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DESCRIPCION
Prevencién y tratamiento de la infeccién por Mycobacterium
Campo de la invencion

La invencion se relaciona con la identificacion de antigenos para prevenir y tratar infeccion por Mycobacterium,
especialmente pero no exclusivamente infeccién por Mycobacterium tuberculosis, a sistemas de expresion que
incluyen Mycobacterium vivo para la expresion de dichos antigenos para la prevencion y tratamiento de dicha
infeccion, y al uso de dichos antigenos y sistemas de expresién para la prevencién y tratamiento de dicha infeccién.

Antecedentes de la invencion

La referencia a cualquier técnica anterior en la especificacion no es, y no debe tomarse como, un reconocimiento o
sugerencia de que esta técnica anterior forma parte del conocimiento general comudn en Australia o en cualquier otra
jurisdiccion o que esta técnica anterior podria 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 situacion se ha
vuelto mas critica en la Ultima década debido a la coinfeccion con el VIH y la ineficacia de la vacuna actual, Bacillus
Calmette-Guérin(BCG), para proteger a los adultos contra la TB ((Dye, 2010).

La identificacion de antigenos novedosos y protectores reconocidos por individuos infectados representaria un avance
importante en el control de la TB y podria formar la base de nuevas terapias para limitar la propagacion de la
enfermedad.

Las vacunas para TB actuales en los ensayos clinicos incluyen vacunas de subunidades de vectores virales o con
base en adyuvantes, asi como vacunas micobacterianas enteras, que expresan uno o mas antigenos inmunogénicos
de M. tuberculosis (Kaufmann, 2011). La mayoria de estas estrategias se basan en antigenos secretados de M.
tuberculosis que, presumiblemente, se "ven" mas facilmente por la respuesta inmune del huésped (revisado en
((Kaufmann, 2011)). La eficacia protectora en humanos de estas nuevas vacunas candidatas ain no se ha
determinado.

Sigue existiendo la necesidad de mas antigenos candidatos y vacunas para la prevencién y/o el tratamiento de la
infeccion por Mycobacterium, especialmente la infeccidon por M. Tuberculosis.

Ademas de la identificacion de antigenos, la modulacion dirigida de la expresion del antigeno en células presentadoras
de antigeno mediante vehiculos de vacuna recombinantes tales como Bacilo Calmette Guerin (BCG) ayudaria
significativamente al desarrollo de estrategias inmunoterapéuticas eficaces.

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

Resumen de la invencién

La invencion busca abordar una o mas de las necesidades mencionadas anteriormente y/o proporciona mejoras en la
prevencion y/o tratamiento de infeccién por Mycobacterium y en una realizacion proporciona un método para minimizar
la probabilidad de desarrollo de una infeccién por Mycobacterium en un individuo que incluye:

« formar una respuesta inmune a un componente de una via de asimilaciéon de un sulfato de Mycobacterium (SAP)
en un individuo;

minimizando asi la probabilidad de desarrollo de una infeccién por Mycobacterium en el individuo.

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

« formar una respuesta inmune a un componente de un Mycobacterium SAP en un individuo;
proporcionando asi al individuo inmunidad a la infeccion por Mycobacterium.

En otra realizacion, se proporciona un método para prevenir el desarrollo de una infeccién por Mycobacterium en un
individuo que incluye:

e proporcionar un componente de un Mycobacterium SAP en un individuo que requiere dicha prevencion en
condiciones para permitir la formacion de una respuesta inmune a dicho componente en dicho individuo;

evitando asi que la infeccion se desarrolle en el individuo.
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En otra realizacion, se proporciona un método para tratar a un individuo que tiene una infecciéon por Mycobacterium
para, como minimo, minimizar la progresion de la infeccion o una afeccion asociada con la infeccién, que incluye:

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

de ese modo tratando al individuo.

En otra realizacién, se proporciona un uso de un componente de un Mycobacterium SAP en la fabricacion de un
medicamento para minimizar la probabilidad de desarrollo de una infeccién por Mycobacterium en un individuo.

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

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

e proporcionar un componente de un Mycobacterium SAP en un individuo en condiciones para permitir la formacion
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 asi si el individuo es inmune a un Mycobacterium.

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

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

e un componente de un Mycobacterium SAP;
e un compuesto para potenciar una respuesta inmune al componente del Mycobacterium SAP.

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

e una célula de Mycobacterium que incluye un gen o proteina CysD recombinante.

En otra realizacién, se proporciona una proteina recombinante adecuada para usar en la composiciéon descrita
anteriormente, dicha proteina incluye una primera region que tiene una secuencia codificada por un gen
Mycobacterium CysD y una o mas regiones adicionales que tienen una secuencia codificada por un gen
Mycobacterium Agb85. También se proporciona un acido nucleico que codifica la proteina recombinante, y un vector
de expresion que incluye dicho acido nucleico.

En otra realizacion, se proporciona una proteina adecuada para uso en la composicion descrita anteriormente que
incluye una primera regién que tiene una secuencia codificada por un gen Mycobacterium CysD y una regién adicional
gue tiene una secuencia codificada por un gen Mycobacterium Agb85. También se proporciona un acido nucleico que
codifica la proteina y un vector de expresién que incluye dicho acido nucleico.

Se divulga un vector de expresion que incluye un acido nucleico que codifica una proteina de Mycobacterium CysD y
un promotor, en el que dicho promotor esta ligado operativamente al acido nucleico para la expresion del acido nucleico
cuando una cepa de Mycobacterium que incluye el vector se introduce en una APC, teniendo dicho promotor una
secuencia de un promotor de Mycobacterium que causa la expresion de una chaperona independiente de
Mycobacterium ATP.

Se divulga un Mycobacterium que incluye una proteina recombinante, acido nucleico o vector de expresion 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 especifica de antigeno a la infeccion por
Mycobacterium, que incluye:

e introducir una cepa de Mycobacterium en una célula presentadora de antigeno (APC);
en la que dicha cepa incluye:

e un acido nucleico recombinante que codifica un antigeno de Mycobacterium para proporcionar una respuesta
inmune especifica de antigeno a la infeccién por Mycobacterium;
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e un promotor operativamente unido al &cido nucleico recombinante para la expresién del acido nucleico
recombinante cuando la cepa se introduce en una APC, teniendo dicho promotor una secuencia de un promotor de
Mycobacterium que causa la expresion de una chaperona independiente de Mycobacterium ATP.

Se divulga un vector de expresion que incluye:

e un &cido nucleico que codifica un antigeno de Mycobacterium para proporcionar una respuesta inmune especifica
de antigeno a la infeccién por Mycobacterium;

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

Se divulga una cepa de Mycobacterium que incluye el vector de expresién descrito anteriormente.
En otra realizacion, se proporciona un vector de expresion que incluye:

e un acido nucleico que codifica una proteina que incluye una primera region que tiene una secuencia codificada por
un gen Mycobacterium CysD y una regién adicional que tiene una secuencia codificada por un gen Mycobacterium
Agb85;

e un promotor HspX de Mycobacterium que causa la expresion de dicho acido nucleico cuando dicho vector se
introduce en una APC.

Se divulga una célula, tipicamente 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
vector de expresién descrito anteriormente.

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

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

en el que dicha célula incluye:
un vector de expresion que incluye:

e un &cido nucleico recombinante que codifica una proteina que incluye una primera regién que tiene una secuencia
codificada por un gen Mycobacterium Agb85 y una regién adicional que tiene una secuencia codificada por un gen
Mycobacterium CysD;

« un promotor de Mycobacterium HspX que causa la expresion de dicho acido 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 proteina;

minimizando asi la probabilidad de desarrollo de una infeccién por Mycobacterium en el individuo.
Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. Sobrerregulacion del complejo de activacion del sulfato de M. tuberculosis dentro de las células del
hospedador y durante la persistencia no replicante. (A) Organizacion genética del locus cysDNC que codifica el
complejo de activacion del sulfato. En M. tuberculosis, las actividades de cysN (GTPasa) y cysC (quinasa) se fusionan
juntas en un polipéptido y CysDNC constituye un operén. (B) Nivel de expresion relativo de CysDNC; medido por PCR
cuantitativo en tiempo real, de bacilos cultivados durante 48 horas en cultivo (barra transparente) o 48 horas después
de lainfeccién de células RAW (barra negra). Los datos son la expresion 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 afiadi6 DETA-NO 50 puM al cultivo de M. tuberculosis (cuadrados rellenos) cada 24 horas
durante 7 dias o se dejo sin tratar (circulos rellenos). En los dias 0, 1, 3 y 7, se tomaron alicuotas para determinar
CFU/ml. (D) Nivel de expresion relativa de cysDNC (barra negra) en el dia 7 después del tratamiento con DETA-NO
en comparacion con el cultivo de M. tuberculosis sin tratar (barra transparente).

Figura 2. Reconocimiento inmunitario del huésped del complejo de activacion del sulfato M. tuberculosis. Las
respuestas de células T especificas de antigeno en el MLN de ratones se midieron 3. (A) y 8 (B) semanas después de
la exposicion a M. tuberculosis intranasal. Las células secretoras de IFN-y se enumeraron mediante ELIspot después
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de evocacion a las proteinas CysDNC o 85B (10 pg/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
proteinas y las células no estimuladas se determiné mediante ANOVA; * p <0,0001. (C) Se midieron las respuestas
de células T especificas de antigeno en la sangre periférica de pacientes infectados con M. tuberculosis (circulos
abiertos) (n= 15) e individuos TST-ve (circulos rellenos) (n= 11). Proliferacion de células T en respuesta a M.
tuberculosis. Las proteinas CFP, CysDNC y Ag85B a 10 pg/ml se midieron mediante la incorporacion de 3H-timidina y
se calculd un indice de estimulacién. Las lineas 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 determind mediante la
prueba U de Mann-Whitney; * p <0,001.

Figura 3. Proteccion proporcionada por vacunas de ADN que codifican miembros del complejo de activacién de sulfato
después de la exposicion a M. tuberculosis. Ratones C57BL/6 (n=5) se inmunizaron 3 veces mediante inyeccion i.m
a intervalos de 2 semanas con 100 pg cada una de pCADN3, ADN-cysD, ADN-cysNC o ADN-cysD combinados con
ADN-cysNC. En el momento de la primera inyeccién de vacunas de ADN, los ratones se inmunizaron una vez mediante
inyeccion s.c. con 5 x 10° CFU de BCG. Cuatro semanas después de la tercera inmunizacion, los ratones fueron
expuestos a M. tuberculosis en aerosol. Cuatro semanas después de la exposicién, se determing la carga bacteriana
en el pulmon (A) y el bazo (B). Estos datos se muestran como la CFU media (+ SEM) por 6rgano 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 pulmon y el bazo se determind mediante ANOVA,; * p <0,001.

Figura 4. Sobrerregulacion y reconocimiento inmune del huésped de las enzimas corriente abajo en la via de activacion
del sulfato de M. tuberculosis. (A) Sobrerregulacion relativa de genes de M. Tuberculosis SAP dentro de células RAW
en comparacion 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 infeccién. 1 ug de ARN total se transcribioé de forma inversa 'y
se sometidé a PCR en tiempo real para evaluar la expresion de M. tuberculosis cysH, sirA, cysK1l y cysE. Los datos
son la expresion relativa media + S.E.M medida por triplicado y es representativa de dos experimentos independientes.
(B) Las respuestas de células T especificas de antigeno en el MLN de ratones se midieron 8 semanas después de la
exposicion a M. tuberculosis. Las células secretoras de IFN-y se enumeraron mediante ELIspot después de la
evocacion de CysH, SirA, CysK1 y CysE (10 pg/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
proteinas y las células no estimuladas se determiné mediante ANOVA,; * p <0,0001. (C) Reconocimiento de proteinas
SAP en individuos infectados con TB. Se midieron las respuestas de células T especificas de antigeno en la sangre
periférica de pacientes infectados con M. tuberculosis (circulos abiertos) (n= 15) e individuos TST-ve (circulos rellenos)
(n=11). Proliferacion de células T en respuesta a M. tuberculosis. Proteinas de CFP (segun la Figura2C), CysH, SirA,
CysK1 y CysE a 10 pyg/ml se midi6 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 determind mediante una prueba U de Mann-
Whitney; * p <0,001.

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 inyeccién i.m a intervalos de 2 semanas con 100 ug cada uno de pCADNS3,
ADN-cysD combinado con ADN-cysNC, o una mezcla de vacunas de ADN que expresan cysH, sirA, cysKl o cysE. En
el momento de la primera inyeccién de vacunas de ADN, los ratones se inmunizaron una vez mediante inyeccion s.c.
con 5 x 10° CFU de BCG. Cuatro semanas después de la tercera inmunizacion, los ratones fueron expuestos a M.
tuberculosis por aerosol. Cuatro semanas después, se determiné la carga bacteriana en el pulmén (A) y el bazo (B).
Estos datos se muestran como la CFU media (+ SEM) por érgano 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 pulmén 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.

Figura 6. Eficacia protectora de BCG después de reforzar con la proteina CysDN. Se inmunizaron grupos de ratones
con 5 x 10° CFU de BCG por inyeccion s.c. y después de 24 semanas, los ratones recibieron 100 ug s.c de proteina
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 exposicion se determinaron las
cargas bacterianas en el pulmén (A) y el bazo (B). Estos datos se presentan como el nUmero bacteriano medio + SEM
por érgano 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.

Figura complementaria 1. Asimilacién 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 ramificacién metabdlica. Podria ser fosforilado por APS quinasa, codificado por cysC, para
producir fosfoadenosina-5'-fosfosulfato (PAPS), que funciona como el donante universal de sulfato para la sulfatacion
de biomoléculas que son el componente basico de la pared celular micobacteriana. La unidad estructural de sulfato
en APS también podria reducirse a sulfito, catalizado por APS reductasa y codificado por cysH. El sulfito se reduce
aun mas a sulfuro por sulfito reductasa (codificado por sirA) y es la forma de azufre que se incorpora en la cisteina en
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el Ultimo paso de esta via reductora que implica dos enzimas, O-Acetilserina sulfidralsa (OASS) y serina
acetiltransferasa codificada por cysK1 y cysE respectivamente. La cisteina es el componente basico de muchas
moléculas importantes en las micobacterias.

Figura 7. Induccion rapida del promotor hspX dentro de las células dendriticas. El nivel de expresion de GFP por BCG
Pasteur, cultivos aireados BCG:Pnpx-GFP (rodando) o BCG:PnspxGFP cultivados bajo tension baja de oxigeno durante
7 dias (vertical) se midi6 por citometria de flujo (A). El cultivo de BMDC de ratones C57BL/6 se infectd con BCG:Phspx-
GFP en MOI de 1:1 y la fluorescencia de GFP se determiné a 0, 6 y 24 horas después de la infeccion mediante
citometria 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). Expresion de GFP por BCG:Pnspx-GFP se visualiz6 mediante microscopia confocal a las 0, 6
y 24 horas después de la infeccién con BMDC (C). Las imagenes que se muestran son compuestos que usan el filtro
GFP y las imagenes de contraste de fase para visualizar la morfologia celular.

Figura 8. Induccion in vivo del promotor hspX dentro del huésped. Los ratones se vacunaron por via subcutanea con
1x107 CFU de control BCG 0 BCG:Pnspx-GFP y a los 0, 1, 3y 7 dias después de la infeccion el nivel de expresion de
GFP en las células CD45 se determind del sitio de infeccién (A). Gréafico de distribucion de células de ratones
BCG:Pnspx-GFP (puntos negros) se superponen sobre el nivel de expresion de GFP de ratones infectados con BCG
de control (puntos grises). El numero 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
dia 0 y otros puntos de tiempo se determindé mediante ANOVA (** p <0,01; *** p <0,0001).

Figura 9. Expresion del promotor hspX dentro de células dendriticas reclutadas al sitio de vacunacion. Los ratones se
vacunaron como se describe en la Figura 2 y se determiné el nimero de células que exhibian un fenotipo DC
(CD11chiCD11bni) por citometria de flujo (A). Las células que expresan GFP dentro de la poblacion CD45+ se muestran
como un grafico de dispersion (B) junto con el nimero total de células GFP+CD11bnCD11chi en el sitio de vacunacién
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 dia 0 y otros puntos de tiempo se determiné mediante
ANOVA (* p <0,05; ** p <0,001; *** p <0,0001).

Figura 10. ElI promotor hspX puede facilitar el reconocimiento de células T mejorado de un antigeno recombinante
dentro de APCs. Los BMDC cultivados no se infectaron (uni) o se infectaron con control BCG, BCG:Phsps0-85B 0
BCG:Pnspx-85B durante 4 horas antes de la coincubacién con células T especificas de Ag85B purificadas a partir de
ratones p25. La proliferacion (A) y la liberacion de IFN-_ (B) por las células T p25 en el dia 3 se determind mediante
captacion de [sH]-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:Pnspx-85B. Ratones
C57BL/6 fueron inyectados por via intravenosa con 5 x 10° células de ganglios linfaticos transgénicos p25 marcados
con CFSE y un dia mas tarde se dejaron como controles no infectados (unv) o vacunados por via subcutanea con 5 x
10° CFU de BCG, BCG:Pnsps0-85B 0 BCG:Phspx-85B. A los 3 0 7 dias después de la infeccion, se determiné el perfil
CFSE y CD62L de las células T CD4 p25 transferidas en los DLNs (A). Los estados de division se representan como
CFSEhi (alto), CFSEint (divisiones 1-5, int) o CSFE, (divisiones> 6, bajo). Se determind la proporcion de células T CD4
p25 en estados de division con base en los niveles de CFSE (B).

Figura 12. Inmunidad especifica de las células T aumentada inducida por la vacunacién con BCG que expresa Ag85B
bajo el control del promotor hspX. Los ratones se dejaron sin vacunar (unv) o se vacunaron de manera subcutanea
con 5 x 10° CPU de control BCG, BCG:Phspso-85B 0 BCG:Phspx-85B. EI nimero de esplenocitos que secretan IFN-y
que responden al péptido p25 de Ag85B se determind alas 3 semanas (A) o 12 semanas (B) después de la vacunacion.
Doce semanas después de la vacunacion, a los grupos de ratones también se les aplicd aerosol de M. tuberculosis
H37Rv y 4 semanas después de la exposicion se determind 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. Vacunacion con BCG:Ag85BCysD muestra inmunogenicidad mejorada. Se inmunizaron ratones C57BL/6
(n=5) con 5x10° CFU de BCG o BCG que expresan la proteina de fusion Ag85BCysD. Los esplenocitos reestimulados
con proteina Ag85BCysD demostraron un mayor nimero de células secretoras de IFN-y en comparacion con los
esplenocitos de ratones inmunizados Unicamente con BCG.

Figura 14. Proteccion inducida por la proteina de fusién Ag85B-CysD. Se inmunizaron ratones C57BL/6 (n=5) 3 veces
mediante inyeccidn s.c. con adyuvante (MPL/DDA), proteina de fusion Ag85B-CysD (10 mg) o Ag85B (10 mg). En el
momento de la primera inyeccién de vacunas de proteinas, los ratones se inmunizaron una vez mediante inyeccion
s.c. con 5 x 10° CFU de BCG. Cuatro semanas después de la tercera inmunizacion, se expuso a los ratones con
aerosol de M. tuberculosis con una dosis infecciosa de 100 bacilos viables por pulmén y se determiné la carga
bacteriana en el pulmon (A) y el bazo (B) 4 semanas después. Los datos se muestran como la media de CFU (+ SEM)
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por érgano. La significancia de las diferencias entre los grupos se evalué mediante ANOVA de una via con una
comparacion por pares de conjuntos de datos agrupados de forma multiple mediante la prueba post hoc de Bonferroni.

Descripcion detallada de las realizaciones
Ahora se hara referencia en detalle a ciertas realizaciones de la invencion.

Para el propdsito de interpretar esta especificacion, los términos utilizados en singular también incluiran el plural y
viceversa.

Como se describe aqui, los inventores muestran que los genes de la via de asimilacién de sulfato (SAP) y productos
genéticos relacionados son altamente inmunorreactivos en el sentido de que la estimulacion de linfocitos derivados de
ganglios linfaticos de ratones infectados con M. tuberculosis con proteinas SAP proporciona una fuerte respuesta Thl
que dura hasta 8 semanas después de la infeccion. Ademas, en humanos infectados con M. tuberculosis, se observé
que los linfocitos de sangre periférica proliferaban en respuesta a proteinas SAP en mayor medida que las células de
individuos con M. tuberculosis negativos.

Ademas de lo anterior, los inventores muestran que los genes y proteinas de SAP pueden utilizarse para inducir una
respuesta inmune protectora especifica de antigeno. Mas especificamente, los inventores muestran que la
inmunizacién con genes y proteinas de SAP proporciona proteccion a los pulmones y el bazo en ratones infectados
posteriormente con M. tuberculosis y la eficacia protectora se acerca a la observada con la inmunizacién con BCG.

Ademas, 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 especificacion, los componentes de
SAP mejoraron el efecto protector de BCG contra la infeccion por M. tuberculosis que fue méas evidente en tejido
pulmonar

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

A. Definiciones

Tal como se usa aqui, 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, nUmeros enteros o etapas.

