ile Asp Ala Glu
45
Gln Leu Trp Ser

Phe Gly Glu Tyr
80

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1128
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Ala Glu Gly Trp Leu Lys Gln Arg Gly Ile Lys Asp Arg Thr Arg Ala
85 90 95

His Tyr Arg Lys Leu Leu Asp Ash His Ile Leu Ala Thr Phe Ala Asp
100 105 110

Thr Asp Leu Arg Asp Ile Thr Pro Ala Ala val Arg Arg Trp Tyr Ala
115 120 125

Thr Thr aAla val Gly Thr Pro Thr Met Arg Ala His Ser Tyr Ser Leu
130 135 140

Leu Arg Ala Ile Met Gln Thr Ala Leu Ala Asp Asp Leu Ile Asp Ser
145 150 155 160

Asn Pro Cys Arg Ile ser Gly Ala Ser Thr Ala Arg Arg val His Lys
165 170 175

Ile Arg Pro Ala Thr Leu Asp Glu Leu Glu Thr Ile Thr Lys Ala Met
180 185 190

Pro Asp Pro Tyr Gln Ala Phe val Leu Met Ala Ala Trp Leu Ala Met
195 200 205

Arg Tyr Gly Glu Leu Thr Glu Leu Arg Arg Lys Asp Ile Asp Leu His
210 215 220

Gly Glu val Ala Arg val Arg Arg Ala val val Arg val Gly Glu Gly
225 230 235 240

Phe Lys val Thr Thr Pro Lys Ser Asp Ala Gly val Arg Asp
245 250

ser

P
v —
[ ]

Ile Pro Pro His Leu Ile Pro Ala Ile Glu Asp His Leu His Lys His
260 265 270

val Asn Pro Gly Arg Glu Ser Leu Leu Phe Pro ser val Asn Asp Pro
275 280 285

Asn Arg His Leu Ala Pro Ser Ala Leu Tyr Arg Met Phe Tyr Lys Ala
290 295 300

Arg Lys Ala Ala Gly Arg Pro Asp Leu Arg val His Asp Leu Arg His
305 310 315 320

ser Gly Ala val Leu Ala Ala Ser Thr Gly Ala Thr Leu Ala Glu Leu
325 330 335

Met GIn Arg Leu Gly His Ser Thr Ala Gly Ala Ala Leu Arg Tyr Gln
340 345 350

30
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15

20

25
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His Ala Ala Lys Gly Arg Asp Arg Glu Ile Ala Ala Leu Leu Ser Lys
360

355

Leu Ala Glu Asn GIn Glu Met
370 375

<210> 11

<211> 228

<212> ADN

<213> Mycobacterium tuberculosis

<400> 11

gtgatagcgg gcgtcgacca ggcgcttgca gcaacaggec

ggcgcatctg gtggggtcac cgtcggtgtc ggcgtgggea

gtggttgcac cgagtcagtt cacatttagt tcacgcagcc

gcaggtcaat cgtggtgcgc gatactggga ttgaaccagt

<210> 12

<211>75

<212> PRT

<213> Mycobacterium tuberculosis

<400> 12

Xal ITe Ala Gly ga] Asp GIn Ala

Gln Arg Ala QAa Gly Ala Ser Gly

Gly Thr Glu GIn Arg Asn Leu Ser
35 40

Phe Ser Ser Arg Ser Pro Asp Phe
50 55

Trp Cys Ala Ile Leu Gly Leu Asn
65 70

<210> 13

<211> 390

<212> ADN

<213> Mycobacterium tuberculosis

<400> 13

31

Leu
Gly
25

val

val

Gln

Ala

10

val

val

Asp

Phe

365

aggctagcca gcgggcggea 60
cggaacagag gaacctttcg 120
cagattttgt ggatgaaacc 180

ttcactag 228

Ala Thr Gly Gln Ala Ser
15
Thr val Gly val Gly val
30
Ala Pro Ser Gln Phe Thr
45
Glu ggr Ala Gly GIn Ser

His
75



10

15
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atgagggctc gcagcgatgc tggaggccag tctgtgaagt cccgcacgtc gaatcggtcc
agaagctcgc gccggagccg cgtcaggtca tccatcagtg ccctcgttga taatccgcag
gctcggecge gcgagctcoce tgttctgtge gggtggcccg tagtgcgegt cgagccggtc
tgcgagttcg tgccggagcc ggtttgtgga caggccgagg tgctcggcga gccagccgec
gctcatcggg tcacctcagc ccgccggtca ccctcaacga ccgtttgcag ccgttcgcag
aaggcgagcg cggtggtgat cagctccgtc agctcggttg cgcgggtgcg gocgtgocctcg
gtgagttcgg tggacgcgac aacagcgtga
<210> 14
<211>129
<212> PRT
<213> Mycobacterium tuberculosis
<400> 14
Met Arg Ala Arg Ser Asp Ala Gly Gly Gln Ser val Lys Ser Arg
1 10 15
Ser Ash Arg Ser Arg Ser Ser Arg Arg Ser Arg val Arg Ser Ser
20 25 30
ser Ala Leu val Asp Asn Pro Gln Ala Arg Pro Arg Glu Leu Pro
35 40 45
Leu Cys Gly Trp Pro val val Arg val Glu Pro val Cys Glu pPhe
50 55 60
Pro Glu Pro val Cys Gly Gln Ala Glu val Leu Gly Glu Pro Ala
65 70 75
Ala His Arg val Thr Ser Ala Arg Arg Ser Pro Ser Thr Thr val
85 90 95
Ser Arg Ser Gln Lys Ala Ser Ala val val Ile Ser Ser val Ser
100 105 110
val Ala Arg val Arg Arg Ala Ser val Ser Ser val Asp Ala Thr
115 120 125
Ala
<210> 15
<211> 273
<212> ADN

