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 2 

DESCRIPCIÓN 

Prevención y tratamiento de la infección por Mycobacterium 

Campo de la invención 

La invención se relaciona con la identificación de antígenos para prevenir y tratar infección por Mycobacterium, 
especialmente pero no exclusivamente infección por Mycobacterium tuberculosis, a sistemas de expresión que 5 

incluyen Mycobacterium vivo para la expresión de dichos antígenos para la prevención y tratamiento de dicha 
infección, y al uso de dichos antígenos y sistemas de expresión para la prevención y tratamiento de dicha infección. 

Antecedentes de la invención 

La referencia a cualquier técnica anterior en la especificación no es, y no debe tomarse como, un reconocimiento o 
sugerencia de que esta técnica anterior forma parte del conocimiento general común en Australia o en cualquier otra 10 

jurisdicción o que esta técnica anterior podría razonablemente esperarse a ser verificada, entendida y considerada 
relevante por una persona experimentada en la técnica. 

Mycobacterium tuberculosis, el agente causante de la tuberculosis (TB), cobra casi 2 millones de vidas anualmente 
((Dye, 2010) y globalmente es la principal causa de muerte debido a un solo agente bacteriano. La situación se ha 
vuelto más crítica en la última década debido a la coinfección con el VIH y la ineficacia de la vacuna actual, Bacillus 15 

Calmette-Guérin(BCG), para proteger a los adultos contra la TB ((Dye, 2010). 

La identificación de antígenos novedosos y protectores reconocidos por individuos infectados representaría un avance 
importante en el control de la TB y podría formar la base de nuevas terapias para limitar la propagación de la 
enfermedad. 

Las vacunas para TB actuales en los ensayos clínicos incluyen vacunas de subunidades de vectores virales o con 20 

base en adyuvantes, así como vacunas micobacterianas enteras, que expresan uno o más antígenos inmunogénicos 
de M. tuberculosis (Kaufmann, 2011). La mayoría de estas estrategias se basan en antígenos secretados de M. 
tuberculosis que, presumiblemente, se "ven" más fácilmente por la respuesta inmune del huésped (revisado en 
((Kaufmann, 2011)). La eficacia protectora en humanos de estas nuevas vacunas candidatas aún no se ha 
determinado. 25 

Sigue existiendo la necesidad de más antígenos candidatos y vacunas para la prevención y/o el tratamiento de la 
infección por Mycobacterium, especialmente la infección por M. Tuberculosis. 

Además de la identificación de antígenos, la modulación dirigida de la expresión del antígeno en células presentadoras 
de antígeno mediante vehículos de vacuna recombinantes tales como Bacilo Calmette Guerin (BCG) ayudaría 
significativamente al desarrollo de estrategias inmunoterapéuticas eficaces. 30 

Sigue existiendo la necesidad de sistemas de expresión candidatos, especialmente aquellos capaces de una expresión 
inmediata y sostenida del antígeno protector, permitiendo de este modo respuestas inmunes específicas de antígeno 
mejoradas a Mycobacterium, especialmente M. tuberculosis. 

Resumen de la invención 

La invención busca abordar una o más de las necesidades mencionadas anteriormente y/o proporciona mejoras en la 35 

prevención y/o tratamiento de infección por Mycobacterium y en una realización proporciona un método para minimizar 
la probabilidad de desarrollo de una infección por Mycobacterium en un individuo que incluye: 

•  formar una respuesta inmune a un componente de una vía de asimilación de un sulfato de Mycobacterium (SAP) 
en un individuo; 

minimizando así la probabilidad de desarrollo de una infección por Mycobacterium en el individuo. 40 

En otra realización, se proporciona un método para proporcionar a un individuo con inmunidad a la infección por 
Mycobacterium, que incluye: 

•  formar una respuesta inmune a un componente de un Mycobacterium SAP en un individuo; 

proporcionando así al individuo inmunidad a la infección por Mycobacterium. 

En otra realización, se proporciona un método para prevenir el desarrollo de una infección por Mycobacterium en un 45 

individuo que incluye: 

•  proporcionar un componente de un Mycobacterium SAP en un individuo que requiere dicha prevención en 
condiciones para permitir la formación de una respuesta inmune a dicho componente en dicho individuo; 

evitando así que la infección se desarrolle en el individuo. 
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En otra realización, se proporciona un método para tratar a un individuo que tiene una infección por Mycobacterium 
para, como mínimo, minimizar la progresión de la infección o una afección asociada con la infección, que incluye: 

•  proporcionar un componente de un Mycobacterium SAP en un individuo que requiere dicho tratamiento en 
condiciones para permitir la formación de una respuesta inmune a dicho componente en dicho individuo; 

de ese modo tratando al individuo.  5 

En otra realización, se proporciona un uso de un componente de un Mycobacterium SAP en la fabricación de un 
medicamento para minimizar la probabilidad de desarrollo de una infección por Mycobacterium en un individuo. 

En otra realización, se proporciona un uso de un componente de Mycobacterium SAP para minimizar la probabilidad 
de desarrollo de una infección por Mycobacterium en un individuo. 

Se divulga un método para determinar si una persona es inmune a una Mycobacterium, incluyendo: 10 

•  proporcionar un componente de un Mycobacterium SAP en un individuo en condiciones para permitir la formación 
de una respuesta inmune a dicho componente en dicho individuo; 

•  determinar si el individuo desarrolla una respuesta inmune protectora a dicho componente; 

en el que el desarrollo de una respuesta inmune protectora determina que el individuo es inmune a un Mycobacterium; 

determinando así si el individuo es inmune a un Mycobacterium. 15 

El gen o producto génico Mycobacterium CsyD es un componente para uso en los métodos descritos anteriormente. 

En otra realización, se proporciona una vacuna o composición inmunoestimulante para proporcionar una respuesta 
inmune a Mycobacterium en un individuo que incluye: 

•  un componente de un Mycobacterium SAP; 

•  un compuesto para potenciar una respuesta inmune al componente del Mycobacterium SAP. 20 

En otra realización, se proporciona una vacuna o composición inmunoestimulante para proporcionar una respuesta 
inmune a un Mycobacterium en un individuo que incluye: 

•  una célula de Mycobacterium que incluye un gen o proteína CysD recombinante. 

En otra realización, se proporciona una proteína recombinante adecuada para usar en la composición descrita 
anteriormente, dicha proteína incluye una primera región que tiene una secuencia codificada por un gen 25 

Mycobacterium CysD y una o más regiones adicionales que tienen una secuencia codificada por un gen 
Mycobacterium Agb85. También se proporciona un ácido nucleico que codifica la proteína recombinante, y un vector 
de expresión que incluye dicho ácido nucleico. 

En otra realización, se proporciona una proteína adecuada para uso en la composición descrita anteriormente que 
incluye una primera región que tiene una secuencia codificada por un gen Mycobacterium CysD y una región adicional 30 

que tiene una secuencia codificada por un gen Mycobacterium Agb85. También se proporciona un ácido nucleico que 
codifica la proteína y un vector de expresión que incluye dicho ácido nucleico. 

Se divulga un vector de expresión que incluye un ácido nucleico que codifica una proteína de Mycobacterium CysD y 
un promotor, en el que dicho promotor está ligado operativamente al ácido nucleico para la expresión del ácido nucleico 
cuando una cepa de Mycobacterium que incluye el vector se introduce en una APC, teniendo dicho promotor una 35 

secuencia de un promotor de Mycobacterium que causa la expresión de una chaperona independiente de 
Mycobacterium ATP. 

Se divulga un Mycobacterium que incluye una proteína recombinante, ácido nucleico o vector de expresión descrito 
anteriormente. La célula puede derivarse de M. tuberculosis o puede ser una cepa atenuada de M. tuberculosis. 

Se divulga un método para proporcionar una respuesta inmune específica de antígeno a la infección por 40 

Mycobacterium, que incluye: 

• introducir una cepa de Mycobacterium en una célula presentadora de antígeno (APC); 

en la que dicha cepa incluye: 

•  un ácido nucleico recombinante que codifica un antígeno de Mycobacterium para proporcionar una respuesta 
inmune específica de antígeno a la infección por Mycobacterium; 45 
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•  un promotor operativamente unido al ácido nucleico recombinante para la expresión del ácido nucleico 
recombinante cuando la cepa se introduce en una APC, teniendo dicho promotor una secuencia de un promotor de 
Mycobacterium que causa la expresión de una chaperona independiente de Mycobacterium ATP. 

Se divulga un vector de expresión que incluye: 

•  un ácido nucleico que codifica un antígeno de Mycobacterium para proporcionar una respuesta inmune específica 5 

de antígeno a la infección por Mycobacterium; 

•  un promotor operativamente unido al ácido nucleico para la expresión del ácido nucleico cuando la cepa se 
introduce en una APC, teniendo dicho promotor una secuencia de un promotor de Mycobacterium que causa la 
expresión de una chaperona independiente de Mycobacterium ATP. 

El promotor HspX de Mycobacterium es un promotor preferido para uso como un promotor que tiene la secuencia de 10 

un promotor de Mycobacterium que causa la expresión de una chaperona independiente de Mycobacterium ATP. 

Se divulga una cepa de Mycobacterium que incluye el vector de expresión descrito anteriormente. 

En otra realización, se proporciona un vector de expresión que incluye: 

•  un ácido nucleico que codifica una proteína que incluye una primera región que tiene una secuencia codificada por 
un gen Mycobacterium CysD y una región adicional que tiene una secuencia codificada por un gen Mycobacterium 15 

Agb85; 

•  un promotor HspX de Mycobacterium que causa la expresión de dicho ácido nucleico cuando dicho vector se 
introduce en una APC. 

Se divulga una célula, típicamente una célula de M. tuberculosis o una célula de Mycobacterium atenuada, por ejemplo 
una célula de M. bovis atenuada tal como BCG, o una célula atenuada de M. tuberculosis, incluyendo dicha célula el 20 

vector de expresión descrito anteriormente. 

Se divulga un método para minimizar la probabilidad de desarrollo de una infección por M. tuberculosis en un individuo, 
que incluye: 

•  proporcionar una célula atenuada de M. tuberculosis en un individuo en el que se minimice la probabilidad de 
desarrollo de dicha infección; 25 

en el que dicha célula incluye: 

un vector de expresión que incluye: 

•  un ácido nucleico recombinante que codifica una proteína que incluye una primera región que tiene una secuencia 
codificada por un gen Mycobacterium Agb85 y una región adicional que tiene una secuencia codificada por un gen 
Mycobacterium CysD; 30 

•  un promotor de Mycobacterium HspX que causa la expresión de dicho ácido nucleico recombinante cuando dicho 
vector se introduce en un APC; 

en el que dicha célula se proporciona en dicho individuo en condiciones para formar una respuesta inmune en el 
individuo a dicha proteína; 

minimizando así la probabilidad de desarrollo de una infección por Mycobacterium en el individuo. 35 

Breve descripción de los dibujos 

Figura 1. Sobrerregulación del complejo de activación del sulfato de M. tuberculosis dentro de las células del 
hospedador y durante la persistencia no replicante. (A) Organización genética del locus cysDNC que codifica el 
complejo de activación del sulfato. En M. tuberculosis, las actividades de cysN (GTPasa) y cysC (quinasa) se fusionan 
juntas en un polipéptido y CysDNC constituye un operón. (B) Nivel de expresión relativo de CysDNC; medido por PCR 40 

cuantitativo en tiempo real, de bacilos cultivados durante 48 horas en cultivo (barra transparente) o 48 horas después 
de la infección de células RAW (barra negra). Los datos son la expresión relativa media ± S.E.M medida por triplicado 
y es representativa de dos experimentos independientes. (C) Efecto de DETA-NO (Det) sobre el crecimiento de M. 
tuberculosis cultivada. Se añadió DETA-NO 50 µM al cultivo de M. tuberculosis (cuadrados rellenos) cada 24 horas 
durante 7 días o se dejó sin tratar (círculos rellenos). En los días 0, 1, 3 y 7, se tomaron alícuotas para determinar 45 

CFU/ml. (D) Nivel de expresión relativa de cysDNC (barra negra) en el día 7 después del tratamiento con DETA-NO 
en comparación con el cultivo de M. tuberculosis sin tratar (barra transparente). 

Figura 2. Reconocimiento inmunitario del huésped del complejo de activación del sulfato M. tuberculosis. Las 
respuestas de células T específicas de antígeno en el MLN de ratones se midieron 3. (A) y 8 (B) semanas después de 
la exposición a M. tuberculosis intranasal. Las células secretoras de IFN-γ se enumeraron mediante ELIspot después 50 
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de evocación a las proteínas CysDNC o 85B (10 µg/ml). Los datos son las medias ± S.E.M. para cuatro ratones y son 
representativos de experimentos duplicados. La significancia de las diferencias entre las células estimuladas con 
proteínas y las células no estimuladas se determinó mediante ANOVA; * p <0,0001. (C) Se midieron las respuestas 
de células T específicas de antígeno en la sangre periférica de pacientes infectados con M. tuberculosis (círculos 
abiertos) (n= 15) e individuos TST-ve (círculos rellenos) (n= 11). Proliferación de células T en respuesta a M. 5 

tuberculosis. Las proteínas CFP, CysDNC y Ag85B a 10 µg/ml se midieron mediante la incorporación de 3H-timidina y 
se calculó un índice de estimulación. Las líneas horizontales representan la mediana para cada grupo. La significancia 
de las diferencias entre los pacientes infectados con M. tuberculosis y los individuos TST-ve se determinó mediante la 
prueba U de Mann-Whitney; * p <0,001. 

Figura 3. Protección proporcionada por vacunas de ADN que codifican miembros del complejo de activación de sulfato 10 

después de la exposición a M. tuberculosis. Ratones C57BL/6 (n= 5) se inmunizaron 3 veces mediante inyección i.m 
a intervalos de 2 semanas con 100 µg cada una de pCADN3, ADN-cysD, ADN-cysNC o ADN-cysD combinados con 
ADN-cysNC. En el momento de la primera inyección de vacunas de ADN, los ratones se inmunizaron una vez mediante 
inyección s.c. con 5 x 105 CFU de BCG. Cuatro semanas después de la tercera inmunización, los ratones fueron 
expuestos a M. tuberculosis en aerosol. Cuatro semanas después de la exposición, se determinó la carga bacteriana 15 

en el pulmón (A) y el bazo (B). Estos datos se muestran como la CFU media (± SEM) por órgano y son representativos 
de 1 de 3 experimentos individuales para todos los grupos. La significancia de las diferencias entre los grupos no 
vacunados e inmunizados en el pulmón y el bazo se determinó mediante ANOVA; * p <0,001. 

Figura 4. Sobrerregulación y reconocimiento inmune del huésped de las enzimas corriente abajo en la vía de activación 
del sulfato de M. tuberculosis. (A) Sobrerregulación relativa de genes de M. Tuberculosis SAP dentro de células RAW 20 

en comparación con bacilos cultivados in vitro. El ARN total se extrajo de bacilos cultivados in vitro o células RAW 
infectadas con M. tuberculosis 48 horas después de la infección. 1 µg de ARN total se transcribió de forma inversa y 
se sometió a PCR en tiempo real para evaluar la expresión de M. tuberculosis cysH, sirA, cysK1 y cysE. Los datos 
son la expresión relativa media ± S.E.M medida por triplicado y es representativa de dos experimentos independientes. 
(B) Las respuestas de células T específicas de antígeno en el MLN de ratones se midieron 8 semanas después de la 25 

exposición a M. tuberculosis. Las células secretoras de IFN-γ se enumeraron mediante ELIspot después de la 
evocación de CysH, SirA, CysK1 y CysE (10 µg/ml). Los datos son las medias ± S.E.M. para cuatro ratones y son 
representativos de experimentos duplicados. La significancia de las diferencias entre las células estimuladas con 
proteínas y las células no estimuladas se determinó mediante ANOVA; * p <0,0001. (C) Reconocimiento de proteínas 
SAP en individuos infectados con TB. Se midieron las respuestas de células T específicas de antígeno en la sangre 30 

periférica de pacientes infectados con M. tuberculosis (círculos abiertos) (n= 15) e individuos TST-ve (círculos rellenos) 
(n= 11). Proliferación de células T en respuesta a M. tuberculosis. Proteínas de CFP (según la Figura2C), CysH, SirA, 
CysK1 y CysE a 10 µg/ml se midió como se describe en la figura 2C. La significancia de las diferencias entre los 
pacientes infectados con M. tuberculosis y los individuos TST-ve se determinó mediante una prueba U de Mann-
Whitney; * p <0,001. 35 

Figura 5. Eficacia protectora de las vacunas de ADN que codifican las enzimas SAP corriente abajo. Ratones C57BL/6 
(n= 5) se inmunizaron 3 veces mediante inyección i.m a intervalos de 2 semanas con 100 µg cada uno de pCADN3, 
ADN-cysD combinado con ADN-cysNC, o una mezcla de vacunas de ADN que expresan cysH, sirA, cysKI o cysE. En 
el momento de la primera inyección de vacunas de ADN, los ratones se inmunizaron una vez mediante inyección s.c. 
con 5 x 105 CFU de BCG. Cuatro semanas después de la tercera inmunización, los ratones fueron expuestos a M. 40 

tuberculosis por aerosol. Cuatro semanas después, se determinó la carga bacteriana en el pulmón (A) y el bazo (B). 
Estos datos se muestran como la CFU media (± SEM) por órgano y son representativos de 1 de 3 experimentos 
individuales para todos los grupos. La significancia de las diferencias entre los grupos no vacunados y los grupos 
inmunizados en el pulmón y el bazo (* p <0,0001) y las diferencias entre los animales inmunizados con BCG y otros 
grupos inmunizados (+p <0,0001) se determinaron mediante ANOVA. 45 