La via de asimilacion de sulfato o SAP generalmente se refiere a la via por la cual las micobacterias reducen el azufre,
obteniendo de este modo un sustrato para la biosintesis de cisteina y productos corriente abajo, incluido el
micotiol. Con mas detalle, la via implica la formacién 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 CysK1l) puede producir cisteina. Las enzimas clave de SAP incluyen ATP sulfurilasa (adenilil-
transferasa) (codificada por CysD), GTPasa (codificada por CysN) y APS quinasa. Estas enzimas permiten la
formacion de PAS a partir de sulfato y la formacion de 3 'fosfoadenosina 5'-fosfosulfato (PAPS) de APS.

Un componente SAP generalmente se refiere a una proteina o enzima implicada en la reduccién 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.

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

El gen CysD generalmente se refiere a un acido nucleico que codifica una ATP sulfurilasa. El acido nucleico puede
tener una secuencia de nucledtidos sustancialmente como se muestra en la SEQ ID No: 1 aqui o que tiene homologia
y/o identidad definidas como se define aqui.

La proteina CysD generalmente se refiere a una ATP sulfurilasa. La proteina puede tener una secuencia de
aminoacidos sustancialmente como se muestra en la SEQ ID No: 2 aqui o tener de otra manera homologia y/o
identidad como se define aqui.

El gen CysNC generalmente se refiere a un acido nucleico que codifica una GTPasa y una APS quinasa. El acido
nucleico puede tener una secuencia de nucledtidos sustancialmente como se muestra en la SEQ ID No: 3 aqui o tener
de otra manera homologia y/o identidad definidas como se define aqui.
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La proteina CysNC generalmente se refiere a una GTPasa y a una APS quinasa. La proteina puede tener una
secuencia de aminodacidos sustancialmente como se muestra en la SEQ ID No: 4 aqui o tener una homologia y/o
identidad definidas como se define aqui.

El gen Ag85B generalmente se refiere a un acido nucleico que tiene una secuencia de nucleétidos sustancialmente
como se muestra en la SEQ ID No: 5 aqui o que tiene homologia y/o identidad definidas como se define aqui.

La proteina Ag85B generalmente se refiere a una proteina que tiene una secuencia de aminoacidos sustancialmente
como se muestra en la SEC ID No: 6 aqui o que tiene una homologia y/o identidad definidas como se define aqui.

El promotor HspX generalmente se refiere a un acido nucleico que tiene una secuencia de nucledétidos sustancialmente
como se muestra en la SEQ ID No: 7 aqui o que tiene homologia y/o identidad definidas como se define aqui.

85BCysD generalmente se refiere a una proteina que tiene una secuencia de aminoacidos sustancialmente como se
muestra en la SEC ID No: 8 aqui.

pHspX85BCysD generalmente se refiere a un acido nucleico que tiene una secuencia de nucleétidos sustancialmente
como se muestra en la SEC ID No: 9 aqui.

B. Induccién de inmunidad especifica de antigeno

Como se discute aqui, y se ejemplifica en los ejemplos, los inventores han demostrado que los componentes de SAP
provocan una respuesta inmune protectora especifica de antigeno. Especificamente, la inmunizacion con
componentes de SAP, y en particular, componentes SAC previene la progresion de la infeccion por Mycobacterium en
ratones infectados posteriormente con M. tuberculosis. Ademas, los inventores muestran que los componentes de
SAP pueden usarse para reforzar la inmunidad derivada de la inmunizacion con BCG y que los componentes de SAP
son altamente inmunorreactivos en individuos infectados con M. tuberculosis, sugiriendo que estos componentes son
Utiles para minimizar el desarrollo de una enfermedad o condicidon causada por infeccién. Por lo tanto, la invencion
proporciona métodos para: (i) profilaxis; (i) tratamiento;y (iii) reforzar la inmunidad a la infecciébn por
Mycobacterium. Es en estos contextos que los métodos de la invencién minimizan la probabilidad de desarrollo de una
infeccion, ya sea impidiendo que la infeccion se convierta en una enfermedad o patologia relevante, o previniendo el
desarrollo posterior de una enfermedad o patologia una vez que se ha establecido una infeccién.

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

« formar una respuesta inmune a un componente de una via de asimilaciéon de sulfato de Mycobacterium (SAP) en
un individuo;

minimizando asi la probabilidad de que se desarrolle una infeccién por Mycobacterium en el individuo.

En una realizacion, el individuo puede no tener una infeccion 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 realizacion, el individuo puede ser asintomatico o tener sintomas subclinicos de infeccion. Un sujeto
asintomatico mas tipicamente, tiene uno o mas sintomas (por ejemplo, fiebre, tos, pérdida de peso). Los bacilos
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 radiograficas evidentes que pueden incluir infiltracion pero sin
cavitacion.

En otra realizacion, el individuo puede tener sintomas obvios de infeccion tales como lesiones cavitarias en los
pulmones. Los bacilos pueden ser cultivables a partir de frotis de esputo y/u otros fluidos corporales sefialados
anteriormente, pero también estan presentes en cantidades suficientes para ser detectables como bacilos
acidorresistentes en los frotis de estos fluidos.

Tipicamente, la respuesta inmune es predominantemente una respuesta Thl. Esta respuesta se determina detectando
la proliferacion celular después de la administracion de la vacuna medida por incorporacion de 3H timidina, o usando
ensayos celulares en los que se evalla la produccion de IFN-y, tal como citometria de flujo y/o ELISA. La respuesta
inmune también se puede medir detectando anticuerpos especificos (a un titulo en el intervalo de 1 a x 106,
preferiblemente 1 x 108, mas preferible en el intervalo de aproximadamente 1 x 10° a aproximadamente 1 x 108, y lo
mas preferiblemente mayor que 1 x 108).

Se determina una respuesta celular in vitro mediante la liberacion de una citocina relevante tal como IFN-gamma, de
linfocitos extraidos de un animal o humano actualmente o previamente infectado con micobacterias virulentas, o
mediante la deteccién de la proliferacion de estas células T. La induccion se realiza mediante la adicion del polipéptido
o la porcién inmunogénica a una suspension que comprende de 1x10° células a 3x10° células por pozo. Las células
se aislan de la sangre, el bazo, el higado o el pulmén y la adicién del polipéptido o la porcion inmunogénica del
polipéptido da como resultado una concentracion de no mas de 20 ug por ml de suspension y la estimulacion se realiza
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desde dos acinco dias. Para controlar la proliferacion celular, las células se pulsan con timidina marcada
radiactivamente y después de 16-22 horas de incubacion, la proliferacion se detecta por recuento de centelleo
liquido. Una respuesta positiva es una respuesta mas que antecedentes mas dos desviaciones estandar. La liberacion
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 mas que antecedentes mas dos desviaciones estandar. Otras
citocinas que IFN-gamma podrian ser relevantes cuando se controla una respuesta inmunoldgica al polipéptido, como
IL-12, TNF-q, IL-4, IL-5, IL-10, IL-6, TGF-B. Otro método y mas 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 higado o el
pulmén se diluyen a una concentracion de preferencia de 1 a 4 x 108 células/ml y se incuba durante 18-22 horas en
presencia del polipéptido o la porcidon inmunogénica del polipéptido que da como resultado una concentracién de no
mas de 20 ug por ml. Las suspensiones celulares se diluyen a continuacién de 1 a 2 x 108/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 diseccién. También es posible determinar la
presencia de ARNm que codifica la citocina relevante mediante el uso de la técnica de PCR. Habitualmente, se
medirdn una o mas citocinas utilizando, por ejemplo, el PCR, ELISPOT o ELISA. Una persona experimentada en la
técnica apreciara que puede usarse un aumento o disminucion significativo en la cantidad de cualquiera de estas
citocinas inducidas por un polipéptido especifico en la evaluacién de la actividad inmunolégica del polipéptido.

La respuesta inmune puede formarse proporcionando un componente de Mycobacterium SAP en un individuo en
condiciones para permitir la formacion de una respuesta inmune a dicho componente en dicho individuo. Estos
componentes pueden proporcionarse en diversas formas, como se discute en los subtitulos correspondientes a
continuacion.

La BCG recombinante y otras micobacterias vivas pueden administrarse por via subcutanea o por inhalacion. El
régimen de dosificacion también puede ser determinado por la persona experimentada usando su experiencia (por
ejemplo, administracion Unica, administracién repetida (dos veces 0 mas a intervalos regulares o irregulares), etc. Esto
también dependera tipicamente de la enfermedad que se va a tratar y del individuo que recibe el tratamiento (en el
cancer de vejiga en humanos, por ejemplo, un régimen de BCG en dosis bajas se ha descrito como 75 mg, mientras
que una dosis estandar 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 periodo de tiempo (5 afios). En la tuberculosis,
un ejemplo de una dosis tipica es mucho menor: 0,075 mg, que corresponde a 0,3-1,2 millones de micobacterias
vivas). En términos generales, una dosis tipica puede caer entre 0,01 ug/kg de peso corporal y 10 mg/kg de peso
corporal. En el tratamiento de la tuberculosis, un tratamiento generalmente protege durante varios afios. Sin embargo,
también se prevé que se administren dosis repetidas (como es, por ejemplo, tipicamente el caso en el tratamiento del
cancer de vejiga).

Donde la vacuna o la composicién inmunoestimulante se basa en péptidos, la forma de aplicaciéon puede variar
ampliamente. Cualquiera de los métodos convencionales para la administracién de una vacuna son aplicables. Estos
incluyen la aplicacion oral, nasal o mucosal en una forma sélida que contiene los ingredientes activos (como una
pildora, supositorio o capsula) o en una dispersion fisioldgicamente aceptable, como una aspercion, polvo o liquido, o
parenteralmente, mediante inyeccion, por ejemplo, por via subcutanea, intradérmica o intramuscular o aplicada de
manera transdérmica. La dosificacion de la vacuna dependera de la via de administracion y variara de acuerdo con la
edad de la persona a vacunarse y, en menor medida, el tamafio de la persona a vacunar. Actualmente, la mayoria de
las vacunas se administran por via intramuscular mediante inyeccién con aguja y es probable que continie como la
ruta estandar. Sin embargo, se han desarrollado formulaciones de vacuna que inducen la inmunidad de la mucosa,
tipicamente por administracion oral o nasal. Uno de los sistemas de administracion mas ampliamente estudiados para
la induccion de la inmunidad de la mucosa contiene toxina del célera (CT) o su subunidad B. Esta proteina mejora la
respuesta inmune de la mucosa e induce la produccién de IgA cuando se administra en formulaciones de vacunas. Una
ventaja es la facilidad de administracion 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
termolabil modificada de bacterias Gram-negativas o las enterotoxinas estafilocdcicas también pueden usarse para
generar un efecto similar. Estas moléculas son particularmente adecuadas para la administracion mucosal.

Las vacunas se administran de manera convencional por via parenteral, mediante inyeccion, por ejemplo, por via
subcutanea o intramuscular. Las formulaciones adicionales que son adecuadas para otros modos de administracion
incluyen supositorios y, en algunos casos, formulaciones orales. Para 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
formulaciones orales incluyen excipientes normalmente empleados tales como, por ejemplo, calidades farmacéuticas
de manitol, lactosa, almidén, estearato de magnesio, sacarina de sodio, celulosa, carbonato de magnesio y
similares. Estas composiciones toman la forma de soluciones, suspensiones, tabletas, pildoras, capsulas,
formulaciones de liberacidon sostenida o polvos y ventajosamente contienen 10-95% de ingrediente activo,
preferiblemente 25-70%.

Donde la vacuna o la composicion inmunoestimulante es un vector viral, un portador puede ser cualquier sustancia
gue no induzca por si misma la produccién de anticuerpos perjudiciales para el paciente que recibe la composicién, y
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que puede administrarse sin toxicidad indebida. Los portadores adecuados pueden ser macromoléculas grandes,
lentamente metabolizadas tales como proteinas, polisacaridos, acidos polilacticos, acidos poliglicélicos, aminoacidos
poliméricos, copolimeros de aminoacidos y particulas de virus inactivas. Dichos portadores son bien conocidos por los
expertos en la técnica. Los portadores farmacéuticamente aceptables pueden incluir liquidos tales como agua,
solucién salina, glicerol y etanol. Las sustancias auxiliares, tales como los agentes humectantes o emulsionantes, las
sustancias reguladoras del pH y similares, también pueden estar presentes en tales vehiculos. También pueden estar
presentes agentes estabilizantes tales como trehalosa o sustancias que permiten la formacion de vidrio de azucar
soluble en agua a temperatura ambiente. Este Gltimo incluye el uso de tecnologia de estabilizacion de vidrio soluble
mixta en formato de microesferas suspendido en liquidos de perfluorocarbono. Los liposomas también son portadores
adecuados. Una discusién a fondo de los portadores farmacéuticos esta disponible en Gennaro (2000) Remington:
The Science and Practice of Pharmacy. 202 ed., ISBN: 0683306472. La composicion farmacéutica es preferiblemente
estéril. Es preferiblemente libre de pirégenos. Es preferiblemente regulada, por ejemplo, a pH entre 6 y pH 8,
generalmente alrededor de pH 7. Preferiblemente, la composicion es sustancialmente isoténica con humanos. Las
composiciones de la invenciéon se pueden administrar a través de una variedad de diferentes rutas. Ciertas rutas
pueden favorecerse para ciertas composiciones, ya que dan como resultado la generacién de una respuesta mas
eficaz, o que son menos probable que induzcan efectos secundarios, o que son mas faciles de administrar. Por
ejemplo, las composiciones utilizadas en esta invenciéon pueden administrarse por cualquier nimero de vias que
incluyen, pero no se limitan a, aplicaciones orales, intravenosas, intramusculares, intraarteriales, intramedulares,
intratecales, intraventriculares, transdérmicas o transcutaneas, o medios subcutaneos, intraperitoneales, intranasales,
enterales, tépicos, sublinguales, intravaginales o rectales. Las composiciones se pueden preparar para administracion
intranasal, como aspercion nasal, gotas nasales, gel o polvo, como inyectables, como soluciones o suspensiones
liquidas; como formas sélidas adecuadas para solucién en o suspensiéon en, portadores liquidos antes de la
inyeccion. La administracion directa de las composiciones generalmente se realizara por inyeccion, por via
subcutanea, intraperitoneal, intravenosa o intramuscular, intranasal, o administrada al espacio intersticial de un
tejido. El tratamiento de dosificacién puede ser un programa de dosis Unica o un programa de dosis multiple.

C. Determinacioén de la inmunidad a la infecciéon por Mycobacterium
Se divulga un método para determinar si una persona es inmune a una Mycobacterium, incluyendo:

e proporcionar un componente de un Mycobacterium SAP en un individuo en condiciones para permitir la formacion
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 asi si el individuo es inmune a un Mycobacterium.

El método es particularmente util 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 caracteristicas de una respuesta inmune particular, o la naturaleza de los inmundgenos relevantes
sobre los que se basa la respuesta. Los diversos ensayos mencionados en el subtitulo anterior para detectar la
formacion de una respuesta inmune se pueden implementar aqui.

D. Vacunas y composiciones inmunoestimulantes

La invencién proporciona vacunas y compaosiciones inmunoestimulantes. En ciertas realizaciones, las vacunas y las
composiciones inmunoestimulantes son Utiles para proporcionar una respuesta inmune protectora contra la infeccién
por Mycobacterium, especialmente la infeccion por M. tuberculosis.

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

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

(i) aquellos que contienen como ingrediente activo para la estimulacion inmune, un extracto celular que puede
enriquecerse para un componente de SAP.

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

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

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

Un inmunoégeno en cada una de estas formas es el gen CysD o producto génico, o fragmentos de homdlogos de los
mismos.
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Estas formas se describen con mas detalle a continuacion.
D.1 Composiciones acelulares que contienen un componente SAP recombinante o sintético.

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

Generalmente, estas composiciones incluyen dos componentes clave, el primero es el inmundégeno en forma del
componente recombinante o SAP sintético y el segundo es un adyuvante para potenciar una respuesta inmune al
inmundgeno.

Volviendo al inmundégeno, esto incluye CysD, o un fragmento inmunogénico o antigénico u homaélogo del mismo. Los
fragmentos y homélogos se describen con mas detalle a continuacion.

Se entendera que el inmundégeno puede incluir ademas otros antigenos o inmundgenos de Mycobacterium
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 estan unidos a CysD en
absoluto. Uno de tales antigenos asociado covalentemente con CysD es Ag85B. Otros se discuten en
W02009/070700.

En una realizacion, un componente de SAP dado (tal como proteinas CysD, CysNC, CysH, SirA, CysE, CysK1 y sus
genes codificantes) puede tener una funcién conservada en términos de actividad en la ruta de asimilaciéon de sulfato
y aun tener una secuencia divergente. Estas proteinas o acidos nucleicos se denominan homaélogos.

En ciertas realizaciones, un componente de SAP dado es uno que tiene al menos 75%, preferiblemente 80%, mas
preferiblemente 85%, mas preferiblemente 90%, mas preferiblemente 95%, mas preferiblemente 98% o 99% de
identidad con un componente de SAP dado. Por ejemplo, un inmunégeno CysD puede ser uno que tenga al menos
75%, preferiblemente 80%, mas preferiblemente 85%, mas preferiblemente 90%, mas preferiblemente 95%, mas
preferiblemente 98% o 99% de identidad con una proteina CysD mostrada en la SEQ ID No: 2. La secuencia de acido
nucleico que codifica el inmunégeno CysD puede ser una que tenga al menos 75%, preferiblemente 80%, mas
preferiblemente 85%, mas preferiblemente 90%, mas preferiblemente 95%, mas preferiblemente 98% o 99% de
identidad con un gen CysD mostrado en la SEQ ID No: 1.

El porcentaje de identidad de secuencia se determina mediante métodos convencionales, por medio de programas
informaticos conocidos en la técnica tales como GAP proporcionado en el paguete de programa GCG (Manual de
programa para el paquete de Wisconsin, Version 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 comparacion de secuencia
de polipéptidos: penalizacién de creacion de GAP de 3,0 y penalizacion de extension de GAP de 0,1. La identidad de
secuencia de las moléculas de polinucleétidos se determina mediante métodos similares usando GAP con la siguiente
configuracion para la comparacion de la secuencia de ADN: penalizacién de creacién de GAP de 5,0 y penalizacion
de extension de GAP de 0,3.

En otra realizacién, se proporciona un componente de SAP dado en forma de un fragmento que es capaz de formar
una respuesta inmune protectora. Estos fragmentos son generalmente de suficiente longitud y conformacion, lo que
permite la presentacion por parte del APC en la Clase | o Il. Pueden tener una longitud que varia generalmente desde
aproximadamente 8 a 15, y aproximadamente de 8 a 11 para la presentacion de la Clase | y de 11 a 15 para la
presentacion de la Clase II.

Con el fin de identificar epitopes de células T relevantes que se reconocen durante una respuesta inmune, un método
comUn es usar péptidos solapantes para la deteccién de epitopos de MHC de clase I, preferiblemente sintéticos, que
tienen una longitud de, por ejemplo, 20 residuos de aminoéacidos derivados del polipéptido. Estos péptidos se pueden
analizar en ensayos biolégicos, tales como el ensayo de IFN-gamma como se describe aqui y aquellos que dan una
respuesta positiva se clasificaran como epitopos de células T inmunogénicas. Los epitopos MHC de clase | se pueden
identificar prediciendo aquellos péptidos que se enlazaran a la Clase | (Stryhn, A., et al.,, 1996 Eur. J. Immunol.
26:1911-1918) y en lo sucesivo producirdn estos péptidos sintéticamente y se probaran en ensayos biolégicos
relevantes, por ejemplo, el ensayo de IFN-gamma como se describe aqui.

Los péptidos que tienen preferiblemente una longitud de, por ejemplo, 8 a 11 residuos de aminoacidos derivados del
polipéptido. Los epitopos 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
Infect. Immun. 66:2; 717-723

Cualquiera de CysD, CysNC, CysH, SirA, CysE, CysK1 o secuencias de acidos nucleicos relacionadas se puede hacer
mediante sintesis en fase solida o tecnologia 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-
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158). Los adyuvantes a modo de ejemplos que se pueden utilizar de acuerdo con la invencidn incluyen, pero no se
limitan a, citocinas, sales de aluminio (por ejemplo, hidréxido 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
lipido A (Ribi et al., 1986, Immunology and Immunopharmacology of bacterial endotoxins, Plenum Publ. Corp., NY,
p407, 1986); exotoxinas tales como toxina del colera, toxina labil 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, copolimeros de bloques no idnicos, analogos de péptidos de muramilo,
polifosfaceno, polinucledtidos sintéticos, etc.); y/o combinaciones de los mismos. Otros adyuvantes a modo de
ejemplos incluyen algunos polimeros (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,
tetraclorodecadxido, CPG 7909 (Cooper et al., Vaccine, 22:3136, 2004), poli[di(carboxilatofenoxi)fosfaceno] (PCCP;
Payne et al., Vaccine, 16:92, 1998), interferon-y (Cao et al., Vaccine, 10:238 , 1992), copolimero de bloque P1205
(CRL1005; Katz et al., Vaccine, 18:2177, 2000), interleucina-2 (IL-2; Mbwuike et al., Vaccine, 8:347, 1990), polimetil
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 administracién de
la composicién, como se conoce en la técnica.

