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DESCRIPCION
Composicion antigénica de micobacterias

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a composiciones inmunogénicas que comprenden un antigeno relacionado con M72
y que tienen una fuerza idnica baja. En particular, la presente invencion se refiere a una composicién inmunogénica
que comprende un antigeno relacionado con M72, en la que el antigeno relacionado con M72 comprende una
secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad con la SEQ ID NO: 1, el pH de dicha composicion esta en el
intervalo de 7,5 a 8,5, y la concentracion de cloruro de sodio es 50 mM o menor. La presente invencion también se
refiere a composiciones inmunogénicas que comprenden ademas uno o mas inmunoestimulantes.

Antecedentes de la invencion

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa cronica provocada por la infeccion con
Mycobacterium tuberculosis y otras especies de Mycobacterium. Es una enfermedad importante en paises en
desarrollo, asi como un problema creciente en areas desarrolladas del mundo. Se cree que mas de 2 miles de
millones de personas estan infectadas con bacilos de la TB, con aproximadamente 9,4 millones de casos nuevos de
TB y 1,7 millones de muertes cada afio. Un 10 % de los infectados con bacilos de TB desarrollaran TB activa,
infectando cada persona con TB activa a un promedio de otras 10 a 15 por afio. Aunque las tasas de incidencia
anual han alcanzado su nivel maximo globalmente, el numero de muertes y casos todavia esta aumentando debido
al crecimiento de la poblacion (World Health Organisation Tuberculosis Facts 2010).

Los antigenos de proteina Mtb72f y M72 (descritos, por ejemplo, en la solicitud de patente internacional
WO02006/117240), o fragmentos o derivados de los mismos, son antigenos de proteina de un beneficio potencial
para el tratamiento o la prevencion de la tuberculosis.

La formulacion de antigenos de proteina es extremadamente importante para asegurar que se mantiene la
inmunogenicidad. A veces, se usan inmunoestimulantes para mejorar la respuesta inmunitaria elevada para
cualquier antigeno dado. Sin embargo, la inclusién de coadyuvantes en una composicién inmunogénica incrementa
la complejidad de la preparacion de los componentes asi como la complejidad de la distribucién y formulacion de la
composicion. Los formuladores deben considerar la preparacion de cada uno de los componentes coadyuvantes asi
como el componente antigénico. En particular, se debe considerar la compatibilidad del componente antigénico con
el componente coadyuvante. En particular, este es el caso en el que se pretende que los antigenos liofilizados o
preparaciones antigénicas se reconstituyan con una preparacion coadyuvante. En una circunstancia de este tipo, es
importante que el tampon de la preparacion coadyuvante sea adecuado para el antigeno y que la inmunogenicidad o
solubilidad del antigeno no se vea afectada por el coadyuvante.

Sumario de la invencién

Los presentes inventores han identificado por primera vez que los antigenos relacionados con M72 son
particularmente sensibles a la presencia de sales. Sin desear quedar ligado a teoria alguna, se cree que los
antigenos relacionados con M72 estan afectados negativamente por un fendémeno conocido como "desplazamiento
salino" que se puede definir como la precipitacion de una proteina de su solucién por interacciéon con sales, tales
como cloruro de sodio. Los presentes inventores han encontrado que estos antigenos se agregan y precipitan a una
concentracion de cloruro de sodio de tan solo 150 mM. En consecuencia, la estabilidad de las composiciones
inmunogénicas que comprenden antigenos relacionados con M72 se puede mejorar sorprendentemente por una
reduccion en la concentracion de cloruro de sodio.

La presente invencidon proporciona una composicion inmunogénica que comprende un antigeno relacionado con
M72, en el que el antigeno relacionado con M72 comprende una secuencia que tiene una identidad de al menos el
90 % con la SEQ ID NO: 1, el pH de dicha composicion esta en el intervalo de 7,5 a 8,5 y la concentracion de cloruro
de sodio es 50 mM o menor.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. Curva de actividad litica de QS21

Figura 2. Porcentaje de cada congénere de 3D-MPL en las diferentes formulaciones de ASA

Figura 3. DLS de composiciones inmunogénicas con pH y concentraciones de NaCl variadas después del
almacenamiento

Figura 4. Nefelometria de composiciones inmunogénicas con pH y concentraciones de NaCl variadas después
del almacenamiento

Figura 5. Estabilidad antigénica de composiciones inmunogénicas con pH y concentraciones de NaCl variadas

después del almacenamiento

Figura 62-6d Analisis de SEC-HPLC de composiciones inmunogénicas con pH y concentraciones de NaCl variadas
después del almacenamiento

Figura 7. Antigenicidad de composiciones inmunogénicas con pH y concentraciones de NaCl variadas después
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del almacenamiento

Figura 8. Conductividad de soluciones estandar de NaCl

Figura 9. Induccion de respuestas de linfocitos T CD4 en ratones usando composiciones inmunogénicas de la
invencion

Figura 10. Induccion de respuestas de linfocitos T CD8 en ratones usando composiciones inmunogénicas de la
invencion

Figura 11. Nefelometria de composiciones inmunogénicas con pH y concentraciones de NaCl variadas después

del almacenamiento

Figura 12. DLS de composiciones inmunogénicas con pH y concentraciones de NaCl variadas después del
almacenamiento

Figura 13.  Antigenicidad de composiciones inmunogénicas con pH y concentraciones de NaCl variadas después
del almacenamiento

Breve descripcion de identificadores de secuencia

SEQ ID NO: 1 Secuencia de aminoacidos para la proteina de M72

SEQ ID NO: 2 Secuencia de nucledtidos que codifica la proteina de M72

SEQ ID NO: 3 Secuencia de aminoacidos para la proteina de M72 con dos restos de His N-terminales

SEQ ID NO: 4 Secuencia de nucledtidos que codifica la proteina de M72 con dos restos de His N-terminales
SEQ ID NO: 5 Secuencia de aminoacidos para la proteina de Mtb72f

SEQ ID NO: 6 Secuencia de nucledétidos que codifica la proteina de Mtb72f

SEQ ID NO: 7 Secuencia de aminoacidos para la proteina de Mtb72f con seis restos de His N-terminales
SEQ ID NO: 8 Secuencia de nucledtidos que codifican la proteina de Mtb72f con seis restos de His N-terminales
SEQ ID NO: 9 Secuencia de nucleétidos para CpG Oligo 1 (CpG 1826)

SEQ ID NO: 10 Secuencia de nucledtidos para CpG Oligo 2 (CpG 1758)

SEQ ID NO: 11 Secuencia de nucleétidos para CpG Oligo 3

SEQ ID NO: 12 Secuencia de nucledtidos para CpG Oligo 4 (CpG 2006)

SEQ ID NO: 13 Secuencia de nucleétidos para CpG Oligo 5 (CpG 1686)

Descripcion detallada de la invenciéon

En un primer aspecto de la presente divulgacion hay una composicién inmunogénica que comprende un antigeno
relacionado con M72, en la que la conductividad de la composicién es de 13 mS/cm o menor. En particular, la
presente divulgacion proporciona composiciones inmunogénicas que comprenden un antigeno relacionado con M72,
en las que la conductividad de la composicion inmunogénica es de 12 mS/cm o menor, por ejemplo 10 mS/cm o
menor, 8 mS/cm o menor, 6 mS/cm o menor, 5 mS/cm o menor, 4 mS/cm o menor, o0 3 mS/cm o menor. En un
ejemplo particular, la conductividad de la composicién inmunogénica es de 2,5mS/cm o menor, tal como
2,25 mS/cm o menor, o 2,0 mS/cm o menor. En un ejemplo especifico adicional, la conductividad de la composicién
inmunogénica es de 1,5 a 2,5 mS/cm.