Figura 6. Eficacia protectora de BCG después de reforzar con la proteína CysDN. Se inmunizaron grupos de ratones 
con 5 x 105 CFU de BCG por inyección s.c. y después de 24 semanas, los ratones recibieron 100 µg s.c de proteína 
CysDNC en MPL-DDA (3 veces a intervalos de 2 semanas). Después de 6 semanas, los ratones se expusieron a M. 
tuberculosis en aerosol. Los ratones de control no fueron inmunizados ya sea no inmunizados o inmunizados con BCG 
y reforzados con adyuvante de MPL-DDA solamente. Cuatro semanas después de la exposición se determinaron las 50 

cargas bacterianas en el pulmón (A) y el bazo (B). Estos datos se presentan como el número bacteriano medio ± SEM 
por órgano para 6 a 10 ratones por grupo. Los datos son representativos de 2 experimentos independientes. La 
significancia de las diferencias entre ratones no inmunizados y otros grupos (* p <0,0001) y de las diferencias entre 
animales inmunizados con BCG/MPL-DDA y otros grupos (** p <0,0001; NS-sin diferencia significativa) se 
determinaron mediante ANOVA. 55 

Figura complementaria 1. Asimilación de sulfato en micobacterias. Una vez importado a la célula, el sulfato se activa 
con ATP Sulfurilasa, codificado por CysDNC para producir adenosin-5'-fosfosulfato (APS). En micobacterias, APS se 
encuentra en un punto de ramificación metabólica. Podría ser fosforilado por APS quinasa, codificado por cysC, para 
producir fosfoadenosina-5'-fosfosulfato (PAPS), que funciona como el donante universal de sulfato para la sulfatación 
de biomoléculas que son el componente básico de la pared celular micobacteriana. La unidad estructural de sulfato 60 

en APS también podría reducirse a sulfito, catalizado por APS reductasa y codificado por cysH. El sulfito se reduce 
aún más a sulfuro por sulfito reductasa (codificado por sirA) y es la forma de azufre que se incorpora en la cisteína en 
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el último paso de esta vía reductora que implica dos enzimas, O-Acetilserina sulfidralsa (OASS) y serina 
acetiltransferasa codificada por cysK1 y cysE respectivamente. La cisteína es el componente básico de muchas 
moléculas importantes en las micobacterias. 

Figura 7. Inducción rápida del promotor hspX dentro de las células dendríticas. El nivel de expresión de GFP por BCG 
Pasteur, cultivos aireados BCG:PhpX-GFP (rodando) o BCG:PhspXGFP cultivados bajo tensión baja de oxígeno durante 5 

7 días (vertical) se midió por citometría de flujo (A). El cultivo de BMDC de ratones C57BL/6 se infectó con BCG:PhspX-
GFP en MOI de 1:1 y la fluorescencia de GFP se determinó a 0, 6 y 24 horas después de la infección mediante 
citometría de flujo (B). Los datos muestran medias ± SEM (n= 3) y son representativos de dos experimentos 
independientes. Las significancias de las diferencias relativas al punto de tiempo cero se determinaron mediante 
ANOVA (***p <0,0001). Expresión de GFP por BCG:PhspX-GFP se visualizó mediante microscopía confocal a las 0, 6 10 

y 24 horas después de la infección con BMDC (C). Las imágenes que se muestran son compuestos que usan el filtro 
GFP y las imágenes de contraste de fase para visualizar la morfología celular. 

Figura 8. Inducción in vivo del promotor hspX dentro del huésped. Los ratones se vacunaron por vía subcutánea con 
1x107 CFU de control BCG o BCG:PhspX-GFP y a los 0, 1, 3 y 7 días después de la infección el nivel de expresión de 
GFP en las células CD45 se determinó del sitio de infección (A). Gráfico de distribución de células de ratones 15 

BCG:PhspX-GFP (puntos negros) se superponen sobre el nivel de expresión de GFP de ratones infectados con BCG 
de control (puntos grises). El número total de GFP del inyectado se muestra en (B). Los datos mostrados son las 
medias ± SEM y son representativos de dos experimentos independientes. La significancia de las diferencias entre el 
día 0 y otros puntos de tiempo se determinó mediante ANOVA (** p <0,01; *** p <0,0001). 

Figura 9. Expresión del promotor hspX dentro de células dendríticas reclutadas al sitio de vacunación. Los ratones se 20 

vacunaron como se describe en la Figura 2 y se determinó el número de células que exhibían un fenotipo DC 
(CD11chiCD11bhi) por citometría de flujo (A). Las células que expresan GFP dentro de la población CD45+ se muestran 
como un gráfico de dispersión (B) junto con el número total de células GFP+CD11bhiCD11chi en el sitio de vacunación 
a lo largo del tiempo (C). Los datos mostrados son medias ± SEM y son representativos de dos experimentos 
independientes. La significancia de las diferencias entre el día 0 y otros puntos de tiempo se determinó mediante 25 

ANOVA (* p <0,05; ** p <0,001; *** p <0,0001). 

Figura 10. El promotor hspX puede facilitar el reconocimiento de células T mejorado de un antígeno recombinante 
dentro de APCs. Los BMDC cultivados no se infectaron (uni) o se infectaron con control BCG, BCG:Phsp60-85B o 
BCG:PhspX-85B durante 4 horas antes de la coincubación con células T específicas de Ag85B purificadas a partir de 
ratones p25. La proliferación (A) y la liberación de IFN-_ (B) por las células T p25 en el día 3 se determinó mediante 30 

captación de [3H]-timidina o IFN-_ ELISA, respectivamente. Los datos muestran medias ± SEM (n= 3) y son 
representativos de al menos dos experimentos independientes. Las significancias de las diferencias entre las células 
no infectadas y otros grupos se determinaron mediante ANOVA (*** p <0,0001; ns, no significativo). 

Figura 11. Cebado de células T reactivas con Ag85B en los DLNs de ratones vacunados con BCG:PhspX-85B. Ratones 
C57BL/6 fueron inyectados por vía intravenosa con 5 × 105 células de ganglios linfáticos transgénicos p25 marcados 35 

con CFSE y un día más tarde se dejaron como controles no infectados (unv) o vacunados por vía subcutánea con 5 × 
105 CFU de BCG, BCG:Phsp60-85B o BCG:PhspX-85B. A los 3 o 7 días después de la infección, se determinó el perfil 
CFSE y CD62L de las células T CD4 p25 transferidas en los DLNs (A). Los estados de división se representan como 
CFSEhi (alto), CFSEint (divisiones 1-5, int) o CSFElo (divisiones> 6, bajo). Se determinó la proporción de células T CD4 
p25 en estados de división con base en los niveles de CFSE (B). 40 

Figura 12. Inmunidad específica de las células T aumentada inducida por la vacunación con BCG que expresa Ag85B 
bajo el control del promotor hspX. Los ratones se dejaron sin vacunar (unv) o se vacunaron de manera subcutánea 
con 5 × 105 CPU de control BCG, BCG:Phsp60-85B o BCG:PhspX-85B. El número de esplenocitos que secretan IFN-γ 
que responden al péptido p25 de Ag85B se determinó a las 3 semanas (A) o 12 semanas (B) después de la vacunación. 
Doce semanas después de la vacunación, a los grupos de ratones también se les aplicó aerosol de M. tuberculosis 45 

H37Rv y 4 semanas después de la exposición se determinó la carga de M. tuberculosis en los pulmones (C) y el bazo 
(D). Los datos que se muestran son las medias ± SEM para tres ratones por grupo y son representativos de dos 
experimentos independientes. Las significancias de las diferencias entre los ratones no vacunados y los grupos 
vacunados con BCG se determinaron mediante ANOVA (*p <0,05; **p <0,001; ***p <0,0001). 

Figura 13. Vacunación con BCG:Ag85BCysD muestra inmunogenicidad mejorada. Se inmunizaron ratones C57BL/6 50 

(n= 5) con 5x105 CFU de BCG o BCG que expresan la proteína de fusión Ag85BCysD. Los esplenocitos reestimulados 
con proteína Ag85BCysD demostraron un mayor número de células secretoras de IFN-γ en comparación con los 
esplenocitos de ratones inmunizados únicamente con BCG. 

Figura 14. Protección inducida por la proteína de fusión Ag85B-CysD. Se inmunizaron ratones C57BL/6 (n= 5) 3 veces 
mediante inyección s.c. con adyuvante (MPL/DDA), proteína de fusión Ag85B-CysD (10 mg) o Ag85B (10 mg). En el 55 

momento de la primera inyección de vacunas de proteínas, los ratones se inmunizaron una vez mediante inyección 
s.c. con 5 x 105 CFU de BCG. Cuatro semanas después de la tercera inmunización, se expuso a los ratones con 
aerosol de M. tuberculosis con una dosis infecciosa de 100 bacilos viables por pulmón y se determinó la carga 
bacteriana en el pulmón (A) y el bazo (B) 4 semanas después. Los datos se muestran como la media de CFU (± SEM) 
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por órgano. La significancia de las diferencias entre los grupos se evaluó mediante ANOVA de una vía con una 
comparación por pares de conjuntos de datos agrupados de forma múltiple mediante la prueba post hoc de Bonferroni. 

Descripción detallada de las realizaciones 

Ahora se hará referencia en detalle a ciertas realizaciones de la invención. 

Para el propósito de interpretar esta especificación, los términos utilizados en singular también incluirán el plural y 5 

viceversa. 

Como se describe aquí, los inventores muestran que los genes de la vía de asimilación de sulfato (SAP) y productos 
genéticos relacionados son altamente inmunorreactivos en el sentido de que la estimulación de linfocitos derivados de 
ganglios linfáticos de ratones infectados con M. tuberculosis con proteínas SAP proporciona una fuerte respuesta Th1 
que dura hasta 8 semanas después de la infección. Además, en humanos infectados con M. tuberculosis, se observó 10 

que los linfocitos de sangre periférica proliferaban en respuesta a proteínas SAP en mayor medida que las células de 
individuos con M. tuberculosis negativos. 

Además de lo anterior, los inventores muestran que los genes y proteínas de SAP pueden utilizarse para inducir una 
respuesta inmune protectora específica de antígeno. Más específicamente, los inventores muestran que la 
inmunización con genes y proteínas de SAP proporciona protección a los pulmones y el bazo en ratones infectados 15 

posteriormente con M. tuberculosis y la eficacia protectora se acerca a la observada con la inmunización con BCG. 

Además, los inventores muestran que los genes y productos génicos de SAP pueden usarse para mejorar la inmunidad 
protectora proporcionada por la vacuna BCG por lo que, como se muestra en la especificación, los componentes de 
SAP mejoraron el efecto protector de BCG contra la infección por M. tuberculosis que fue más evidente en tejido 
pulmonar 20 

Como se discute aquí, estos hallazgos son imprevistos ya que se propone que las proteínas SAP son proteínas 
intracelulares o asociadas a la membrana que, dada su ubicación, deben ser menos propensas que las proteínas 
secretadas a someterse a vigilancia inmunitaria. A este respecto, es sorprendente que la cantidad de activación 
inmune observada en estos estudios sea equivalente a la observada para el antígeno de superficie celular o antígeno 
secretado, Ag85B. 25 

A. Definiciones 

Tal como se usa aquí, excepto donde el contexto requiera lo contrario, el término "comprender" y variaciones del 
término, tales como "que comprende", "comprende" y "comprendido", no pretenden excluir otros aditivos, 
componentes, números enteros o etapas. 

La vía de asimilación de sulfato o SAP generalmente se refiere a la vía por la cual las micobacterias reducen el azufre, 30 

obteniendo de este modo un sustrato para la biosíntesis de cisteína y productos corriente abajo, incluido el 
micotiol. Con más detalle, la vía implica la formación de adenosina 5'-fosfosulfato (APS) a partir de sulfato, a partir del 
cual la reductasa de APS (codificada por CysH) puede producir sulfito, y a partir de la cual la sulfito reductasa 
(codificada por SirA) puede producir sulfuro y a partir de la cual, y con O-Acetil-L-serina, O-Acetil-L-serina Sulfidalasa 
(codificada por CysK1) puede producir cisteína. Las enzimas clave de SAP incluyen ATP sulfurilasa (adenilil-35 

transferasa) (codificada por CysD), GTPasa (codificada por CysN) y APS quinasa. Estas enzimas permiten la 
formación de PAS a partir de sulfato y la formación de 3 'fosfoadenosina 5'-fosfosulfato (PAPS) de APS. 

Un componente SAP generalmente se refiere a una proteína o enzima implicada en la reducción de azufre en 
Mycobacterium de acuerdo con el SAP, ejemplos de los cuales incluyen los codificados por los genes CysD, CysNC, 
CysH, SirA, CysE, CysK1. 40 

El complejo activador de sulfato o SAC generalmente se refiere a un complejo heterodimérico formado a partir de la 
asociación del producto del gen CysD con el producto del gen CysNC. Los genes CysD y CysNC existen juntos en 
micobacteria como un operón. 

El gen CysD generalmente se refiere a un ácido nucleico que codifica una ATP sulfurilasa. El ácido nucleico puede 
tener una secuencia de nucleótidos sustancialmente como se muestra en la SEQ ID No: 1 aquí o que tiene homología 45 

y/o identidad definidas como se define aquí. 

La proteína CysD generalmente se refiere a una ATP sulfurilasa. La proteína puede tener una secuencia de 
aminoácidos sustancialmente como se muestra en la SEQ ID No: 2 aquí o tener de otra manera homología y/o 
identidad como se define aquí. 

El gen CysNC generalmente se refiere a un ácido nucleico que codifica una GTPasa y una APS quinasa. El ácido 50 

nucleico puede tener una secuencia de nucleótidos sustancialmente como se muestra en la SEQ ID No: 3 aquí o tener 
de otra manera homología y/o identidad definidas como se define aquí. 
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La proteína CysNC generalmente se refiere a una GTPasa y a una APS quinasa. La proteína puede tener una 
secuencia de aminoácidos sustancialmente como se muestra en la SEQ ID No: 4 aquí o tener una homología y/o 
identidad definidas como se define aquí. 

El gen Ag85B generalmente se refiere a un ácido nucleico que tiene una secuencia de nucleótidos sustancialmente 
como se muestra en la SEQ ID No: 5 aquí o que tiene homología y/o identidad definidas como se define aquí. 5 

La proteína Ag85B generalmente se refiere a una proteína que tiene una secuencia de aminoácidos sustancialmente 
como se muestra en la SEC ID No: 6 aquí o que tiene una homología y/o identidad definidas como se define aquí. 

El promotor HspX generalmente se refiere a un ácido nucleico que tiene una secuencia de nucleótidos sustancialmente 
como se muestra en la SEQ ID No: 7 aquí o que tiene homología y/o identidad definidas como se define aquí. 

85BCysD generalmente se refiere a una proteína que tiene una secuencia de aminoácidos sustancialmente como se 10 

muestra en la SEC ID No: 8 aquí. 

pHspX85BCysD generalmente se refiere a un ácido nucleico que tiene una secuencia de nucleótidos sustancialmente 
como se muestra en la SEC ID No: 9 aquí. 

B. Inducción de inmunidad específica de antígeno 

Como se discute aquí, y se ejemplifica en los ejemplos, los inventores han demostrado que los componentes de SAP 15 

provocan una respuesta inmune protectora específica de antígeno. Específicamente, la inmunización con 
componentes de SAP, y en particular, componentes SAC previene la progresión de la infección por Mycobacterium en 
ratones infectados posteriormente con M. tuberculosis. Además, los inventores muestran que los componentes de 
SAP pueden usarse para reforzar la inmunidad derivada de la inmunización con BCG y que los componentes de SAP 
son altamente inmunorreactivos en individuos infectados con M. tuberculosis, sugiriendo que estos componentes son 20 

útiles para minimizar el desarrollo de una enfermedad o condición causada por infección. Por lo tanto, la invención 
proporciona métodos para: (i) profilaxis; (ii) tratamiento; y (iii) reforzar la inmunidad a la infección por 
Mycobacterium. Es en estos contextos que los métodos de la invención minimizan la probabilidad de desarrollo de una 
infección, ya sea impidiendo que la infección se convierta en una enfermedad o patología relevante, o previniendo el 
desarrollo posterior de una enfermedad o patología una vez que se ha establecido una infección. 25 

Por consiguiente, en una realización se proporciona un método para minimizar la probabilidad de desarrollo de una 
infección por Mycobacterium en un individuo que incluye: 

•  formar una respuesta inmune a un componente de una vía de asimilación de sulfato de Mycobacterium (SAP) en 
un individuo; 

minimizando así la probabilidad de que se desarrolle una infección por Mycobacterium en el individuo. 30 

En una realización, el individuo puede no tener una infección de Mycobacterium detectable y/o puede no haberse 
inmunizado previamente contra Mycobacterium. Tal individuo puede generalmente identificarse mediante la prueba 
de Mantoux que se usa ampliamente en la técnica. 