D.2 Extractos celulares

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

Los extractos de células se pueden obtener mediante técnicas conocidas, que incluyen, por ejemplo, la sonificacion
de una cepa de Mycobacterium, la granulacién por centrifugacién y la recuperacién del lisado para la inmunizacién. El
lisado podria enriquecerse adicionalmente para los componentes de SAP mediante, por ejemplo, cromatografia de
inmunoafinidad. Esto es mas (til 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 expresién de un componente SAP, puede no ser necesaria una
etapa de enriquecimiento cromatografico.

Los extractos celulares pueden ser particularmente Utiles como reactivo in vitro para evaluar la eficacia de un
protocolo de inmunizacién.

D.3 Células recombinantes o transformadas

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

Se prefiere particularmente que la célula sea un Mycobacterium, y en particular una cepa de M. tuberculosis,
especialmente una cepa de M. tuberculosis atenuada capaz de formar una vacuna viva atenuada. Una "vacuna viva
atenuada" como se usa aqui 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 taxonémico
77643 en la base de datos taxonémicos UniProt o NCBI), que incluye la especie M. Tuberculosis (la principal causa
de tuberculosis humana), M. bovis, M. Bovis BCG (la cepa mas utilizada para fines de vacunacion), M. africanum, M.
microti, M. canetti y M. pinnipedii.

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

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]
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]

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]

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 entendera que las micobacterias recombinantes no necesitan confinarse a cepas de BCG. Los expertos en la
materia reconoceran 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.
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 proteina puede expresarse a un nivel que excede el
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 estan familiarizadas con las
mediciones comparativas de la actividad de proteinas y con el uso de estandares y controles adecuados para tales
mediciones.

La sobreexpresion del componente SAP puede llevarse a cabo mediante cualquier método adecuado conocido en la
técnica. En general, el método implicara unir secuencias de acidos 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 reconoceran que muchas de tales secuencias de control de la
expresion son conocidas y serian adecuadas para su uso. Por ejemplo, si se desea la expresion constitutiva del
componente de SAP, las secuencias de control de la expresién (por ejemplo, promotores y secuencias asociadas)
incluyen, pero no se limitan a: promotor éptimo 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 ribosémico optimizado.

Alternativamente, la sobreexpresion de SAP puede no ser constitutiva, sino que puede ser inducible, en respuesta a
una sefial ambiental. Por ejemplo, la expresion de la proteina puede ser dirigida por un promotor que se induce en
una ubicacidn particular o en respuesta a un estimulo ambiental, ejemplos de los cuales incluyen, pero no se limitan
a: promotor inducible de macréfagos (que dirige la expresién de genes que son especificamente sobrerregulados
dentro del fagosoma de macrofago, 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.

Ademas, 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,
coinoculacion de micobacterias y un virus manipulado), los antigenos 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 mutacion para
causar la sobreexpresion del componente de SAP.
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Las personas experimentadas en la técnica reconoceran que hay varias vias disponibles para introducir secuencias
de acidos nucleicos que codifican el componente de SAP, en enlace operable con una o mas secuencias de control
de la expresién, en un hospedador micobacteriano donde se producird una sobreexpresién. 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
extracromosémicos tales como plasmidos, por ejenplo, aguellos que comprenden el origen de replicacién pAL500,
modificado para aumentar su numero de copia; u otros plasmidos con origenes de replicacion que estan o seran
desarrollados; o elementos extracromosémicos que no se replican ni se integran en el genoma micobacteriano, sino
que proporcionan una fuente suicida para que se produzca la recombinacién homéloga; etc. La introduccion de dicho
vector en una micobacteria se puede llevar a cabo mediante cualquiera de varios métodos conocidos adecuados para
ese vector particular, que incluyen, pero no se limitan a, electroporacion y transduccién mediada por micobacteriéfagos
para la recombinacién homéloga. En una realizacion preferida, el vector es un plasmido y el método que se usa es la
electroporacion.

El componente SAP puede estar sobreexpresado en el cromosoma M. tuberculosis. Las personas experimentadas en
la materia reconoceran que existen diversas estrategias de biologia molecular para generar un mycobacterium con
esta propiedad. Por ejemplo, pueden introducirse diversas mutaciones en el cromosoma (aleatoriamente o de forma
dirigida) que dan como resultado una produccion excesiva del componente SAP por parte de la bacteria.
Alternativamente, las secuencias de acido nucleico que incluyen una o0 mas secuencias de control de expresion
operativamente unidas a secuencias de acido nucleico que codifican el componente de SAP pueden introducirse en
el cromosoma bacteriano, por ejemplo, mediante transduccién con un plasmido suicida con o sin un medio para la
contraseleccion, para proporcionar secuencias para la recombinacion homologa.

En una realizacién particularmente preferida de la invencion, se proporciona un vector de expresiéon de acuerdo con
la reivindicacién 4. Se divulga adicionalmente un vector de expresion que incluye:

- un acido nucleico que codifica un antigeno de Mycobacterium para proporcionar una respuesta inmune especifica
de antigeno a la infeccion por Mycobacterium;

- un promotor operativamente unido al acido nucleico para la expresién del acido nucleico cuando la cepa se
introduce en un APC, teniendo dicho promotor una secuencia de un promotor de Mycobacterium que causa la
expresion inmediata y sostenida de un antigeno 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 expresion de una chaperona
independiente de Mycobacterium ATP. Especificamente, como se ejemplifica en el Ejemplo 2 aqui, este promotor es
capaz de inducir una expresién alta y sostenida de un componente de SAP en una cepa de BCG. Otros ejemplos de
promotores Utiles en la invencién incluyen Rv0962c, Rv0971c, Rv0983, Rv0986, Rv2428, Rv1130, Rv2626c como se
describe en Fontan et al. 2008 Infect. & Immun. 76:pp 717.

La formulacién de vacunas bajo este subtitulo implica estudios para determinar la viabilidad bacteriana maxima y la
estabilidad durante todo el proceso de fabricacion. Esto incluye la determinacion de la viabilidad maxima del organismo
(vivo a muerto) durante el cultivo utilizando una variedad de medio cominmente usado para el cultivo de micobacterias
para incluir la adicién de glicerol, azlcares, aminoacidos y detergentes o sales. Después de que las células de cultivo
se cosechan por centrifugacion o filtracién de flujo tangencial y se resuspenden en un medio estabilizador que permite
la proteccion de las células durante el proceso de congelaciéon o liofilizacion. Los agentes estabilizantes cominmente
usados incluyen glutamato de sodio, aminoacidos o derivados de aminoacidos, glicerol, azlcares o sales cominmente
usadas. La formulacion final proporcionara suficientes organismos viables para ser administrados por inyeccion
intradérmica, inyeccién percutanea, perfusién o administracion oral con suficiente estabilidad para mantener una vida
util adecuada para su distribucion y uso.

Antes de la administracién a humanos como una vacuna, las cepas de BCG descritas bajo este subtitulo se prueban
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 estan inmunocomprometidos. La capacidad de las preparaciones de
vacuna para provocar una respuesta inmune también se prueba tipicamente en modelos animales adecuados, por
ejemplo, ratones, cobayos, etc. Ademas, los estudios de proteccién que implican vacunacion, refuerzo y expaosicion
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 estan familiarizadas con las
disposiciones para llevar a cabo pruebas clinicas 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 aqui.

D.4 vacunas de acido nucleico

En la divulgacién, la respuesta inmune se forma proporcionando un componente del SAP en forma de o un &cido
nucleico que codifica una proteina 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 acido nucleico puede proporcionarse en forma linealizada o circular para inyeccion. Generalmente, el &cido nucleico
tendra un promotor que permita la expresion del componente SAP en la célula relevante. Por ejemplo, donde la
administracion es para tejido muscular, el vector contendra un promotor capaz de activarse mediante factores de
transcripcion y potenciadores del masculo. En estas realizaciones, generalmente se entiende que la célula muscular
producira el componente SAP relevante que luego sera fagocitado por una APC tal como una célula dendritica para
su presentacion a una célula T, sobre la cual se establece la inmunidad.

D.5 vectores de viales

En la divulgacion, la respuesta inmune se forma proporcionando un componente del SAP en forma de un vector viral
gue contiene un acido 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 subtitulos anteriores se pueden formular como soluciones liquidas o
suspensiones, sin embargo, también se contemplan formas sélidas tales como tabletas, pildoras, polvos y
similares. También se pueden preparar formas sélidas adecuadas para solucién en o suspension en liquidos antes de
la administracion. La preparacion 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, solucidn salina, dextrosa, glicerol, etanol y similares, o combinaciones de los
mismos. Ademas, la composicion 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
composicion, se pueden afiadir diversos espesantes, aromatizantes, diluyentes, emulsionantes, adyuvantes de
dispersién o aglomerantes y similares. La composicion de la presente invencién puede contener cualquiera de tales
ingredientes adicionales para proporcionar la composicién en una forma adecuada para la administracién.

Ejemplos
Ejemplo 1

M. tuberculosis puede sobrevivir en un amplio espectro de ambientes, incluyendo altos niveles de estrés oxidativo,
bajo pH y privaciéon de nutrientes ((Nathan, 2000 #29). La exposicion y la adaptacion de M. tuberculosis a estas
condiciones durante la infeccion requiere la regulaciéon coordinada de expresion génica ((Timm, 2003 #93). Los genes
implicados en el metabolismo del azufre se han identificado consistentemente como sobrerregulados en condiciones
que imitan el entorno de los macréfagos ((Pinto, 2004 #14 ;, #35; Muttucumaru, 2004 #34; Manganelli, 2002 #75;
Hampshire, 2004 #33; Betts, 2002 #49) y durante la infeccién de macréfagos ((Schnappinger, 2003 #31). Estos genes
codifican enzimas de la via de asimilacién de sulfato (SAP) de M. tuberculosis, requerida para la reduccion de azufre.
De hecho, los compuestos que contienen azufre son fundamentales en una amplia gama de actividades biolégicas.
En su forma reducida, el azufre se utiliza en la biosintesis del aminoéacido cisteina, uno de los objetivos principales
para los intermedios reactivos de nitrdgeno encontrado por M. tuberculosis en el entorno intracelular ((Rhee, 2005
#92). La cisteina puede incorporarse posteriormente en el micotiol, que funciona de manera analoga al glutation (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 biosintesis de
micotiol ha sido abrogada exhibe resistencia de alto nivel a isoniazida y son mas susceptibles que las cepas de tipo
salvaje al estrés oxidativo y antibiéticos ((Rawat, 2002 #82; Buchmeier, 2003 #85). Esta primera linea de defensa por
M. tuberculosis por lo tanto, esta relacionada con la disponibilidad de cisteina 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 cisteina en el entorno de macréfagos, es la sobrerregulacion de ATP sulfurilasa, la
primera enzima en el SAP, después de la exposicién al estrés oxidativo ((Pinto, 2004 #14;, #35; Schnappinger, 2003
#31). Deshabilitar la biosintesis de la cisteina atenuda la virulencia bacteriana y la persistencia durante la fase crénica
de la infeccién en ratones ((Senaratne, 2006 #3).

Aungue los miembros del SAP parecen estar altamente expresados bajo condiciones presumiblemente encontradas
dentro del huésped, no se sabe si estas proteinas constituyen componentes inmunogénicos de M. tuberculosis. El
mayor interés se ha centrado en las proteinas secretadas de micobacterias, ya que se prevé que sean
reconocidas mediante respuestas inmunes tempranas del huésped ((Andersen, 1992 #202; Roberts, 1995 #203). La
reduccion del sulfato tiene lugar dentro de la célula y por esta razén las enzimas SAP son componentes intracelulares
o enlazados a la membrana ((de Souza, 2011 #206; Bhave, 2007 #205; Schelle, 2006 #204) y no seria detectado en
las pantallas de antigenos inmunogénicos secretados de M. tuberculosis ((Andersen, 1992 #202). En este informe
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
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TB. Nuestros resultados sugieren que los miembros de SAP son candidatos potenciales para la inclusiéon 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
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 albumina-dextrosa-catalasa al 10% (ADC) o en medio sélido Middlebrook
7H11 (Difco Laboratories) suplementado con acido oleico-ADC. Todos los cultivos se cultivaron a 37 °C con o sin
agitacion. Se afiadieron antibiéticos a los medios cuando se requirié a 25 pg/ml para kanamicina y 100 yg/ml para
ampicilina. Se logré la persistencia de norreplicacion de M. tuberculosis cultivada in vitro mediante la adicion de 50 uM
diarios del compuesto donante de O6xido nitrico 2,2'-(Hidroxinitrosohidrazono)bis-etanimina (DETA-NO) (Sigma)
usando el método de ((Bryk, 2008 #36). Se determinaron en el dia 0, 1, 3 y 7 recuentos bacterianos para estos cultivos
y en el dia 7, se extrajo ARN de ambos cultivos para el andlisis de PCR en tiempo real (RT).

Antigenos proteicos y vacunas de ADN

La proteina de filtrado de cultivo (CFP) se obtuvo de NIH Repositorio de Recursos de Investigacion de Biodefensa e
Infecciones Emergentes (NR-14825). La concavalina A (ConA) se adquirid6 de Sigma-Aldrich. La purificacion de
antigenos de proteina del SAP y la construccion de vectores de ADN que codifican genes SAP se describen en la
tabla complementaria 1.

Inyeccién de macréfagos y PCR en tiempo real

La linea celular de macréfagos de raton RAW264.7 se cultivd en RPMI (Gibco-BRL) suplementado con suero de
ternera fetal al 10% (FCS; Gibco-BRL) y L-glutamina 2 mM (Invitrogen) (RPMI completo), a 37 °C en CO2 al 5%. Las
células RAW?264.7 adheridas se infectaron con M. tuberculosis a una multiplicidad de infeccion de 1:1. Cuatro horas
después de la infeccion, las monocapas de macréfagos se lavaron con solucion salina regulada con fosfato (PBS), las
células se incubaron durante 48 horas adicionales en medio nuevo y se extrajo el ARN total para el andlisis de PCR
RT.

Las pellas de M. tuberculosis de cultivo en caldo o macréfagos infectados con M. tuberculosis se resuspendieron en
reactivo TRI (Invitrogen) y se rompieron con perlas de zirconia/silice de 0,1 mm en un Impactador de Perlas de
productos BioSpec. Se extrajo el ARN, se trat6 con TURBO DNasa (Ambion) y se resuspendio en agua tratada con
DPEC (Invitrogen) como se describié previamente ((Muttucumaru, 2004 #34). Se sintetiz6 ADNc a partir de 1 ug de
ARN total utilizando la transcriptasa inversa Superscript Ill (Invitrogen). Se realizé RT-PCR cuantitativo utilizando 4 pL
de ADNCc, mezcla maestra de PCR SYBR verde | (Qiagen) y 5 uM de un primer par de cebadores especificos de gen
(tabla 1 suplementaria) en un volumen de reaccién de 25 pL. 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 expresién
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).

Estudios humanos

Objetivos: 15 pacientes infectados por M. tuberculosis, VIH negativos, fueron reclutados en la clinica 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 habian iniciado o no un
tratamiento antituberculoso. La aprobacion ética para este estudio fue dada por el Servicio de Salud del Area Sur
Occidental de Sydney (numero de protocolo: X06-0248). Los pacientes se compararon con 11 individuos sanos con
prueba cutanea de tuberculina negativa (TST-ve).

Ensayo de proliferacion de células T: se aislaron PBMCs de sangre completa en un gradiente de Ficoll (Histopaque-
1077, Sigma Aldrich). 2,5 x10° células/pozo de PBMCs se incubaron a 37 °C en CO: al 5% durante 5 dias en la
presencia de 10 pg/ml de proteinas SAP, 10 pg/ml de CFP, Ag-85B o 3 ug/ml de ConA. La proliferacion de células T
se ensayo0 por incorporacion de *H-timidina (MP Biomedicals, 1 uCi/pozo) el dia 5 usando espectroscopia de centelleo
liquido (Microbeta Luminescence Counter, Wallace). El indice de estimulacién de linfocitos (SI) se calculé usando la
siguiente férmula: conteos promedio por minuto (cpm) en la presencia de antigeno/cpm promedio en la ausencia de
antigeno. Un Sl de mas de o igual a 3 se consider6 una respuesta positiva al antigeno. Estudios murinos

Ratones hembras C57BL/6 de seis a ocho semanas de edad se obtuvieron de Animal Resources Centre (Perth,
Australia) y se mantuvieron en condiciones especificas libres de patdgenos. Para la determinacion de la
inmunogenicidad, se infectaron ratones (4/grupo) por ruta intranasal (i.n) con 5 x 10* unidades formadoras de colonias
(CFU) de M. tuberculosis Mt103. Tres y 8 semanas después de la infeccién se prepararon suspensiones de células
individuales a partir del ganglio linfatico mediastinico (MLN) de ratones inmunizados en medio RPMI completo y el
namero de células productoras de interferén (IFN)-y se determiné mediante ELISpot como se describié previamente
(Palendira, 2002 #210) utilizando enzimas SAP, CFP y Ag85B a una concentracién de 10 pg/ml con ConA utilizado a
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3 yg/ml. Para el analisis de eficacia protectora, se inmunizaron ratones (5/grupo) por via subcutanea (s.c) una vez
con 5 x 10° CFU de M. bovis BCG, o 3 veces a intervalos de 2 semanas con 10 ug de proteina CysDNC coadministrada
con dimetil dioctadecil bromuro de amonio (DDA) (1,25 mg/ml) y monofosforil lipido A (MPL) (125 pg/ml) o
intramuscularmente (i.m) con 100 pg de vacuna de ADN por inyeccion. Ocho semanas después de la vacunacion final,
los ratones fueron expuestos a M. tuberculosis Mt103 en aerosol utilizando un aparato de exposicién por inhalacion
(Glas-Col) con una dosis infecciosa de 100 bacilos viables por pulmén. La carga bacteriana se determin6 4 semanas
después de la prueba sembrando en placa homogeneizados de pulmén y bazo.

Andlisis estadistico

Para la evaluacién de la eficacia protectora, la significancia de las diferencias se evalué mediante ANOVA de una via
con una comparacion por pares de conjuntos de datos agrupados mediante la prueba post hoc de Bonferroni. Para la
evaluacion de la induccion de respuestas inmunes del huésped por enzimas SAP de ratones infectados o individuos
infectados con M. tuberculosis en comparacion con ratones no infectados o individuos TST-ve respectivamente, se
uso la prueba U de Mann-Whicney (* P<0,05).

Resultados

Induccion de ARNm sulfurilasa de M. tuberculosis ATP en el entorno intracelular se correlaciona con la potente
inmunidad especifica de antigeno.

El complejo activador de sulfato (SAC) de M. tuberculosis es el primer paso en el SAP (figura 1 complementaria) y
constituye 3 actividades cataliticas, ATP sulfurilasa, GTPasa y actividad de APS quinasa codificada por el operén
CysDNC (figura 1A). La capacidad del SAC de M. tuberculosis para sobrerregular positivamente su expresién en
condiciones de cultivo que imitan el estrés intracelular ((Pinto, 2004 #14), sugiere que su expresion también puede ser
inducida en el entorno intracelular. Para probar esto, examinamos los cambios en los niveles de ARNm de CysDNC
dentro de células RAW?264,7 durante la infeccion por M. tuberculosis. Encontramos que la expresion de CysDNC se
mejoré 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 expresién de CysDNC se
indujo en bacterias no replicantes para imitar las condiciones encontradas durante la infeccion latente. Usando el
donante de o6xido nitrico DETA-NO ((Bryk, 2008 #156) pudimos inhibir la replicacién de M. tuberculosis in vitro en
comparacion con las bacterias no tratadas (Figura 1C). M. tuberculosis CysDNC fue altamente sobrerregulado bajo
condiciones de persistencia no replicante y demostré6 un aumento de 35 veces en la expresién de genes en
comparacién 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
la progresion al estado latente.

Como CysDNC se indujo a altos niveles dentro del entorno intracelular y en bacterias no replicantes, se formulé la
hipotesis de que la enzima puede ser reconocida por la respuesta inmune durante la infeccion por M. tuberculosis. Para
probar esto, intranasalmente infectamos ratones con M. tuberculosis y examinamos la frecuencia de células secretoras
de IFN-y en los ganglios linfaticos de los mediastinales (MLN). Tres semanas después de la infeccion, la estimulacién
de células MLN con CysDNC ex vivo dio como resultado una fuerte induccién de células T secretoras de IFN-y, que
era similar a los niveles inducidos por la proteina inmuno-dominante Ag85B secretada de M. tuberculosis (figura
2A). Esta fuerte respuesta de células T se mantuvo hasta ocho semanas después de la infeccion (figura 2B). Se
observaron patrones similares de respuestas celulares secretoras de IFN-y especificas de antigeno en respuesta a
CysDNC y Ag85B en el pulmén (datos no mostrados). Ademas, los ensayos de proliferacion de linfocitos de PBMC
humanas revelaron que CysDNC se reconocid durante la infeccién por M. tuberculosis humana (figura 2C). Las
respuestas de CysDNC fueron similares a las de la evocacion de Ag85B, pero menores que las inducidas por CFP. Sin
embargo, CysDNC indujo significativamente la proliferacion de PBMCs de pacientes con TB en comparacion con los
individuos TST-ve (Figura 2C). Estos resultados indican que M. tuberculosis CysDNC, que codifica ATP sulfurilasa es
un potente antigeno inmunoestimulador de M. tuberculosis.