En un segundo aspecto de la presente divulgacion hay una composicién inmunogénica que comprende un antigeno
relacionado con M72, en la que la concentracidon de sales en dicha composicién es de 130 mM o menor. En
particular, la presente divulgacidon proporciona composiciones inmunogénicas que comprenden un antigeno
relacionado con M72, en las que la concentracion de sales en dicha composicion es de 100 mM o menor, por
ejemplo 90 mM o menor, 80 mM o menor, 70 mM o menor, 60 mM o menor, 50 mM o menor, o0 40 mM o menor. En
un ejemplo particular, la concentracion de sales en dicha composicién es de 35 mM o menor, tal como 30 mM o
menor, o 25 mM o menor. En ejemplo especifico adicional, la concentracion de sales en dicha composicion es de 20
a 40 mM, tal como de 25 a 35 mM.

En un tercer aspecto de la presente divulgacién hay una composicion inmunogénica que comprende un antigeno
relacionado con M72, en la que la concentracién de cloruro de sodio es de 130 mM o menor. En particular, la
presente divulgacién proporciona composiciones inmunogénicas que comprenden un antigeno relacionado con M72,
en las que la concentracion de cloruro de sodio es de 100 mM o menor, por ejemplo 90 mM o menor, 80 mM o
menor, 70 mM o menor, 60 mM o menor, 50 mM o menor, 40 mM o menor, 30 mM o menor, 20 mM o menor, o 15
mM o menor. En una realizacién particular, la concentracion de cloruro de sodio en la composicién inmunogénica es
de 10 mM o menor, tal como 7,5 mM o menor. De forma adecuada, la concentracién de cloruro de sodio en la
composicion inmunogénica es de o es inferior a 5 mM. En otra realizacion especifica, la composicién inmunogénica
esta esencialmente libre de cloruro de sodio. Por esencialmente libre se quiere decir que la concentracion de cloruro
de sodio es de o muy préxima a cero mM (tal como 3 mM o menos, 2 MM o menos o0 1 mM o menos).

De acuerdo con la presente invencion hay una composicion inmunogénica que comprende un antigeno relacionado
con M72, en la que el pH de dicha composicion esta en el intervalo de 7,5 a 8,5 y la concentracion de cloruro de
sodio es de 50 mM o menor.

Adecuadamente, la concentracion de CaCl; en las composiciones inmunogénicas sera de 40 mM o menor, 30 mM o
menor, 20 mM o menor, 15 mM o menor o 10 mM o menor.
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Adecuadamente, la concentracion de MgSO, en las composiciones inmunogénicas sera de 80 mM o menor, 60 mM
o menor, 40 mM o menor, 30 mM o menor, 20 mM o menor o 10 mM o menor.

Adecuadamente, la concentraciéon de los iones NH4*, Mg?* y Ca?* n las composiciones inmunogénicas sera de 80
mM o menor, 60 mM o menor, 40 mM o menor, 30 mM o menor, 20 mM o menor o 10 mM o menor.

Las composiciones inmunogénicas de la invencién seran preparaciones acuosas.

La conductividad de una composicion inmunogénica de la invencion se puede medir usando técnicas conocidas en
la técnica, por ejemplo usando un medidor de conductividad dedicado u otro instrumento con la capacidad para
medir la conductividad. Un instrumento adecuado es el Zetasizer Nano ZS de Malvern Instruments (Reino Unido).

El experto puede someter a prueba facilmente la concentracion de ambos iones de sodio (Na*) y cloruro (CI-) usando
técnicas y kits conocidos. Por ejemplo, el sodio se puede determinar usando un kit tal como el kit de ensayo
enzimatico de sodio (nUumero de catalogo: BQO11EAEL) de Biosupply. El cloruro se puede determinar usando un kit
tal como el kit de ensayo enzimatico de cloruro (nimero de catalogo: BQOO6EAEL) de Biosupply.

La tuberculosis (TB) es una enfermedad contagiosa crénica provocada por infeccion con Mycobacterium tuberculosis
y otras especies de Mycobacterium. Es una enfermedad importante en paises en desarrollo, asi como un problema
creciente en areas desarrolladas del mundo. Se cree que mas de 2 miles de millones de personas estan infectadas
con bacilos de TB, con aproximadamente 9,4 millones de casos nuevos de TB y 1,7 millones de muertes cada afo.
Un 10 % de los infectados con bacilos de TB desarrollaran TB activa, infectando cada persona con TB activa a un
promedio de otras 10 a 15 por afo. Aunque las tasas de incidencia anual han alcanzado su nivel maximo
globalmente, el nimero de muertes y casos todavia estd aumentando debido al crecimiento de la poblacion (World
Health Organisation Tuberculosis Facts 2010).

La Mycobacterium tuberculosis infecta a individuos a través de la via respiratoria. Los macréfagos alveolares
engullen la bacteria, pero puede sobrevivir y proliferar inhibiendo la fusién de fagosomas con lisosomas acidos.
Sigue una respuesta inmunitaria compleja que implica linfocitos T CD4+ y CD8+, dando como resultado finalmente la
formacion de un granuloma. Fundamental para el éxito de Mycobacterium tuberculosis como patégeno es el hecho
de que la bacteria aislada, pero no erradicada, pueda persistir durante periodos largos, dejando al individuo
vulnerable al desarrollo tardio de la TB activa.

Menos de un 5 % de los individuos infectados desarrollan TB activa en los primeros afios después de la infeccion. El
granuloma puede persistir durante décadas y se cree que contiene Mycobacterium tuberculosis viva en un estado de
letargo, privado de oxigeno y nutrientes. Sin embargo, se ha sugerido recientemente que la mayoria de las bacterias
en el estado de letargo estan localizadas en tipos de células no macréfagas repartidas por todo el cuerpo (Locht y
col., Expert Opin. Biol. Ther. 2007 7(11):1665-1677). El desarrollo de la TB activa se produce cuando el equilibrio
entre la inmunidad natural del huésped y el patégeno cambia, por ejemplo como resultado de un acontecimiento
inmunosupresor (Anderson P Trends in Microbiology 2007 15(1):7-13; Ehlers S Infection 2009 37(2):87-95).

También se ha propuesto una hipétesis dinamica que describe el equilibrio entre la TB latente y la TB activa
(Cardana P-J Inflammation & Allergy — Drug Targets 2006 6:27-39; Cardana P-J Infection 2009 37(2):80-86).

Aunqgue una infeccién puede ser asintomatica durante un periodo de tiempo considerable, la enfermedad activa se
manifiesta mas cominmente como una inflamacién aguda de los pulmones, dando como resultado fatiga, pérdida de
peso, fiebre y una tos persistente. Si no se trata, normalmente resulta en complicaciones graves y muerte.