En otra realización, el individuo puede ser asintomático o tener síntomas subclínicos de infección. Un sujeto 
asintomático más típicamente, tiene uno o más síntomas (por ejemplo, fiebre, tos, pérdida de peso). Los bacilos 35 

pueden estar presentes y cultivables, es decir, pueden cultivarse en cultivo a partir de los fluidos corporales anteriores 
y los individuos pueden tener lesiones pulmonares radiográficas evidentes que pueden incluir infiltración pero sin 
cavitación. 

En otra realización, el individuo puede tener síntomas obvios de infección tales como lesiones cavitarias en los 
pulmones. Los bacilos pueden ser cultivables a partir de frotis de esputo y/u otros fluidos corporales señalados 40 

anteriormente, pero también están presentes en cantidades suficientes para ser detectables como bacilos 
acidorresistentes en los frotis de estos fluidos. 

Típicamente, la respuesta inmune es predominantemente una respuesta Th1. Esta respuesta se determina detectando 
la proliferación celular después de la administración de la vacuna medida por incorporación de 3H timidina, o usando 
ensayos celulares en los que se evalúa la producción de IFN-γ, tal como citometría de flujo y/o ELISA. La respuesta 45 

inmune también se puede medir detectando anticuerpos específicos (a un título en el intervalo de 1 a x 106, 
preferiblemente 1 x 103, más preferible en el intervalo de aproximadamente 1 x 103 a aproximadamente 1 x 106, y lo 
más preferiblemente mayor que 1 x 106). 

Se determina una respuesta celular in vitro mediante la liberación de una citocina relevante tal como IFN-gamma, de 
linfocitos extraídos de un animal o humano actualmente o previamente infectado con micobacterias virulentas, o 50 

mediante la detección de la proliferación de estas células T. La inducción se realiza mediante la adición del polipéptido 
o la porción inmunogénica a una suspensión que comprende de 1x105 células a 3x105 células por pozo. Las células 
se aíslan de la sangre, el bazo, el hígado o el pulmón y la adición del polipéptido o la porción inmunogénica del 
polipéptido da como resultado una concentración de no más de 20 ug por ml de suspensión y la estimulación se realiza 

E12859440
03-01-2018ES 2 655 190 T3

 



 9 

desde dos a cinco días. Para controlar la proliferación celular, las células se pulsan con timidina marcada 
radiactivamente y después de 16-22 horas de incubación, la proliferación se detecta por recuento de centelleo 
líquido. Una respuesta positiva es una respuesta más que antecedentes más dos desviaciones estándar.  La liberación 
de IFN-gamma puede determinarse por el método de ELISA, que es bien conocido por una persona experimentada 
en la técnica. Una respuesta positiva es una respuesta más que antecedentes más dos desviaciones estándar. Otras 5 

citocinas que IFN-gamma podrían ser relevantes cuando se controla una respuesta inmunológica al polipéptido, como 
IL-12, TNF-α, IL-4, IL-5, IL-10, IL-6, TGF-β. Otro método y más sensible para determinar la presencia de una citocina 
(por ejemplo, IFN-gamma) es el método ELISPOT donde las células aisladas de la sangre, el bazo, el hígado o el 
pulmón se diluyen a una concentración de preferencia de 1 a 4 x 106 células/ml y se incuba durante 18-22 horas en 
presencia del polipéptido o la porción inmunogénica del polipéptido que da como resultado una concentración de no 10 

más de 20 ug por ml. Las suspensiones celulares se diluyen a continuación de 1 a 2 x 106/ml y se transfieren a placas 
Maxisorp recubiertas con anti-IFN-gamma y se incuban durante preferiblemente 4 a 16 horas. Las células productoras 
de IFN-gamma se determinan mediante el uso de anticuerpo anti-IFN secundario marcado y un sustrato relevante que 
da lugar a manchas, que se pueden enumerar usando un microscopio de disección. También es posible determinar la 
presencia de ARNm que codifica la citocina relevante mediante el uso de la técnica de PCR. Habitualmente, se 15 

medirán una o más citocinas utilizando, por ejemplo, el PCR, ELISPOT o ELISA. Una persona experimentada en la 
técnica apreciará que puede usarse un aumento o disminución significativo en la cantidad de cualquiera de estas 
citocinas inducidas por un polipéptido específico en la evaluación de la actividad inmunológica del polipéptido. 

La respuesta inmune puede formarse proporcionando un componente de Mycobacterium SAP en un individuo en 
condiciones para permitir la formación de una respuesta inmune a dicho componente en dicho individuo. Estos 20 

componentes pueden proporcionarse en diversas formas, como se discute en los subtítulos correspondientes a 
continuación. 

La BCG recombinante y otras micobacterias vivas pueden administrarse por vía subcutánea o por inhalación. El 
régimen de dosificación también puede ser determinado por la persona experimentada usando su experiencia (por 
ejemplo, administración única, administración repetida (dos veces o más a intervalos regulares o irregulares), etc. Esto 25 

también dependerá típicamente de la enfermedad que se va a tratar y del individuo que recibe el tratamiento (en el 
cáncer de vejiga en humanos, por ejemplo, un régimen de BCG en dosis bajas se ha descrito como 75 mg, mientras 
que una dosis estándar es de 150 mg). Sin embargo, se ha documentado que dosis de BCG tan bajas como 1 
mg respaldan efectivamente una respuesta inmune durante un largo período de tiempo (5 años). En la tuberculosis, 
un ejemplo de una dosis típica es mucho menor: 0,075 mg, que corresponde a 0,3-1,2 millones de micobacterias 30 

vivas). En términos generales, una dosis típica puede caer entre 0,01 µg/kg de peso corporal y 10 mg/kg de peso 
corporal. En el tratamiento de la tuberculosis, un tratamiento generalmente protege durante varios años. Sin embargo, 
también se prevé que se administren dosis repetidas (como es, por ejemplo, típicamente el caso en el tratamiento del 
cáncer de vejiga). 

Donde la vacuna o la composición inmunoestimulante se basa en péptidos, la forma de aplicación puede variar 35 

ampliamente. Cualquiera de los métodos convencionales para la administración de una vacuna son aplicables. Estos 
incluyen la aplicación oral, nasal o mucosal en una forma sólida que contiene los ingredientes activos (como una 
píldora, supositorio o cápsula) o en una dispersión fisiológicamente aceptable, como una asperción, polvo o líquido, o 
parenteralmente, mediante inyección, por ejemplo, por vía subcutánea, intradérmica o intramuscular o aplicada de 
manera transdérmica. La dosificación de la vacuna dependerá de la vía de administración y variará de acuerdo con la 40 

edad de la persona a vacunarse y, en menor medida, el tamaño de la persona a vacunar. Actualmente, la mayoría de 
las vacunas se administran por vía intramuscular mediante inyección con aguja y es probable que continúe como la 
ruta estándar. Sin embargo, se han desarrollado formulaciones de vacuna que inducen la inmunidad de la mucosa, 
típicamente por administración oral o nasal. Uno de los sistemas de administración más ampliamente estudiados para 
la inducción de la inmunidad de la mucosa contiene toxina del cólera (CT) o su subunidad B. Esta proteína mejora la 45 

respuesta inmune de la mucosa e induce la producción de IgA cuando se administra en formulaciones de vacunas. Una 
ventaja es la facilidad de administración de vacunas orales o nasales. Las toxinas modificadas de otras especies 
microbianas, que tienen una toxicidad reducida pero conservan la capacidad inmunoestimuladora, como la toxina 
termolábil modificada de bacterias Gram-negativas o las enterotoxinas estafilocócicas también pueden usarse para 
generar un efecto similar. Estas moléculas son particularmente adecuadas para la administración mucosal. 50 

Las vacunas se administran de manera convencional por vía parenteral, mediante inyección, por ejemplo, por vía 
subcutánea o intramuscular. Las formulaciones adicionales que son adecuadas para otros modos de administración 
incluyen supositorios y, en algunos casos, formulaciones orales. Para los supositorios, los aglomerantes y portadores 
tradicionales pueden incluir, por ejemplo, polialcalenglicoles o triglicéridos; tales 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 55 

formulaciones orales incluyen excipientes normalmente empleados tales como, por ejemplo, calidades farmacéuticas 
de manitol, lactosa, almidón, estearato de magnesio, sacarina de sodio, celulosa, carbonato de magnesio y 
similares. Estas composiciones toman la forma de soluciones, suspensiones, tabletas, píldoras, cápsulas, 
formulaciones de liberación sostenida o polvos y ventajosamente contienen 10-95% de ingrediente activo, 
preferiblemente 25-70%. 60 

Donde la vacuna o la composición inmunoestimulante es un vector viral, un portador puede ser cualquier sustancia 
que no induzca por sí misma la producción de anticuerpos perjudiciales para el paciente que recibe la composición, y 
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que puede administrarse sin toxicidad indebida. Los portadores adecuados pueden ser macromoléculas grandes, 
lentamente metabolizadas tales como proteínas, polisacáridos, ácidos polilácticos, ácidos poliglicólicos, aminoácidos 
poliméricos, copolímeros de aminoácidos y partículas de virus inactivas. Dichos portadores son bien conocidos por los 
expertos en la técnica. Los portadores farmacéuticamente aceptables pueden incluir líquidos tales como agua, 
solución salina, glicerol y etanol. Las sustancias auxiliares, tales como los agentes humectantes o emulsionantes, las 5 

sustancias reguladoras del pH y similares, también pueden estar presentes en tales vehículos. También pueden estar 
presentes agentes estabilizantes tales como trehalosa o sustancias que permiten la formación de vidrio de azúcar 
soluble en agua a temperatura ambiente. Este último incluye el uso de tecnología de estabilización de vidrio soluble 
mixta en formato de microesferas suspendido en líquidos de perfluorocarbono. Los liposomas también son portadores 
adecuados. Una discusión a fondo de los portadores farmacéuticos está disponible en Gennaro (2000) Remington: 10 

The Science and Practice of Pharmacy. 20ª ed., ISBN: 0683306472. La composición farmacéutica es preferiblemente 
estéril. Es preferiblemente libre de pirógenos. Es preferiblemente regulada, por ejemplo, a pH entre 6 y pH 8, 
generalmente alrededor de pH 7. Preferiblemente, la composición es sustancialmente isotónica con humanos. Las 
composiciones de la invención se pueden administrar a través de una variedad de diferentes rutas. Ciertas rutas 
pueden favorecerse para ciertas composiciones, ya que dan como resultado la generación de una respuesta más 15 

eficaz, o que son menos probable que induzcan efectos secundarios, o que son más fáciles de administrar. Por 
ejemplo, las composiciones utilizadas en esta invención pueden administrarse por cualquier número de vías que 
incluyen, pero no se limitan a, aplicaciones orales, intravenosas, intramusculares, intraarteriales, intramedulares, 
intratecales, intraventriculares, transdérmicas o transcutáneas, o medios subcutáneos, intraperitoneales, intranasales, 
enterales, tópicos, sublinguales, intravaginales o rectales. Las composiciones se pueden preparar para administración 20 

intranasal, como asperción nasal, gotas nasales, gel o polvo, como inyectables, como soluciones o suspensiones 
líquidas; como formas sólidas adecuadas para solución en o suspensión en, portadores líquidos antes de la 
inyección. La administración directa de las composiciones generalmente se realizará por inyección, por vía 
subcutánea, intraperitoneal, intravenosa o intramuscular, intranasal, o administrada al espacio intersticial de un 
tejido. El tratamiento de dosificación puede ser un programa de dosis única o un programa de dosis múltiple. 25 

C. Determinación de la inmunidad a la infección por Mycobacterium 

Se divulga un método para determinar si una persona es inmune a una Mycobacterium, incluyendo: 

•  proporcionar un componente de un Mycobacterium SAP en un individuo en condiciones para permitir la formación 
de una respuesta inmune a dicho componente en dicho individuo; 

•  determinar si el individuo desarrolla una respuesta inmune protectora a dicho componente; en el que el desarrollo 30 

de una respuesta inmune protectora determina que el individuo es inmune a un Mycobacterium; 

determinando así si el individuo es inmune a un Mycobacterium. 

El método es particularmente útil para confirmar el resultado de las pruebas de Mantoux u otras pruebas 
convencionales de Mycobacterium, o para delinear un resultado de la prueba de Mantoux, por ejemplo, para identificar 
las principales características de una respuesta inmune particular, o la naturaleza de los inmunógenos relevantes 35 

sobre los que se basa la respuesta. Los diversos ensayos mencionados en el subtítulo anterior para detectar la 
formación de una respuesta inmune se pueden implementar aquí. 

D. Vacunas y composiciones inmunoestimulantes 

La invención proporciona vacunas y composiciones inmunoestimulantes. En ciertas realizaciones, las vacunas y las 
composiciones inmunoestimulantes son útiles para proporcionar una respuesta inmune protectora contra la infección 40 

por Mycobacterium, especialmente la infección por M. tuberculosis. 

Generalente, cuatro formas diferentes de vacuna o composición se describen de la siguiente manera: 

(i)  los que son acelulares y que contienen como ingrediente activo para la estimulación inmune, un componente SAP 
recombinante o sintético. 

(ii) aquellos que contienen como ingrediente activo para la estimulación inmune, un extracto celular que puede 45 

enriquecerse para un componente de SAP. 

(iii) aquellos que contienen como un ingrediente activo para la estimulación inmune, una célula que expresa un 
componente de SAP recombinante. 

(iv) aquellos que contienen un ácido nucleico que codifica un componente SAP que, al administrarse a un individuo, 
se expresa para formar el ingrediente activo para la estimulación inmune. 50 

(v) aquellos que contienen un vector viral que codifica un componente de SAP que forma un ingrediente activo para la 
inmunización. 

Un inmunógeno en cada una de estas formas es el gen CysD o producto génico, o fragmentos de homólogos de los 
mismos. 
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Estas formas se describen con más detalle a continuación. 

D.1 Composiciones acelulares que contienen un componente SAP recombinante o sintético. 

En una realización, la respuesta inmune se forma proporcionando un componente del SAP en la forma de una 
composición acelular que incluye proteína SAP aislada o recombinante en el individuo. 

Generalmente, estas composiciones incluyen dos componentes clave, el primero es el inmunógeno en forma del 5 

componente recombinante o SAP sintético y el segundo es un adyuvante para potenciar una respuesta inmune al 
inmunógeno. 

Volviendo al inmunógeno, esto incluye CysD, o un fragmento inmunogénico o antigénico u homólogo del mismo. Los 
fragmentos y homólogos se describen con más detalle a continuación. 

Se entenderá que el inmunógeno puede incluir además otros antígenos o inmunógenos de Mycobacterium 10 

recombinantes o sintéticos. Estos pueden proporcionarse en una forma en la que se fusionan a CysD mediante un 
enlace covalente, donde se asocian de forma no covalente con CysD, o cuando no están unidos a CysD en 
absoluto. Uno de tales antígenos asociado covalentemente con CysD es Ag85B. Otros se discuten en 
WO2009/070700. 

En una realización, un componente de SAP dado (tal como proteínas CysD, CysNC, CysH, SirA, CysE, CysK1 y sus 15 

genes codificantes) puede tener una función conservada en términos de actividad en la ruta de asimilación de sulfato 
y aún tener una secuencia divergente. Estas proteínas o ácidos nucleicos se denominan homólogos. 

En ciertas realizaciones, un componente de SAP dado es uno que tiene al menos 75%, preferiblemente 80%, más 
preferiblemente 85%, más preferiblemente 90%, más preferiblemente 95%, más preferiblemente 98% o 99% de 
identidad con un componente de SAP dado. Por ejemplo, un inmunógeno CysD puede ser uno que tenga al menos 20 

75%, preferiblemente 80%, más preferiblemente 85%, más preferiblemente 90%, más preferiblemente 95%, más 
preferiblemente 98% o 99% de identidad con una proteína CysD mostrada en la SEQ ID No: 2. La secuencia de ácido 
nucleico que codifica el inmunógeno CysD puede ser una que tenga al menos 75%, preferiblemente 80%, más 
preferiblemente 85%, más preferiblemente 90%, más preferiblemente 95%, más preferiblemente 98% o 99% de 
identidad con un gen CysD  mostrado en la SEQ ID No: 1. 25 

El porcentaje de identidad de secuencia se determina mediante métodos convencionales, por medio de programas 
informáticos conocidos en la técnica tales como GAP proporcionado en el paquete de programa GCG (Manual de 
programa para el paquete de Wisconsin, Versión 8, agosto de 1994, Genetics Computer Group, 575 Science Drive, 
Madison, Wisconsin, Estados Unidos 53711) como se describe en Needleman, S.B. and Wunsch, C.D., (1970), Journal 
of Molecular Biology, 48, 443-453. GAP se usa con las siguientes configuraciones para la comparación de secuencia 30 

de polipéptidos: penalización de creación de GAP de 3,0 y penalización de extensión de GAP de 0,1. La identidad de 
secuencia de las moléculas de polinucleótidos se determina mediante métodos similares usando GAP con la siguiente 
configuración para la comparación de la secuencia de ADN: penalización de creación de GAP de 5,0 y penalización 
de extensión de GAP de 0,3. 