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

La expresion 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 proteina para inducir una
respuesta ex vivo de citocina tipo Thl especifica de antigeno (Figura 2) pueden convertir a los productos codificados
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
inmunizacién con todos los vectores que expresan cysD o cysNC dio como resultado una carga bacteriana
significativamente reducida en comparacion con los ratones vacunados con el vector control, tanto en el pulmén
(Figura 3A) como en el bazo (Figura 3B) (p <0,01). En todos los experimentos, hubo una tendencia creciente a que
ADN-cysD proporcionara una mejor eficacia protectora que ADN-cysNC en el pulmén, mientras que el uso de una
combinacién de ADN-cysD y ADN-cysNC igualaba la proteccién observada con ADN-cysD solo. La eficacia protectora
fue significativamente mayor en el bazo cuando los ratones se inmunizaron con una combinacion de estos dos
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plasmidos, y esta proteccion se acerco 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 Via de Asimilacion 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
otros miembros del SAP son objetivos de la respuesta inmune del huésped. Encontramos que todas las proteinas SAP
evaluadas se sobrerregulaban significativamente en el ambiente intracelular, el ARNm de CysK1 mostraba la induccién
mas alta de aproximadamente 6,7 veces (figura 4A). El nivel de induccién fue similar para SirA y CysH, mientras que
CysK1 y CysE también mostraron niveles similares de sobrerregulacion intracelular. Esto esta de acuerdo con el hecho
de que SirA y CysH estan localizados dentro del mismo operén en el genoma de M. tuberculosis ((Cole, 1998 #225)
mientras que CysK1l y CysE estan adyacentes en el genoma ((Cole, 1998 #225; Schnell, 2007 #87). También
determinamos que estas proteinas son reconocidas en ratones infectados con M. tuberculosis, ya que todas las
proteinas indujeron células T secretoras de IFN-y a las 8 semanas después de la infeccion (Figura 4B). Al igual que
CysDNC (Figura 2C), ensayos de proliferacion de linfocitos en PBMCs humanos revelaron que todas las enzimas SAP
estudiadas se reconocieron durante la infeccién por M. tuberculosis humana (figura 4C).

Como la expresion de todas las enzimas SAP se sobrerregulaba in vivo y las proteinas se reconocian en ratones y
humanos, se evalu6 si podian 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 comparacion con solo ADN-CysDNC, tanto en el pulmén (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
y ratones infectados con M. Tuberculosis, CysDNC solo proporcion6 la maxima eficacia protectora en el modelo de
raton utilizado aqui.

El refuerzo de ratones vacunados con BCG con ATP sulfurilasa mejora la proteccion proporcionada por BCG en el
pulmén frente a la exposicién con M. tuberculosis.

Teniendo en cuenta el fuerte reconocimiento de C ATP sulfurilasa por parte de los pacientes con TB y su efecto
protector en ratones, determinamos si este complejo proteico puede ser un candidato adecuado para reforzar el efecto
protector de BCG sobre la exposicion a M. tuberculosis. Después de una dosis baja, la administracion por aerosol de
M. tuberculosis, ratones blogueados genéticamente demostraron un crecimiento bacteriano sustancial en los
pulmones y se detectd diseminacién a los bazos (Figuras 6A y 6B). Por el contrario, la inmunizacion con BCG
solamente, dio como resultado una proteccioén significativa contra la exposicion a M. tuberculosis con una reduccién
aproximada de 1,5-logio en la carga de M. tuberculosis en el pulmén y el bazo (Figuras 6A, 6B). El refuerzo con
proteina CysDNC condujo a una reduccién significativa adicional en comparaciéon con la vacunaciéon con BCG
solamente, de 0,5 logio M. tuberculosis en el pulmén (Figura 6A). Mientras que la carga bacteriana se redujo en el
bazo con el refuerzo, esta diferencia no alcanzé significacion (Figura 6B). Por lo tanto, CysDNC es capaz de mejorar
el efecto protector de la BCG contra la infeccion por M. tuberculosis, que fue mas evidente en el pulmon.

Discusioén

La identificacion de nuevos objetivos de inmunidad del huésped ayudaria notablemente a los esfuerzos para
desarrollar vacunas mas efectivas contra la tuberculosis. En este informe identificamos el complejo de activacion de
sulfato (SAC) de M. tuberculosis como un componente antigénico principal del bacilo. EI SAC es un complejo
enzimatico con 3 actividades cataliticas ((Pinto, 2004 #14; Sun, 2005 #13). Se predice que este complejo desempefiara
un papel en la adaptaciéon de M. tuberculosis al entorno de la célula huésped, debido a la sobrerregulacion de CysDNC
dentro de los macréfagos (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 expresion mejorada de CysDNC dentro del huésped. Curiosamente,
CysDNC también mostré una sobrerregulacion significativa en un modelo de crecimiento no replicativo de M.
tuberculosis (Figura 1D). Este resultado implica que la expresion de CysDNC puede requerirse para la adaptacion de
M. tuberculosis al estado latente durante la infeccion cronica. Esto es respaldado por el papel de compuestos de azufre
reducido en la aparicion de infeccién cronica por M. tuberculosis ((Senaratne, 2006 #3) y corresponde al
reconocimiento sostenido de CysDNC por células T en etapas tardias de infecciéon por M. tuberculosis en ratones
(figura 2B). Esto implica ademas que M. tuberculosis CysDNC puede contribuir a la supervivencia del organismo en
un estado de persistencia no replicante al mantener rutas metabdlicas que utilizan cisteina. La cisteina se incorpora
en Acetil CoA, el bloque de construccion para los lipidos en la pared celular del organismo y un sustrato para la
derivacion de glioxilato, una via requerida para que M. tuberculosis persista en macrofagos y en ratones ((McKinney,
2000 #211). Ademas, CysDNC esta sobrerregulado durante la latencia baja en oxigeno ((Voskuil, 2004 #35) y
desempefia un papel en la supresion de la apoptosis por los macrofagos ((Danelishvili, 2010 #116), implicando un
papel para CysDNC en la evasién de la respuesta inmune del huésped. Curiosamente, se descubrid que cysD estaba
sobrerregulada después de la exposicién a farmacos 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 antigenos micobacterianos por la respuesta inmune del huésped no siempre
correlaciona la proteccién contra la exposicién 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 infeccién por aerosol de M. tuberculosis. Cuando se administraron como vacunas de
ADN, CysD y CysNC fueron protectores como componentes individuales tanto en el pulmén como en el bazo, y una
combinacion de las dos estructuras logré un nivel de proteccion similar a la inducida por BCG (Figura 3). Por lo tanto,
la fuerte expresion de genes que codifican CysDNC se correlaciona con el efecto protector del complejo antigénico en
los modelos utilizados aqui. Sin embargo, la adicién de vacunas de ADN que codifican otros componentes del SAP no
mejorod el efecto protector de CysDNC, a pesar del hecho de que las proteinas fueron reconocidas por PBMCs de
pacientes con TB, se sobrerregularon dentro de los macréfagos e indujeron fuertes respuestas de IFN-_ de las células
T de ratones infectados con M. tuberculosis (Figura 4). No esta 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 raton utilizada en este estudio. También es interesante observar que los antigenos de SAP
se proponen como proteinas intracelulares o asociadas a la membrana debido a su funcién en el metabolismo del
azufre (de Souza, 2011, #206), y hemos confirmado esto para algunos de los miembros por inmunoprecipitacion
Western (no se muestra). Sin embargo, todos los antigenos de M. tuberculosis en ensayos clinicos son proteinas
secretadas, ya que se predice que son los objetivos iniciales de la inmunidad del huésped ((Kaufmann, 2011 #196).
Este estudio sugiere que las proteinas no secretadas pueden ademas ser componentes adecuados de nuevas
formulaciones de vacunas contra TB. Ademas, la reciente identificacién de los antigenos asociados a latencia
inducidos por estrés que mejoran la proteccion en las Ultimas etapas después de la infeccion por M. tuberculosis
((Aagaard, 2011 #213) justifica pruebas adicionales de CysDNC en modelos similares, considerando la marcada
induccion 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 proteccion con
la inmunizacién previa con BCG, ya que este es el papel propuesto para tales vacunas en los nuevos calendarios de
vacunacion contra la TB (Kaufmann, 2011 #196). Un pufiado de proteinas ha demostrado una capacidad para reforzar
la proteccion inducida por BCG en la infeccién experimental por M. tuberculosis ((Lu, 2011 #144; Dey, 2011 #145;
Rouanet, 2009 #214). Ahora se puede afiadir CysDNC a esta lista, ya que el complejo antigeno pudo aumentar
significativamente el efecto protector de solo BCG en el pulmon, el sitio primario de infeccién en el modelo utilizado
(Figura 6).

Ademas de definir el papel antigénico de las proteinas SAP, este estudio también ha ampliado nuestro conocimiento
sobre la regulacion de la expresion del gen SAP durante la infecciéon. Todos los componentes del SAP probado
mostraron una sobrerregulacion dentro de la linea celular de macréfagos utilizada aqui. Esta adaptacién al entorno
del fagosoma es una indicacion de la capacidad de la bacteria para suministrar cisteina 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 expresion de cada uno. Por ejemplo, se ha demostrado que la serina acetil transferasa se asocia y
forma un complejo con la dltima enzima en la via o-acetilserina sulfhidralasa (OASS) (Droux, 1998 #218). Mientras
gue esta interaccion regula negativamente el OASS ((Mino, 2000 #222; Schnell, 2007 #87), similar a la ATP-sulfurilasa,
su expresion y actividad pueden depender del requerimiento de cisteina ((Kredich, 1966 #219; Mino, 1999 #220; Mino,
2000 #221; Pinto, 2004 #14). Ademas, 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
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 cataliticas con otras enzimas en el SAP ((Sun, 2005
#13). Esto no ha sido probado formalmente, sin embargo, puede ser la razon por la cual todas las enzimas del SAP
inducen respuestas inmunitarias robustas del huésped (Figura 2, Figura 4B & C). También destacando la regulacion
de los genes del metabolismo del azufre esta su transcripcion mejorada tras la exposicion a diversos antibiéticos que
pueden influir en cdmo M. tuberculosis responde a estos medicamentos ((Hatzios, 2011 #167). Presumiblemente los
genes sensibles a los farmacos codifican proteinas que son relevantes para el modo de accién de los farmacos y
muchas enzimas que metabolizan azufre son farmacos objetivo prometedores ((Bhave, 2007 #1).

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

Ejemplo 2

El nicho preferido dentro del hospedador de micobacterias virulentas y la cepa atenuada de vacuna BCG es el entorno
intracelular del macréfago. 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 hipétesis es que la expresion dirigida de antigeno por (r) BCG recombinante dentro de las DCs puede influir
en la generacién posterior de inmunidad especifica de antigeno. Consideramos que el promotor que controla la
expresion del gen hspX de M. tuberculosis puede ser un candidato adecuado para dirigir la expresién de antigeno a
las APCs después de la vacunacién con BCG.

HspX, o la proteina a-cristalina, es un miembro de las proteinas de choque térmico de peso molecular pequefio que
actian como chaperones independientes de ATP [10, 11]. EI promotor hspX se induce rapidamente a la entrada de
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M. tuberculosis en macréfagos 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 adicién de donantes de NO [13],
gue todos pueden representar condiciones encontradas por M. tuberculosis dentro de células huésped. Es importante
destacar que el gen hspX se sobrerregula después de la infeccién de ratones con M. Tuberculosis virulenta [14].

En este informe, demostramos que el promotor hspX se puede utilizar para modular la expresion de antigenos
expresados por rBCG, y la expresion del antigeno se induce rapidamente a la entrada de rBCG dentro de las DCs. El
uso del promotor hspX para controlar la expresion del antigeno dio como resultado el cebado acelerado de células T
especificas de antigeno y la generacion in vivo sostenida de células T reactivas con antigeno después de la
vacunacion.

Materiales y métodos
Cepas bacterianas, medios y antigenos

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 sélido Middlebrook 7H11
(Difco, BD) complementado con OADC. Cuando fue necesario, se afiadi6é el antibidtico kanamicina (Km) a una
concentracion de 20 pg/ml.

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 especificas libres de patdgenos. El p25 CD4* TCR transgénico (especifico para los
residuos 240-254 de Ag85B) se obtuvo del Prof. K. Takatsu (Universidad de Tokio, Japon) 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 linea
p25*CD45.1*. Los experimentos con animales se realizaron con la aprobacion del Comité de Etica y Cuidado Animal
de la Universidad de Sydney.

Construccion de cepas de (r)BCG recombinantes

BCG que expresa GFP bajo el control del promotor hspX de M. tuberculosis (BCG:Pnspx-Y-GFP) se construyd por
transformacion del plasmido pMV306:GFP en BCG, que fue un regalo amable del Profesor Cliff Barry, Seccion de
Investigacion de Tuberculosis, NIAID, Institutos Nacionales de Salud, Rockville, MD. Para desarrollar BCG en el que
el promotor hspX dirige la expresién de la proteina Ag85B, el gen fbpB que codifica la proteina Ag85B se amplificé a
partir del ADN genémico de M. tuberculosis y se us6 para reemplazar el gen gfp en pMV306:GFP, dando como
resultado el vector intermedio pJEX88. El fragmento Pnspx-fbpB se escindié por digestion con Xbal y Hpal y se ligé al
vector disparador pMV261 [16] digerido con las mismas enzimas. El plasmido resultante se transformé en BCG para
producir BCG:Phspx-85B. BCG control utilizado en este estudio fue BCG de cepa Pasteur o BCG Pasteur transformado
con pMV261 [16]. La construccion de rBCG sobreexpresando la proteina M. tuberculosis Ag85B bajo el control del
promotor hsp60 (BCG:Pnpseo-85B) se ha descrito anteriormente [17].

Infecciones de células dendriticas

Se prepararon DCs a partir de la médula ésea de ratones como se describe anteriormente [18]. Para la infeccién con
DC, se incubaron cultivos de DC de 4 dias con cepas de rBCG a una multiplicidad de infeccion 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
infeccion, se lisaron las DCs y se recolectaron las bacterias para la citometria de flujo (LSR-Il, Becton Dickinson, San
Jose, CA, Estados Unidos.). El aumento doble en la fluorescencia se determiné dividiendo la fluorescencia de las
poblaciones de bacterias a las 6 y 24 horas por el valor inicial (dia 0). Para la visualizacion mediante microscopia
confocal, se usaron condiciones de infeccion similares, excepto que se permitid6 que las DCs se adhirieran a
cubreobjetos redondos de 25 mm (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania) antes de la infeccion por rBCG y luego se
observaron bajo el microscopio LP5 Confocal (Leica).

Ensayos de inmunogenicidad in vitro

Se infectaron cultivos de DC de cuatro dias (1x10° células) con cepas Rbcg en una MOI de 5:1. Las células T CD4 se
purificaron a partir de ratones p25*CD45.1* mediante separacion autoMACS (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Alemania) y 5x10° células T purificadas cultivadas con DCs infectadas. Tres dias después de la coincubacion, el
sobrenadante se ensay0 para IFN-y por ELISA como se describié previamente [19] y la proliferacién de células T se
midié por captacion de [3H]-timidina.

Respuesta inmune in vivo

Para detectar la expresién de GFP in vivo, se inocularon ratones C57BL/6 con 1x10” CFUs de cepas de rBCG
fluorescentes por via subcutanea en las almohadillas de las patas. Se obtuvo tejido del sitio inflamatorio local
inmediatamente después de la infeccion o en los dias 1, 3 o 7 después de la infeccion. Los tejidos se digirieron con
colagenasa y ADNasa durante al menos 1 hora y luego se filtraron para recuperar las células. Las células se tifieron
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con CD45-APCCy7, Cod11b-APC y CD11c-PE-Cy7 (BD Pharmingen). Las células tefiidas se analizaron usando el
citometro de flujo LSR-II (BD).

Para la determinacion del cebado de células T después de la administracion de rBCG, se prepararon células de nédulo
linfatico de ratones p25*CD45.1* y se marcaron con succinimidil éster de carboxifluoresceina (CFSE, Molecular
Probes, Invitrogen, Estados Unidos). Los ratones C57BL/6 recibieron 5x10° células de ganglio linfatico p25 marcadas
con CFSE i.v. y al dia siguiente se inmunizaron por via subcutanea con 5x10° CFU de cepas rBCG. A los 3 o 7 dias
después de la vacunacion se procesaron los érganos y se analizo el perfil CFSE de las células en division.

Para la determinacién de la inmunogenicidad de rBCG, los ratones C57BL/6 se vacunaron por via subcutanea con 5
X 10° CFUs de cepas de rBCG. A las 3 y 12 semanas después de la vacunacion, se recuperaron los esplenocitos y se
cultivaron 2 x 10°% esplenocitos con péptido p25 (3 pg/ml) a 37 °C en CO:2 al 5%. Dieciocho horas después de la
coincubacioén, el nimero de células secretoras de IFN-y se determind mediante ELIspot como se describid
anteriormente [19] y a las 72 horas después de la exposicion con antigeno, la proliferacién de células T se evalu6
mediante absorcion de [3H]-timidina.

Eficacia protectora

Para la evaluacion de la eficacia protectora, se inmunizaron ratones C57BL/6 (5 por grupo) con 5 x 10° CFU de cepas
de BCG y 12 semanas después de la vacunacion se expuso a los ratones a aerosol de M. tuberculosis H37Rv usando
un aparato de infeccion aérea Middlebrook (Glas-Col , Terre Haute, IN, Estados Unidos) con una dosis infecciosa de
aproximadamente 100 bacilos viables por pulmoén. Cuatro semanas después de la exposicion, se enumero el nimero
de bacterias en el pulmén y el bazo en agar Middlebrook 7H11 Bacto.

Analistas estadisticos.

La significancia de las diferencias para los ensayos lineales y transformados logaritmicamente se determiné mediante
andlisis de varianza (ANOVA) usando la prueba de comparaciéon multiple de Bonferroni para la comparacion por pares
de conjuntos de datos agrupados miiltiples. Las diferencias con p <0,05 se consideraron significativas.

Resultados
Induccion del promotor hspX de M. tuberculosis dentro de las células dendriticas

Planteamos la hipotesis que dirigir la expresién del antigeno a las DCs durante la infeccion micobacteriana tendria un
efecto positivo en la respuesta inmune resultante dirigida hacia el antigeno. Con el fin de inducir la expresién de genes
extrafios dentro de las DCs, construimos cepas de BCG en las que el promotor de hspX de M. tuberculosis (Phspx)
controlaba la expresion génica. BCG:Pnspx-GFP, en el que se expresaba gfp usando Pnspx, mostraba sobrerregulacion
marcada de la fluorescencia de GFP solo cuando se cultivaba en cultivos no aireados, confirmando la sobrerregulacion
del promotor hspX bajo tensién baja de oxigeno (figura 7A). Después de la infeccion de DCs durante 24 horas con
BCG:Pnspx-GFP, las bacterias aisladas exhibieron un aumento dramético de la fluorescencia en comparacion con el
indculo inicial (dia 0) o bacterias aisladas 6 horas después de la infeccion (figura 7B). La visualizacién de la
fluorescencia de GFP mediante microscopia confocal confirmé la induccion de la expresion de GFP controlada por
hspX dentro de las DCs infectadas con rBCG (Figura 7C). Estos resultados demuestran que el promotor hspX se
puede usar para dirigir la induccién rapida y pronunciada de la expresion génica mediante BCG recombinante dentro
de las DCs.

Induccién temprana in vivo de la expresion inducida por hspX después de la vacunacion

Con el fin de determinar si el promotor hspX podria usarse para dirigir la expresion del antigeno in vivo, los ratones se
vacunaron con BCG:PnspxGFP y se determind la presencia de células hospedadoras GFP*. Las células GFP* se
detectaron tan pronto como 1 dia después de la vacunacion, y fueron prominentes en los dias 3 y 7 después de la
vacunacion (Figura 8A). La proporcién de células GFP* alcanz6 su punto maximo el dia 3 después de la vacunacion,
sin embargo, no hubo diferencias significativas entre los tres puntos de tiempo examinados (figura 8B). También
detectamos una afluencia de DCs CD11c"CD11b" al sitio de vacunacion con rBCG, con cifras que alcanzan el maximo
el dia 7 después de la vacunacion (Figura 9A). Las DCs GFP* fueron prominentes en etapas posteriores de la
infeccion, con un nimero significativo de DCs que albergaban BCG-PnspxGFP en un estado inducido el dia 3 y el dia
7 respectivamente (Figuras 9B y C). Estos datos indican que la vacunacion con BCG:Pnspx-GFP da como resultado la
infeccion de las DCs y la induccion intracelular rapida del promotor hspX.