En general, la tuberculosis se puede controlar usando tratamiento antibiético extendido, aunque este tratamiento no
es suficiente para evitar que la enfermedad se extienda. Los individuos infectados activamente pueden ser en gran
parte asintomaticos, pero contagiosos, durante algun tiempo. Ademas, aunque el cumplimiento con el régimen de
tratamiento es critico, el comportamiento del paciente es dificil de controlar. Algunos pacientes no completan el curso
del tratamiento, lo que conduce a un tratamiento ineficaz y al desarrollo de resistencia al farmaco.

La TB multirresistente (MDR-TB) es una forma que no responde a medicaciones de primera linea. Un 3,3 % de todos
los casos de TB son MDR-TB, produciéndose 440.000 nuevos casos de MDR-TB cada afio. La TB extensamente
resistente (XDR-TB) se produce cuando se desarrolla resistencia a medicaciones de segunda linea sobre la
resistencia a medicaciones de primera linea. Se ha confirmado la XDR-TB virtualmente no tratable en 58 paises
(Organizacién mundial de la salud Tuberculosis Facts 2010).

Incluso aunque se complete un curso total de tratamiento de antibiético, puede que no se erradique la infeccién con
M. tuberculosis del individuo infectado y puede permanecer como una infeccion latente que se puede reactivar. Para
controlar la extension de la tuberculosis, un programa de vacunacion y un diagndstico temprano correcto de la
enfermedad son de suma importancia.

Actualmente, la vacunacion con bacterias vivas es el procedimiento usado mas ampliamente para inducir inmunidad
protectora. La Mycobacterium empleada mas comunmente para este fin es Bacillus Calmette-Guerin (BCG), una
cepa no virulenta de M. bovis que se desarrollé por primera vez hace unos 60 afos. Sin embargo, la seguridad y la
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eficacia de BCG es una fuente de controversia aunque protege contra la manifestacion de la enfermedad grave en
nifios, BCG no evita el establecimiento de TB latente o la reactivacion de enfermedad pulmonar en la vida adulta.
Adicionalmente, algunos paises, tales como los Estados Unidos, no vacunan a la poblacion con este agente.

Varias de las proteinas que se expresan fuertemente durante las etapas tempranas de la infeccion de
Mycobacterium han mostrado que proporcionan una eficacia protectora en modelos de vacunaciéon animales. Sin
embargo, la vacunacion con antigenos que se expresan altamente durante las etapas tempranas de la infeccion
puede no proporcionar una respuesta inmunitaria 6ptima para tratar etapas tardias de la infeccién. El control
adecuado durante la infeccidon latente puede requerir linfocitos T que sean especificos para los antigenos
particulares que se expresan en ese momento. Las vacunas post-exposicion que se dirigen directamente a las
bacterias persistentes en letargo pueden ayudar en la proteccion contra la reactivacion de la TB, potenciando de
este modo el control de la TB, o incluso permitiendo la desaparicion de la infeccion. Por lo tanto, una vacuna dirigida
a TB latente podria reducir significativa y econdmicamente las tasas de infeccion de TB globales.

También se pueden utilizar vacunas subunitarias basadas en antigenos de estadio tardio en combinaciéon con
antigenos de estadio temprano para proporcionar una vacuna multifase. De forma alternativa, se pueden usar
antigenos de estadio temprano y/o tardio para complementar y mejorar la vacunacién de BCG (aumentando la
respuesta de BCG o bien a través del desarrollo de cepas de BCG recombinantes).

Los antigenos de proteinas Mtb72f y M72 con antigenos de proteinas de beneficio potencial para el tratamiento o la
prevencion de tuberculosis. Se ha demostrado que Mtb72f proporciona proteccién en varios modelos animales
(véase, por ejemplo: Brandt y col. Infect. Immun. 2004 72(11):6622-6632; Skeiky y col. J. Immunol. 2004 172:7618-
7628; Tsenova y col. Infect. Immun. 2006 74(4):2392-2401; Reed y col. PNAS 2009 106(7):2301-2306). Mtb72f
también ha sido el objeto de investigaciones clinicas (Von Eschen y col. 2009 Human Vaccines 5(7):475-482). M72
es un antigeno mejorado que incorpora una uUnica mutacion de serina a alanina con relacion a Mtb72f, dando como
resultado caracteristicas de estabilidad mejoradas. Los antigenos relacionados con M72 también han demostrado
ser validos en el modelo de TB latente (solicitud de patente internacional WO2006/117240).

Como se usa en el presente documento, "antigeno relacionado con M72" se refiere a la proteina de M72
proporcionada en la SEQ ID NO: 1 o un derivado inmunogénico de la misma. Como se usa en el presente
documento, el término "derivado" se refiere a un antigeno que esta modificado con relacion a la secuencia de
referencia. Los derivados inmunogénicos son suficientemente similares a la secuencia de referencia como para
retener las propiedades inmunogénicas de la secuencia de referencia y seguir permitiendo que se eleve una
respuesta inmunitaria contra la secuencia de referencia. Por ejemplo, un derivado puede comprender una version
modificada de la secuencia de referencia o alternativamente puede consistir en una versién modificada de la
secuencia de referencia.

El antigeno relacionado de M72 puede contener, por ejemplo, menos de 1.500 restos de aminoacidos, tal como
menos de 1.200 restos de aminoacidos, en particular menos de 1.000 restos de aminoacidos, especialmente menos
de 800 restos de aminoacidos.

Los epitopos de linfocitos T son tramos contiguos cortos de aminoacidos que se reconocen por linfocitos T (por
ejemplo, linfocitos T CD4+ o CD8+). Se puede lograr la identificacion de epitopos de linfocitos T a través de
experimentos de mapeo que son conocidos por el experto en la técnica (véase, por ejemplo, Paul, Fundamental
Immunology, 3% ed., 243-247 (1993); BeiBbarth y col. Bioinformatics 2005 21(Supl. 1):i29-i37). En una poblacion
exogamica, tal como de seres humanos, diferentes tipos de HLA significa que puede que no se reconozcan los
epitopos particulares por todos los miembros de la poblacién. Como resultado de la implicacién crucial de la
respuesta de linfocitos T en la tuberculosis, para maximizar el nivel de reconocimiento y la escala de respuesta
inmunitaria, es deseable un derivado inmunogénico de M72 que contenga la mayoria (o de forma adecuada todos)
los epitopos de linfocitos T intactos.

El experto reconocera que las sustituciones, deleciones o adiciones individuales a la proteina de M72 proteina qué
altera, afiada o elimine un Unico aminoacido o un pequefio porcentaje de aminoacidos es un "derivado
inmunogénico" en el que la(s) alteracion/alteraciones da(n) como resultado la sustitucion de un aminoacido por un
aminoacido funcionalmente similar o la sustitucién/delecién/adicién de restos que no imparten sustancialmente la
funcién inmunogeénica.