En otra realización, se proporciona un componente de SAP dado en forma de un fragmento que es capaz de formar 35 

una respuesta inmune protectora. Estos fragmentos son generalmente de suficiente longitud y conformación, lo que 
permite la presentación por parte del APC en la Clase I o II. Pueden tener una longitud que varía generalmente desde 
aproximadamente 8 a 15, y aproximadamente de 8 a 11 para la presentación de la Clase I y de 11 a 15 para la 
presentación de la Clase II. 

Con el fin de identificar epítopes de células T relevantes que se reconocen durante una respuesta inmune, un método 40 

común es usar péptidos solapantes para la detección de epítopos de MHC de clase II, preferiblemente sintéticos, que 
tienen una longitud de, por ejemplo, 20 residuos de aminoácidos derivados del polipéptido. Estos péptidos se pueden 
analizar en ensayos biológicos, tales como el ensayo de IFN-gamma como se describe aquí y aquellos que dan una 
respuesta positiva se clasificarán como epítopos de células T inmunogénicas. Los epítopos MHC de clase I se pueden 
identificar prediciendo aquellos péptidos que se enlazarán a la Clase I (Stryhn, A., et al., 1996 Eur. J. Immunol. 45 

26:1911-1918) y en lo sucesivo producirán estos péptidos sintéticamente y se probarán en ensayos biológicos 
relevantes, por ejemplo, el ensayo de IFN-gamma como se describe aquí. 

Los péptidos que tienen preferiblemente una longitud de, por ejemplo, 8 a 11 residuos de aminoácidos derivados del 
polipéptido. Los epítopos de células B pueden determinarse analizando el reconocimiento de células B a péptidos 
solapantes que cubren el polipéptido de interés como es por ejemplo descrito en Harboe, M., et al 1998 50 

Infect. Immun. 66:2; 717-723 

Cualquiera de CysD, CysNC, CysH, SirA, CysE, CysK1 o secuencias de ácidos nucleicos relacionadas se puede hacer 
mediante síntesis en fase sólida o tecnología de ADN recombinante. 

Volviendo al adyuvante, hay muchos ejemplos de adyuvantes conocidos en la técnica. Ver también Allison (1998, Dev. 
Biol. Stand., 92:3-11), Unkeless et al. (1998, Annu. Rev. Immunol., 6: 251-281), y Phillips et al. (1992, Vaccine, 10:151-55 
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158). Los adyuvantes a modo de ejemplos que se pueden utilizar de acuerdo con la invención incluyen, pero no se 
limitan a, citocinas, sales de aluminio (por ejemplo, hidróxido de aluminio, fosfato de aluminio, etc., Baylor et al., 
Vaccine, 20:S18, 2002), adyuvantes de tipo gel (por ejemplo, fosfato de calcio, etc.); adyuvantes microbianos (por 
ejemplo, secuencias de ADN inmunomoduladoras que incluyen motivos CpG; endotoxinas tales como monofosforil 
lípido A (Ribi et al., 1986, Immunology and Immunopharmacology of bacterial endotoxins, Plenum Publ. Corp., NY, 5 

p407, 1986); exotoxinas tales como toxina del cólera, toxina lábil al calor de E. coli y toxina pertussis; dipéptido de 
muramilo, etc.); coadyuvantes con base en emulsiones oleosas y emulsionantes (por ejemplo, Adyuvante de Freund, 
MF59 [Novartis], SAF, etc.); adyuvantes particulados (por ejemplo, liposomas, microesferas biodegradables, 
etc.); adyuvantes sintéticos (por ejemplo, copolímeros de bloques no iónicos, análogos de péptidos de muramilo, 
polifosfaceno, polinucleótidos sintéticos, etc.); y/o combinaciones de los mismos. Otros adyuvantes a modo de 10 

ejemplos incluyen algunos polímeros (por ejemplo, polifosfacenos, descritos en la patente de los Estados Unidos 
5,500,161), Q57, saponinas (por ejemplo, QS21, Ghochikyan et al., Vaccine, 24: 2275, 2006), escualeno, 
tetraclorodecaóxido, CPG 7909 (Cooper et al., Vaccine, 22:3136, 2004), poli[di(carboxilatofenoxi)fosfaceno] (PCCP; 
Payne et al., Vaccine, 16:92, 1998), interferón-γ (Cao et al., Vaccine, 10:238 , 1992), copolímero de bloque P1205 
(CRL1005; Katz et al., Vaccine, 18:2177, 2000), interleucina-2 (IL-2; Mbwuike et al., Vaccine, 8:347, 1990), polimetil 15 

metacrilato (PMMA; Kreuter et al., J. Pharm. ScL, 70:367, 1981), bromuro de dimetiloctadecilamonio (DDA), IC31® 
(Vann Dissel, Vaccine, 29:2100, 2011), etc. 

Estas composiciones también pueden incluir diluyentes, excipientes y portadores que permiten la administración de 
la composición, como se conoce en la técnica. 

D.2 Extractos celulares 20 

En otra realización, la respuesta inmune se forma proporcionando un componente del SAP en forma de un extracto 
celular que incluye una proteína SAP aislada o recombinante en el individuo. 

Los extractos de células se pueden obtener mediante técnicas conocidas, que incluyen, por ejemplo, la sonificación 
de una cepa de Mycobacterium, la granulación por centrifugación y la recuperación del lisado para la inmunización. El 
lisado podría enriquecerse adicionalmente para los componentes de SAP mediante, por ejemplo, cromatografía de 25 

inmunoafinidad. Esto es más útil donde la cepa no es recombinante para un componente de SAP, es decir, donde la 
cepa no es de otro modo un expresor en exceso de, o enriquecido para, un componente de SAP. Donde la cepa es 
una cepa recombinante que tiene altos niveles de expresión de un componente SAP, puede no ser necesaria una 
etapa de enriquecimiento cromatográfico. 

Los extractos celulares pueden ser particularmente útiles como reactivo in vitro para evaluar la eficacia de un 30 

protocolo de inmunización. 

D.3 Células recombinantes o transformadas 

En la descripción, la respuesta inmune se forma proporcionando un componente del SAP en forma de una célula que 
incluye una proteína SAP aislada o recombinante en el individuo. 

Se prefiere particularmente que la célula sea un Mycobacterium, y en particular una cepa de M. tuberculosis, 35 

especialmente una cepa de M. tuberculosis atenuada capaz de formar una vacuna viva atenuada. Una "vacuna viva 
atenuada" como se usa aquí es una vacuna que contiene microorganismos vivos o viables con virulencia reducida 
(atenuada); a diferencia de una vacuna inactivada. 

Otros tipos de micobacterias incluyen miembros del complejo Mycobacterium tuberculosis (identificador taxonómico 
77643 en la base de datos taxonómicos UniProt o NCBI), que incluye la especie M. Tuberculosis (la principal causa 40 

de tuberculosis humana), M. bovis, M. Bovis BCG (la cepa más utilizada para fines de vacunación), M. africanum, M. 
microti, M. canetti y M. pinnipedii. 

Preferiblemente, la célula es una cepa BCG. Las personas experimentadas en la técnica reconocerán que existen 
varias cepas de BCG adecuadas que son adecuadas para su uso en la práctica, que incluyen, pero no se limitan a, 
las designadas el Número ATCC®: 45 

27289 Mycobacterium bovis BCG, Chicago 1 [B ; BCGT ; tice] 

27291 M. bovis 

35731 M. bovis TMC 1002 [BCG Birkhaug] 

35732 M. bovis TMC 1009 [BCG Sueca] 

35735 M. bovis TMC 1012 [BCG Montreal; CIP 105920] 50 

35736 M. bovis TMC 1013 [BCG Brasilera] 

35737 M. bovis TMC 1019 [BCG Japonesa] 
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35738 M. bovis TMC 1020 [BCG Mejicana] 

35739 M. bovis TMC 1021 [BCG Australiana] 

35741 M. bovis [BCG Glaxo] 

35742 M. bovis TMC 1025 [BCG Praga] 

35744 TMC 1029 [BCG Phipps] 5 

35745 M. bovis TMC 1030 [BCG Connaught] 

35746 M. bovis TMC 1101 [BCG Montreal, SM-R] 

35747 M. bovis TMC 1103 [BCG Montreal, INH-R ; CIP 105919] 

35748 M. bovis TMC 1108 [BCG Pasteur SM-R] 

27290 M. bovis [BCG Copenhagen H] 10 

19274 M. bovis depositada como zrculosis subespecies bovis 50 [BCG] 

19015 Mycobacterium sp. d< i como M. bovis Karlson y Lessel BCG 

35733 M. bovis TMC 1010 [BCG Danesa, SSI 1331] y 

35734 M. bovis TMC 1011 [BCG Pasteur], etc. 

Se entenderá que las micobacterias recombinantes no necesitan confinarse a cepas de BCG. Los expertos en la 15 

materia reconocerán que también se pueden emplear otras cepas de Mycobacterium, cuyos ejemplos incluyen, pero 
no se limitan a: cepa CDC 1551 de M. tuberculosis (véase, por ejemplo, Griffith et al., Am. J. Respir. Crit. Care Med. 
Aug; 152(2):808; 1995), cepa de M. tuberculosis Beijing (van Soolingen et al., J CHn Microbiol. Dec:33(12):3234-8, 
1995) cepa H37Rv (ATCC#:25618), cepa de M. Tuberculosis pantotenato auxotrofina (Sambandamurthy et al., supra; 
cepa mutante de M. tuberculosis rpo V (Collins et al., Proc Natl Acad Sci USA 92(17):8036; 1995), cepa de M. 20 

tuberculosis leucina auxotropo (Hondalus et al., Infect. Immun. 68(5):2888; 2000), etc., u otras cepas atenuadas y/o 
recombinantes derivadas de M. tuberculosis. Otras bacterias candidatas incluyen otros miembros del complejo M. 
tuberculosis, otras micobacterias (por ejemplo, complejo de bacteria M. africanum o M. avium) u otras especies de 
micobacterias. 

El componente de SAP puede estar sobreexpresado, es decir, la proteína puede expresarse a un nivel que excede el 25 

de un organismo de control adecuado, tal como el mismo mycobacterium que no ha sido genéticamente modificado 
para sobreexpresar el componente de SAP. Las personas experimentadas en la técnica están familiarizadas con las 
mediciones comparativas de la actividad de proteínas y con el uso de estándares y controles adecuados para tales 
mediciones. 

La sobreexpresión del componente SAP puede llevarse a cabo mediante cualquier método adecuado conocido en la 30 

técnica. En general, el método implicará unir secuencias de ácidos nucleicos que codifican el componente SAP a un 
promotor particular u otro elemento regulador que se activa cuando la cepa se introduce en una célula, especialmente 
una APC. Las personas experimentadas en la técnica reconocerán que muchas de tales secuencias de control de la 
expresión son conocidas y serían adecuadas para su uso. Por ejemplo, si se desea la expresión constitutiva del 
componente de SAP, las secuencias de control de la expresión (por ejemplo, promotores y secuencias asociadas) 35 

incluyen, pero no se limitan a: promotor óptimo de micobacteria (mop, George et al., 1995); promotor blaF (Timm et 
al., 1994); promotores hsp60, ace o mspl2; etc., con o sin un sitio de enlace ribosómico optimizado. 

Alternativamente, la sobreexpresión de SAP puede no ser constitutiva, sino que puede ser inducible, en respuesta a 
una señal ambiental. Por ejemplo, la expresión de la proteína puede ser dirigida por un promotor que se induce en 
una ubicación particular o en respuesta a un estímulo ambiental, ejemplos de los cuales incluyen, pero no se limitan 40 

a: promotor inducible de macrófagos (que dirige la expresión de genes que son específicamente sobrerregulados 
dentro del fagosoma de macrófago, ver Schannapinger et al., JEM 2003); promotor de acetamidasa (Mahenthiralingam 
et al., J. Gen. Microbiol. 1993), e inducible por tetraciclina (Blokpoel et al., Nucl. Acids Res. 33(2):e22, 2005), etc. 

Además, pueden utilizarse promotores de otras especies, ejemplos de los cuales incluyen, pero no se limitan a: 
diversos promotores virales, por lo que después de estrategias “similares a la terapia génica” (por ejemplo, 45 

coinoculación de micobacterias y un virus manipulado), los antígenos de Mtb son expresado en tejidos seleccionados 
infectados por el virus coadministrado; etc. 

Como una alternativa adicional, los promotores de SAP nativos o de origen natural pueden alterarse por mutación para 
causar la sobreexpresión del componente de SAP. 
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Las personas experimentadas en la técnica reconocerán que hay varias vías disponibles para introducir secuencias 
de ácidos nucleicos que codifican el componente de SAP, en enlace operable con una o más secuencias de control 
de la expresión, en un hospedador micobacteriano donde se producirá una sobreexpresión. Por ejemplo, las 
secuencias se pueden incluir en un vector que se introduce posteriormente en el mycobacterium. Se conocen muchos 
vectores adecuados para contener y expresar genes, e incluyen, pero no se limitan a diversos elementos 5 

extracromosómicos tales como plásmidos, por ejenplo, aquellos que comprenden el origen de replicación pAL500, 
modificado para aumentar su número de copia; u otros plásmidos con orígenes de replicación que están o serán 
desarrollados; o elementos extracromosómicos que no se replican ni se integran en el genoma micobacteriano, sino 
que proporcionan una fuente suicida para que se produzca la recombinación homóloga; etc. La introducción de dicho 
vector en una micobacteria se puede llevar a cabo mediante cualquiera de varios métodos conocidos adecuados para 10 

ese vector particular, que incluyen, pero no se limitan a, electroporación y transducción mediada por micobacteriófagos 
para la recombinación homóloga. En una realización preferida, el vector es un plásmido y el método que se usa es la 
electroporación. 

El componente SAP puede estar sobreexpresado en el cromosoma M. tuberculosis. Las personas experimentadas en 
la materia reconocerán que existen diversas estrategias de biología molecular para generar un mycobacterium con 15 

esta propiedad. Por ejemplo, pueden introducirse diversas mutaciones en el cromosoma (aleatoriamente o de forma 
dirigida) que dan como resultado una producción excesiva del componente SAP por parte de la bacteria. 
Alternativamente, las secuencias de ácido nucleico que incluyen una o más secuencias de control de expresión 
operativamente unidas a secuencias de ácido nucleico que codifican el componente de SAP pueden introducirse en 
el cromosoma bacteriano, por ejemplo, mediante transducción con un plásmido suicida con o sin un medio para la 20 

contraselección, para proporcionar secuencias para la recombinación homóloga. 

En una realización particularmente preferida de la invención, se proporciona un vector de expresión de acuerdo con 
la reivindicación 4. Se divulga adicionalmente un vector de expresión que incluye: 

- un ácido nucleico que codifica un antígeno de Mycobacterium para proporcionar una respuesta inmune específica 
de antígeno a la infección por Mycobacterium; 25 

- un promotor operativamente unido al ácido nucleico para la expresión del ácido nucleico cuando la cepa se 
introduce en un APC, teniendo dicho promotor una secuencia de un promotor de Mycobacterium que causa la 
expresión inmediata y sostenida de un antígeno de Mycobacterium cuando dicho promotor se introduce en un APC. 

En las realizaciones descritas anteriormente, el promotor HspX de Mycobacterium es el promotor para usar como un 
promotor que tiene la secuencia de un promotor de Mycobacterium que causa la expresión de una chaperona 30 

independiente de Mycobacterium ATP. Específicamente, como se ejemplifica en el Ejemplo 2 aquí, este promotor es 
capaz de inducir una expresión alta y sostenida de un componente de SAP en una cepa de BCG. Otros ejemplos de 
promotores útiles en la invención incluyen Rv0962c, Rv0971c, Rv0983, Rv0986, Rv2428, Rv1130, Rv2626c como se 
describe en Fontan et al. 2008 Infect. & Immun. 76:pp 717. 

La formulación de vacunas bajo este subtítulo implica estudios para determinar la viabilidad bacteriana máxima y la 35 

estabilidad durante todo el proceso de fabricación. Esto incluye la determinación de la viabilidad máxima del organismo 
(vivo a muerto) durante el cultivo utilizando una variedad de medio comúnmente usado para el cultivo de micobacterias 
para incluir la adición de glicerol, azúcares, aminoácidos y detergentes o sales. Después de que las células de cultivo 
se cosechan por centrifugación o filtración de flujo tangencial y se resuspenden en un medio estabilizador que permite 
la protección de las células durante el proceso de congelación o liofilización. Los agentes estabilizantes comúnmente 40 

usados incluyen glutamato de sodio, aminoácidos o derivados de aminoácidos, glicerol, azúcares o sales comúnmente 
usadas. La formulación final proporcionará suficientes organismos viables para ser administrados por inyección 
intradérmica, inyección percutánea, perfusión o administración oral con suficiente estabilidad para mantener una vida 
útil adecuada para su distribución y uso. 