<213> Mycobacterium tuberculosis

<400> 15

32

60
120
180
240
300
360
390

Thr

Ile

val

val

Ala

80

Cys

Ser

Thr
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20
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atggatgacc tgacgcggct ccggegcgag
acagactggc ctccagcatc gctgcgagec
atgacggcca gcccgccaca gcctgtatcg
ttaaccacca acccatccgc gagagcagcc

tgcgctggtg agaaacagtg ccgcccaccg
<210> 16
<211>90
<212> PRT
<213> Mycobacterium tuberculosis

<400> 16

Met Asp Asp Leu Thr Arg Leu
1

val Arg Asp ;Be Thr Asp Trp

Ala Thr Tyr Asp Pro Trp Ile

35
val Ser Pro Gly Gly Pro Arg
50 55
Pro Ser Ala Arg Ala Ala Pro
65 70
Cys Ala Gly Glu ggs Gln Cys
<210> 17
<211> 234
<212> ADN

<213> Mycobacterium tuberculosis

<400> 17

gtggaggtga gggctagcgc ccgcaagcac

taccgcaacg cgctgcgcta cgtcgaactg

atcggecccg accaaaccgg gcgectttta
cggattatcc acgccaacgt actacgecceg
<210> 18
<211>77
<212> PRT

<213> Mycobacterium tuberculosis

<400> 18

cttctggacc gattcgacgt gcgggacttc 60
ctcatcgcga cctacgaccc ctggatcgac 120
cccggagggc ctcgactccg actcgtgcga 180
cctatcggaa acggtgggga ctcttctgtt 240
tag 273

Arg Arg Glu Leu Leu Asp Arg Phe Asp
10 15

Pro Pro Ala Ser Leu Arg Ala Leu Ile
25 30

Asp Met Thr Ala Ser Pro Pro Gln Pro
40 45

Leu Arg Leu val Arg Leu Thr Thr Asn
60

Ile Gly Asn Gly Gly Asp Ser Ser val
75 80

Arg Pro Pro
90

ggcatcaacg acgacgccat gctccacgca 60

gaataccacg gcgaagttca actgctggtg 120

gagctggrca tcccagcaga cgaaccaccc 180

aagttctacg actacctgag gtga 234
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val Glu val Arg ?1a ser Ala Arg Lys 285 Gly Ile Asn Asp ﬁgp Ala

Met Leu His Ala Tyr Arg Asn Ala Leu Arg Tyr val Glu Leu Glu Tyr
20 25 30

His Gly Glu val GIn Leu Leu val Ile Gly Pro Asp Gln Thr Gly Arg
35 40 45

Leu Leu Glu Leu val Ile Pro Ala Asp Glu Pro Pro Arg Ile Ile His
50 55 60

Ala Asn val Leu Arg Pro Lys Phe Tyr Asp Tyr Leu Arg
65 70 75
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REIVINDICACIONES
1. Una vacuna que comprende un polipéptido de fusién que comprende:

i) la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12, o

ii) uno o mas fragmentos de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12 que comprende un epitopo de
linfocitos T o un epitopo de linfocitos B, o

i) polipéptidos con una identidad de secuencia de al menos 80 % con i) o ii) que comprenden un epitopo de
linfocitos T o linfocitos B,

y en la que el polipéptido de fusién se construye a partir de una combinacién de uno o mas antigenos inducidos
durante la inanicion con uno o mas antigenos de M. tuberculosis.

2. La vacuna de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que dicho antigeno o uno o mas fragmentos de dicho antigeno
se fusionan con uno o mas polipéptidos seleccionados del grupo que consiste en ESAT6, Ag85B, TB10.4 y/o Ag85A,
en cualquier combinacion y orden de posicion.

3. La vacuna de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o 2, en la que el polipéptido de fusién comprende 2 diferentes
polipéptidos inmundgenos.

4. La vacuna de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en la que el polipéptido de fusién comprende 3
diferentes polipéptidos inmundégenos.

5. La vacuna de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en la que el polipéptido de fusion comprende 4
diferentes polipéptidos inmundégenos.

6. La vacuna de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende un polipéptido de fusion
con una combinacion de ESAT6-Ag85A-X, ESAT6-Ag85B-X, Ag85A-X, Ag85B-X, TB10-Ag85A-X o TB10-Ag85B-X
donde X es SEQ ID NO: 12 y donde el orden de las unidades de antigenos puede ser de cualquier combinacion.

7. La vacuna de acuerdo con la reivindicacién 6, que comprende un polipéptido de fusién que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada de las secuencias de aminoacidos que codifican los siguientes polipéptidos
de fusion:

Ag85B-ESAT6-Rv2660c;
Ag85B-TB10.4-Rv2660c;
Ag85B-Rv2660c;

Ag85A-Rv2660c;
Ag85A-ESAT6-Rv2660c;
Ag85A-TB10.4-Rv2660c;
Rv2660c-Rv2659c;
Ag85B-ESAT6-Rv2660c-Rv2659c;

en cualquier orden de las unidades de polipéptidos.

8. La vacuna de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-7 para uso profilactico, uso terapéutico, o para
utilizarse para reforzar la inmunidad de la vacunacion previa con la BCG.

9. La vacuna para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 8, que se debe administrar por via intradérmica,
transdérmica, subcutanea, intramuscular o mucosal.

10. Un polipéptido de fusién de acuerdo con la reivindicacién 7.

11. La vacuna de acuerdo con la reivindicacion 7, que comprende el polipéptido de fusion Ag85B-ESAT6-Rv2660c,
en cualquier orden de las unidades polipeptidicas.
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