Las tablas de sustitucion conservadora que proporcionan aminoacidos funcionalmente similares son muy conocidas
en la técnica. En general, estas sustituciones conservadoras caeran dentro de una de las agrupaciones de
aminoacidos especificados a continuacion, aunque en algunas circunstancias pueden ser posibles otras
sustituciones sin afectar sustancialmente las propiedades inmunogénicas del antigeno. Los ocho grupos siguientes
contienen cada uno aminoacidos que son normalmente sustituciones conservadoras entre si:

1) Alanina (A), Glicina (G);

2) Acido aspartico (D), acido glutamico (E);
3) Asparagina (N), glutamina (Q);

4) Arginina (R), lisina (K);
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5) Isoleucina (l), leucina (L), metionina (M), valina (V);
6) Fenilalanina (F), tirosina (Y), triptéfano (W);

7) Serina (S), treonina (T); y

8) Cisteina (C), metionina (M)

(véase, por ejemplo, Creighton, Proteins 1984).

De forma adecuada, estas sustituciones no se producen en la regiéon de un epitopo, y por lo tanto no tienen un
impacto significativo sobre las propiedades inmunogénicas del antigeno.

Los derivados inmunogénicos también pueden incluir aquellos en los que se insertan aminoacidos adicionales en
comparacion con la secuencia de referencia. De forma adecuada, estas inserciones no se producen en la region de
un epitopo, y por lo tanto no tienen un impacto significativo en las propiedades inmunogénicas del antigeno. Un
ejemplo de inserciones incluye tramo corto de restos de histidina (por ejemplo, 2-6 restos) para ayudar en la
expresion y/o purificacion del antigeno en cuestion.

Los derivados inmunogénicos incluyen aquellos en los que se han eliminado aminoacidos en comparacién con la
secuencia de referencia. De forma adecuada, estas deleciones no se producen en la regidon de un epitopo, y por lo
tanto no tienen un impacto significativo en las propiedades inmunogénicas del antigeno.

El experto reconocera que un derivado inmunogénico particular puede comprender sustituciones, deleciones y
adiciones (o cualquier combinacion de las mismas).

Los términos "idéntico" o "identidad" en porcentaje, en el contexto de dos o mas secuencias de polipéptidos, se
refieren a dos 0 mas secuencias o subsecuencias que son las mismas o que tienen un porcentaje especificado de
restos de aminoacidos que es el mismo (es decir, un 70 % de identidad, opcionalmente un 75 %, 80 %, 85 %, 90 %,
95 %, 98 % 0 99 % de identidad sobre una regién especificada), cuando se comparan y se alinean para determinar
la correspondencia maxima sobre una ventana de comparacion, o region designada medida usando uno de los
siguientes algoritmos de comparacion de secuencias o por alineacion manual e inspeccion visual. Esta definicion
también se refiere al complemento de una secuencia de prueba. Opcionalmente, la identidad existe sobre una region
que es al menos de 500 aminoacidos en longitud, tal como 600 aminoacidos o 700 aminoacidos. De forma
adecuada, la comparacion se realiza sobre una ventana correspondiente con la longitud entera de la secuencia de
referencia (al contrario que la secuencia derivada).

Para la comparacion de secuencias, una secuencia actia como la secuencia de referencia, con la que se comparan
las secuencias de prueba. Cuando se usa un algoritmo de comparacion de secuencias, las secuencias de prueba y
de referencia se introducen en un ordenador, se designan las coordenadas de subsecuencia, si es necesario, y se
designan parametros de programa de algoritmo de secuencia. Se pueden usar parametros de programa por defecto,
o se pueden designar parametros alternativos. Después, el algoritmo de comparacién de secuencia calcula las
identidades de secuencia en porcentaje para las secuencias de prueba con relacion a la secuencia de referencia,
basandose en los parametros de programa.

Una "ventana de comparacion”, como se usa en el presente documento, se refiere a un segmento en el que se
puede comparar una secuencia con una secuencia de referencia del mismo ndmero de posiciones contiguas
después de que se hayan alineado de forma optica las dos secuencias. Los procedimientos de alineacion de las
secuencias para su comparacion son muy conocidos en la técnica. Se puede llevar a cabo la alineacion éptima de
las secuencias para su comparacion, por ejemplo, por el algoritmo de homologia local de Smith y Waterman, Adv.
Appl. Math. 2:482 (1981), por el algoritmo de alineacién de homologia de Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443
(1970), por el procedimiento de busqueda por semejanza de Pearson y Lipman, Proc. Nat’l. Acad. Sci. USA 85:2444
(1988), por implementaciones computerizadas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el paquete
de software de Wisconsin Genetics, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI), o por alineacion
manual e inspeccion visual (véase, por ejemplo, Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel y col., eds. 1995

supl.)).

Un ejemplo de un algoritmo util es PILEUP. PILEUP crea una alineacién de secuencias multiples a partir de un grupo
de secuencias relacionadas usando alineaciones progresivas, por parejas, para mostrar la relacién y la identidad de
secuencia en porcentaje. También representa un arbol o dendograma que muestra las relaciones de agrupacion
usadas para crear la alineacion. PILEUP usa una simplificacién del procedimiento de alineacion progresivo de Feng
y Doolittle, J. Mol. Evol. 35:351-360 (1987). El procedimiento usado es similar al procedimiento descrito por Higgins y
Sharp, CABIOS 5:151-153 (1989). El programa puede alinear hasta 300 secuencias, cada una de una longitud
maxima de 5.000 nucleétidos o aminoacidos. El procedimiento de alineaciéon multiple empieza con el alineamiento
por parejas de las dos secuencias mas similares, produciendo un grupo de dos secuencias alineadas. Después, se
alinea este grupo con la siguiente secuencia mas relacionada o grupo de secuencias alineadas. Se alinean dos
grupos de secuencias por una extension sencilla de la alineacion por parejas de dos secuencias individuales. La
alineacion final se logra por una serie de alineaciones progresivas, por parejas. El programa se ejecuta designando
secuencias especificas y sus coordenadas de aminoacidos para regiones de comparacion de secuencia y
designando los parametros de programa. Usando PILEUP, se compara una secuencia de referencia con otras
secuencias de prueba para determinar la relacion de identidad de secuencia en porcentaje usando los siguientes
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parametros: peso de hueco por defecto (3,00), peso de longitud de hueco por defecto (0,10), y huecos terminales
pesados. PILEUP se puede obtener a partir del paquete de software de analisis de secuencias de GCG, por
ejemplo, version 7.0 (Devereaux y col., Nuc. Acids Res. 12:387-395 (1984)).