Antes de la administración a humanos como una vacuna, las cepas de BCG descritas bajo este subtítulo se prueban 45 

de acuerdo con métodos que son bien conocidos por las personas experimentadas en la técnica. Por ejemplo, las 
pruebas de toxicidad, virulencia, seguridad, etc. se llevan a cabo en modelos animales adecuados, por ejemplo, en 
ratones, cobayos, etc., algunos de los cuales están inmunocomprometidos. La capacidad de las preparaciones de 
vacuna para provocar una respuesta inmune también se prueba típicamente en modelos animales adecuados, por 
ejemplo, ratones, cobayos, etc. Además, los estudios de protección que implican vacunación, refuerzo y exposición 50 

posterior con Mtb vivo pueden llevarse a cabo usando modelos animales adecuados tales como ratones, cobayos y 
primates no humanos. Finalmente, las personas experimentadas en la técnica están familiarizadas con las 
disposiciones para llevar a cabo pruebas clínicas en humanos que consienten, con el fin de probar la eficacia de las 
preparaciones de vacunas. Para detalles, ver, por ejemplo, la solicitud de patente de los Estados Unidos 20060121054 
(Sun et al.) Publicada el 8 de junio de 2006, y las referencias citadas aquí. 55 

D.4 vacunas de ácido nucleico 

En la divulgación, la respuesta inmune se forma proporcionando un componente del SAP en forma de o un ácido 
nucleico que codifica una proteína SAP en el individuo. 
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En particular, como se ejemplifica en el Ejemplo 1, los inventores han demostrado que puede proporcionarse 
inmunidad protectora administrando una vacuna de ADN que contiene un gen que codifica CysD en ratones expuestos 
a M. tuberculosis. 

El ácido nucleico puede proporcionarse en forma linealizada o circular para inyección. Generalmente, el ácido nucleico 
tendrá un promotor que permita la expresión del componente SAP en la célula relevante. Por ejemplo, donde la 5 

administración es para tejido muscular, el vector contendrá un promotor capaz de activarse mediante factores de 
transcripción y potenciadores del músculo. En estas realizaciones, generalmente se entiende que la célula muscular 
producirá el componente SAP relevante que luego será fagocitado por una APC tal como una célula dendrítica para 
su presentación a una célula T, sobre la cual se establece la inmunidad. 

D.5 vectores de viales 10 

En la divulgación, la respuesta inmune se forma proporcionando un componente del SAP en forma de un vector viral 
que contiene un ácido nucleico que codifica el componente, o que expresa un componente del SAP. 

Ejemplos de vectores adecuados incluyen los que tienen base en un genoma de vaccinia y los que tienen base en un 
genoma de adenovirus. 

Algunas de las composiciones descritas bajo los subtítulos anteriores se pueden formular como soluciones líquidas o 15 

suspensiones, sin embargo, también se contemplan formas sólidas tales como tabletas, píldoras, polvos y 
similares. También se pueden preparar formas sólidas adecuadas para solución en o suspensión en líquidos antes de 
la administración. La preparación también puede ser emulsionada. Los ingredientes activos se pueden mezclar con 
excipientes que son farmacéuticamente aceptables y compatibles con los ingredientes activos. Los excipientes 
adecuados son, por ejemplo, agua, solución salina, dextrosa, glicerol, etanol y similares, o combinaciones de los 20 

mismos. Además, la composición puede contener cantidades menores de sustancias auxiliares tales como agentes 
humectantes o emulsionantes, agentes reguladores del pH y similares. Si se desea administrar una forma oral de la 
composición, se pueden añadir diversos espesantes, aromatizantes, diluyentes, emulsionantes, adyuvantes de 
dispersión o aglomerantes y similares. La composición de la presente invención puede contener cualquiera de tales 
ingredientes adicionales para proporcionar la composición en una forma adecuada para la administración. 25 

Ejemplos 

Ejemplo 1 

M. tuberculosis puede sobrevivir en un amplio espectro de ambientes, incluyendo altos niveles de estrés oxidativo, 
bajo pH y privación de nutrientes ((Nathan, 2000 #29). La exposición y la adaptación de M. tuberculosis a estas 
condiciones durante la infección requiere la regulación coordinada de expresión génica ((Timm, 2003 #93). Los genes 30 

implicados en el metabolismo del azufre se han identificado consistentemente como sobrerregulados en condiciones 
que imitan el entorno de los macrófagos ((Pinto, 2004 #14 ;, #35; Muttucumaru, 2004 #34; Manganelli, 2002 #75; 
Hampshire, 2004 #33; Betts, 2002 #49) y durante la infección de macrófagos ((Schnappinger, 2003 #31). Estos genes 
codifican enzimas de la vía de asimilación de sulfato (SAP) de M. tuberculosis, requerida para la reducción de azufre. 
De hecho, los compuestos que contienen azufre son fundamentales en una amplia gama de actividades biológicas. 35 

En su forma reducida, el azufre se utiliza en la biosíntesis del aminoácido cisteína, uno de los objetivos principales 
para los intermedios reactivos de nitrógeno encontrado por M. tuberculosis en el entorno intracelular ((Rhee, 2005 
#92). La cisteína puede incorporarse posteriormente en el micotiol, que funciona de manera análoga al glutatión (Fan, 
2009, #197) y es crucial para M. tuberculosis dentro del granuloma al regular el equilibrio redox al encontrar radicales 
libres liberados por las células hospedadoras. Mutantes de Mycobacterium smegmatis en los que la biosíntesis de 40 

micotiol ha sido abrogada exhibe resistencia de alto nivel a isoniazida y son más susceptibles que las cepas de tipo 
salvaje al estrés oxidativo y antibióticos ((Rawat, 2002 #82; Buchmeier, 2003 #85). Esta primera línea de defensa por 
M. tuberculosis por lo tanto, está relacionada con la disponibilidad de cisteína y, como tal, se ha demostrado que es 
necesaria para la supervivencia del organismo ((Sareen, 2003, #84; Buchmeier, 2006, #83; Newton, 2002, #81). 
Reforzar esta mayor necesidad de cisteína en el entorno de macrófagos, es la sobrerregulación de ATP sulfurilasa, la 45 

primera enzima en el SAP, después de la exposición al estrés oxidativo ((Pinto, 2004 #14;, #35; Schnappinger, 2003 
#31). Deshabilitar la biosíntesis de la cisteína atenúa la virulencia bacteriana y la persistencia durante la fase crónica 
de la infección en ratones ((Senaratne, 2006 #3). 

Aunque los miembros del SAP parecen estar altamente expresados bajo condiciones presumiblemente encontradas 
dentro del huésped, no se sabe si estas proteínas constituyen componentes inmunogénicos de M. tuberculosis. El 50 

mayor interés se ha centrado en las proteínas secretadas de micobacterias, ya que se prevé que sean 
reconocidas mediante respuestas inmunes tempranas del huésped ((Andersen, 1992 #202; Roberts, 1995 #203). La 
reducción del sulfato tiene lugar dentro de la célula y por esta razón las enzimas SAP son componentes intracelulares 
o enlazados a la membrana ((de Souza, 2011 #206; Bhave, 2007 #205; Schelle, 2006 #204) y no sería detectado en 
las pantallas de antígenos inmunogénicos secretados de M. tuberculosis ((Andersen, 1992 #202). En este informe 55 

demostramos que los miembros del SAP son componentes altamente inmunogénicos de M. tuberculosis, siendo 
reconocida por personas infectadas con M. tuberculosis y que confiere inmunidad protectora en un modelo murino de 

E12859440
03-01-2018ES 2 655 190 T3

 



 16

TB. Nuestros resultados sugieren que los miembros de SAP son candidatos potenciales para la inclusión en nuevas 
vacunas contra TB. 

Materiales y métodos 

Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento. 

Escherichia coli K-12 y BL21 (DE3) se cultivaron en caldo Luria-Bertani (LB) o agar (Sigma-Aldrich). M. tuberculosis 5 

H37Rv o cepa T103 ((Jackson, 1999 #208) se cultivaron en medio Middlebrook 7H9 (Difco Laboratories) suplementado 
con glycerol al 0,5%, Tween 80 al 0,05%, y albúmina-dextrosa-catalasa al 10% (ADC) o en medio sólido Middlebrook 
7H11 (Difco Laboratories) suplementado con ácido oleico-ADC. Todos los cultivos se cultivaron a 37 °C con o sin 
agitación. Se añadieron antibióticos a los medios cuando se requirió a 25 µg/ml para kanamicina y 100 µg/ml para 
ampicilina. Se logró la persistencia de norreplicación de M. tuberculosis cultivada in vitro mediante la adición de 50 µM 10 

diarios del compuesto donante de óxido nítrico 2,2'-(Hidroxinitrosohidrazono)bis-etanimina (DETA-NO) (Sigma) 
usando el método de ((Bryk, 2008 #36). Se determinaron en el día 0, 1, 3 y 7 recuentos bacterianos para estos cultivos 
y en el día 7, se extrajo ARN de ambos cultivos para el análisis de PCR en tiempo real (RT). 

Antígenos proteicos y vacunas de ADN 

La proteína de filtrado de cultivo (CFP) se obtuvo de NIH Repositorio de Recursos de Investigación de Biodefensa e 15 

Infecciones Emergentes (NR-14825). La concavalina A (ConA) se adquirió de Sigma-Aldrich. La purificación de 
antígenos de proteína del SAP y la construcción de vectores de ADN que codifican genes SAP se describen en la 
tabla complementaria 1. 

Inyección de macrófagos y PCR en tiempo real 

La línea celular de macrófagos de ratón RAW264.7 se cultivó en RPMI (Gibco-BRL) suplementado con suero de 20 

ternera fetal al 10% (FCS; Gibco-BRL) y L-glutamina 2 mM (Invitrogen) (RPMI completo), a 37 °C en CO2 al 5%. Las 
células RAW264.7 adheridas se infectaron con M. tuberculosis a una multiplicidad de infección de 1:1. Cuatro horas 
después de la infección, las monocapas de macrófagos se lavaron con solución salina regulada con fosfato (PBS), las 
células se incubaron durante 48 horas adicionales en medio nuevo y se extrajo el ARN total para el análisis de PCR 
RT. 25 

Las pellas de M. tuberculosis de cultivo en caldo o macrófagos infectados con M. tuberculosis se resuspendieron en 
reactivo TRI (Invitrogen) y se rompieron con perlas de zirconia/sílice de 0,1 mm en un Impactador de Perlas de 
productos BioSpec. Se extrajo el ARN, se trató con TURBO DNasa (Ambion) y se resuspendió en agua tratada con 
DPEC (Invitrogen) como se describió previamente ((Muttucumaru, 2004 #34). Se sintetizó ADNc a partir de 1 µg de 
ARN total utilizando la transcriptasa inversa Superscript III (Invitrogen). Se realizó RT-PCR cuantitativo utilizando 4 µL 30 

de ADNc, mezcla maestra de PCR SYBR verde I (Qiagen) y 5 µM de un primer par de cebadores específicos de gen 
(tabla 1 suplementaria) en un volumen de reacción de 25 µL. Las reacciones de PCR se ejecutaron en un detector de 
secuencia de la serie Rotogene 6000 (Corbett research) en triplicado por par de cebadores. Los niveles de expresión 
relativos se determinaron usando el método de ciclo umbral comparativo de Livak y Schmittgen ((Livak, 2001 #99) 
usando el ARNr no inducido de M. Tuberculosis m16S (codificado por rrs) como el control ((Banaiee, 2006 #101). 35 

Estudios humanos 

Objetivos: 15 pacientes infectados por M. tuberculosis, VIH negativos, fueron reclutados en la clínica de TB en el 
Hospital Royal Prince Alfred, Missenden Rd, NSW, Australia. Las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) 
se obtuvieron a partir de biopsias o cultivos de pacientes de diversas edades y sexo que habían iniciado o no un 
tratamiento antituberculoso. La aprobación ética para este estudio fue dada por el Servicio de Salud del Area Sur 40 

Occidental de Sydney (número de protocolo: X06-0248). Los pacientes se compararon con 11 individuos sanos con 
prueba cutánea de tuberculina negativa (TST-ve). 

Ensayo de proliferación de células T: se aislaron PBMCs de sangre completa en un gradiente de Ficoll (Histopaque-
1077, Sigma Aldrich). 2,5 x105 células/pozo de PBMCs se incubaron a 37 °C en CO2 al 5% durante 5 días en la 
presencia de 10 µg/ml de proteínas SAP, 10 µg/ml de CFP, Ag-85B o 3 µg/ml de ConA. La proliferación de células T 45 

se ensayó por incorporación de 3H-timidina (MP Biomedicals, 1 µCi/pozo) el día 5 usando espectroscopía de centelleo 
líquido (Microbeta Luminescence Counter, Wallace). El índice de estimulación de linfocitos (SI) se calculó usando la 
siguiente fórmula: conteos promedio por minuto (cpm) en la presencia de antígeno/cpm promedio en la ausencia de 
antígeno. Un SI de más de o igual a 3 se consideró una respuesta positiva al antígeno. Estudios murinos 

Ratones hembras C57BL/6 de seis a ocho semanas de edad se obtuvieron de Animal Resources Centre (Perth, 50 

Australia) y se mantuvieron en condiciones específicas libres de patógenos. Para la determinación de la 
inmunogenicidad, se infectaron ratones (4/grupo) por ruta intranasal (i.n) con 5 x 104 unidades formadoras de colonias 
(CFU) de M. tuberculosis Mt103. Tres y 8 semanas después de la infección se prepararon suspensiones de células 
individuales a partir del ganglio linfático mediastínico (MLN) de ratones inmunizados en medio RPMI completo y el 
número de células productoras de interferón (IFN)-γ se determinó mediante ELISpot como se describió previamente 55 

(Palendira, 2002 #210) utilizando enzimas SAP, CFP y Ag85B a una concentración de 10 µg/ml con ConA utilizado a 

E12859440
03-01-2018ES 2 655 190 T3

 



 17

3 µg/ml. Para el análisis de eficacia protectora, se inmunizaron ratones (5/grupo) por vía subcutánea (s.c) una vez 
con 5 × 105 CFU de M. bovis BCG, o 3 veces a intervalos de 2 semanas con 10 µg de proteína CysDNC coadministrada 
con dimetil dioctadecil bromuro de amonio (DDA) (1,25 mg/ml) y monofosforil lípido A (MPL) (125 µg/ml) o 
intramuscularmente (i.m) con 100 µg de vacuna de ADN por inyección. Ocho semanas después de la vacunación final, 
los ratones fueron expuestos a M. tuberculosis Mt103 en aerosol utilizando un aparato de exposición por inhalación 5 

(Glas-Col) con una dosis infecciosa de 100 bacilos viables por pulmón. La carga bacteriana se determinó 4 semanas 
después de la prueba sembrando en placa homogeneizados de pulmón y bazo. 

Análisis estadístico 

Para la evaluación de la eficacia protectora, la significancia de las diferencias se evaluó mediante ANOVA de una vía 
con una comparación por pares de conjuntos de datos agrupados mediante la prueba post hoc de Bonferroni. Para la 10 

evaluación de la inducción de respuestas inmunes del huésped por enzimas SAP de ratones infectados o individuos 
infectados con M. tuberculosis en comparación con ratones no infectados o individuos TST-ve respectivamente, se 
usó la prueba U de Mann-Whicney (* P<0,05). 

Resultados 

Inducción de ARNm sulfurilasa de M. tuberculosis ATP en el entorno intracelular se correlaciona con la potente 15 

inmunidad específica de antígeno. 

El complejo activador de sulfato (SAC) de M. tuberculosis es el primer paso en el SAP (figura 1 complementaria) y 
constituye 3 actividades catalíticas, ATP sulfurilasa, GTPasa y actividad de APS quinasa codificada por el operón 
CysDNC (figura 1A). La capacidad del SAC de M. tuberculosis para sobrerregular positivamente su expresión en 
condiciones de cultivo que imitan el estrés intracelular ((Pinto, 2004 #14), sugiere que su expresión también puede ser 20 

inducida en el entorno intracelular. Para probar esto, examinamos los cambios en los niveles de ARNm de CysDNC 
dentro de células RAW264,7 durante la infección por M. tuberculosis. Encontramos que la expresión de CysDNC se 
mejoró significativamente, mostrando un aumento de aproximadamente 4,4 veces sobre el nivel encontrado en bacilos 
cultivados en caldo durante las primeras 48 horas (Figura 1B). También determinamos si la expresión de CysDNC se 
indujo en bacterias no replicantes para imitar las condiciones encontradas durante la infección latente. Usando el 25 

donante de óxido nítrico DETA-NO ((Bryk, 2008 #156) pudimos inhibir la replicación de M. tuberculosis in vitro en 
comparación con las bacterias no tratadas (Figura 1C). M. tuberculosis CysDNC fue altamente sobrerregulado bajo 
condiciones de persistencia no replicante y demostró un aumento de 35 veces en la expresión de genes en 
comparación con micobacterias en crecimiento activo (Figura 1D). Esto implica que CysDNC puede estar involucrado 
en la capacidad de M. tuberculosis para adaptarse a la variedad de tensiones encontradas en el entorno intracelular y 30 

la progresión al estado latente. 