Uso del promotor hspX para dirigir la expresion de antigenos extrafios en BCG

Para determinar si el promotor hspX podria usarse para modular la inmunidad a antigenos definidos, expresamos el
gen que codifica el antigeno inmunodominante M. tuberculosis Ag85B bajo el control de este promotor. Aunque un
homélogo de esta proteina se expresa mediante BCG, la inmunidad anti-Ag85B mejorada se confiere sobre BCG
mediante la sobreexpresion constitutiva del antigeno [17]. La cepa BCG:Pnspx-85B mostré sobrerregulacion de la
expresion de Ag85B en cultivos desarrollados bajo condiciones de aireacion limitada (datos no mostrados). Para
determinar si la expresion mediada por hsphX influye en la presentacion de Ag85B por las DCs, las DCs cultivadas in
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vitro de médula 6sea de raton se infectaron con BCG:Phspx-85B, BCG solo 0 BCG:Pnspso-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* especificas de Ag85B transgénicas (células T p25 [15]) y se examinaron la proliferacién y las citocinas
liberadas. Las DCs infectadas con las 3 cepas indujeron la proliferacion de las células T p25 (figura 10A) y la secrecion
de IFN-y (figura 10B), que no se observo en las células no infectadas. Las respuestas fueron mas prominentes en las
DCs infectadas con BCG:Pnspx-85B, y esta diferencia alcanzd significacion en los ensayos de proliferacion de células
T (Figura 10A). Por lo tanto, el promotor hspX puede usarse para dirigir la expresion de antigenos extrafios en BCG,
y la induccién dentro de las DCs da como resultado una proliferacién de células T mejorada in vitro.

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

Los experimentos de inmunogenicidad in vitro sugirieron que el uso del promotor hspX podria ser capaz de modificar
la inmunidad inducida por BCG in vivo. Teniendo en cuenta la rapida induccién de la expresion dirigida por el promotor
hspX después de la vacunacion (figura 8), primero determinamos si la vacunacién con BCG:Phspx-85B conducia a un
cebado temprano mejorado de las células T reactivas Ag85B en comparacion con solo BCG o BCG:Phspso-85B. Para
hacer esto, las células T p25 marcadas con CFSE se transfirieron a receptores de tipo salvaje y la activacion y
proliferacion de las células transferidas se examinaron después de la vacunacion con cepas de BCG. En el dia 3
después de la infeccidn, la vacuna con BCG:Pnspx-85B indujo proliferacion de células T p25, con la mayoria de las
células divididas mostrando un CFSE intermedio o de bajo perfil, mientras que la vacunacién con BCG solo o
BCG:Pnspso-85B no produjo una proliferacion apreciable (Figuras 11A y B). En el dia 7 después de la infeccion, todas
las cepas de BCG indujeron la proliferacion de la mayoria de las células T p25 transferidas segun lo determinado por
el perfil de CSFE de las células T CD4"* p25 (Figura 11A) con aproximadamente un 90% de células T25 CD4 mostrando
un perfil bajo de CSFE después de la vacunacién con BCG, BCG:Pnspso-85B 0 BCG:Phspx-85B (Figura 11B). Tomados
en conjunto, estos resultados indican que la induccién de Ag85B en BCG:Phspx-85B acelera el cebado inicial de las
células T p25, sin embargo, tanto BCG como BCG:Pnspso-85B produjeron suficiente antigeno para dar lugar a la
proliferacién 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
examinando la generacion de células T especificas de Ag85B a las 3 0 12 semanas después de la vacunacion. A las
3 semanas después de la vacunacion, tanto BCG:Phspso-85B como BCC:Phspx-85B condujeron a la generacion
incrementada de células secretoras de IFN-y especificas de Ag85B en comparacién con BCG solo, con BCG:Pnspx-
85B en particular aumentando el nimero de las células que responden aproximadamente 5 veces en comparacion
con la BCG control (Figura 12A). A las 12 semanas después de la vacunacion, tanto BCG como BCG:Phspso-85B
mostraron niveles equivalentes de células secretoras de IFN-y que respondian a Ag85B, que eran significativamente
mayores que las observadas en ratones no vacunados (Figura 12B). Sin embargo, en ratones vacunados con
BCG:Pnspx-85B, el numero de células secretoras de IFN-y especificas del antigeno fue aproximadamente 6 veces
mayor que el inducido por BCG solo y mas de 3 veces la respuesta observada después de la vacunacion con
BCG:Pnspso-85B (Figura 12B). Estos resultados indican que la capacidad para inducir la expresion de Ag85B dentro
de las células hospedadoras da como resultado un patrén de inmunidad incrementada de células T in vivo, que es
mas evidente en puntos de tiempo extendidos después de la vacunacion.

Dado que Ag85B es un antigeno 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 infeccion por M.
tuberculosis. Doce semanas después de la vacunacion, los ratones se expusieron a una dosis baja de la cepa H37Rv
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 infeccidn por M. Tuberculosis se redujo significativamente en todos
los ratones vacunados con cepas de BCG en comparacién con los ratones no vacunados. Sin embargo, el efecto
protector fue similar en ratones vacunados con BCG solo, BCG:Pnspx-85B; BCG:Phspso-85B, 1o que indica que en este
modelo la sobreexpresion de Ag85B no mejord la eficacia protectora.

Discusién

La vacuna BCG muestra una eficacia protectora variable contra la tuberculosis, sin embargo, la vacuna puede ser
manipulada genéticamente para expresar moléculas extrafias 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
cancer [20]. Es fundamental para el éxito de tales enfoques la capacidad de modular la inmunidad inducida por BCG
para generar la respuesta inmune deseada. En este informe, mostramos que el promotor de M. tuberculosis hspX
puede usarse para modular la expresién de antigenos recombinantes producidos en BCG. Demostramos que el
promotor hspX se induce rapidamente in vitro dentro de las DCs (Figura 6), que complementa la literatura existente
sobre la expresion de hspX dentro de los macréfagos [21] y la absorcion de BCG por las DCs después de la infeccién
de los ratones [8]. Esta rapida y pronunciada induccién in vivo del promotor hspX dentro de las DCs es importante
para el uso de este sistema portador de antigeno debido al papel critico de las DCs en la iniciacién 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 infeccion (Figura 8). Esta induccion
rapida del promotor parece contradecir los niveles de transcripcion de hspX después de la infeccidon por M. tuberculosis
en aerosol a dosis bajas, con ARNm de hspX detectado solo aproximadamente 15 dias después de la infeccién y mas
prevalente en etapas posteriores [14]. Esto sugiere que la acumulacién de hspX in vivo en M. tuberculosis puede ser
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un proceso lento, o también podria relacionarse con la administracién de una dosis elevada de rBCG utilizada en el
presente estudio y el sistema de notificacion de GFP sensible que facilita la deteccién de la actividad del promotor
hspX.

Para determinar los efectos especificos del antigeno de la expresion dirigida por Phspx, usamos el promotor hspX para
modular la expresion de M. tuberculosis Ag85B, una proteina micobacteriana secretada que es un componente de
una serie de vacunas candidatas contra la tuberculosis [24]. Observamos que el reclutamiento temprano de DCs al
sitio de infeccion y la fagocitosis rapida de BCG (Figura 9) se correlacionaban con cebado mejorado y activacion de
células T reactivas con Ag85B después de la vacunacion con BCG:Phspx-85B (Figuras 10 y 11). Ademas, este cebado
de células T mejorado dié6 como resultado la generaciéon sostenida de células secretoras de IFN-y que reconocen
Ag85B hasta 3 meses después de la vacunacion. Curiosamente, la expresion del gen que codifica Ag85B esta
subregulada durante la infeccién crénica por M. tuberculosis en ratones [14], y seria de interés determinar si las
vacunas que usan el promotor Ag85B nativo para dirigir la expresion de antigenos en BCG pueden mantener
inmunidad protectora a largo plazo en humanos [25]. También utilizamos un modelo murino de infeccién por aerosol
de M. tuberculosis para determinar si la induccién in vivo de Ag85B podria mejorar el efecto protector de la vacuna
BCG. Sin embargo, no observamos un efecto protector mejorado en comparacion con BCG solo (Figura 12). En un
estudio previo, observamos de manera similar que la sobreexpresion 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 antigenos en este sistema para determinar el efecto de la expresion dirigida por Phspx en BCG para
proteger contra la infeccion por M. tuberculosis, o alternativamente, BCG:Pnspx-85B debe evaluarse en otros modelos
preclinicos de tuberculosis donde la expresién de Ag85B proporciona cierto nivel de eficacia protectora mejorada
cuando se expresa en rBCG [25].

El mecanismo de inmunidad mejorada y sostenida debido a la sobrerregulacion del antigeno a través del promotor
hspX no esta claro. La sobreexpresion constitutiva de Ag85B usando el promotor hsp60 micobacteriano conduce a
niveles de expresion muy fuertes en rBCG como los detectados por inmunoprecipitacién Western [17] y es superior a
solo BCG en la estimulacion de la inmunidad de células T especificas de antigeno, temprano después de la
vacunacion, sin embargo este efecto no es sostenido a largo plazo (Figuras 12Ay 12B). Es posible que la transcripcion
de Pnspso Sea subregulada en etapas posteriores de la infeccion con BCG, lo que resulta en niveles reducidos de
antigeno en puntos de tiempo extendidos, o la inestabilidad del promotor in vivo reduce la inmunogenicidad [26]. Por
el contrario, la actividad de Pnspx parece ser maxima en puntos de tiempo mas largos después de la infeccion [14], lo
gue indica que este enfoque puede dar como resultado niveles elevados y sostenidos de expresion de antigeno por
BCG:Pnspx-85B. Se ha informado previamente que la sobreexpresion de Ag85B en BCG conlleva a una mejor autofagia
y mejora la capacidad de la cepa rBCG para estimular las respuestas de células T especificas de antigeno [27]. Cuando
inhibimos la autofagia en DCs infectadas con rBCG usando 3-metiladenina y determinamos el grado de activacion de
células T especificas de Ag85B, observamos una tendencia de activacion de células T reducida en DCs tratadas
infectadas con BCG:Pnspx-858, sin embargo, este efecto no alcanzo significacion estadistica en todos los experimentos
(datos no mostrados).

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

Ejemplo 3
Métodos

Ratones C57BL/6 (n =5) se inmunizaron 3 veces mediante inyeccion s.c. con adyuvante (MPL/DDA), proteina de
fusién Ag85B-CysD (10 mg) o Ag85B (10 mg). En el momento de la primera inyeccion de vacunas de proteinas, los
ratones se inmunizaron una vez mediante inyeccién s.c. con 5 x 10° CFU de BCG. Cuatro semanas después de la
tercera inmunizacion, se expuso a los ratones a M. tuberculosis en aerosol con una dosis infecciosa de ~100 bacilos
viables por pulmén.

Resultados

La carga bacteriana se determin6 en el pulmén (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)
por érgano. La significancia de las diferencias entre los grupos se evalu6 mediante ANOVA de una via con una
comparacion por pares de conjuntos de datos multiples agrupados mediante la prueba post hoc de Bonferroni.

La vacunacion con Ag85B-CysD dio como resultado una proteccién equivalente a la vacuna BCG existente. Este es
un resultado notable considerando que la BCG expresa una gran cantidad de objetivos antigénicos, aunque nuestra
fusién de dos antigenos es igualmente protectora (Figura 14).
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Tabla complementaria 1: cebador y clones para purificacion de proteinas utilizados en este estudio

Anotaciéon  de

genes

cysDN

cysH

SirA

cyskl

cysk

Irs

Para PCR en tiempo real

nombre del gen cebador sentido

5'- agt cat cgc cga aac

ATP sulfurilasa \
tgc -3

5'- gac atc gcg ggt gga

APS reductasa \
ca-3

5'- gtt cga gca cag cat

Sulfato reductasa ttg gt -3

O-Acetil-serina
Sulfidralsa

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

5'- ttc atc gac cac gcg

Serina Acetlisulfidralsa ,
acc -3

5'-agg cag cag tgg gga

16s ARNr ata-3'

cebador antisentido

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

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

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

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

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

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

Para la clonacién de vacunas de ADN: todos los genes clonados en pcADN3. El sitio de
restriccion de la enzima utilizado en la clonacién esta resaltado.

Cebador sentido

cebador antisentido

Se cortd cysD de un vector pET22b (Novagen) usando enzimas de restriccion

ADN-cysD BamHI y Xhol y se clon6 en pcADN3 cortado con las mismas enzimas.
ADN-cysN Se cortd cysN’ de un vector pET22b usando animas d_e restriccion BamHI y
Notl y se clon6 en pcADN3 cortado con las mismas enzimas
ADN-cysH g:-acg aaa get tat gag egg cga gac a- 2:-ggc ggg ate ccg agg cgt gca acc c-
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 g ggc gaa gct tat gag cat cgc cga g- g gca tgg atc cgt cag cca cgt cgg c-
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 purificacién de proteina

Descripcion Referencia

CysDN | Descrito anteriormente

CysH

SirA

Descrito anteriormente

Descrito anteriormente
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Para purificacion de proteina

Descripcion Referencia
. . L ((Hara,
Se clon6 en pET-23A (Noavagen) usando enzimas de restriccion Nde s
CysK1 i "y - 1990;Wei,
Iy BamH | y se purificé tal como se describi6 anteriormente. 2002)

Se clon6 en un vector de expresion de doble etiqueta derivado del
CyskE |vector pGEX ((Andreassi, 2004 #98) usando enzimas de restriccion | ((Sun, 2005)
Nde I'y Not | y se purificé tal como se describié anteriormente.

Se cloné en el vector de expresion pET19b (Noavagen) con las
enzimas de restriccion Ndel y BamHI y la purificacion de esta proteina
se llevo a cabo a través de protocolos de purificacion estandar de His-

tag (Qiagen).

Ag85B

SEQ ID No: 1 (secuencia CysD nucleica)

ATGGCAATAACCATAAATATGGTCAATCCTACCGGATTTATCAGGTATGAGGACGTGGAACAG
GAAGCCATGACCAGCGATGTGACGGTGGGCCCCGCACCCGGCCAGTACCAACTGAGCCATCTG
CGCTTGCTGGAGGCCGAAGCCATCCACGTCATCCGGGAGGTGGCCGCCGAGTTCGAGCGGLCCA
GTGCTGTTGTTCTCGGGGGGCAAGGACTCCATCGTCATGCTGCACCTGGCGCTGAAGGCéTTT
CGGCCCGGGCGACTGCCGTTCCCGGTCATGCACGTCGACACCGGTCACAACTTCGACGAAGTT
ATCGCTACCCGAGACGAGTTGGTCGCCGCGGCCGGGGTGCGéCTGGTGGTGGCGTCGGTGCAG
GACGATATCGATGCCGGTCGGGTCGTCGAGACCATCCCGTCGCGAAATCCGATACAGACCGTG
ACGCTGCTGCGGGCCATCCGGGAGAACCAATTCGACGCGGCATTCGGGGGAGCCCGGCGCGAC
GAGGAGAAGGCCCGCGCCAAGGAGCGGGTGTTCAGCTTCCGCGACGAGTfCGGCCAGTGGGAC
CCGAAGGCTCAGCGGCCGGAACTGTGGAACCTCTACAACGGACGGCACCACAAGGGCGAGCAC
ATCCGGGTCTTCCCGCTGTCCAACTGGACCGAATTCGACATCTGGTCCTACATCGGCGCCGAG
CAGGTCAGGCTGCCGTCCATCTATTTCGCCCACCGGCGCAAGGTGTTTCAGCGCGACGGCATG
TTGCTGGCCETGCACCGGCACATGCAACCGCGAGCCGACGAGCCGGTGTTCGAGGCCACGGTG
CGATTCCGCACCGTCGGGGATGTTACCTGCACCGGGTGCGTCGAGTCGTCGGCATCGACGGTC
GCGGAAGTCATCGCCGAAACTGCGGTGGCCCGCTTGACGGAGCGCGGGGCGACCAGGGCTGAC
GACCGGATCTCGGAGGCTGGAATGGAAGACCGCAAGCGGCAGGGATACTTCTGA

SEQ ID No. 2 (Secuencia de aminoacidos CysD)

MAITINMVNPTGFIRYEDVEQEAMTSDVTVGPAPGQYQLSHLRLLEAEATIHVIREVAAEFERP
VLLFSGGKDSIVMLHLALKAFRPGRLPFPVMHVDTGHNFDEVIATRDELVAAAGVRLVVASVQ
DDIDAGRVVETIPSRNPIQTVTLLRAIRENQFDAAFGGARRDEEKARAKERVFSFRDEFGQWD
PKAQRPELWNLYNGRHHKGEHIRVFPLSNWTEFDIWSYIGAEQVRLPSIYFAHRRKVFQRDGM
LLAVHRHMQPRADEPVFEATVRFRTVGDVTCTGCVESSASTVAEVIAETAVARLTERGATRAD

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

ATGACGACGCTATTGCGGCTGGCGACAGCGGGTTCCGTCGACGATGGCAAGTCCACGCTGATT
GGGCGGCTACTCTACGACTCCAAGGCTGTGATGGAAGACCAGTGGGCGTCGGTGGAGCAAACG
TCCAAGGACCGGGGCCACGACTACACCGACCTGGCTCTGGTCACCGACGGCCTGCGGGCCGAG
CGGGAACAGGGCATCACCATCGACGTTGCCTACCGCTACTTCGCCACTCCCAAGCGGAAATTC
ATCATTGCCGACACCCCGGGACACATCCAATACACCCGCAACATGGTGACCGGTGCGTCCACC
GCCCAACTGGTGATCGTACTGGTGGATGCCCGGCACGGCTTGCTGGAGCAATCCCGCCGGCAC
GCCTTCCTGGCGTCGCTGCTGGGCATCCGCCACCTGGTGCTCGCGGTCAACAAGATGGACTTG
CTTGGCTGGGACCAAGAGAAATTCGACGCGATTCGAGACGAATTCCACGCéTTCGCGGCCCGC
CTCGACGTGCAGGACGTCACCTCCATCCCAATCTCCGCGCTGCACGGCGACAACGTGGTGACC
AAATCCGACCAGACGCCCTGGTACGAGGGACCGTCGCTGCTGTCGCATCTCGAAGACGTCTAC
ATCGCCGGTGACCGCAACATGGTCGACGTGCGATTCCCGGTCCAGTACGTCATCCGGCCGCAC
ACCCTCGAGCATCAAGACCACCGCAGCTACGCGGGCACCGTGGCCAGTGGGGTAATGCGTTCA
GGCGACGAAGTTGTCGTGCTGCCGATCGGTAAGACCACCCGGATCACCGCGATCGACGGCCCG
AACGGCCCGGTGGCAGAAGCGTTTCCGCCGATGGCGGTTTCGGfGCGGCTCGCCGACGACATC
GATATCTCGCGTGGTGACATGATCGCTCGCACCCACAACCAGCCCAGGATCACACAAGAATTC
GACGCGACCGTGTGCTGGATGGCCGACAACGCGGTGCTAGAGCCCGGCCGCGACTACGTTGTC
AAGCACACCACCCGAACCGTCCGCGCGAGGATAGCCGGGCTGGATTACCGGCTCGATGTCAAC
ACCCTGCATCGCGACAAGACCGCAACGGCGTTGAAACTCAACGAACTGGGCCGTGTTTCGCTG
CGCACCCAGGTGCCGTTGCTGCTTGACGAGTACACCCGCAACGCTAGCACCGGCTCGTTCATC
CTCATTGACCCCGACACCAACGGAACGGTGGCGGCGGGCATGGTGTTACGCGACGTCTCGGCC
CGCACGCCTAGCCCGAACACGGTGCGGCACAGATCGCTCGTCACTGCGCAAGATCGGCCGCCC
AGGGGCAAGACGGTGTGGTTTACCGGACTGTCCGGCTCCGGCAAGTCGTCGGTGGCCATGCTG
GTTGAGCGGAAGCTACTCGAAAAGGGCATCTCCGCTTACGTTCTGGACGGCGACAACCTACGG

CATGGCCTCAACGCCGACCTGGGCTTTTCCATGGCCGACCGCGCGGAGAACCTGCGCCGGCTG

TCGCATGTGGCCACACTGCTCGCCGATTGTGGCCACCTGGTGCTGGTGCCCGCGATCAGCCCC
CTTGCTGAGCACCGTGCCCTGGCTCGTAAAGTGCACG&TGATGCGGGAATCGACTTTTTCGAG
GTGTTCTGTGACACCCCGCTGCAGGACTGTGAGAGGCGTGATCCCAAAGGGTTGTACGCCAAA
GCGCGTGCGGGTGAGATCACGCACTTCACCGGGATCCGACAGCCCATATCAGCGGCCCAAGAAC
CCAGACCTACGGCTTACGCCGGATCGCAGCATAGACGAGCAGGCGCAGGAGGTTATCGACCTG

TTGGAGTCATCGTCTTAG

SEQ ID No: 4 (secuencia CysNC de aminoéacidos)
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MTTLLRLATAGSVDDGKSTLIGRLLYDSKAVMEDQWASVEQTSKDRGHDYTDLALVTDGLRAR
EQGITIDVAYRYFATPKRKFIIADTPGHIQYTRNMVTGASTAQLVIVLVDARHGLLEQSRRHA
FLASLLGIRHLVLAVNKMDLLGWDQEKFDAIRDEFHAFAARLDVQDVTSIPISALHGDNVVTK
SDQTPWYEGPSLLSHLEDVYIAGDRNMVDVRFPVQYVIRPHTLEHQDHRSYAGTVASGVMRSG
DEVVVLPIGKTTRITAIDGPNGPVAEAFPPMAVSVRLADEIDISRGDMIARTHNQPRiTQEFD
ATVCWMADNAVLEPGRDYVVKHTTRTVRARIAGLDYRLDVNTLHRDKTATALKLNELGRVSLR
TQVPLLLDEYTRNASTGSFILIDPDTNGTVAAGMVLRDVSARTPSPNTVRHRSLVTAQDRPPR
GKTVWFTGLSGSGKSSVAMLVERKLLEKGISAYVLDGDNLRHGLNADLGFSMADRAENLRRLS
HVATLLADCGHLVLVPAISPLAEHRALARKVHADAGIDFFEVFCDTPLQDCERRDPKGLYAKA
RAGEITHFTGIDSPYQRPKNPDLRLTPDRSIDEQAQEVIDLLESSS