Otro ejemplo de un algoritmo que es adecuado para determinar la identidad de secuencia en porcentaje y la
semejanza de secuencias son los algoritmos BLAST y BLAST 2.0, que se describen en Altschul y col., Nuc. Acids
Res. 25:3389-3402 (1977) y Altschul y col., J. Mol. Biol. 215:403-410 (1990), respectivamente. El software para llevar
a cabo analisis de BLAST esta publicamente disponible por el National Center for Biotechnology Information (pagina
web en www.ncbi.nim.nih.gov/). Este algoritmo implica en primer lugar identificar pares de secuencias de alta
puntuacion (HSP) identificando palabras cortas de longitud W en la secuencia de consulta, que pueden coincidir o
satisfacer alguna puntuacion umbral de valor positivo T cuando se alinea con una palabra de la misma longitud en
una secuencia de base de datos. T se denomina el umbral de puntuacion de palabra vecina (Altschul y col., supra).
Estos aciertos de palabras vecinas actian como semillas para iniciar busquedas para encontrar HPS mas largas que
las contengan. Los aciertos de palabra se extienden en ambas direcciones a lo largo de cada secuencia para que se
pueda incrementar la alineaciéon acumulable. Las puntuaciones acumulables se calculan usando, para secuencias de
nucledtidos, los parametros M (puntuacion de recompensa para un par de restos emparejados; siempre > 0) y N
(puntuacion de penalizacion para restos mal emparejados; siempre < 0). Para secuencias de aminoacidos, se usa
una matriz de puntuacién para calcular la puntuaciéon acumulable. La extension de los aciertos de palabra en cada
direccion se detiene cuando: la puntuacion de alineacion acumulable baja a la cantidad X desde su maximo valor
logrado; la puntuacion acumulable baja hasta cero o inferior, debido a la acumulacién de una o mas alineaciones de
restos de puntuacion negativa; o se alcanza el extremo de cualquier secuencia. Los parametros de algoritmo de
BLAST W, T y X determinan la sensibilidad y la velocidad de la alineacion. El programa BLASTN (para secuencias
de nucledtidos) usa por defecto una longitud de palabra (W) de 11, una expectativa (E) o 10, M=5, N=-4 y una
comparacién de ambas hebras.

Para secuencias de aminoacidos, el programa BLASTP usa por defecto una longitud de palabra de 3, y expectativa
(E) de 10, y la matriz de puntuacién BLOSUM®62 (véase, Henikoff y Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915
(1989)) alineaciones (B) de 50, expectativa (E) de 10, M=5, N=-4, y una comparacion de ambas hebras.

El algoritmo de BLAST también realiza un analisis estadistico de la semejanza entre dos secuencias (véase, por
ejemplo, Karlin y Altschul, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-5787 (1993)). Una medida de semejanza
proporcionada por el algoritmo BLAST es la probabilidad de suma mas pequefia (P(N)), que proporciona una
indicacion de la probabilidad por la que se produciria una coincidencia entre dos secuencias de nucleétidos o de
aminoacidos de casualidad. Por ejemplo, un acido nucleico se considera similar a una secuencia de referencia si la
probabilidad de suma mas pequefia en una comparacioén del acido nucleico de prueba con el acido nucleico de
referencia es de menos de aproximadamente 0,2, mas preferentemente de menos de aproximadamente 0,01 y mas
preferentemente de menos de aproximadamente 0,001.

En cualquier acontecimiento, los derivados inmunogénicos de una secuencia de polipéptidos tendran esencialmente
la misma actividad que la secuencia de referencia. Por esencialmente la misma actividad se quiere decir al menos
un 50 %, de forma adecuada al menos un 75 % y especialmente al menos un 90 % de actividad de la secuencia de
referencia en un ensayo de reestimulacion in vitro de PBMC o de sangre completa con antigenos especificos (por
ejemplo, reestimulacion durante un periodo de entre varias horas a hasta dos semanas, tal como hasta un dia, de 1
dia a 1 semana o de 1 a 2 semanas) que mide la activacion de las células por medio de linfoproliferacion, la
produccion de citocinas en el sobrenadante del cultivo (medida por ELISA, CBA, etc.) o la caracterizacion de
respuestas de linfocitos T y B por tincién intra y extracelular (por ejemplo, usando anticuerpos especificos para
marcadores inmunitarios, tales como CD3, CD4, CD8, IL2, TNF-alfa, IFN-gamma, CD40L, CD69, etc.) seguido por el
analisis con un citometro de flujo. De forma adecuada, por esencialmente la misma actividad se quiere decir al
menos un 50 %, de forma adecuada al menos un 75 % y especialmente al menos un 90 % de actividad de la
secuencia de referencia en una proliferacion de linfocitos T y/o ensayo de produccion de IFN-gamma.

Los derivados particulares de la proteina de M72 incluyen aquellos con restos de His adicionales en el extremo N
terminal (por ejemplo, dos restos de His, como se proporciona en la SEQ ID NO: 3; o una marca de polihistidina de
cinco o en particular seis restos de His, que se pueden usar para la purificacion de afinidad del niquel). Mtb72f (SEQ
ID NO: 5) que contiene el resto de serina original que se ha mutado en M72, es otro derivado de M72, ya que son
proteinas de Mtb72f con restos de His adicionales en el extremo N terminal (por ejemplo, dos restos de His; o una
marca de polihistidina de cinco o en particular seis restos de His, que se pueden usar para la purificacion de afinidad
del niquel).

De forma adecuada, un antigeno relacionado con M72 comprendera, tal como que consistira en, una secuencia que
tiene al menos un 70 % de identidad con M72, tal como al menos un 80 %, en particular al menos un 90 %,
especialmente al menos un 95 %, por ejemplo, al menos un 99 %. Opcionalmente, un antigeno relacionado con M72
comprendera, tal como que consistira en, una secuencia que tiene al menos un 98 % de identidad con M72. En la
presente invencion, el antigeno relacionado con M72 comprende una secuencia que tiene al menos un 90 % de
identidad con la SEQ ID NO: 1.

Los antigenos relacionados con M72 tipicos comprenderan, tal como que consistiran en, un derivado inmunogénico
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de la SEQ ID No 1 o 3, que tiene un nimero pequefio de deleciones, inserciones y/o sustituciones. Los ejemplos son
los que tienen deleciones de hasta 5 restos en 0-5 localizaciones, inserciones de hasta 5 restos en 0-5 cinco
localizaciones y sustituciones de hasta 20 restos.

Otros derivados inmunogénicos de M72 son los que comprenden, tal como que consisten en, un fragmento de la
SEQ ID NO: 1 o 3, que tiene al menos 500 aminoacidos en longitud, tal como al menos 600 aminoacidos en longitud
o al menos 700 aminoacidos en longitud.

Los antigenos relacionados con M72 se pueden preparar por los procedimientos descritos anteriormente
(documento W0O2006/117240), los proporcionados en los ejemplos, o los procedimientos analogos a ellos.

Las composiciones inmunogénicas pueden comprender uno o mas componentes antigénicos adicionales. Estos
componentes antigénicos adicionales no tienen por qué ser sensibles a la presencia de sales en la composicion.

Se pueden destinar los componentes antigénicos adicionales para fortalecer o complementar las respuestas
inmunitarias solicitadas por el antigeno relacionado con M72 en el campo de la prevencion o del tratamiento de la
tuberculosis o se podrian asociar antigenos adicionales con otros patdégenos y se destinan para su administracion
con el antigeno relacionado con M72 por razones de conveniencia. Cuando estan presentes varios componentes
antigénicos dentro de la formulacion, éstos se pueden proporcionar en forma de polipéptidos individuales o proteinas
de fusion. En algunas circunstancias, se pueden proporcionar componentes antigénicos adicionales como un
polinucledtido (o polinucledtidos).