Como CysDNC se indujo a altos niveles dentro del entorno intracelular y en bacterias no replicantes, se formuló la 
hipótesis de que la enzima puede ser reconocida por la respuesta inmune durante la infección por M. tuberculosis. Para 
probar esto, intranasalmente infectamos ratones con M. tuberculosis y examinamos la frecuencia de células secretoras 
de IFN-γ en los ganglios linfáticos de los mediastinales (MLN). Tres semanas después de la infección, la estimulación 35 

de células MLN con CysDNC ex vivo dio como resultado una fuerte inducción de células T secretoras de IFN-γ, que 
era similar a los niveles inducidos por la proteína inmuno-dominante Ag85B secretada de M. tuberculosis (figura 
2A). Esta fuerte respuesta de células T se mantuvo hasta ocho semanas después de la infección (figura 2B). Se 
observaron patrones similares de respuestas celulares secretoras de IFN-γ específicas de antígeno en respuesta a 
CysDNC y Ag85B en el pulmón (datos no mostrados). Además, los ensayos de proliferación de linfocitos de PBMC 40 

humanas revelaron que CysDNC se reconoció durante la infección por M. tuberculosis humana (figura 2C). Las 
respuestas de CysDNC fueron similares a las de la evocación de Ag85B, pero menores que las inducidas por CFP. Sin 
embargo, CysDNC indujo significativamente la proliferación de PBMCs de pacientes con TB en comparación con los 
individuos TST-ve (Figura 2C). Estos resultados indican que M. tuberculosis CysDNC, que codifica ATP sulfurilasa es 
un potente antígeno inmunoestimulador de M. tuberculosis. 45 

Inmunidad protectora contra la exposición de M. tuberculosis virulento después de la vacunación con ADN que codifica 
ATP sulfurilasa. 

La expresión mejorada de los genes que codifican ATP sulfurilasa en el entorno intracelular (Figura 1B), en nuestro 
modelo de persistencia no replicante (Figura 1C) y la capacidad de este complejo de proteína para inducir una 
respuesta ex vivo de citocina tipo Th1 específica de antígeno (Figura 2) pueden convertir a los productos codificados 50 

en objetivos efectivos para la inmunidad protectora antimicobacteriana. Para determinar esto, se inmunizaron los 
ratones con vectores de ADN que expresan cysD y/o cysNC y se expusieron a un aerosol con M. tuberculosis. La 
inmunización con todos los vectores que expresan cysD o cysNC dio como resultado una carga bacteriana 
significativamente reducida en comparación con los ratones vacunados con el vector control, tanto en el pulmón 
(Figura 3A) como en el bazo (Figura 3B) (p <0,01). En todos los experimentos, hubo una tendencia creciente a que 55 

ADN-cysD proporcionara una mejor eficacia protectora que ADN-cysNC en el pulmón, mientras que el uso de una 
combinación de ADN-cysD y ADN-cysNC igualaba la protección observada con ADN-cysD solo. La eficacia protectora 
fue significativamente mayor en el bazo cuando los ratones se inmunizaron con una combinación de estos dos 
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plásmidos, y esta protección se acercó al nivel alcanzado con BCG (Figura 3B). Por lo tanto, la ATP sulfurilasa es un 
componente altamente protector de M. tuberculosis. 

Las enzimas corriente abajo de la Vía de Asimilación de Sulfato de M. tuberculosis (SAP) son componentes 
inmunogénicos de M. tuberculosis. 

Los resultados prometedores obtenidos con M. tuberculosis ATP sulfurilasa (CysDNC) nos llevaron a cuestionar si 5 

otros miembros del SAP son objetivos de la respuesta inmune del huésped. Encontramos que todas las proteínas SAP 
evaluadas se sobrerregulaban significativamente en el ambiente intracelular, el ARNm de CysK1 mostraba la inducción 
más alta de aproximadamente 6,7 veces (figura 4A). El nivel de inducción fue similar para SirA y CysH, mientras que 
CysK1 y CysE también mostraron niveles similares de sobrerregulación intracelular. Esto está de acuerdo con el hecho 
de que SirA y CysH están localizados dentro del mismo operón en el genoma de M. tuberculosis ((Cole, 1998 #225) 10 

mientras que CysK1 y CysE están adyacentes en el genoma ((Cole, 1998 #225; Schnell, 2007 #87). También 
determinamos que estas proteínas son reconocidas en ratones infectados con M. tuberculosis, ya que todas las 
proteínas indujeron células T secretoras de IFN-γ a las 8 semanas después de la infección (Figura 4B). Al igual que 
CysDNC (Figura 2C), ensayos de proliferación de linfocitos en PBMCs humanos revelaron que todas las enzimas SAP 
estudiadas se reconocieron durante la infección por M. tuberculosis humana (figura 4C). 15 

Como la expresión de todas las enzimas SAP se sobrerregulaba in vivo y las proteínas se reconocían en ratones y 
humanos, se evaluó si podían mejorar la eficacia protectora proporcionada por ADN-CysDNC. Cuando los ratones 
fueron vacunados con ADN-CysDNC junto con ADN que codifica cysH, sirA, cysK1 y cysE, no observamos aumentos 
en la eficacia protectora en comparación con solo ADN-CysDNC, tanto en el pulmón (Figura 5A) como en el bazo 
(Figura 5B). Por lo tanto, si bien todos los miembros de SAP fueron reconocidos por la respuesta inmune en humanos 20 

y ratones infectados con M. Tuberculosis, CysDNC solo proporcionó la máxima eficacia protectora en el modelo de 
ratón utilizado aquí. 

El refuerzo de ratones vacunados con BCG con ATP sulfurilasa mejora la protección proporcionada por BCG en el 
pulmón frente a la exposición con M. tuberculosis. 

Teniendo en cuenta el fuerte reconocimiento de C ATP sulfurilasa por parte de los pacientes con TB y su efecto 25 

protector en ratones, determinamos si este complejo proteico puede ser un candidato adecuado para reforzar el efecto 
protector de BCG sobre la exposición a M. tuberculosis. Después de una dosis baja, la administración por aerosol de 
M. tuberculosis, ratones bloqueados genéticamente demostraron un crecimiento bacteriano sustancial en los 
pulmones y se detectó diseminación a los bazos (Figuras 6A y 6B). Por el contrario, la inmunización con BCG 
solamente, dio como resultado una protección significativa contra la exposición a M. tuberculosis con una reducción 30 

aproximada de 1,5-log10 en la carga de M. tuberculosis en el pulmón y el bazo (Figuras 6A, 6B). El refuerzo con 
proteína CysDNC condujo a una reducción significativa adicional en comparación con la vacunación con BCG 
solamente, de 0,5 log10 M. tuberculosis en el pulmón (Figura 6A). Mientras que la carga bacteriana se redujo en el 
bazo con el refuerzo, esta diferencia no alcanzó significación (Figura 6B). Por lo tanto, CysDNC es capaz de mejorar 
el efecto protector de la BCG contra la infección por M. tuberculosis, que fue más evidente en el pulmón. 35 

Discusión 

La identificación de nuevos objetivos de inmunidad del huésped ayudaría notablemente a los esfuerzos para 
desarrollar vacunas más efectivas contra la tuberculosis. En este informe identificamos el complejo de activación de 
sulfato (SAC) de M. tuberculosis como un componente antigénico principal del bacilo. El SAC es un complejo 
enzimático con 3 actividades catalíticas ((Pinto, 2004 #14; Sun, 2005 #13). Se predice que este complejo desempeñará 40 

un papel en la adaptación de M. tuberculosis al entorno de la célula huésped, debido a la sobrerregulación de CysDNC 
dentro de los macrófagos (Figura 1B) ((Schnappinger, 2003 #31), y en respuesta a varias condiciones de estrés in 
vitro incluyendo ayuno de nutrientes y estrés oxidativo ((Hatzios, 2011 #167; Pinto, 2004 #14). Por lo tanto es posible 
que el fuerte reconocimiento de CysDNC por parte de los pacientes con TB (Figura 2C) y ratones infectados por M. 
tuberculosis (Figuras 2A y B) pueda deberse a la expresión mejorada de CysDNC dentro del huésped. Curiosamente, 45 

CysDNC también mostró una sobrerregulación significativa en un modelo de crecimiento no replicativo de M. 
tuberculosis (Figura 1D). Este resultado implica que la expresión de CysDNC puede requerirse para la adaptación de 
M. tuberculosis al estado latente durante la infección crónica. Esto es respaldado por el papel de compuestos de azufre 
reducido en la aparición de infección crónica por M. tuberculosis ((Senaratne, 2006 #3) y corresponde al 
reconocimiento sostenido de CysDNC por células T en etapas tardías de infección por M. tuberculosis en ratones 50 

(figura 2B). Esto implica además que M. tuberculosis CysDNC puede contribuir a la supervivencia del organismo en 
un estado de persistencia no replicante al mantener rutas metabólicas que utilizan cisteína. La cisteína se incorpora 
en Acetil CoA, el bloque de construcción para los lípidos en la pared celular del organismo y un sustrato para la 
derivación de glioxilato, una vía requerida para que M. tuberculosis persista en macrófagos y en ratones ((McKinney, 
2000 #211). Además, CysDNC está sobrerregulado durante la latencia baja en oxígeno ((Voskuil, 2004 #35) y 55 

desempeña un papel en la supresión de la apoptosis por los macrófagos ((Danelishvili, 2010 #116), implicando un 
papel para CysDNC en la evasión de la respuesta inmune del huésped. Curiosamente, se descubrió que cysD estaba 
sobrerregulada después de la exposición a fármacos anti TB que son bactericidas a bacterias no replicantes ((Fu, 
2009, #117; Heifets, 2005, #120; Tasneen, 2008, #121). 
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El reconocimiento mejorado de los antígenos micobacterianos por la respuesta inmune del huésped no siempre 
correlaciona la protección contra la exposición con M. tuberculosis virulenta en modelos animales ((Gartner, 2007 
#215; Kamath, 1999 #143; Skinner, 2003 #115). Nosotros por lo tanto, evaluamos si CysDNC fue protector en nuestro 
modelo murino de baja dosis de infección por aerosol de M. tuberculosis. Cuando se administraron como vacunas de 
ADN, CysD y CysNC fueron protectores como componentes individuales tanto en el pulmón como en el bazo, y una 5 

combinación de las dos estructuras logró un nivel de protección similar a la inducida por BCG (Figura 3). Por lo tanto, 
la fuerte expresión de genes que codifican CysDNC se correlaciona con el efecto protector del complejo antigénico en 
los modelos utilizados aquí. Sin embargo, la adición de vacunas de ADN que codifican otros componentes del SAP no 
mejoró el efecto protector de CysDNC, a pesar del hecho de que las proteínas fueron reconocidas por PBMCs de 
pacientes con TB, se sobrerregularon dentro de los macrófagos e indujeron fuertes respuestas de IFN-_ de las células 10 

T de ratones infectados con M. tuberculosis (Figura 4). No está claro por qué CysDNC parece ser un miembro 
dominante del SAP en términos de eficacia protectora, pero puede estar relacionado con respuestas restringidas al 
MHC en base a la cepa de ratón utilizada en este estudio. También es interesante observar que los antígenos de SAP 
se proponen como proteínas intracelulares o asociadas a la membrana debido a su función en el metabolismo del 
azufre (de Souza, 2011, #206), y hemos confirmado esto para algunos de los miembros por inmunoprecipitación 15 

Western (no se muestra). Sin embargo, todos los antígenos de M. tuberculosis en ensayos clínicos son proteínas 
secretadas, ya que se predice que son los objetivos iniciales de la inmunidad del huésped ((Kaufmann, 2011 #196). 
Este estudio sugiere que las proteínas no secretadas pueden además ser componentes adecuados de nuevas 
formulaciones de vacunas contra TB. Además, la reciente identificación de los antígenos asociados a latencia 
inducidos por estrés que mejoran la protección en las últimas etapas después de la infección por M. tuberculosis 20 

((Aagaard, 2011 #213) justifica pruebas adicionales de CysDNC en modelos similares, considerando la marcada 
inducción del complejo proteico en bacterias no replicantes y en respuesta a estrés in vitro. 

Una propiedad importante de las vacunas de subunidades potenciales es la capacidad de "reforzar" la protección con 
la inmunización previa con BCG, ya que este es el papel propuesto para tales vacunas en los nuevos calendarios de 
vacunación contra la TB (Kaufmann, 2011 #196). Un puñado de proteínas ha demostrado una capacidad para reforzar 25 

la protección inducida por BCG en la infección experimental por M. tuberculosis ((Lu, 2011 #144; Dey, 2011 #145; 
Rouanet, 2009 #214). Ahora se puede añadir CysDNC a esta lista, ya que el complejo antígeno pudo aumentar 
significativamente el efecto protector de solo BCG en el pulmón, el sitio primario de infección en el modelo utilizado 
(Figura 6). 

Además de definir el papel antigénico de las proteínas SAP, este estudio también ha ampliado nuestro conocimiento 30 

sobre la regulación de la expresión del gen SAP durante la infección. Todos los componentes del SAP probado 
mostraron una sobrerregulación dentro de la línea celular de macrófagos utilizada aquí. Esta adaptación al entorno 
del fagosoma es una indicación de la capacidad de la bacteria para suministrar cisteína a la célula de manera oportuna, 
que ha sido ampliamente revisada por Hatzios y Bertozzi ((Hatzios, 2011 #167). Puede ser que las enzimas en el 
SAP regulan la expresión de cada uno. Por ejemplo, se ha demostrado que la serina acetil transferasa se asocia y 35 

forma un complejo con la última enzima en la vía o-acetilserina sulfhidralasa (OASS) (Droux, 1998 #218). Mientras 
que esta interacción regula negativamente el OASS ((Mino, 2000 #222; Schnell, 2007 #87), similar a la ATP-sulfurilasa, 
su expresión y actividad pueden depender del requerimiento de cisteína ((Kredich, 1966 #219; Mino, 1999 #220; Mino, 
2000 #221; Pinto, 2004 #14). Además, la E. coli ATP sulfurilasa forma un complejo apretado con OASS ((Wei, 2002 
#96) y es este complejo el que puede activar el sulfato para producir APS (figura suplementaria 1). Se ha sugerido 40 

que, dadas las similitudes entre E. coli y M. tuberculosis ATP sulfurilasas, que el sistema micobacteriano también 
forma un complejo de orden superior, que une funciones catalíticas con otras enzimas en el SAP ((Sun, 2005 
#13). Esto no ha sido probado formalmente, sin embargo, puede ser la razón por la cual todas las enzimas del SAP 
inducen respuestas inmunitarias robustas del huésped (Figura 2, Figura 4B & C). También destacando la regulación 
de los genes del metabolismo del azufre está su transcripción mejorada tras la exposición a diversos antibióticos que 45 

pueden influir en cómo M. tuberculosis responde a estos medicamentos ((Hatzios, 2011 #167). Presumiblemente los 
genes sensibles a los fármacos codifican proteínas que son relevantes para el modo de acción de los fármacos y 
muchas enzimas que metabolizan azufre son fármacos objetivo prometedores ((Bhave, 2007 #1). 

En resumen, hemos identificado componentes del SAP como proteínas inducidas por células huésped que son 
componentes antigénicos principales de M. tuberculosis. 50 

Ejemplo 2 

El nicho preferido dentro del hospedador de micobacterias virulentas y la cepa atenuada de vacuna BCG es el entorno 
intracelular del macrófago. Se ha observado que las micobacterias también tienen la capacidad de infectar y persistir 
dentro de las DCs y estimulan las respuestas de las células T in vivo [8,9]. 

Nuestra hipótesis es que la expresión dirigida de antígeno por (r) BCG recombinante dentro de las DCs puede influir 55 

en la generación posterior de inmunidad específica de antígeno. Consideramos que el promotor que controla la 
expresión del gen hspX de M. tuberculosis puede ser un candidato adecuado para dirigir la expresión de antígeno a 
las APCs después de la vacunación con BCG. 

HspX, o la proteína α-cristalina, es un miembro de las proteínas de choque térmico de peso molecular pequeño que 
actúan como chaperones independientes de ATP [10, 11]. El promotor hspX se induce rápidamente a la entrada de 60 
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M. tuberculosis en macrófagos cultivados [12]. El gen también es sobrerregulado in vitro por hipoxia [12], durante la 
fase estacionaria del crecimiento de cultivos aireados de M. tuberculosis [11] y por la adición de donantes de NO [13], 
que todos pueden representar condiciones encontradas por M. tuberculosis dentro de células huésped. Es importante 
destacar que el gen hspX se sobrerregula después de la infección de ratones con M. Tuberculosis virulenta [14]. 

En este informe, demostramos que el promotor hspX se puede utilizar para modular la expresión de antígenos 5 

expresados por rBCG, y la expresión del antígeno se induce rápidamente a la entrada de rBCG dentro de las DCs. El 
uso del promotor hspX para controlar la expresión del antígeno dio como resultado el cebado acelerado de células T 
específicas de antígeno y la generación in vivo sostenida de células T reactivas con antígeno después de la 
vacunación. 