SEQ ID No: 5 (secuencia Ag85B de acido nucleico)

ATGACAGACGTGAGCCGAAAGATTCGAGCTTGGGGACGCCGATTGATGATCGGCACGGCAGCG
GCTGTAGTCCTTCCGGGCCTGGTGGEGCTTGCCGGCGGAGCGGCAACCGCGGGCGCGTTCTCC
CGGCCGGGGCTGCCGGTCGAGTACCTGCAGGTGCCGTCGCCGTCGATGGGCCGCGACATCAAG
GTTCAGTTCCAGAGCGGTGGGAACAACTCACCTGCGGTTTATCTGCTCGACGGCCTGCGCGCC'
CAAGACGACTACAACGGCTGGGATATCAACACCCCGGCATTCGAGTGGTACTACCAGTCGGGA
CTGTCGATAGTCATGCCGGTCGGCGGGCAGTCCAGCTTCTACAGCGACTGGTACAGCCCGGLC
TGCGGTAAGGCTGGCTGCCAGACTTACAAGTGGGAAACCTTCCTGACCAGCGAGCTGCCGCAA
TGGTTGTCCGCCAACAGGGCCGTGAAGCCCACCGGCAGCGCTGCAATCGGCTTGTCGATGGCC
GGCTCGTCGGCAATGATCTTGGCCGCCTACCACCCCCAGCAGTTCATCTACGCCGGCTCGCTG
TCGGCCCTGCTGGACCCCTCTCAGGGGATGGGGCCTAGCCTGATCGGCCTCGCGATGGGTGAC
GCCGGCGGTTACAAGGCCGCAGACATGTGGGGTCCCTCGAGTGACCCGGCATGGGAGCGCAAC
GACCCTACGCAGCAGATCCCCAAGCTGGTCGCAAACAACACCCGGCTATGGGTTTATTGC@EG
AACGGCACCCCGAACGAGTTGGGCGGTGCCAACATACCCGCCGAGTTCTTGGAGAACTTCGTT
CGTAGCAGCAACCTGAAGTTCCAGGATGCGTACAACGCCGCGGGCGGGCACAACGCCGTGTTC
AACTTCCCGCCCAACGGCACGCACAGCTGGGAGTACTGGGGCGCTCAGCTCAACGCCATGAAG
GGTGACCTGCAGAGTTCGTTAGGCGCCGGCTGA

SEQ ID No: 6 (secuencia Ag85B de aminoacidos)
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MTDVSRKIRAWGRRLMIGTAAAVVLPGLVGLAGGAATAGAFSRPGLPVEYLQVPSPSMGRDIK
VQFQSGGNNSPAVYLLDGLRAQDDYNGWDINT PAFEWYYQSGLS IVMPVGGQSSFYSDWYSPA
CGKAGCQTYKWETFLTS EL?QWLSANRAVKPITGSAAIGLSMAGS SAMILAAYHPQQFIYAGSL
SALLDPSQGMGPSLIGLAMGDAGGYKAADMWGPSSDPAWERNDPTQQIPKLVANNTRLWVYCG
NGTPNELGGANIPAEFLENFVRSSNLKFQDAYNAAGGHNAVENFPPNGTHSWEYWGAQLNAMK

GDLOSSLGAG

SEQ ID No: 7 (promotor HspX)
CTGCACCGCGCTCTTGATGACATCGGTGGTCACCATGGTGTC CGGCATGATCAACCTCCGCTG
TTCGATATCACCCCGA’I‘CTTTCTéAACGGCGGTTGGCAGACAACAGGGTCAATGGTCCCCAAG
TGGATCACCGACGGGCGCGGACAAATGGCCCGCGCTTCGGGGACTTCTGTCCCTAGCCCTGGC

CACGATGGGCTGGTCGGATCAAAGGCATCCGTTTCCATCGATTAGGAGG

SEQ ID No: 8 (secuencia Ag85BCysD de aminoacidos)

MTDVSRKIRAWGRRLMIGTAAAVVLPGLVGLAGGAATAGAFSRPGLPVEYLQVPSPSMGRDIK
VOFQSGGNNSPAVYLLDGLRAQDDYNGWDINTPAFEWYYQSGLSIVMPVGGQSSFYSDWYSPA
CGKAGCQTYKWETFLTSELPQWLSANRAVKPTGSAAiGLSMAGSSAMILAAYHPQQFIYAGSL
SALLDPSQGMGPSLIGLAMGDAGGYKAADMWGPSSDPAWERNDPTQQIPKLVANNTRLWVYCG
NGTPNELGGANIPAEFLENFVRSSNLKFQDAYNAAGGHNAVFNFPPNGTHSWEYWGAQLNAMK
GDLQSSLGAGGFMAITINMVNPTGFIRYEDVEQEAMTSDVTVGPAPGQYQLSHLRLLEAEATIH
VIREVAAEFERPVLLFSGGKDSIVMLHLALKAFRPGRLPFPVMHVDTGHNFDEVIATRDELVA
AAGVRLVVASVQDDIDAGRVVETIPSRNPIQTVTLLRAIRENQFDAAFGGARRDEEKARAKER
VFSFRDEFGQWDPKAQRPELWNLYNGRHHKGEHIRVFPLSNWTEFDIWSYIGAEQVRLPSIYF
AHRRKVFQRDGMLLAVHRHMQPRADEPVFEATVRFRTVGDVTCTGCVESSASTVAEVIAETAV
ARLTERGATRADDRISEAGMEDRKRQGYF .

SEQ ID No: 9 (secuencia pHspX85BCysD de acido nucleico)
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CTAGACGCCACCCTCCGGGCCGTTGCTTCGCAACGTTCAAATCCGCTCCCGGCGGATTTGTCC
TACTCAGGAGAGCGTTCACCGACAAACAACAGATAAAACGAAAGGCCCAGCCTTTCGACTGAG
CCTTTCGTTTTATTTGATGCCTGGCAGTTCCCTA&TCTCGCATGGGGAGACCCCACACTACCA
TCGGCGCTAGAGCCGACTAGACCTGCACCGCGCTCTTGATGACATCGGTGGTCACCATGGTGT
CCGGCATGATCAACCTCCGCTGTTCGATATCACCCCGATCTTTCTGAACGGCGGTTGGCAGAC
AACAGGGTCAATGGTCCCCAAGTGGATCACCGACGGGCGCGGACAAATGGCCCGCGCTTCGGG
GACTTCTGTCCCTAGCCCTGGCCACGATGGGCTGGTCGGATCAAAGGCATCCGTTTCCATCGA
TTAGGAGGAAGCTTATGACAGACGTGAGCCGAAAGATTCGAGCTTGGGGACGCCGATTGATGA
TCGGCACGGCAGCGGCTGTAGTCCTTCCGGGCCTGGTGGGGCTTGCCGGCGGAGCGGCAACCG
CGGGCGCGTTCTCCCGGCCGGGGCTGCCGGTCGAGTACCTGCAGGTGCCGTCGCCGTCGATGG
GCCGCGACATCAAGGTTCAGTTCCAGAGCGGTGGGAACAACTCACCTGCGGTTTATCTGCTCG
ACGGCCTGCGCGCCCAAGACGACTACAACGGCTGGGATATCAACACCCCGGCGTTCGAGTGGT
ACTACCAGTCGGGACTGTCGATAGTCATGCCGGTCGGCGGGCAGTCCAGCTTCTACAGCGACT
GGTACAGCCCGGCCTGCGGTAAGGCTGGCTGCCAGACTTACAAGTGGGAAACCTTCCTGACCA
GCGAGCTGCCGCAATGGTTGTCCGCCAACAGGGCCGTGAAGCCCACCGGCAGCGCTGCAATCG
GCTTGTCGATGGCCGGCTCGTCGGCAATGATCTTGGCCGCCTACCACCCCCAGCAGTTCATCT
ACGCCGGCTCGCTGTCGGCCCTGCTGGACCCCTCTCAGGGGATGGGGCCTAGCCTGATCGGCC
TCGCGATGGGTGACGCCGGCGGTTACAAGGCCGCAGACATGTGGGGTCCCTCGAGTGACCCGG
CATGGGAGCGCAACGACCCTACGCAGCAGATCCCCAAGCTGGTCGCAAACAACACCCGGCTAT.
GGGTTTATTGCGGGAACGGCACCCCGAACGAGTTGGGCGGTGCCAACATACCCGCCGAGTTCT
TGGAGAACTTCGTTCGTAGCAGCAACCTGAAGTTCCAGGATGCGTACAACGCCGCGGGCGGGC
ACAACGCCéTGTTCAACTTCCCGCCCAACGGCACGCACAGCTGGGAGTACTGGGGCGCTCAGC
TCAACGCCATGAAGGGTGACCTGCAGAGTTCGTTAGGCGCCGGCGGATCCATGGCAATAACCA
TAAATATGGTCAATCCTACCGGATTTATCAGGTATGAGGACGTGGAACAGGAAGCCATGACCA
GCGATGTGACGGTGGGCCCCGCACCCGGCCAGTACCAACTGAGCCATCTGCGCTTGCTGGAGG

CCGAAGCCATCCACGTCATCCGGGAGGTGGCCGCCGAGTTCGAGCGGCCAGTGCTGTTGTTCT
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CGGGGGGCAAGGACTCCATCGTCATGCTGCACCTGGCGCTGAAGGCGTTTCGGCCCGGGCGAC
TGCCGTTCCCGGTCATGCACGTCGACACCGGTCACAACTTCGACGAAGTTATCGCTACCCGAG
ACGAGTTGGTCGCCGCGGCCGGGGTGCGGCTGGTGGTGGCGTCGGTGCAGGACGATATCGATG
CCGGTCGGGTCGTCGAGACCATCCCGTCGCGAAATCCGATACAGACCGTGACGCTGCTGCGGG
CCATCCGGGAGAACCAATTCGACGCGGCATTCGGGGGAGCCCGGCGCGACGAGGAGAAGGCCC
GCGCCAAGGAGCGGGTGTTCAGCTTCCGCGACGAGTTCGGCCAGTGGCGACCCGAAGGCTCAGC
GGCCGGAACTGTGGAACCTCTACAACGGACGGCACCACAAGGGCGAGCACATCCGGGTCTTCC
CGCTGTCCAACTGGACCGAATTCGACATCTGGTCCTACATCGGCGCCGAGCAGGTCAGGCTGC
CGTCCATCTATTTCGCCCACCGGCGCAAGGTGTTTCAGCGCGACGGCATGTTGCTGGCCGTGC
ACCGGCACATGCAACCGCGAGCCGACGAGCCGGTGTTCGAGGCCACGGTGCGATTCCGCACCG
TCGGGGATGTTACCTGCACCGGGTGCGTCGAGTCGTCGGCATCGACGGTCGCGGAAGTCATCG

CCGAAACTGCGGTGGCCCGCTTGACGGAGCGCGGGGCGACCAGGGCTGACGACCGGATCTCGG

AGGCTGGAATGGAAGACCGCAAGCGGCAGGGATACTTCCAGCTGCACCACCACCACCACCACT
géGTTAACTAGCGTACGATCGACTGCCAGGCATCAAATAAAACGAAAGGCTCAGTCGAAAGAC
TGGGCCTTTCGTTTTATGCCATCATGGCCGCCGTGATCAGCTAGCCACCTGACGTCCCGGGGE
GGGGAAAGCGACGTTGTGTCTCAAAATCTCTGATGTTACATTGCACAAGATAAAATATATCAT
CATGAACAATAAAACTGTCTGCTTACATAAACAGTAATACAAGGGGTGTTATGAGCCATATTC
AACGGGAAACGTCTTGCTCGAGGCCGCGATTAAATTCCAACATGGATGCTGATTTATATGGGT
ATAAATGGGCTCGCGATAATGTCGGGCAATCAGGTGCGACAATCTATCGCTTGTATGGGAAGC
CCCATGCGCCAGAGTTGTTTCTGAAACATGGCAAAGGTAGCGTTGCCAATGATGTTACAGATG
AGATGGTCAGACTAAACTGGCTGACGGAATTTATGCCTCTTCCGACCATCAAGCATTTTATCC
GTACTCCTGATGATGCATGGTTACTCACCACTGCGATCCCCGGGAAAACAGCATTCCAGGTAT
TAGAAGAATATCCTGATTCAGGTGAAAATATTGTTGATGCGCTGGCAGTGTTCCTGCGCCGGT
TGCATTCGATTCCTGTTTGTAATTGTCCTTTTAACAGCGATCGCGTATTTCGTCTCGCTCAGG
CGCAATCACGAATGAATAACGGTTTGGTTGATGCGAGTGATTTTGATGACGAGCGTAATGGCT
GGCCTGTTGAACAAGTCTGGAAAGAAATGCATAATCTTTTGCCATTCTCACCGGATTCAGTCG

TCACTCATGGTGATTTCTCACTTGATAACCTTATTTTTGACGAGGGGAAATTAATAGGTTGTA
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TTGATGTTGGACGAGTCGGAATCGCAGACCGATACCAGGATCTTGCCATCCTATGGAACTGCC
TCGGTGAGTTTTCTCCTTCATTACAGAAACGGCTTTTTCAAAAATATGGTATTGATAATCCTG
ATATGAATAAATTGCAGTTTCATTTGATGCTCGATGAGTTTTTCTAATCAGAATTGGTTAATT
GGTTGTAACACTGGCAGAGCATTACGCTGACTTGACGGGACGGCGGCTTTGTTGAATAAATCG
AACTTTTGCTGAGTTGAAGGATCAGATCACGCATCTTCCCGACAACGCAGACCGTTCCGTGGC
AAAGCAAAAGTTCAAAATCACCAACTGGTCCACCTACAACAAAGCTCTCATCAACCGTGGCTC
CCTCACTTTCTGGCTGGATGATGGGGCGATTCAGGCCTGGTATGAGTCAGCAACACCTTCfTC
ACGAGGCAGACCTCACTAGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTC
TTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGC
GGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAG
AGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTC
TGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGA
TAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGG
CTGAACGGGGCGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATA
CCTACAGCGTGAGCATTGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCC
GGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCfTCCAGGGGGAAACGCCTGGTA
TCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTC
AGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTG
CTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTAC
CGéCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAACGCGTGAGCCCA
CCAGCTCCGTAAGTTCGGGTGCTGTGTGGCTCGTACCCGCGCATTCAGGCGGCAGGGGGTCTA
ACGGGTCTAAGGCGGCGTGTACGGCCGCCACAGCGGCTCTTAGCGGCCCGGAAACGTCCTCGA
AACGACGCATGTGTTCCTCCTGGTTGGTACAGGTCGTTGGGGGTGCTCEGCTETCGCTGGTGT
TTCATCATCAGGGCTCGACGGGAGAGCGGGGGAGfGTGCAGTTGTGGGGTGGCCCCTCAGCGA
AATATCTGACTTGGAGCTCGTGTCGGACCATACACCGGTGATTAATCGTGGTTTATTATCAAG
CGTGAGCCACGTCGCCGACGAATTTGAGCAGCTCTGGCTGCCGTACTGGTCCCTGGCAAGCGA

CGATCTGCTCGAGGGGATCTACCGCCAAAGCCGCGCGTCGGCCCTAGGCCGCCGGTACATCGA
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GGCGAACCCAACAGCGCTGGCAAACCTGCTGGTCGTGGACGTAGACCATCCAGACGCAGCGCT
CCGAGCGCTCAGCGCCCGGGGGTCCCATCCGCTGCCCAACGCGATCGTGGGCAATCGCGCCAA
CGGCCACGCACACGCAGTGTGGGCACTCAACGCCCCTGTTCCACGCACCGAATACGCGCGGLG
TAAGCCGCTCGCATACATGGCGGCGTGCGCCGAAGGCCTTCGGCGCGCCGTCGATGGCGACCG
CAGTTACTCAGGCCTCATGACCAAAAACCCCGGCCACATCGCCTGGGARACGGAATGGCTCCA
CTCAGATCTCTACACACTCAGCCACATCGAGGCCGAGCTCGGCGCGAACATGCCACCGCCGCG
CTGGCGTCAGCAGACCACGTACAAAGCGGCTCCGACGCCGCTAGGGCGGAATTGCGCACTGTT
CGATTCCGTCAGGTTGTGGGCCTATCTTCCCGCCCTCATGCGGATCTACCTGCCGACCCGGAA
CGTGGACGGACTCGGCCGCGCGATCTATGCCGAGTGCCACGCGCGAAACGCCGAATTTCCGTG
CAACGACGTGTGTCCCGGACCGCTACCGGACAGCGAGGTCCGCGCCATCGCCAACAGCATTTG
GCGTTGGATCACAACCAAGTCGCGCATTTGGGCGGACGGGATCGTGGTCTACGAGGCCACACT
CAGTGCGCGCCATGCGGCCATCTCGCGGAAGGGCGCAGCAGCGCGCACGGCGGCGAGCACAGT
TGCGCGGCGCGCAAAGTCCGCGTCAGCCATGGAGGCATTGCTATGAGCGACGGCTACAGCGAC
GGCTACAGCGACGGCTACAACTGGCAGCCGACTGTCCGCAAAAAGCGGCGCGTGACCGCCGCC
GAAGGCGCTCGAATCACCGGACTATCCGAACGCCACGTCGTCCGGCTCGTGGCGCAGGAALCGC
AGCGAGTGGTTCGCCGAGCAGGCTGCACGCCGCGAACGCATCCGCGCCTATCACGACGACGAG
GGCCACTCTTGGCCGCAAACGGCCAAACATTTCGGGCTGCATCTGGACACCGTTAAGCGACTC
GGCTATCGGGCGAGGAAAGAGCGTGCGGCAGAACAGGAAGCGGCTCAAAAGGCCCACAACGAA
GCCGACAATCCACCGCTGTTCTAACGCAATTGGGGAGCGGGTGTCGCGGGGGTTCCGTGGGGG
GTTCCGTTGCAACGGGTCGGACAGGTAAAAGTCCTGGTAGACGCTAGTTTTCTGGTTTGGGCC
ATGCCTGT;TCGTTGCGTGTTTCGTTGCGTCCGTTTTGAATACCAGCCAGACGAGACGGGGTT
CTACGAATCTTGGTCGATACCAAGCCATTTCCGCTGAATATCGTGGAGCTCACCGCCAGAATC
GGTGGTTGTGGTGATGTACGTGGCGAACTCCGTTGTAGTGCTTGTGGTGGCATCCGTGGCGCG
GCCGCGGTACCAGATCTTTAAAT
Resaltado= secuencia del promotor hspX
Resaltado y subrayado = sitios de clonacién
Cursiva= gen Ag85B-CysD
Subrayado= etiqueta de histidina 6
LISTADO DE SECUENCIAS
<110> La Universidad de Sydney
Instituto Centenario de Medicina contra el Cancer y Biologia Celular
<120> Prevencion y tratamiento de infeccion por Mycobacterium
<130> 50016554TPG
<150> US61/579166
<151> 2011-12-22
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<160> 29

<170> Patenteln versién 3,5

<210>1
<211> 999

<212> ADN

<213> Mycobacterium SPP

<400> 1
atggcaataa
caggaagcca
catctgeget
gagcggccag
ctgaaggegt
aacttcgacg
gtggtggcgt
cgaaatccga
gcattcgggg
ttccgegacg
tacaacggac
gaattcgaca
gcecacegge
caaccgogag
gttacctgca
actgeggtgg
gcragaatgg

<210>2

<211> 332

<212> PRT

<213> Mycobacterium SPP

<400> 2

1

ccataaatat
tgaccagega
tgctggaggc
tgctgrtgtt
ttcggeocgy
aagttatcge
cggtgcagga
tacagaccgt
gagceeggeg
agttcggeca
ggcaccacaa
tctggrecta
gcaaggtgtt
ccgacgagec
ccgggtgegt
ccegettgac

aagaccgcaa

ggtcaatcct
tgrgacggtg
cgaagccatc
€tcggggggc
gcgactgeeg
tacccgagac
cgatatcgat
gacgctgctg
cgacgaggag
gtgggaccey
gggcgagcac
catcggegec
tcagcgcgac
ggtgttcgag
cgagtcgtcg
ggagcegegyg
gcggeaggga