Es muy conocido que para las soluciones de administracion parenteral tendria que haber una osmolalidad
farmacéuticamente aceptable para evitar la distorsion o la lisis celular. En general, una osmolalidad
farmacéuticamente aceptable significara que las soluciones tendran una osmolalidad que es aproximadamente
isoténica o un poco hipertdnica. De forma adecuada, las composiciones inmunogénicas de la presente invencion
tendran una osmolalidad en el intervalo de 250 a 750 mOsm/kg, por ejemplo, la osmolalidad puede estar en el
intervalo de 250 a 550 mOsm/kg, tal como en el intervalo de 280 a 500 mOsm/kg.

Se puede medir la osmolalidad de acuerdo con técnicas conocidas en la técnica, tales como por el uso de un
osmometro comercialmente disponible, por ejemplo el Modelo 2020 Advanced® disponible de Advanced Instruments
Inc. (EE.UU.).

Un "agente de isotonicidad" es un compuesto que se tolera fisioldgicamente e imparte una tonicidad adecuada a una
formulacion para evitar el flujo neto de agua a través de las membranas celulares que estan en contacto con la
formulacion.

En general, se usa cloruro de sodio (NaCl) como agente de tonicidad. Los presentes inventores han demostrado por
primera vez que esos antigenos relacionados con M72 son particularmente sensibles al "desplazamiento salino", un
procedimiento en el que las proteinas en solucion se juntan o coagulan cuando estan en soluciones que contienen
altas concentraciones de sal. En consecuencia, se proporcionan medios alternativos para asegurar que las
composiciones inmunogénicas de la invencién tengan una osmolalidad farmacéuticamente aceptable.

En una realizacion particular, se proporcionan composiciones inmunogénicas que comprenden ademas un agente
de tonicidad no i6nico. Un agente de tonicidad no iénico para su uso en una composicion inmunogénica necesitara el
mismo ser farmacéuticamente aceptable, por ejemplo, adecuado para su uso en seres humanos, asi como ser
compatible con el antigeno relacionado con M72 y compatible ademas con otros componentes tales como el/los
inmunoestimulante(s).

En una realizacion de la presente invencion, los agentes de tonicidad no i6nicos adecuados son polioles, azlUcares
(en particular, sacarosa, fructosa, dextrosa o glucosa) o aminoacidos tales como glicina. En una realizacion, el poliol
es un alcohol de azucar, especialmente un alcohol de azicar C3-6. Los alcoholes de azucar ejemplares incluyen
glicerol, eritritol, treitol, arabitol, xilitol, ribitol, sorbitol, manitol, dulcitol e iditol. En un ejemplo especifico de esta
realizacion, un agente de tonicidad no idnico adecuado es sorbitol. El experto reconocera que se puede conseguir
una osmolalidad apropiada a través del uso de una mezcla de diferentes agentes de tonicidad. En una realizacion
particular de la invencion, el agente de tonicidad no iénico en las composiciones de la invencién incorpora sacarosa
y/o sorbitol.

En una realizacion, una concentracion adecuada de poliol dentro de la composicion inmunogénica es de entre
aproximadamente un 2,5 y aproximadamente un 15 % (p/v), en particular de entre aproximadamente un 2,5 y
aproximadamente un 10 % (p/v), por ejemplo, entre aproximadamente un 3 y aproximadamente un 7 % (p/v), tal
como entre aproximadamente un 4 y aproximadamente un 6 % (p/v). En un ejemplo especifico de esta realizacion, el
poliol es sorbitol.

En otra realizacion, la composicion inmunogénica comprende sacarosa y sorbitol. En estas circunstancias, la
composicion inmunogénica puede contener de forma adecuada entre aproximadamente un 2,5 y aproximadamente
un 15 % (p/v) de sacarosa y entre aproximadamente un 2,5 y aproximadamente un 15 % (p/v) de sorbitol, en
particular entre aproximadamente un 2,5 y aproximadamente un 10 % (p/v) de sacarosa y entre aproximadamente
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un 2,5 y aproximadamente un 10 % (p/v) de sorbitol, por ejemplo, entre aproximadamente un 3 y aproximadamente
un 7 % (p/v) de sacarosa y entre aproximadamente un 3 y aproximadamente un 7 % (p/v) de sorbitol, tal como entre
aproximadamente un 4 y aproximadamente un 6 % (p/v) de sacarosa y entre aproximadamente un 4 y
aproximadamente un 6 % (p/v) de sorbitol.

El pH de las composiciones inmunogénicas deberia ser adecuado para la administracion parenteral. Normalmente,
el pH estara en el intervalo de 6,0 a 9,0. De forma adecuada, el pH estara en el intervalo de 7,0 a 9,0, especialmente
de 7,25 a 8,75, tal como de 7,5 a 8,5, en particular un pH de 7,75 a 8,25. Es de particular interés un pH de
aproximadamente 8,0. El pH de la composiciéon inmunogénica de la presente invencion esta en el intervalo de 7,5 a
8,5.

Se puede controlar el pH por el uso de tampones, incluyendo, por ejemplo, tampones Tris o de fosfato.

En una realizacion particular de la invencion, la composicién inmunogénica comprende uno o mas
inmunoestimulantes.

En una realizacién, el inmunoestimulante puede ser una saponina. Una saponina particularmente adecuada para su
uso en la presente invencion es Quil A y sus derivados. Quil A es una preparacion de saponina aislada del arbol
sudamericano Quillaja saponaria Molina y se describié en primer lugar por Dalsgaard y col. en 1974 (“Saponin
adjuvants”, Archiv. fiir die gesamte Virusforschung, Vol. 44, Springer Verlag, Berlin, p243-254) por tener actividad
coadyuvante. Se han aislado fracciones purificadas de Quil A por HPLC que retiene la actividad coadyuvante sin la
toxicidad asociada con Quil A (documento WO88/09336), por ejemplo, QS7 y QS21 (también conocidos como QA7 y
QA21). La QS21 es una saponina natural derivada de la corteza de Quillaja saponaria Molina, que induce linfocitos T
citotéxicos (CTL) CD8+, linfocitos TH1 y una respuesta de anticuerpos IgG2a predominante. QS21 es una saponina
preferida en el contexto de la presente invencion.

En una forma adecuada de la presente invencion, el coadyuvante de saponina dentro de la composicion
inmunogénica es un derivado de Quil A de saponaria Molina, en particular, una fraccién inmunoldgicamente activa
de Quil A, tal como QS17 o QS21, adecuadamente QS21.

De forma deseable, QS21 se proporciona en una composicion menos reactégena en la que se desactiva con un
esterol exogeno, tal como colesterol, por ejemplo. Existen varias formas concretas de composiciones menos
reactdgenas en las que QS21 se desactiva con un colesterol. En una realizacion especifica, la saponina/esterol esta
en forma de una estructura de liposoma (tal como la descrita en el documento WO 96/33739, ejemplo 1). En esta
realizacion, los liposomas contienen de forma adecuada un lipido neutro, por ejemplo, fosfatidilcolina, que de forma
adecuada es no cristalino a temperatura ambiente, por ejemplo, fosfatidilcolina de yema de huevo, dioleoil
fosfatidilcolina (DOPC) o dilauril fosfatidilcolina. Los liposomas también pueden contener un lipido cargado que
incrementa la estabilidad de la estructura liposoma-QS21 para liposomas compuestos de lipidos saturados. En estos
casos, la cantidad de lipido cargado es de forma adecuada de un 1-20 % p/p, tal como de un 5-10 %. La proporcién
de esterol con respecto a fosfolipido es de un 1-50 % (mol/mol), de forma adecuada de un 20-25 %.