Materiales y métodos 10 

Cepas bacterianas, medios y antígenos 

M. tuberculosis H37Rv (ATC27294) y M. bovis BCG (cepa Pasteur) se cultivaron en medio Middlebrook 7H9 (Difco, 
BD) complementado con glicerol al 0,5%, Tween-80 al 0,05% y ADC al 10% o en medio sólido Middlebrook 7H11 
(Difco, BD) complementado con OADC. Cuando fue necesario, se añadió el antibiótico kanamicina (Km) a una 
concentración de 20 µg/ml. 15 

Ratones 

Se obtuvieron ratones C57BL/6 de seis a ocho semanas de edad del Animal Resources Centre (Perth, WA, Australia) 
y se mantuvieron en condiciones específicas libres de patógenos. El p25 CD4+ TCR transgénico (específico para los 
residuos 240-254 de Ag85B) se obtuvo del Prof. K. Takatsu (Universidad de Tokio, Japón) y del Prof. J. Ernst (Facultad 
de Medicina de la Universidad de Nueva York, NY) [15] y fueron retrocruzados en B6.SJL/Ptprca para obtener la línea 20 

p25+CD45.1+. Los experimentos con animales se realizaron con la aprobación del Comité de Ética y Cuidado Animal 
de la Universidad de Sydney. 

Construcción de cepas de (r)BCG recombinantes  

BCG que expresa GFP bajo el control del promotor hspX de M. tuberculosis (BCG:PhspX-Y-GFP) se construyó por 
transformación del plásmido pMV306:GFP en BCG, que fue un regalo amable del Profesor Cliff Barry, Sección de 25 

Investigación de Tuberculosis, NIAID, Institutos Nacionales de Salud, Rockville, MD. Para desarrollar BCG en el que 
el promotor hspX dirige la expresión de la proteína Ag85B, el gen fbpB que codifica la proteína Ag85B se amplificó a 
partir del ADN genómico de M. tuberculosis y se usó para reemplazar el gen gfp en pMV306:GFP, dando como 
resultado el vector intermedio pJEX88. El fragmento PhspX-fbpB se escindió por digestión con XbaI y HpaI y se ligó al 
vector disparador pMV261 [16] digerido con las mismas enzimas. El plásmido resultante se transformó en BCG para 30 

producir BCG:PhspX-85B. BCG control utilizado en este estudio fue BCG de cepa Pasteur o BCG Pasteur transformado 
con pMV261 [16]. La construcción de rBCG sobreexpresando la proteína M. tuberculosis Ag85B bajo el control del 
promotor hsp60 (BCG:Php60-85B) se ha descrito anteriormente [17]. 

Infecciones de células dendríticas 

Se prepararon DCs a partir de la médula ósea de ratones como se describe anteriormente [18]. Para la infección con 35 

DC, se incubaron cultivos de DC de 4 días con cepas de rBCG a una multiplicidad de infección de 5:1 o 1:1. Después 
de 4 horas, las bacterias extracelulares se eliminaron mediante lavado extensivo y a las 6 y 24 horas después de la 
infección, se lisaron las DCs y se recolectaron las bacterias para la citometría de flujo (LSR-II, Becton Dickinson, San 
Jose, CA, Estados Unidos.). El aumento doble en la fluorescencia se determinó dividiendo la fluorescencia de las 
poblaciones de bacterias a las 6 y 24 horas por el valor inicial (día 0). Para la visualización mediante microscopía 40 

confocal, se usaron condiciones de infección similares, excepto que se permitió que las DCs se adhirieran a 
cubreobjetos redondos de 25 mm (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania) antes de la infección por rBCG y luego se 
observaron bajo el microscopio LP5 Confocal (Leica). 

Ensayos de inmunogenicidad in vitro 

Se infectaron cultivos de DC de cuatro días (1x105 células) con cepas Rbcg en una MOI de 5:1. Las células T CD4 se 45 

purificaron a partir de ratones p25+CD45.1+ mediante separación autoMACS (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 
Alemania) y 5x105 células T purificadas cultivadas con DCs infectadas. Tres días después de la coincubación, el 
sobrenadante se ensayó para IFN-γ por ELISA como se describió previamente [19] y la proliferación de células T se 
midió por captación de [3H]-timidina. 

Respuesta inmune in vivo 50 

Para detectar la expresión de GFP in vivo, se inocularon ratones C57BL/6 con 1x107 CFUs de cepas de rBCG 
fluorescentes por vía subcutánea en las almohadillas de las patas. Se obtuvo tejido del sitio inflamatorio local 
inmediatamente después de la infección o en los días 1, 3 o 7 después de la infección. Los tejidos se digirieron con 
colagenasa y ADNasa durante al menos 1 hora y luego se filtraron para recuperar las células. Las células se tiñeron 
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con CD45-APCCy7, Cod11b-APC y CD11c-PE-Cy7 (BD Pharmingen). Las células teñidas se analizaron usando el 
citómetro de flujo LSR-II (BD). 

Para la determinación del cebado de células T después de la administración de rBCG, se prepararon células de nódulo 
linfático de ratones p25+CD45.1+ y se marcaron con succinimidil éster de carboxifluoresceína (CFSE, Molecular 
Probes, Invitrogen, Estados Unidos). Los ratones C57BL/6 recibieron 5x105 células de ganglio linfático p25 marcadas 5 

con CFSE i.v. y al día siguiente se inmunizaron por vía subcutánea con 5x105 CFU de cepas rBCG. A los 3 o 7 días 
después de la vacunación se procesaron los órganos y se analizó el perfil CFSE de las células en división. 

Para la determinación de la inmunogenicidad de rBCG, los ratones C57BL/6 se vacunaron por vía subcutánea con 5 
x 105 CFUs de cepas de rBCG. A las 3 y 12 semanas después de la vacunación, se recuperaron los esplenocitos y se 
cultivaron 2 x 105 esplenocitos con péptido p25 (3 µg/ml) a 37 °C en CO2 al 5%. Dieciocho horas después de la 10 

coincubación, el número de células secretoras de IFN-γ se determinó mediante ELIspot como se describió 
anteriormente [19] y a las 72 horas después de la exposición con antígeno, la proliferación de células T se evaluó 
mediante absorción de [3H]-timidina. 

Eficacia protectora 

Para la evaluación de la eficacia protectora, se inmunizaron ratones C57BL/6 (5 por grupo) con 5 × 105 CFU de cepas 15 

de BCG y 12 semanas después de la vacunación se expuso a los ratones a aerosol de M. tuberculosis H37Rv usando 
un aparato de infección aérea Middlebrook (Glas-Col , Terre Haute, IN, Estados Unidos) con una dosis infecciosa de 
aproximadamente 100 bacilos viables por pulmón. Cuatro semanas después de la exposición, se enumeró el número 
de bacterias en el pulmón y el bazo en agar Middlebrook 7H11 Bacto. 

Analistas estadísticos. 20 

La significancia de las diferencias para los ensayos lineales y transformados logarítmicamente se determinó mediante 
análisis de varianza (ANOVA) usando la prueba de comparación múltiple de Bonferroni para la comparación por pares 
de conjuntos de datos agrupados múltiples. Las diferencias con p <0,05 se consideraron significativas. 

Resultados 

Inducción del promotor hspX de M. tuberculosis dentro de las células dendríticas 25 

Planteamos la hipótesis que dirigir la expresión del antígeno a las DCs durante la infección micobacteriana tendría un 
efecto positivo en la respuesta inmune resultante dirigida hacia el antígeno. Con el fin de inducir la expresión de genes 
extraños dentro de las DCs, construimos cepas de BCG en las que el promotor de hspX de M. tuberculosis (PhspX) 
controlaba la expresión génica. BCG:PhspX-GFP, en el que se expresaba gfp usando PhspX, mostraba sobrerregulación 
marcada de la fluorescencia de GFP solo cuando se cultivaba en cultivos no aireados, confirmando la sobrerregulación 30 

del promotor hspX bajo tensión baja de oxígeno (figura 7A). Después de la infección de DCs durante 24 horas con 
BCG:PhspX-GFP, las bacterias aisladas exhibieron un aumento dramático de la fluorescencia en comparación con el 
inóculo inicial (día 0) o bacterias aisladas 6 horas después de la infección (figura 7B). La visualización de la 
fluorescencia de GFP mediante microscopía confocal confirmó la inducción de la expresión de GFP controlada por 
hspX dentro de las DCs infectadas con rBCG (Figura 7C). Estos resultados demuestran que el promotor hspX se 35 

puede usar para dirigir la inducción rápida y pronunciada de la expresión génica mediante BCG recombinante dentro 
de las DCs. 

Inducción temprana in vivo de la expresión inducida por hspX después de la vacunación 

Con el fin de determinar si el promotor hspX podría usarse para dirigir la expresión del antígeno in vivo, los ratones se 
vacunaron con BCG:PhspXGFP y se determinó la presencia de células hospedadoras GFP+. Las células GFP+ se 40 

detectaron tan pronto como 1 día después de la vacunación, y fueron prominentes en los días 3 y 7 después de la 
vacunación (Figura 8A). La proporción de células GFP+ alcanzó su punto máximo el día 3 después de la vacunación, 
sin embargo, no hubo diferencias significativas entre los tres puntos de tiempo examinados (figura 8B). También 
detectamos una afluencia de DCs CD11chiCD11bhi al sitio de vacunación con rBCG, con cifras que alcanzan el máximo 
el día 7 después de la vacunación (Figura 9A). Las DCs GFP+ fueron prominentes en etapas posteriores de la 45 

infección, con un número significativo de DCs que albergaban BCG-PhspXGFP en un estado inducido el día 3 y el día 
7 respectivamente (Figuras 9B y C). Estos datos indican que la vacunación con BCG:PhspX-GFP da como resultado la 
infección de las DCs y la inducción intracelular rápida del promotor hspX. 

Uso del promotor hspX para dirigir la expresión de antígenos extraños en BCG 

Para determinar si el promotor hspX podría usarse para modular la inmunidad a antígenos definidos, expresamos el 50 

gen que codifica el antígeno inmunodominante M. tuberculosis Ag85B bajo el control de este promotor. Aunque un 
homólogo de esta proteína se expresa mediante BCG, la inmunidad anti-Ag85B mejorada se confiere sobre BCG 
mediante la sobreexpresión constitutiva del antígeno [17]. La cepa BCG:PhspX-85B mostró sobrerregulación de la 
expresión de Ag85B en cultivos desarrollados bajo condiciones de aireación limitada (datos no mostrados). Para 
determinar si la expresión mediada por hsphX influye en la presentación de Ag85B por las DCs, las DCs cultivadas in 55 
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vitro de médula ósea de ratón se infectaron con BCG:PhspX-85B, BCG solo o BCG:Phsp60-85B, en el que Ag85B se 
expresa constitutivamente bajo el control de el fuerte promotor hsp60 [17]. Las células infectadas se cultivaron con 
células T CD4+ específicas de Ag85B transgénicas (células T p25 [15]) y se examinaron la proliferación y las citocinas 
liberadas. Las DCs infectadas con las 3 cepas indujeron la proliferación de las células T p25 (figura 10A) y la secreción 
de IFN-γ (figura 10B), que no se observó en las células no infectadas. Las respuestas fueron más prominentes en las 5 

DCs infectadas con BCG:PhspX-85B, y esta diferencia alcanzó significación en los ensayos de proliferación de células 
T (Figura 10A). Por lo tanto, el promotor hspX puede usarse para dirigir la expresión de antígenos extraños en BCG, 
y la inducción dentro de las DCs da como resultado una proliferación de células T mejorada in vitro. 

Inmunidad de las células T aumentada in vivo inducida por la vacunación con BCG:PhspX-85B 

Los experimentos de inmunogenicidad in vitro sugirieron que el uso del promotor hspX podría ser capaz de modificar 10 

la inmunidad inducida por BCG in vivo. Teniendo en cuenta la rápida inducción de la expresión dirigida por el promotor 
hspX después de la vacunación (figura 8), primero determinamos si la vacunación con BCG:PhspX-85B conducía a un 
cebado temprano mejorado de las células T reactivas Ag85B en comparación con solo BCG o BCG:Phsp60-85B. Para 
hacer esto, las células T  p25 marcadas con CFSE se transfirieron a receptores de tipo salvaje y la activación y 
proliferación de las células transferidas se examinaron después de la vacunación con cepas de BCG. En el día 3 15 

después de la infección, la vacuna con BCG:PhspX-85B indujo proliferación de células T p25, con la mayoría de las 
células divididas mostrando un CFSE intermedio o de bajo perfil, mientras que la vacunación con BCG solo o 
BCG:Phsp60-85B no produjo una proliferación apreciable (Figuras 11A y B). En el día 7 después de la infección, todas 
las cepas de BCG indujeron la proliferación de la mayoría de las células T p25 transferidas según lo determinado por 
el perfil de CSFE de las células T CD4+ p25 (Figura 11A) con aproximadamente un 90% de células T25 CD4 mostrando 20 

un perfil bajo de CSFE después de la vacunación con BCG, BCG:Phsp60-85B o BCG:PhspX-85B (Figura 11B). Tomados 
en conjunto, estos resultados indican que la inducción de Ag85B en BCG:PhspX-85B acelera el cebado inicial de las 
células T p25, sin embargo, tanto BCG como BCG:Phsp60-85B produjeron suficiente antígeno para dar lugar a la 
proliferación de células T p25 en puntos de tiempo posteriores. 

Posteriormente evaluamos las respuestas de células T a largo plazo vacunando ratones con las tres cepas de BCG y 25 

examinando la generación de células T específicas de Ag85B a las 3 o 12 semanas después de la vacunación. A las 
3 semanas después de la vacunación, tanto BCG:Phsp60-85B como BCC:PhspX-85B condujeron a la generación 
incrementada de células secretoras de IFN-γ específicas de Ag85B en comparación con BCG solo, con BCG:PhspX-
85B en particular aumentando el número de las células que responden aproximadamente 5 veces en comparación 
con la BCG control (Figura 12A). A las 12 semanas después de la vacunación, tanto BCG como BCG:Phsp60-85B 30 

mostraron niveles equivalentes de células secretoras de IFN-γ que respondían a Ag85B, que eran significativamente 
mayores que las observadas en ratones no vacunados (Figura 12B). Sin embargo, en ratones vacunados con 
BCG:PhspX-85B, el número de células secretoras de IFN-γ específicas del antígeno fue aproximadamente 6 veces 
mayor que el inducido por BCG solo y más de 3 veces la respuesta observada después de la vacunación con 
BCG:Phsp60-85B (Figura 12B). Estos resultados indican que la capacidad para inducir la expresión de Ag85B dentro 35 

de las células hospedadoras da como resultado un patrón de inmunidad incrementada de células T in vivo, que es 
más evidente en puntos de tiempo extendidos después de la vacunación. 

Dado que Ag85B es un antígeno inmunodominante de M. tuberculosis, determinamos si rBCG que expresa Ag85B 
bajo el control del promotor hspX puede mejorar el efecto protector de BCG contra la infección por M. 
tuberculosis. Doce semanas después de la vacunación, los ratones se expusieron a una dosis baja de la cepa H37Rv 40 

de M. tuberculosis a través de la ruta de aerosol. La carga bacteriana tanto en los pulmones (Figura 12C) como en el 
bazo (Figura 12D) a las 4 semanas después de la infección por M. Tuberculosis se redujo significativamente en todos 
los ratones vacunados con cepas de BCG en comparación con los ratones no vacunados. Sin embargo, el efecto 
protector fue similar en ratones vacunados con BCG solo, BCG:PhspX-85B; BCG:Phsp60-85B, lo que indica que en este 
modelo la sobreexpresión de Ag85B no mejoró la eficacia protectora. 45 

Discusión 

La vacuna BCG muestra una eficacia protectora variable contra la tuberculosis, sin embargo, la vacuna puede ser 
manipulada genéticamente para expresar moléculas extrañas en una forma funcional, y esto ha impulsado el desarrollo 
de BCG como un vector recombinante para proteger contra enfermedades infecciosas y tumores malignos como el 
cáncer [20]. Es fundamental para el éxito de tales enfoques la capacidad de modular la inmunidad inducida por BCG 50 

para generar la respuesta inmune deseada. En este informe, mostramos que el promotor de M. tuberculosis hspX 
puede usarse para modular la expresión de antígenos recombinantes producidos en BCG. Demostramos que el 
promotor hspX se induce rápidamente in vitro dentro de las DCs (Figura 6), que complementa la literatura existente 
sobre la expresión de hspX dentro de los macrófagos [21] y la absorción de BCG por las DCs después de la infección 
de los ratones [8]. Esta rápida y pronunciada inducción in vivo del promotor hspX dentro de las DCs es importante 55 

para el uso de este sistema portador de antígeno debido al papel crítico de las DCs en la iniciación de la respuesta 
inmune micobacteriana [8.22,23]. También demostramos que la actividad del promotor hspX es evidente dentro de las 
DCs de ratones vacunados con rBCG tan pronto como 24 horas después de la infección (Figura 8). Esta inducción 
rápida del promotor parece contradecir los niveles de transcripción de hspX después de la infección por M. tuberculosis 
en aerosol a dosis bajas, con ARNm de hspX detectado solo aproximadamente 15 días después de la infección y más 60 

prevalente en etapas posteriores [14]. Esto sugiere que la acumulación de hspX in vivo en M. tuberculosis puede ser 
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un proceso lento, o también podría relacionarse con la administración de una dosis elevada de rBCG utilizada en el 
presente estudio y el sistema de notificación de GFP sensible que facilita la detección de la actividad del promotor 
hspX. 