ES 2655190 T3

accggattita
ggcceocgeac
cacgtcatec
aaggactcca
ttcccggtca
gagttggtcg
gceggteggg
cggaccatec
aaggcccgoy
aaggctcagce
atccgggtct
gagcaggtca
ggcatgttgc
gccacggtge
gcatcgacgg

gcgaccaggg
tacttctga

tcaggtatga
ccggecagta
gggaggtggc
tcgtecatget
tgcacgtcga
ccgeggecgy
tcgtegagac
gggagaacca
ccaaggageg
ggccggaact
tcecegetgte
ggctgeegte
tggccgtgca
gattrcgeac
tcgeggaagt

ctgacgaccg

33

ggacgtggaa
ccaactgagc
cgccgagttc
gcacctggceg
caccggtreac
ggtgcggcty
catccegteg
attcgacgcg
ggtgttcagc
gtggaacctc
caactggacc
catct.attt c
ccggcacatyg
cgtcggggat
catcgccgaa

gatctcggag

met Ala Ile Thr Ile Asn Met val Asn Pro Thr Gly Phe Ile Arg Tyr
5 10 15

60
120
180
240
200
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
999



Glu Asp
Ala Pro
Ala Ile

50

Leu Leu
65

Leu Lys
Asp Thr
val Ala

130
GIn Thr
145
Ala Phe
Arg val
Gln Arg
Glu His

210
Trp Ser
Ala His

His Arg

val Arg

val
Gly
35
His
Phe
Ala
cly
Ala
115
Ala
val
Gly
Phe
Pro
195
Ile
Tyr

Arg

His

Glu

20

GlIn

val

Ser

Phe

His

100

Ala

Gly

Thr

Gly

ser

180

Glu

Arg

Ile

Arg

Met
260

GIn

TYr

Ile

Gly

Arg

85

Asn

Gly

Arg

Leu

Ala

165

Phe

Leu

val

Gly

Lys

Gln

Glu

Gln

Arg

Gly

70

Pre

Phe

val

val

Ley

150

Arg

AFg

Trp

Phe

Ala

230

val

Pro

Arg Thr val

ser ser Ala Ser Thr val

290

Arg Leu Thr Glu Arg Gly

305

310

Ala

L.eu

Glu

55

Lys

Gly

ASp

Arg

val

1335

Arg

Arg

ASp

Asn

Pro

215

Glu

Phe

Arg

Gly

Ala
295

Ala

Ala Gly Met Glu Asp Arg Lys
325

<210>3

<211> 1845

Met
Ser
40
val
Asp
Arg
Glu
Leu
120
Glu
Ala
Asp
Giu
Leu
200
Leu
Gln
GlIn

Ala

Asp
280

Glu
Thr

Arg

Thr

25

His

Ala

Ser

Leu

val

105

val

Thr

Ile

Glu

Phe

185

Tyr

Ser

val

Arg

Asp

val

val

Arg

GIn

ES 2655190 T3

Ser

Leu

Ala

Ile

Pro

90

Ile

val

Ile

Arg

Glu

170

Gly

Asn

Asn

Arg

ASp

250

Glu

Thr

Ile

Ala

Gly

ASp

Arg

Glu

val

75

Phe

Ala

Ala

Pro

Glu

Lys

Gln

Gly

Trp

Leu

235

Gly

Pro

Cys

Ala

Asp
315

Tyr

val
Leu
Phe
60
Met
Pro
Thr
ser
Ser
140
ASh
Ala
Trp
Arg
Thr
220
Pro
Met

val

Thr

Glu
300

ASp

Phe

34

Thr

Leu

45

Glu

Ley

val

Arg

val

125

Arg

Gln

Arg

Asp

His

205

Glu

Ser

Leu

Phe

Gly

Thr

arg

val
30

Glu
Arg
His
Met
AsSp
110
Gin
Asn
phe
Ala
Pro
190
His
Phe
Ile
Leu
Glu

270

Cys

Ala

Ile

Gly

Ala

Pro

Leu

His
95
Glu
ASD
Pro
Asp
Lys
175
Lys
Lys
Asp
Tyr
Ala
255
Ala
val
val

Ser

Pro
Glu
val
Ala
80
val
Leu
ASp
Iie
Ala
160
Glu
Ala
Gly
Ile
Phe
240
val
Thr

Glu

Ala

Glu
320



10

<212> ADN

<213> Mycobacterium SPP

<400> 3
‘atgacgacge
attgggegge
caaacgtcca
cgggregage
aagcggaaat
accggtgegt
gagcaatccc
gcggtcaaca
gaattccacg
gcgetgeacyg
tcgetgetgt
cgattcccgg
tacgcgggea
atcggtaaga
tttccgecga
atgatcgctc
tggatgdecy
cgaaccgtec
cgcgacaaga
caggtgcegt
attgaccccg
cgcacgecta
ccecaggggea

atgctggttg

tatrtgcgget ggcgacageg

tacrctacga
aggaccgyag
gggaacaggg
tcatcattgc
ccaccgecca
gccggeacge
agatggactt
ccttegegge
gcgacaacgt
cgcatctega
tccagtacgt
ccgtggecag
ccacceggat
tggcggtttc
gcacccacaa
acaacgecggt
gcgcgaggat
ccgcaacgge
tgctgcttga
acaccaacgg
gcccgaacac
agacggtgtg
agcggaaget

ctccaagget
ccacgactac
catcaccatc
cgacacceeg
actggtgatc
cttoctggey
gctrggctgg
ccgccfcgac
ggtgaccaaa
agacgtctac
catceggeey
tggggtaatg
caccgcgatc
ggtgeggcte
ccageecagg
gctagagecc
agccgggetyg
gitgaaactc
cgagtacacc
aacggrggcy
ggtgeggeac
gtttaccgga

actcgaaaag

aacctacggc atggcctcaa cgecgaccrg

ctgegeegge
cccgégatca
ggaatcgact
ccCaaaggat
agcccatatce
gageaggcge
<210> 4
<211>613

<212> PRT

<213> Mycobacterium SPP

<400> 4

ES 2655190 T3

ggttccgteg
gtgatggaag
accgacctgg
gacgttgccot
ggacacatec
gtactggtgg
tcgetgetgg
gaccaagaga
gtgcaggacg
tccgaccaga
atcgceggtg
cacacccteg
cgtteaggeg
gacggceccga
gcegacgaca
atcacacaag
ggccgegact
gattaccggc
aacgaactyg
cgcaacgcta
gcgggcatgg
agatcgcteg
ctgtccgget
ggcatcteccg

ggcttttcca

tgtcgeatgt ggecacactyg ctegocgatt

geececetige tgagecaccgt geectggere

trttcgagdt gttctgtgac acccogotge

Tgtacgcecaa -agecgcgtgeg ggtgagatca

agcggcoecaa gaacccagac ctacggctta

aggaggttat cgacctgttyg gagtcatcgt

acgatggcaa
accagtggge
ctctggrcac
accgctactt
aatacacccg
atgcccggea
gcatccgceca
aattégacgc
tcacctecat
cgcectggta
accgcaacat
agcatcaaga
atgaagttot
acggecegat
tcgatatcte
aattcgacgc
acgttgtcaa
tcgatgtcaa
gregtgtttce
gcaccggctc
tgttacgcna
tcactgcgea
ccggcaagtc
ctrracgttct
tggccgaccy
gtggccacct
gtaaagtgca
aggactgtga
cgcactteac
cgccggatcg

cttag

35

gtccacgetg
gtcggtggag
cgacggectg
cgccactecc
caacatggtg
cggcttgctg
cctggtgete
gattcgagac
cccaatetec
cgagggaccg
ggtcgacgrg
ccaccgecage
cgtgctgeeg
ggcagaageg
gcgtrggtgac
gaccgtgtge
gcacaccacc
caccctygeat
gctgegeace
gtrcatcctc
cgtctcggee
agatcggeey
gtcggtggec
ggacggegac
cgcggagaac
ggtgcrggly
cgctgatgeg
gaggcgtgat
cgggatcgac

cagcatagac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500

1560

1620

1680

1740

1800

1845



Met
LyS
Glu
ASp
Gln
65

Arg
Asn
Asp
Ala
145

Phe

Pro

Thr

ser

ASp

Tyr

50

Gly
Lys
Met
Ala
ser
130
Leu
His

Ile

Thr
Thr
GlIn
35

Thr
Ile
Phe
val
Arg
115
Ley
Leu

Ala

Ser

Leu

Leu

20

Trp

Asp

Thr

Ile

Thr

100

His

Leu

Gly

Phe

Ala
180

Leu
Ile
Ala
Leu
Ile
1le
85

G'Iy
Gly
Gly
Trp
Ala

165

Leu

Arg

Gly

Ser

Ala

Asp

70

Ala

Ala

Leu

Ile

Asp

150

Ala

His

Leu

Alrg

val

Leu

25

val

Asp

Ser

Leu

Arg

135

Gln

Arg

Gly

Ala

Leu

Glu

40

val

Ala

Thr

Thr

Glu

120

His

Gliu

Leu

AsSp

Thr

Leu

25

Gln.

Thr

Tyr

Pro

Ala

105

GIn

Leu

Lys

ASD

Asn
185

ES 2655190 T3

Ala

10

Tyr

The

Asp

Arg

Gly

90

Gln

ser

val

Phe

val

170

val

Gly
Asp
Ser
Gly
Tyr
75

His
Leu
Arg
Leu
Asp
Gjn

val

ser

ser

Lys

Leu

60

Phe

Ile

vai

Arg

Ala

140

Ala

Asp

Thr

36

val

Lys

ASp

45

Arg

Ala

&n

Ile

His

val

1le

val

Lys

ASD

Ala

.30

Arg

Ala

Thr

Tyr

val

110

Ala

AsSn

Arg

Thr

ser
190

Asp

15

val

Gly

Arg

Pro

Thr

95

Leu

Phe

Lys

Asp

Ser

175

Asp

Gly

Met

His

Glu

Lys

Arg

val

Leu

Met

Glu

160

Ile

Gln



Thr
Tyr
Tyr
225
Ala
val
Asn
Leu
His
305
Met
His
Leu
Leu
Leu
385
ASp
val

val

Gly

Pro

Ile

210

val

Gly

Leu

Gly

Ala

290

Asn

Ala

Thr

Asp

Asn

370

ASD

Pro

ser

Thr A

Leu
450

Trp

Ala

Ile

Thr

Pro

Pro

275

Asp

GIn

ASp

Thr

val

355

Glu

Glu

Asp

Ala

Tyr
Gly
Arg
val

1le
260
val

Asp
Pro
Asn
Arg
340
ASn
Leu
Tyr

Thr

Arg

Glu

Asp

Pro

Ala

245

Gly

Ala

Ile

Arg

Ala

325

Thr

Thr

Gly

Thr

Asn

405

Thr

420

Gln

Gly

Asp

ser

Gly

Arg

His

ser

Lys

Glu

ASp

Ie

310

val

val

Leu

Arg

Pro

Arg

Gly

Pro
ASn
215
Thr
Gly
Thr
Ala
Ile
295
Thr
Leu
Arg
His
val
375

AsSn

Thr

‘Ser

Pro

LYS

ser

200

Met

teu

val

Thr

phe

280

sSer

Gln

Glu

Ala

Arg

360

ser

Ala

val

Pro

Pro

440

ser

Leu
val
Glu
Met,
Arg
265
Pro
Arg
Glu
Pro
Arg
345
AsSp
Leu
Ser
Ala
Asn
425

Arg

Ser

ES 2655190 T3

Leu

Asp

His

Arg

250

Ile

Pro

Gly

Phe

Gly

Ile

Lys

Arg

Thr

Ala

410

Thr

Gly

val

ser

val

GIn

235

Ser

Thr

Met

Asp

315

Arg

Ala

Thr

Thr

Gly

Gly

val

Lys

Ala

His

Arg

220

ASp

Gly

ala

Ala

Met

300

Ala

ASD

Gly

Ala

Gln

380

Ser

Met

Arg

Thr

Met
460

37

Leu
205
Phe
His
ASP
Ile
val

285
Ile
Thr
Tyr
Leu
Thr
365
val

Phe
val

His
val

445

Leu

Glu
PTO
Arg
Glu
ASp

270

Ser

-A1a

val

val

Asp

Asp
val
ser
val
255
Gly
val
Arg
Cys
val

335

Tyr

350

Ala

Pro

Ile

Leu

430

Trp

val

Leu

Leu

Leu

415

ser

Phe

Giu

val
Gin
Tyr
240
val
Pro
Arg
Thr
Trp
320
Lys
Arg
Lys
Leu
Ile
400
Asp
Leu

Thr

Arg



Lys Leu

Leu Arg
Ala Glu

Cys Gly

Leu

HiS

Asn

His

Glu Lys

Leu
485

Gly

Leu
500

Arg

Leu val

515

ala
530

Arg

Glu val

545

Lys Gly

Ile

Gly

Thr Pro

Leu

Phe

Leu

Asp

Asp

Ala Arg

Cys Asp

Gly Ile ser

Asn Ala Asb

Arg Leu Ser

val Pro

520

Leu

val His

535

Lys

Thr Pro Leu

- 550

Ala
565

Tyr

Ser
580

Pro

Arg ser

595

Glu
610

Leu

<210>5
<211>978

<212> ADN

Ser

Ser Ser

Lys Ala Arg

Tyr GIn Arg

Glu
60C

Ile Asp

<213> Mycobacterium SPP

<400>5

atgacagacyg
gcggctgtag
tteteecgge
gacatcaagg
ggcetgegeg
tactaccagt
gactggtaca
ctgaccagcg
gctgcaatcg
cagcagttca

cctagecrga

tgagccgaaa
tecttocyyy
cggggctgec
ttcagttecca
cccaagacga
cgggactgtc
gcceggeetg
agctgecgea
gcttgtcgat
tctacgeegg

tecggeetege

gattcgagct
cerggtagyg
ggtcgagtac
gagcggiggg
ctacaacggc
gatagtcatg
cggtaaggct
atggttgtcc
ggccggercg
ctegetgteg

gatgggtgac

ES 2655190 T3

Ala Tyr

val

Leu Asp

475

teu Gly

His val

505

Ala Ile

Asp

Ala

Gln Asp

phe

Ala

Ser

Ala

Cys

ser Met

Thr Leu

Pro Leu

525

Gly Ile

540

Glu Arg

555

Ala Gly

Pro
585

Lys

Gin Ala

tggggacgec
cttgccggeg
ctgcaggtge
aacaactcac
tgggatatca
ccggteggeg
ggctgccaga
gccaacaggg
tcggcaatga
gcectgetgg
gccggeggtt

Glu

Asn

Gln

Ile Thr

Pro Asp

Glu val

605

gatigatgat
gageggeaac
cgtcgeegtc
ctgcggttta
acacccecgge
ggcagtccag
cttacaagtg
ccgtgaagec
tcttggeege
accectetea

acaaggeege

38

Gly Asn

480

Asp

Ala Asp Arg

Leu Ala

510

ASp

Ala Glu His

Asp Phe phe

Pro
560

Arg Asp

Phe Thr

575

His

Leu
590

Arg Leu

Ile Asp Leu

cggcacggea
€gcgggegeg
gatgggccge
tctgetegac
gttcgagtgg
cttectacage
ggaaaccttc
caccggeage
ctaccacccc

g9gggatgggg
agacatgtgg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660



ggtccctega
gtcgcaaaca
ggtgccaaca
caggatgegt
acgcacaget

tcgttaggcg

<210>6
<211> 325

<212> PRT

<213> Mycobacterium SPP

<400> 6

mMet Thr Asp val
1

Ile Gly

Gly Gly

35

Glu

Gin
65

Gly Leu

Phe

Ala

Gly Gly

Thr
Ala
Leu
Gln
Arg
Glu

Gln

gtgacccyge
acacceggct
taccegecga
acaacgeege
gggagtactg
ccggetga

Ala Ala

20

Ala Thr

Gln val
Gly

Ser

GIn
85

Ala
Trp

Tyr

Ser Ser

115

Ala
130

- Lys

Leu Pro Gl

145

Ala Ala 13

Ala Tyr Hi

Gly

Cys GlIn

n Trp Leu

ser Arg
5

Ala
Ala
Pro
Gly
70
ASp
Tyr
Phe

Thr

Ser

atgggagcgc
atgggrrtat
gttcttggag
gggcgggeac
gggegeteag

Lys Ite

val

val

Ala
40

Gly

ser Pro

55

Asn Asn

Asp Tyr
Glin

Ser

ser
120

Tyr

Tyr
135

Lys

Ala Asn

150

Leu
165

e Gly

s Pro GlIn

180

Ser

Gln

Met Ala

Phe Ile

‘Arg

ES 2655190 T3

aacgaccctra
tgcgggaacg
aacttcgrte
aacgcegtgt

ctcaacgcca

Ala
10

Tre

Leu Pro

25

Gly

phe Ser Arg

Ser Met Gly

Ala
75

ser Pro

Asn Gly

90

Trp

Gly Leu Ser

Asp Trp Tyr

Trp Glu Thr

val
155

Arg Ala

Ser
170

Gly ser

Tyr Ala Gly

185

cgcagcagat

gcaccccgad

gtagcagcaaA

tcaacttccc

tgaagggtga

Gly Arg

Leu val

Pro Gly

45

Arg
60

ASD
val Tyr
Asp Ile

Ile val

Arg

Gly

30

Leu

Iie

Leu

Asn

Met

ccccaagetg
cgagttaggc
cctgaagttc
gcccaacggc

cctgcagagt

Leu
15

Met

Leu Ala

Pro val

Lys val

Leu Asp

&0

Thr
a5

Pro

Pro val

110

ser Pro

125

phe
140

Leu
Lys Pro
Ala

Met

Ser Leu

Ala

Thr

Thr

Ile

Ser

Cys Gly

Glu

Ser

ser
160

Gly

Leu Ala

i75

Ala Leu,

190

39

720
780
840
900
960
978



10

15

Leu

Gly

‘Asn
val
Gly
Glu

305

Ser

ASp

Asp

210

Pro

Ala

Glu

Arg

His

290

Tyr

Leu

<210>7

<211> 238

Pro

195

Ala

Ala

AsSN

Leu

Ser

275

Asn

Trp

Gly

<212> ADN

Ser

Gly

Trp

Asn

Gly

Ser

Ala

Gly

Ala

Gln

Gly

GTu

Thr

245

Gly

Asn

val

Ala

Gly

Tyr

Arg

230

Arg

Ala

Leu

phe

Gln
310

Gly

<213> Mycobacterium SPP

<400> 7

ctgcaccgeg ctcettgatga catcggtggt

Met

Lys

Asn

Leu

Asn

Lys

Asn

295

Leu

Gly

200

Ala

Asp

Trp

Ile

Phe

280

Phe

Asn

ES 2655190 T3

Pro Ser Leu Ile Gly Leu Ala Met

Ala Asp Met Trp Gly Pro Ser Ser
220 -

Pro Thr Gln GIn Ile Pro Lys Leu
) 235 240

val Tyr Cys Gly Asn Gly Thr Pro
250 255

Pro Ala Glu Phe Leu Glu Asn Phe
265 270

Gin Asp Ala Tyr Asn Ala Ala Gly
285

‘Pro Pro Asn Gly Thr His Ser Trp

300

Ala Met Lys Gly Asp Leu GIn Ser
315 320

caccatggtg tccggeatga tcaacctccg 60

ctgttcgata tcacccogat ctttctgaac ggoeggrtgge agacaacagg grcaatggtc 120

cccaagtgga tcaccgacgg gcgoggacaa atggeccgeg citcggggac ttctgtooct 180

agcectggee acgatgggct ggtcgoatca aaggcatccg tttccatcga ttaggagg 238

<210>8

<211> 659

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacido Ag85BCysD

<400> 8

Met Thr Asp val Ser Arg Lys Ile Arg iéa Trp Gly Arg Arg Leu Met
1 5 15

ITe Giy Thr Ala ala ala val val Leu Pro Gliy Leu val Giy teu Ala
20 25 30

40



Gly
Glu
Gin
65

Gly
ala
Gly
Lys
Leu
145
Ala
Ala

Leu

Gy

Asn’

val

Gly

Gly

Tyr

Phe

Leu

Phe

Gly

Ala

130

Pro

Ala-

Tyr

ASp

Asp

210

Pro

Ala

Glu

Arg

His
290

Ala
35

Leu
GIn
Arg
Glu

GIn
115

-G'1y

Gln

I1le

His

Pro

195

Ala

Ala

AsSn

Leu

ser

275

ASN

ala

Gin

Ser

Ala

Trp

100

Ser

Cys

Trp

Gly

Pro

180

Ser

Gly

Trp

Asn

Gly

Ser

Ala

Thr
val
Gly
Gln
85

Tyr
Ser
GIn
Leu
Leu
165
Gln
Gln
Gly
Glu
Thr
245
Gly

Asn

val

Ala

Pro

G'Ey‘

70

ASp

Tyr

Phe

Thr

ser

150

ser

Gln

Gly

Tyr

230

Arg

Ala

Leu

phe

Gly

Ser

55

Asn

ASDP

Gln

Tyr

Tyr

Ala

Met

Phe

Met

Lys

AsSn

Leu

AsSn

Lys

Ash
295

Ala
40

Pro
ASN
Tyr
ser
ser
120
Lys
Asn
Ala
Ile
Gly
Ala
ASp
Trp
Tle
Phe

280

Phe

Phe
ser
Ser
Asn
Gly
Asp
Trp
Arg
Gly
Tyr
185
Pro
Ala
Pro
val
Pro
265
Gln

Pro

ES 2655190 T3

Ser
MeF
Pro
Gly
90

Leu
Trp
Glu
Ala
ser

170

Ala

Asp
Thr
Tyr
A1a
Asp

Pro

Arg

Gly

Ala

75

Trp

ser

Tyr

Thr

val

155

ser

Gly

Leu

Met

Gln

235

Cys

Glu

Ala

AsSn

Pro

Arg

60

val

Asp

Ile

ser

Phe

140

Lys

Ala

ser

Ile

Trp

220

Gln

Gly

Phe

TYr

Gly
300

41

Gly
45

Asp

TYyr,

I1fz
val
Pro
125
Leu
Pro
Met
Leu
Gly
Gly
Ile
Asn
Leu
Asn

285

Thr

Leu

Ile

Leu

Asn

Met

110

Ala

Thr

Thr

Ile

Ser

190

Leu

Pro

Pro

Gly

Glu

270

Ala

His

Pro
LYS
Leu
Thr
95
Pro
Cys
Ser
Gly
Ley
175
Ala
Ala
Ser
Lys
Thr
255
Asn

Ala

Ser

val

val

Asp

80

Pro

val

Gly

Gly

ser

160

Alla

Leu

Met:

ser

Leu

240

Pro

Phe

Gly

Trp



Glu
305
Ser
Pro
ser
Leu
Ala
385
Ile
Pro
Ile
val
Ile
465
Arg
Glu
Gly
Asn
Asn

545

Arg

Tyr

Leu

Thr

ASp

Arg

Glu

val

Phe

Ala

Ala

450

Pro

Glu

Lys

Gin

Gly

330

Trp

Leu

Trp

Gly

Gly

val

355

Leu

Phe

Met

Pro

Thr

435

Ser

Ser

Asn

Ala

Trp

515

Arg

Thr

Pro

Gly

Ala

phe

340

Thr

Leu

Glu

Leu

val

420

Arg

val

Arg

GlIn

Arg

500

Asp

His

Glu

Ser

Ala
Gly
Tle
val
Glu
Arg
His
4075
Met
AsSp
GlIn
Asn
phe
485
Ala
Pro
His
Phe

Ile

Gln
310
Gly
Arg
Gly
Ala
Pro
390
Leu
His
Glu
Asp
Pro
470
ASp
Lys
Lys
LYysS

550

Tyr

565

Leu
Phe
Tyr
Pro
Glu
375
val
Ala
val
Leu
Asp
455
Ile
Ala
Glu
Ala
Gly

Ile

Phe

AsSn

Met

Glu

Ala

360

Ala

Leu

Leu

Asp

val

440

ﬂe
Gin
Ala
Arg
Gln
520
Glu
Trp

Ala

Ala

Ala

ASP

345

Pro

Ile

Leu

Lys

Thr

425

Ala

Asp

Thr

Phe

val

505

Arg

His

Ser

His

ES 2655190 T3

Met
Ile
330
val
Gly
His
Phe
Ala
410
Gly
ala
Ala
val
Gly
490
phe
Pro
Ile

Tyr

Arg
570

Lys
315§
Thr
G'!u
GIn

val

Ser
395

Phe:

His

Ala

Gly

Thr

475

Gly

ser

Glu

Arg

Ile

555

Arg

Gly

Ile

Gln.