Los esteroles adecuados incluyen [-sitosterol, estigmasterol, ergosterol, ergocalciferol y colesterol. En una
realizacién particular, la composicion inmunogénica comprende colesterol como esterol. Estos esteroles son muy
conocidos en la técnica, por ejemplo, el colesterol se desvela en el indice de Merck, 112 Ed., pagina 341, como un
esterol natural que se encuentra en la grasa animal.

Cuando la fraccién de saponina activa es QS21, la proporcion de QS21:esterol sera normalmente del orden de 1:100
a 1:1 (p/p), de forma adecuada de entre 1:10 a 1:1 (p/p), y especialmente de 1:5 a 1:1 (p/p). De forma adecuada,
esta presente esterol en exceso, siendo la proporcion QS21:esterol al menos de 1:2 (p/p). En una realizacion, la
proporcion QS21:esterol es de 1:5 (p/p). De forma adecuada, el esterol es colesterol.

En otra realizacion, la composicién inmunogénica comprende un inmunoestimulante que es un agonista del receptor
similar a Toll 4 (TLR4). Por "agonista de TLR" se quiere decir un componente que puede provocar una respuesta de
sefializacién a través de un camino de sefializacion de TLR, como un ligando directo o bien indirectamente a través
de la generacion de un ligando endégeno o exdgeno (Sabroe y col., J Immunol 2003 p1630-5). Un agonista de TLR4
puede provocar una respuesta de sefializacion a través de un camino de sefalizacion de TLR-4. Un ejemplo
adecuado de un agonista de TLR4 es un lipopolisacarido, de forma adecuada, un derivado no téxico de lipido A, en
particular, monofosforil lipido A o0 mas en particular monofosforil lipido A 3-des-O-acilado (3D-MPL).

3D-MPL se comercializa con el nombre MPL por GlaxoSmithKline Biologicals N.A. y en la memoria descriptiva se
denomina MPL o 3D-MPL, véase, por ejemplo, las patentes de los EE.UU. N.° 4.436.727; 4.877.611; 4.866.034 y
4.912.094. 3D-MPL promueve principalmente las respuestas de linfocitos T CD4+ con un fenotipo de IFN-gamma
(Th1). 3D-MPL se puede producir de acuerdo con los procedimientos desvelados en el documento GB2220211A.
Quimicamente es una mezcla de un monofosforil lipido A 3-des-O-acilado con 3, 4, 5 0 6 cadenas aciladas. En las
composiciones de la presente invencién se puede usar 3D-MPL de particula pequefia para preparar la composicion
inmunogénica. El 3D-MPL de particula pequefia tiene un tamario de particula tal que se puede filtrar de forma estéril
a través de un filtro de 0,22 um. Estas preparaciones se describen en el documento W094/21292. De forma
adecuada, se usa 3D-MPL en polvo para preparar las composiciones inmunogénicas de la presente invencion.

9
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Otros antagonistas de TLR4 que se pueden usar son fosfatos de alquil glucosaminida (AGP) tales como los
desvelados en el documento WO98/50399 o en la patente de los EE.UU. 6.303.347 (también se desvelan
procedimientos para la preparacion de AGP), de forma adecuada RC527 o RC529 o sales farmacéuticamente
aceptables de AGP como se desvelan en la patente de los EE.UU. N.° 6.764.840. Algunos AGP son agonistas de
TLRA4, y algunos son antagonistas de TLR4.

Otros agonistas de TLR4 adecuados son los descritos en el documento W0O2003/011223 y en el documento
WO02003/099195, tales como compuesto |, compuesto Il y compuesto Il desvelados en las paginas 4-5 del
documento W02003/011223 o en las paginas 3-4 del documento W02003/099195 y en particular los compuestos
desvelados en el documento W02003/011223 como ER803022, ER803058, ER803732, ER804053, ER804057m
ER804058, ER804059, ER804442, ER804680 y ER804764. Por ejemplo, un agonista de TLR-4 adecuado es
ER804057.

En una realizacion particular, la composicién inmunogénica comprende tanto una saponina como un agonista de
TLR4. En un ejemplo especifico, la composicién inmunogénica comprende QS21 y 3D-MPL.

Un agonista de TLR-4, tal como un lipopolisacarido, tal como 3D-MPL, se puede usar en cantidades de entre 1y
100 ug por dosis humana de la composicion inmunogénica. Se puede usar 3D-MPL en un nivel de aproximadamente
50 ug, por ejemplo de entre 40 a 60 ug, de forma adecuada de entre 45 a 55 ug o de entre 49 y 51 ug o de 50 ug. En
otra realizacién, la dosis humana de la composicién inmunogénica comprende 3D-MPL en un nivel de
aproximadamente 25 ug, por ejemplo, de entre 20 a 30 ug, de forma adecuada de entre 21 a 29 ug o de entre 22 a
28 ug o de entre 23 y 27 ug o de entre 24 y 26 ug, o de 25 ug.

Una saponina, tal como QS21, se puede usar en cantidades de entre 1 y 100 ug por dosis humana de la
composicion inmunogénica. Se puede usar QS21 en un nivel de aproximadamente 50 ug, por ejemplo de entre 40 a
60 ug, de forma adecuada de entre 45 a 55 ug o de entre 49 y 51 ug o de 50 ug. En otra realizacion, la dosis
humana de la composicién inmunogénica comprende QS21 en un nivel de aproximadamente 25 ug, por ejemplo, de
entre 20 a 30 ug, de forma adecuada de entre 21 a 29 ug o de entre 22 a 28 ug o de entre 23 y 27 ug o de entre 24 y
26 ug, o de 25 ug.

Cuando tanto un agonista de TLR4 como saponina estan presentes en la composicién inmunogénica, entonces la
proporcidon en peso de agonista de TLR4 con respecto a saponina es de forma adecuada de entre 1:5 a 5:1, de
forma adecuada de entre 1:2 a 2:1, tal como aproximadamente 1:1. Por ejemplo, cuando 3D-MPL esta presente en
una cantidad de 50 ug o 25 ug, entonces QS21 también puede estar presente de forma adecuada en una cantidad
de 50ug o 25ug, respectivamente, por dosis humana de la composicion inmunogénica. Determinadas
composiciones inmunogénicas de la presente invencién comprenden QS21 y 3D-MPL, en una cantidad de entre 1y
100 ug de cada por dosis humana, tales como en una cantidad de entre 10 y 75 ug de cada por dosis humana. Las
composiciones inmunogénicas de la presente invencion pueden comprender de forma adecuada QS21 y 3D-MPL,
en una cantidad de entre 15y 35 ug de cada por dosis humana, tales como en una cantidad de entre 20 y 30 ug de
cada por dosis humana.