Para determinar los efectos específicos del antígeno de la expresión dirigida por PhspX, usamos el promotor hspX para 
modular la expresión de M. tuberculosis Ag85B, una proteína micobacteriana secretada que es un componente de 5 

una serie de vacunas candidatas contra la tuberculosis [24]. Observamos que el reclutamiento temprano de DCs al 
sitio de infección y la fagocitosis rápida de BCG (Figura 9) se correlacionaban con cebado mejorado y activación de 
células T reactivas con Ag85B después de la vacunación con BCG:PhspX-85B (Figuras 10 y 11). Además, este cebado 
de células T mejorado dió como resultado la generación sostenida de células secretoras de IFN-γ que reconocen 
Ag85B hasta 3 meses después de la vacunación. Curiosamente, la expresión del gen que codifica Ag85B está 10 

subregulada durante la infección crónica por M. tuberculosis en ratones [14], y sería de interés determinar si las 
vacunas que usan el promotor Ag85B nativo para dirigir la expresión de antígenos en BCG pueden mantener 
inmunidad protectora a largo plazo en humanos [25]. También utilizamos un modelo murino de infección por aerosol 
de M. tuberculosis para determinar si la inducción in vivo de Ag85B podría mejorar el efecto protector de la vacuna 
BCG. Sin embargo, no observamos un efecto protector mejorado en comparación con BCG solo (Figura 12). En un 15 

estudio previo, observamos de manera similar que la sobreexpresión de Ag85B en BCG no mejora el efecto protector 
de BCG, a pesar del aumento de la inmunidad anti-Ag85B en ratones vacunados [17]. Esto sugiere que es necesario 
evaluar otros antígenos en este sistema para determinar el efecto de la expresión dirigida por PhspX en BCG para 
proteger contra la infección por M. tuberculosis, o alternativamente, BCG:PhspX-85B debe evaluarse en otros modelos 
preclínicos de tuberculosis donde la expresión de Ag85B proporciona cierto nivel de eficacia protectora mejorada 20 

cuando se expresa en rBCG [25]. 

El mecanismo de inmunidad mejorada y sostenida debido a la sobrerregulación del antígeno a través del promotor 
hspX no está claro. La sobreexpresión constitutiva de Ag85B usando el promotor hsp60 micobacteriano conduce a 
niveles de expresión muy fuertes en rBCG como los detectados por inmunoprecipitación Western [17] y es superior a 
solo BCG en la estimulación de la inmunidad de células T específicas de antígeno, temprano después de la 25 

vacunación, sin embargo este efecto no es sostenido a largo plazo (Figuras 12A y 12B). Es posible que la transcripción 
de Phsp60 sea subregulada en etapas posteriores de la infección con BCG, lo que resulta en niveles reducidos de 
antígeno en puntos de tiempo extendidos, o la inestabilidad del promotor in vivo reduce la inmunogenicidad [26]. Por 
el contrario, la actividad de PhspX parece ser máxima en puntos de tiempo más largos después de la infección [14], lo 
que indica que este enfoque puede dar como resultado niveles elevados y sostenidos de expresión de antígeno por 30 

BCG:PhspX-85B. Se ha informado previamente que la sobreexpresión de Ag85B en BCG conlleva a una mejor autofagia 
y mejora la capacidad de la cepa rBCG para estimular las respuestas de células T específicas de antígeno [27]. Cuando 
inhibimos la autofagia en DCs infectadas con rBCG usando 3-metiladenina y determinamos el grado de activación de 
células T específicas de Ag85B, observamos una tendencia de activación de células T reducida en DCs tratadas 
infectadas con BCG:PhspX-858, sin embargo, este efecto no alcanzó significación estadística en todos los experimentos 35 

(datos no mostrados). 

Los resultados presentados en el estudio actual demuestran que la capacidad de inducir la expresión del antígeno 
utilizando rBCG como portador conduce a la generación significativa y sostenida de respuestas inmunes celulares. 
Esto tiene implicaciones claras para las enfermedades que requieren respuestas tipo "Th1" para su control, 
como tuberculosis. 40 

Ejemplo 3 

Métodos 

Ratones C57BL/6 (n =5) se inmunizaron 3 veces mediante inyección s.c. con adyuvante (MPL/DDA), proteína de 
fusión Ag85B-CysD (10 mg) o Ag85B (10 mg). En el momento de la primera inyección de vacunas de proteínas, los 
ratones se inmunizaron una vez mediante inyección s.c. con 5 x 105 CFU de BCG. Cuatro semanas después de la 45 

tercera inmunización, se expuso a los ratones a M. tuberculosis en aerosol con una dosis infecciosa de ~100 bacilos 
viables por pulmón. 

Resultados 

La carga bacteriana se determinó en el pulmón (Figura 14A) y el bazo (Figura 14B) 4 semanas después de que los 
ratones inmunizados se expusieron al aerosol M. tuberculosis. Los datos se muestran como la CFU media (± SEM) 50 

por órgano. La significancia de las diferencias entre los grupos se evaluó mediante ANOVA de una vía con una 
comparación por pares de conjuntos de datos múltiples agrupados mediante la prueba post hoc de Bonferroni. 

La vacunación con Ag85B-CysD dio como resultado una protección equivalente a la vacuna BCG existente. Este es 
un resultado notable considerando que la BCG expresa una gran cantidad de objetivos antigénicos, aunque nuestra 
fusión de dos antígenos es igualmente protectora (Figura 14). 55 
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Tabla complementaria 1: cebador y clones para purificación de proteínas utilizados en este estudio 

Para PCR en tiempo real 

Anotación de 
genes  nombre del gen cebador sentido cebador antisentido 

cysDN ATP sulfurilasa 5'- agt cat cgc cga aac 
tgc -3' 

5'- ttg cca tcg tcg acg gaa 
-3' 

cysH APS reductasa 5'- gac atc gcg ggt gga 
ca -3' 

5'- gac gga ctc gat cgc atc 
tc -3' 

sirA Sulfato reductasa 5'- gtt cga gca cag cat 
ttg gt -3' 

5'- gtc cgt cgt cga tca tct 
gt -3' 

cysk1 O-Acetil-serina 
Sulfidralsa 

5'- ttc tcg aac cca cga 
gcg -3' 

5'- ccc gga gtg agg atg agt 
tc-3' 

cysE Serina Acetlisulfidralsa 5'- ttc atc gac cac gcg 
acc -3' 

5'- gat cgg acc gag gac ctt 
g -3' 

rrs 16s ARNr 5'-agg cag cag tgg gga 
ata-3' 

5'-cta ccg tca atc cga gag 
aa-3' 

Para la clonación de vacunas de ADN: todos los genes clonados en pcADN3. El sitio de 
restricción de la enzima utilizado en la clonación está resaltado.  

  Cebador sentido cebador antisentido 

ADN-cysD Se cortó cysD de un vector pET22b (Novagen) usando enzimas de restricción 
BamHI y XhoI y se clonó en pcADN3 cortado con las mismas enzimas. 

ADN-cysN Se cortó cysN de un vector pET22b usando enzimas de restricción BamHI y 
NotI y se clonó en pcADN3 cortado con las mismas enzimas 

ADN-cysH 
5'-acg aaa get t at gag egg cga gac a-
3' 

5'-ggc ggg ate ccg  agg cgt gca acc c-
3' 

ADN-sirA 5'-tag gaa gct tat  gtc cgc gaa gga g-3' 5'-tcg cgg tac ctc  gca ggt cgt cct c-3' 

ADN-cysK1 
5'- ggc gaa gct  tat gag cat cgc cga g-
3' 

5'- gca tgg atc  cgt cag cca cgt cgg c-
3' 

ADN-cysE 5'- tga caa gct ta t gct gac ggc cat g -3' 5'- tat tgg tac  cga tcg aga agt cct c-3' 

Para purificación de proteína 

  Descripción Referencia 

CysDN Descrito anteriormente ((Pinto, 2004; 
Sun, 2005) 

CysH Descrito anteriormente ((Sun, 2006) 

SirA Descrito anteriormente ((Pinto, 2007) 
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Para purificación de proteína 

  Descripción Referencia 

CysK1 Se clonó en pET-23A (Noavagen) usando enzimas de restricción Nde 
I y BamH I y se purificó tal como se describió anteriormente. 

((Hara, 
1990;Wei, 
2002) 

CysE 
Se clonó en un vector de expresión de doble etiqueta derivado del 
vector pGEX ((Andreassi, 2004 #98) usando enzimas de restricción 
Nde I y Not I y se purificó tal como se describió anteriormente. 

((Sun, 2005) 

Ag85B 

Se clonó en el vector de expresión pET19b (Noavagen) con las 
enzimas de restricción NdeI y BamHI y la purificación de esta proteína 
se llevó a cabo a través de protocolos de purificación estándar de His-
tag (Qiagen). 

  

 

SEQ ID No: 1 (secuencia CysD nucleica)  

 

SEQ ID No. 2 (Secuencia de aminoácidos CysD) 

 5 
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SEQ ID No: 3 (secuencia CysNC de ADN) 

 

 

SEQ ID No: 4 (secuencia CysNC de aminoácidos) 
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SEQ ID No: 5 (secuencia Ag85B de ácido nucleico) 

 

SEQ ID No: 6 (secuencia Ag85B de aminoácidos) 
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SEQ ID No: 7 (promotor HspX) 

 

SEQ ID No: 8 (secuencia Ag85BCysD de aminoácidos) 

 5 

SEQ ID No: 9 (secuencia pHspX85BCysD de ácido nucleico) 
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Resaltado= secuencia del promotor hspX 

Resaltado y subrayado = sitios de clonación 

Cursiva= gen Ag85B-CysD 

Subrayado= etiqueta de histidina 6 5 

LISTADO DE SECUENCIAS 

<110> La Universidad de Sydney 

Instituto Centenario de Medicina contra el Cancer y Biología Celular 

<120> Prevención y tratamiento de infección por Mycobacterium  

<130> 50016554TPG 10 

<150> US61/579166 

<151> 2011-12-22 
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<160> 29 

<170> PatenteIn versión 3,5 

<210> 1 

<211> 999 

<212> ADN 5 

<213> Mycobacterium SPP 

<400> 1 

 

<210> 2 

<211> 332 10 

<212> PRT 

<213> Mycobacterium SPP 

<400> 2 

 

E12859440
03-01-2018ES 2 655 190 T3

 



 34

 

 

<210> 3 

<211> 1845 
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<212> ADN 

<213> Mycobacterium SPP 

<400> 3 

 

 5 

<210> 4 

<211> 613 

<212> PRT 

<213> Mycobacterium SPP 

<400> 4 10 
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<210> 5 

<211> 978 

<212> ADN 

<213> Mycobacterium SPP 5 

<400> 5 
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<210> 6 

<211> 325 

<212> PRT 

<213> Mycobacterium SPP 5 

<400> 6 
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<210> 7 

<211> 238 

<212> ADN 

<213> Mycobacterium SPP 5 

<400> 7 

 

<210> 8 

<211> 659 

<212> PRT 10 

<213> Secuencia Artificial  

<220> 

<223> Secuencia de aminoácido Ag85BCysD  

<400> 8 

 15 
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<210> 9 

<211> 6512 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 5 

<220> 

<223> Secuencia de ácido nucleico pHspX85BCysD  

<400> 9 
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<210> 10 

<211> 18 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 5 

<220> 

<223> cysDN cebador sentido 

<400> 10 

agtcatcgcc gaaactgc   18 

<210> 11 10 

<211> 18 

<212> ADN 

<213>. Secuencia Artificial 

<220> 

<223> cysDN cebador antisentido 15 

<400> 11 
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ttgccatcgt cgacggaa   18 

<210> 12 

<211> 17 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 5 

<220> 

<223> cysH cebador sentido 

<400> 12 

gacatcgcgg gtggaca   17 

<210> 13 10 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 

<223> cysH cebador antisentido 15 

<400> 13 

gacggactcg atcgcatctc   20 

<210> 14 

<211> 20 

<212> ARN 20 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 

<223> sirA cebador sentido 

<400> 14 

gttcgagcac agcatttggt   20 25 

<210> 15 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 30 

<223> sirA cebador antisentido 

<400> 15 

gtccgtcgtc gatcatctgt   20 

<210> 16 

<211> 18 35 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
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<220> 

<223> cysK1 cebador sentido 

<400> 16 

ttctcgaacc cacgagcg   18 

<210> 17 5 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 

<223> cysK1 cebador antisentido 10 

<400> 17 

cccggagtga ggatgagttc   20 

<210> 18 

<211> 18 

<212> ADN 15 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 

<223> cysE cebador sentido 

<400> 18 

ttcatcgacc acgcgacc   18 20 

<210> 19 

<211> 19 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 25 

<223> cysE cebador antisentido 

<400> 19 

gatcggaccg aggaccttg   19 

<210> 20 

<211> 18 30 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 

<223> 16S ARN cebador sentido 

<400> 20 35 

aggcagcagt ggggaata   18 

<210> 21 
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<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 

<223> 16S ARN cebador antisentido 5 

<400> 21 

ctaccgtcaa tccgagagaa   20 

<210> 22 

<211> 25 

<212> ADN 10 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 

<223> ADN-cysH cebador sentido 

<400> 22 

acgaaagctt atgagcggcg agaca   25 15 

<210> 23 

<211> 25 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 20 

<223> ADN-cysH cebador antisentido 

<400> 23 

ggcgggatcc cgaggcgtgc aaccc   25 

<210> 24 

<211> 25 25 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 

<223> ADN-sirA cebador sentido 

<400> 24 30 

taggaagctt atgtccgcga aggag   25 

<210> 25 

<211> 25 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 35 

<220> 

<223> ADN-sirA cebador antisentido 
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<400> 25 

tcgcggtacc tcgcaggtcg tcctc   25 

<210> 26 

<211> 24 

<212> ADN 5 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 

<223> ADN-cysK1 cebador sentido 

<400> 26 

ggcgaagctt agagcatcgc cgag   24 10 

<210> 27 

<211> 25 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 15 

<223> ADN-cysK1 cebador antisentido 

<400> 27 

gcatggatcc gtcagccacg tcggc   25 

<210> 28 

<211> 25 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 

<223> ADN-cysE cebador sentido 

<400> 28 25 

tgacaagctt atgctgacgg ccatg 25 

<210> 29 

<211> 25 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 30 

<220> 

<223> ADN-cysE cebador antisentido 

<400> 29 

tattggtacc gatcgagaag tcctc 25 
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REIVINDICACIONES 

1. Una proteína recombinante o sintética que incluye: 

-  una primera región que tiene una secuencia codificada por un gen que codifica un componente de una vía de 
asimilación de sulfato de Mycobacterium (SAP), en la que el gen es un gen Mycobacterium CysD que tiene al menos 
un 75% de identidad con la SEQ ID NO: 1; y 5 

-  una región adicional que tiene una secuencia codificada por un gen de Mycobacterium Ag85B que tiene una 
secuencia como se muestra en la SEQ ID NO: 5. 

2. La proteína recombinante o sintética de la reivindicación 1, en la que la proteína tiene una secuencia como se 
muestra en la SEQ ID NO: 8. 

3. Un ácido nucleico que codifica una proteína de la reivindicación 1 o 2, en el que la primera región está codificada 10 

por una secuencia como se muestra en la SEQ ID NO: 1. 

4. Un vector de expresión que comprende el ácido nucleico de la reivindicación 3, y un promotor de Mycobacterium 
HspX operativamente unido a dicho ácido nucleico. 

5. Un ácido nucleico de acuerdo con la reivindicación 3 que tiene una secuencia como se muestra en la SEQ ID NO: 
9. 15 

6. Una vacuna acelular o composición inmunoestimulante para proporcionar una respuesta inmune a Mycobacterium 
en un individuo que incluya: 

-  una proteína recombinante o sintética de la reivindicación 1 o 2; y 

-  un compuesto para potenciar una respuesta inmune a la proteína recombinante o sintética. 

7. Una vacuna o composición de la reivindicación 6, en la que la proteína recombinante o sintética incluye al menos 20 

un antígeno de Mycobacterium adicional. 

8. La vacuna o composición de acuerdo con las reivindicaciones 6 o 7, en la que el compuesto para potenciar una 
respuesta inmune al componente de Mycobacterium SAP incluye un adyuvante en forma de lípido A monofosforilo 
(MPL). 

9. La vacuna o composición de acuerdo con las reivindicaciones 6 o 7, en la que el compuesto para potenciar una 25 

respuesta inmune al componente de Mycobacterium SAP incluye un adyuvante en la forma de bromuro de dimetil 
dioctadecil amonio (DDA). 

10. Una proteína, vacuna o composición de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, o 6 a 9 para minimizar la 
probabilidad de desarrollo de una infección por Mycobacterium en un individuo, 

en el que la proteína, vacuna o composición forma una respuesta inmune a un componente de un Mycobacterium SAP 30 

en un individuo; 

minimizando así la probabilidad de desarrollo de una infección por Mycobacterium en el individuo. 

11. La proteína, vacuna o composición para minimizar la probabilidad de desarrollo de una infección por 
Mycobacterium en un individuo de acuerdo con la reivindicación 10, en la que el individuo no tiene una infección de 
Mycobacterium detectable. 35 

12. La proteína, vacuna o composición para minimizar la probabilidad de desarrollo de una infección por 
Mycobacterium en un individuo de acuerdo con la reivindicación 10, en la que el individuo tiene uno o más síntomas 
de infección por Mycobacterium.  
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