Tyr
Ile
380
Gly
Arg
Ash
Gly
Arg
460
Leu
Ala
Phe
Ley
val
540

Gly

Lys

42

ASp

Asn

Glu

Gln

365

Arg

Gly

Pro

Phe

val

445

val

Leu

Arg

Arg

Tro

525

Phe

Ala

val

Leu

Met

Ala

350

Leu

Glu

Lys

Gly

430

Arg

val

Arg

Arg

Asp

510

Asn

Pro

Glu

Phe

GIn
val
335
Met
Ser
val
AsSp
Arg
Glu
Leu
Glu
Ala
ASp
495
Glu
Leu
Leu

Gln

Gin
575

Ser
320
Asn
Thr
His
Ala
ser
400
Leu
val
val”
Thr
Ile
480
Glu
Phe
Tyr
ser
val
560

Arg



Asp Gly

Glu Pro

Met

val

Leu Leu

580

Phe Glu

595

Thr Cys

610

Ile Ala

625

Ala Asp

Gly Tyr
<210>9
<211> 6512

<212> ADN

Thr

Glu

ASp

Gly Cys

Thr Ala

Ala val

Ala Thr

val Glu

val Ala

His

val
600

ser
615

Arg

630

Ile
645

Arg

Phe

<213> Secuencia Artificial

<220>

ser Glu

Ala

ES 2655190 T3

Arg His
585

Met
Arg Phe Arg
ser ala

ser

Glu
635

Leu Thr

Gly Met Glu

650

<223> Secuencia de acido nucleico pHspX85BCysD

<400> 9

ctagacgeca
tcctactcag
actgagcctt
acactaccat
tcaccatggt
cggcggitgg
aatggcccgce
aaaggcatcc
gagcitgggy
tggggettge
agtacctgea
gtgggaacaa
acggerggga
tcatgeeggt
aggctggetg
tgtccgecaa

gctegtegge

ccctecggac
gagagcgttc
tcgttttatt
cggecgetaga
gtccggeatg
cagacaacag
gcrtegggga
grttccatcg
acgccgattg
cggcggageg
ggtgcegteyg
ctcacctgcg
tatcaacacc
€ggcgggcag
ccagacttac
cagggcegtg
aatgatcrig

cgrtgetrteg
accgacaaac
tgatgcctgg
gccgactaga
atcaacctce
ggtcaatggt
cttctgtecc
attaggagga
atgatcggca
gcaaccgegg
ccgtcgatgg
gtttatctge
ccggegtteg
tccagettct
aagtgggaaa
aagcccaceg

gcegectace

caacgttcaa
aacagataaa
cagrrcecta
cctgcacege
gcrgttogat
ccccaagtgg
tagcecctggce
agcttatgac
€ggcagegge
gcgegttetc
gcegegacat
tcgacggcct
agtggtacta
acagcgactyg
cctrectgac
gcagcgctgce

acccccageca

Gln

Pro Arg Ala Asp

590

Thr
605

Thr
620

Arg

ASD

atccgetece
acgaaaggcc
crcrcgeatg
gctottgatg
atcaccccga
atcaccgacg
cacgatgggc
agacgtgage
tgtagtectt
<cggecgggy
caaggttcag
gcgegeecaa
ccagtcggga
gtacagceeg
cagcgagctg
aatcggcttg

grtcatctac

43

val Gly asp val

val Ala Glu val

Gly Ala Thr Arg

640

Arg Lys Arg Gln
655

ggcggatttg
cagcctricg
gggagacece
acatcggtgg
tctttctgaa
ggcgeggaca
tggtcggatc
cgaaagattc
ccgggectgg
ctgceggteg
ttccagageg
gacgactaca
ctgtcgatag
gectgeggta
ccgcaatggt
tcgatggeeg

gceggetege

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020



tTgtcggeect
gtgacgccgg
agcgcaacga
tttattgegg
tggagaactt
ggcacaacgc
ctcagetcaa
caataaccat
aagccatgac
tgcgettget
ggccagrget
aggcgtrttcg
tcgacgaagt
tggcgteggt
atccgataca
tcgggggage
gcgacgagtt
acggacggca
tcgacatctg
accggegeaa
cgcgagecga
cEtgcaccgg
€ggtggcccy
gaatggaaga
ttaactageg
tgggectttc
gggggggaaa
tatcatcatg
gccatattca
atttatatgg
gcttgtatgy
ccaatgatgt
cgaccatcaa

ccgggaaaac

gcrggaccec
cggttacaag
ccctacgeag
gaacggcacc
cgttegtage
cgtgttcaac
cgccatgaag
aaatatggtc
cagcgatgty
ggaggccgaa
gttgttctcg
gcccgggoga
tatcgctacc
gcaggacgat
gaccgtgacg
ccggegegac
cggccagtgg
ccacaagggc
gtcctacatc
ggtgtttcag
cgageegoty
gtgcgtcoag
crtgacggag
ccgeaagegy
tacgatcgac
gttttatgco
gcgacgttgt
aacaataaaa
acgggaaacg
gtataaatgg
gaageeccat
tacégatgag
gcattrtatc

agcattccag

tctcaggaga

gccgeagaca’

cagatcccca
ccgaacgagt
agcaacctga
ttcccgecca
ggtgacctge
aatcctaccg
acggtggycc
gccatccacg
gggg99caagy
ctgeegtrec
cgagacgagt
atcgatgeccg
ctgctgcggg
gaggagaagg
gacccgaagg
gagcacatcce
ggcgcecgago
cgcgacggca
ttcgaggeea
tcgtcggeat
cgcggggcga
cagggatact
tgccaggcat
atcatggeeg
gtctcaaaat
ctgtctgctt
tcttgctcga
gctcgegata
gcgecagagt
atggtcagac
cgtactcctyg

gtattagaag

ES 2655190 T3

tggggectag
tgtggggtec
agctggtege
tgggegatgc
agttccagga
acggcacgca
agagttegtt
gatttatcag
ccgeacccgg
tcatccggga
actecatcgt
cggtcatgca
tggtecgeoge
gtcgggtcgt
ccatceggga
ccegegecaa
ctcagceggec
gggtcttece
aggtcagget
tgttgctygc
cggtgcgatt
cgacggtcge
ccagggctga
tccagetgea
caaataaaac
cggtgatcag
ctctgatgtt
acataaacag
ggcegegatt
atgtcgggea
tgtttctgaa
taaactgget
atgatgcaty

aatatectya

cctgatcgge
ctcgagtgac
aaacaacacc
caacatacce
tgcgtacaac
cagctgggag
aggcgeceggce
gtatgaggac
ccagtaccaa
ggtggccgeo
catgctgcac
cgtcgacacc
ggcegggytg
cgagaccatc
gaaccaattc
9g9agcgggtg
ggaactgtgg
gctgtcecaac
gccgtccate
cgtgcacegy
ccgeaccegtce
ggaagtcatc
cgaccggatc
ccaccaccacg
gaaaggctca
ctagccacct
acattgcaca
taatacaagg
aaattccaac
atcaggtgcg
acatggcaaa
gacggaattt
gttactcacc

ttcaggtgaa

44

ctcgegatog
ccggeatagg
cggctatggy
gccgagttct
gcecgcgyacy
tactggggeg
ggatccatgg
gtggaacagg
ctgagccatc
gagttcgage
ctggcgetga
ggtcacaact
€ggctggray
ccgtegegaa
gacgcggeat
ttcagcttce
aacctctaca
tggaccgaat

tattregeee

cacatgcaac

ggggatgtta
gccgaaactg
tcggaggctyg
caccactgag
gtcgaaagac
gacgtcgggg
agataaaata
ggtgttatga
atggatgctg
acaatctatc
ggtagcgttg
atgectettc
actgcgatcce

aatattgttg

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060



atgcgetggce
acagcgatcg
atgcgagtga
tgcataatct
ataaccttat
tcgcagacceg
cattacagaa
agtttcattt
ggcagageat
tgagttgaag
azaagttcaaa
caétttctgg
acgaggcaga
ttcttgagat
accageggtg
cttcagcaga
cttcaagaac
tgctgecagt
taaggegcag
gacctacacc
agggagaaag
ggagctteca
acttgagegt
caacgcggee
tgcgttatec
tcgeegeage
ctgtgtggct
gtacggeccge
cctectggtt
gcrcgacggg
cttggagctc
ccacgtegec
tcrgetegag

ggcgaaccca

agtgttecctg
cgtatttegt
ttrtgatgac
tttgecattc
ttttgacgag
ataccaggat
acggcttttt
gatgctcgat
tacgctgact
gatcagatca
atcaccaact
ctggatgatg
cctcactagt
cocttrttttc
gtttgtttgc
gcgcagatac
tctgtageac
ggcgataagt
cggtcggget
gaactgagat
gcggacaggt
9ggggaaacg
cgatttttgt
tttttacggt
ccrgattctg
cgaacgaccy
cgtacccygcg
cacagcgget
ggtacagatg
agagcgggad
gtgtcggacc
gacgaatttg
gggatctacc

acagcgetgg

cgceggttge
ctcgeteagg

gagcgtaatg

tcaccggatt

gggaaattaa
cttgccatcc
caaaaatatg
gagtttttct
tgacgggacyg
cgcatcttee
ggtceaccta
gggcgattca
tccactgage
tgcgecgtaat
cggatcaaga
caaatacrgt
cgcctacata
cgtgtcttac
gaacgggggg
acctacagcg
atccggtaag
cctgotatct
gatgcrogte
tcctggecte
tggataaccg
agcgcaacge
cattcaggceg
cttagcggec
gttggoggtg
agtgtgcagt
atacaccggt
agcagctetg
gccaaagecyg

caaacctgcet
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attcgattcc
cgcaatcacyg
gctggectgt
cagtcgreac
Taggttgtat
tatggaactg
gtattgataa
aatcagaatt
geggetttgr
cgacaacgca
caacaaagct
ggcctggtat
gtcagaccce
ctgctgcttg
gctaccaact
ccrrcragtg
cctegetctg
cgggttggac
ttegtgeaca
tgagcattga
cggcagggtc
ttatagtecet
aggggggcgg
ttgetggect
tattaccgcec
gtgagcccac
gcagggggtc
cggaaacgtc
cteggetgtc
tgtggggtgg
gattaatcgt
gctgecgtac
cgcgteggec
ggtcgtggac

tgtttgtaat
aatgaataac
tgaacaagtc
tcatggtgar
tgatgttgga
cctcggtgag
tcctgatatg
ggttaattgqg
tgaataaatc
gaccegttceg
ttcatcaacc
gagtcagcaa

gtagaaaaga

caaacaaaaa

ctttttccga
tagccgtagt
ctaatcctgt
tcaagacgat
cagcecaget
gaaagcgeea
anacaggég
gtcgggrite
agcctatgga
tttgctcaca
tttgagtgag
cagctecgta
taacgggtct
ctcgaaacga
gctggtgttt
cccetcageg
ggtttattat
tggtcectyg
€Taggeeyee

gtagaccatc

45

tgtcecrtrta
ggtttggttg
tggaaagaaa
trcteacttg
cgagtcggaa
ttttctcct%
aataaattgc
ttgtaacact
gaacttttgc
tggcaaagca
gtggctccct
caccticttc
tcaaaggatc
aaccaccgct
aggtaactygyg
taggccacca
taccagtggc
agttaccgga
tggagcgaac
cgetteecga

agcgeacgag

gccacctcty

aaaacgccag
tgttctttcc
ctgataccgce
agttcgggtg
aaggcggegt
cgcatgtgte
catcatcagy

aaatatctga

caagcgtgag

caagcgacga
ggtacatcga

cagacygcagc

3120
3180

3240

3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100



10

15

gctecgageg
cgccaacgge
€gcgcggegt
cgatgacgac
aacggaatgg
gaacatgcca
agggcggaat
gcggatctac

ccacgegega

cgaggtccgce
ggcggacggg
gaagggcgea
agccatggag
tggcagecga
ggactatccg
‘gagcaggctg
ccgeaaacgy
gcgaggaaag
aatccaccge
ccgttgeaac
atgeetgict
grtctacgaa
agaatcggtg
cgtggcgegg

<210> 10
<211> 18

<212> ADN

ctcagcgaee
cacgeacacyg
aageegeeg
cgcagttact
ctccactcag
ccgecegeget
tgcgcactgt
ctgcegaccc
aacgccgaat
gccategeca
atcgtggtct
gcagcgegea
gcattgetat
ctgtccgcaa
aacgccacgt
cacgccgega
ccaaacattt
agcgtgegge
tgttctaacg
gggtcggaca
cgttgcgrgr
tettggtcga
gttgtggrga
ccgeggtace

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

gggggtccca
cagtgtgggc
catacatggc
caggccteat
atctctacac
ggcgtcagea
tcgattecgt
ggaacgtrgga
ttccgtgeaa
acagcattig
acgaggccac
€ggcggegag
gagcgacggc
aaagcggegce
cgtceggetc
acgcatccge
cgggctgeat
agaacaggaa
caattgggga
ggtaaaagtc
ttcgttgegt
taccaagcca
tgtacgtggc

agatctttaa

<223> cysDN cebador sentido

<400> 10

agtcatcgcc gaaactge

<210> 11
<211> 18

<212> ADN

<213>. Secuencia Artificial

<220>

18

<223> cysDN cebador antisentido

<400> 11

ES 2655190 T3

tcegetgeec

actcaacgcc

ggcgtagcgec

gaccaaaaac
actcagccac
gaccacgrac
caggttgtgg
cggactcggc
cgacgtgtgt
gcgrtggatc
ﬁctcagtgcg
cacagttgcg
tacagcgacg
gtgaccgceg
gtggcgcagg
gcctatcacg
ctggacaccyg
gcggctcaaa
gcgggtgtcg
ctggtagacg
ccgrtttgaa
tttcegetga
gaactcegtt

at

aacgcgatcg
cctgttecac
gaaggcctte
ccecggecaca
atcgaggeeg
aaagcggetc
gccratcrte
cgcgcgatcet
cccggaccge
acgaccaagt
cgecatgegg
cggcgegeaa
gctacagcega
ccgaaggege
aacgcagcga
acgacgagag
rtaagcgact

dggcccacaa

cgggggttec

ctagttttct
taccagceag
atatcgtgga
gtagtgctig

46

tgggcaatecg
gcaccgaata
ggegegecgt
tcgectggga
agctcggégc
cgacgeceget
ccgeccteat
atgccgagtg
taccggacag
cgcgcatttg
ccatctegeg
agtccgegtce
cggctacaac
tcgaatcacc
gtggttcgcec
ccactcttgg
cggetategg
cgaagccegac
gtggggggtt
ggtrtgggec
acgagacggg
gctecacegcec

tggtggcatc

5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360

6420

6480

6512
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ttgccatcgt cgacggaa 18
<210> 12

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cysH cebador sentido
<400> 12

gacatcgcgg gtggaca 17
<210> 13

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> cysH cebador antisentido
<400> 13

gacggactcg atcgcatctc 20
<210> 14

<211> 20

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> sirA cebador sentido
<400> 14

gttcgagcac agcatttggt 20
<210> 15

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> sirA cebador antisentido
<400> 15

gtccgtegtc gatcatctgt 20
<210> 16

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

47
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<220>

<223> cysK1 cebador sentido
<400> 16

ttctcgaacc cacgagcg 18
<210> 17

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cysK1 cebador antisentido
<400> 17

cccggagtga ggatgagttc 20
<210> 18

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cysE cebador sentido
<400> 18

ttcatcgacc acgcgacc 18
<210> 19

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cysE cebador antisentido
<400> 19

gatcggaccg aggaccttg 19
<210> 20

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> 16S ARN cebador sentido
<400> 20

aggcagcagt ggggaata 18

<210> 21

48
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<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> 16S ARN cebador antisentido
<400> 21

ctaccgtcaa tccgagagaa 20
<210> 22

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> ADN-cysH cebador sentido
<400> 22

acgaaagctt atgagcggcg agaca 25
<210> 23

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> ADN-cysH cebador antisentido
<400> 23

ggcgggatcc cgaggegtge aaccc 25
<210> 24

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> ADN-sirA cebador sentido
<400> 24

taggaagctt atgtccgcga aggag 25
<210> 25

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> ADN-sirA cebador antisentido

49
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<400> 25

tcgeggtacc tcgcaggteg tecte 25
<210> 26

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN-cysK1 cebador sentido
<400> 26

ggcgaagctt agagcatcgce cgag 24
<210> 27

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN-cysK1 cebador antisentido
<400> 27

gcatggatcc gtcagccacg tcgge 25
<210> 28

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN-cysE cebador sentido
<400> 28

tgacaagctt atgctgacgg ccatg 25
<210> 29

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> ADN-cysE cebador antisentido
<400> 29

tattggtacc gatcgagaag tcctc 25
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REIVINDICACIONES
1. Una proteina recombinante o sintética que incluye:

- una primera regién que tiene una secuencia codificada por un gen que codifica un componente de una via de
asimilacién 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

- una region 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 proteina recombinante o sintética de la reivindicacion 1, en la que la proteina tiene una secuencia como se
muestra en la SEQ ID NO: 8.

3. Un acido nucleico que codifica una proteina de la reivindicacion 1 o 2, en el que la primera regioén esta codificada
por una secuencia como se muestra en la SEQ ID NO: 1.

4. Un vector de expresion que comprende el acido nucleico de la reivindicaciéon 3, y un promotor de Mycobacterium
HspX operativamente unido a dicho acido nucleico.

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

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

- una proteina recombinante o sintética de la reivindicacion 1 0 2; y
- un compuesto para potenciar una respuesta inmune a la proteina recombinante o sintética.

7. Una vacuna o composicion de la reivindicacion 6, en la que la proteina recombinante o sintética incluye al menos
un antigeno de Mycobacterium adicional.

8. La vacuna o composicion 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 lipido A monofosforilo
(MPL).

9. La vacuna o composicién 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 la forma de bromuro de dimetil
dioctadecil amonio (DDA).

10. Una proteina, vacuna o composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, 0 6 a 9 para minimizar la
probabilidad de desarrollo de una infeccién por Mycobacterium en un individuo,

en el que la proteina, vacuna o composicion forma una respuesta inmune a un componente de un Mycobacterium SAP
en un individuo;

minimizando asi la probabilidad de desarrollo de una infeccién por Mycobacterium en el individuo.

11. La proteina, vacuna o composicién para minimizar la probabilidad de desarrollo de una infeccion por
Mycobacterium en un individuo de acuerdo con la reivindicacion 10, en la que el individuo no tiene una infeccion de
Mycobacterium detectable.

12. La proteina, vacuna o composicion para minimizar la probabilidad de desarrollo de una infeccién por

Mycobacterium en un individuo de acuerdo con la reivindicaciéon 10, en la que el individuo tiene uno o mas sintomas
de infeccién por Mycobacterium.
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