En una realizacién, el inmunoestimulante es un agonista de TLR9, por ejemplo como se establece en el documento
WO02008/142133. En un ejemplo especifico, este agonista de TLR9 es un oligonucledtido inmunoestimulador, en
particular un oligonucleétido que contiene un motivo CpG no metilado. Estos oligonucledtidos son muy conocidos y
se describen, por ejemplo, en los documentos WO096/02555, W099/33488 y US5.865.462. Los agonistas de TLR9
adecuados para su uso en las composiciones inmunogénicas descritas en el presente documento son CpG que
contienen oligonucledtidos, que contienen opcionalmente dos o mas motivos CpG dinucleétidos separados por al
menos tres, de forma adecuada al menos seis 0 mas nucleétidos. Un motivo CpG es un nucleétido de citosina
seguido de un nucledtido de guanina.

En una realizacién, el enlace internucleétido en el oligonucleétido es fosforoditioato, o posiblemente un enlace
fosforotioato, aunque también se pueden usar enlaces de fosfodiéster y otros internucledtidos, incluyendo
oligonucledtidos con uniones de internucleétidos mezclados. Los procedimientos para producir oligonucleétidos de
fosforotioato o fosforoditioato se describen en el documento US5.666.153, US5.278.302 y W095/26204. Se
contemplan oligonucleétidos que comprenden diferentes uniones internucleétidos, por ejemplo, fosfodiésteres de
fosforotioato mezclados. Se pueden usar otros enlaces internucleétidos que estabilicen el oligonucleétido.

Los ejemplos de oligonucledtidos CpG adecuados para su inclusion en las composiciones inmunogénicas descritas
en el presente documento tienen las siguientes secuencias. En una realizacion, estas secuencias contienen uniones
internucleétidos modificadas de fosforotioato.

OLIGO 1 (SEQ ID NO: 9): TCC ATG ACG TTC CTG ACG TT (CpG 1826)
OLIGO 2 (SEQ ID NO: 10): TCT CCC AGC GTG CGC CAT (CpG 1758)

OLIGO 3 (SEQ ID NO: 11): ACC GAT GAC GTC GCC GGT GAC GGC ACC ACG
OLIGO 4 (SEQ ID NO: 12): TCG TCG TTT TGT CGT TTT GTC GTT (CpG 2006)
OLIGO 5 (SEQ ID NO: 13): TCC ATG ACG TTC CTG ATG CT (CpG 1668)

Los oligonucledtidos CpG alternativos pueden comprender las secuencias anteriores ya que tienen deleciones o
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adiciones inconsecuentes de las mismas.

En una realizacion, el inmunoestimulante es un tocol. En la técnica se conocen bien los tocoles y se describen en el
documento EP0382271. En una realizaciéon particular, el tocol es alfa-tocoferol o un derivado del mismo, tal como
succinato de alfa-tocoferol (también conocido como succinato de vitamina E).

La presente divulgacién también proporciona un procedimiento de fabricacion de una composicién inmunogénica de
la invencion que comprende las etapas de:

a. liofilizar un antigeno relacionado con M72; y
b. reconstituir el antigeno relacionado con M72 liofilizado de la etapa a) con una solucién acuosa en la que la
conductividad de la solucion es de 13 mS/cm o menor.

En determinados ejemplos, la conductividad de la solucién acuosa es de 12 mS/cm o menor, por ejemplo 10 mS/cm
o menor, 8 mS/cm o menor, 6 mS/cm o menor, 5 mS/cm o menor, 4 mS/cm o menor, o 3 mS/cm o menor. En un
ejemplo particular, la conductividad de la solucién acuosa es de 2,5 mS/cm o menor, tal como 2,25 mS/cm o menor,
0 2,0 mS/cm o menor.

Adecuadamente, la conductividad de la solucidon acuosa es tal que cuando el antigeno liofilizado se reconstituye, la
solucion resultante tiene una conductividad de 13 mS/cm o menor, como 12 mS/cm o menor, por ejemplo 10 mS/cm
o menor, 8 mS/cm o menor, 6 mS/cm o menor, 5 mS/cm o menor, 4 mS/cm o menor, o 3 mS/cm o menor. En un
ejemplo particular, la conductividad de la solucion resultante es 2,5 mS/cm o menor, tal como 2,25 mS/cm o menor,
0 2,0 mS/cm o menor.

Ademas, se proporciona un procedimiento de fabricacion de una composicién inmunogénica de la invencion que
comprende las etapas de:

a. liofilizar un antigeno relacionado con M72; y
b. reconstituir el antigeno relacionado con M72 liofilizado de la etapa a) con una solucién acuosa en la que la
concentracién de sales en dicha solucién es de 130 mM o menor.

En determinados ejemplos, la concentracion de sales en dicha solucion acuosa es de 100 mM o menor, por ejemplo
90 mM o menor, 80 mM o menor, 70 mM o menor, 60 mM o menor, 50 mM o menor, o 40 mM o menor. En un
ejemplo particular, la concentraciéon de sales en dicha solucion acuosa es de 35 mM o menor, tal como 30 mM o
menor, o 25 mM o menor.

Adecuadamente, la concentracion de sales en la solucién acuosa es tal que cuando el antigeno liofilizado se
reconstituye, la solucion resultante tiene una concentracion de sales de 130 mM o menor, tal como 100 mM o menor,
por ejemplo 90 mM o menor, 80 mM o menor, 70 mM o menor, 60 mM o menor, 50 mM o menor, o0 40 mM o menor.
En un ejemplo particular, la concentracion de sales en la solucion resultante es 35 mM o menor, tal como 30 mM o
menor, o 25 mM o menor.

Adicionalmente, en la presente divulgacion se proporciona un procedimiento de fabricacién de una composicion
inmunogénica de la invencién que comprende las etapas:

a. liofilizar un antigeno relacionado con M72; y
b. reconstituir el antigeno relacionado con M72 liofilizado de la etapa a) con una solucién acuosa en la que la
concentracién de cloruro de sodio en dicha solucion es de 130 mM o menor.

En determinados ejemplos, la concentracion de cloruro de sodio en dicha solucién acuosa es de 100 mM o menor,
por ejemplo 90 mM o menor, 80 mM o menor, 70 mM o menor, 60 mM o menor, 50 mM o menor, o 40 mM o menor.
En un ejemplo particular, la concentracion de sales en dicha solucién acuosa es de 35 mM o menor, tal como 30 mM
o menor, 20 mM o menor, o 15 mM o menor. Adecuadamente, la concentracién de cloruro de sodio en la solucion
acuosa es o esta por debajo de 5 mM.

Adecuadamente, la concentracion de cloruro de sodio en la solucién acuosa es tal que cuando el antigeno liofilizado
se reconstituye, la solucion resultante tiene una concentracion de cloruro de sodio de 130 mM o menor, tal como 100
mM o menor, por ejemplo 90 mM o menor, 80 mM o menor, 70 mM o menor, 60 mM o menor, 50 mM o menor, o 40
mM o menor. En un ejemplo particular, la concentracion de cloruro de sodio en la solucion resultante es de 35 mM o
menor, tal como 30 mM o menor, o 25 mM o menor.

En un ejemplo, las soluciones acuosas de la etapa b) (anterior) comprenden una saponina y/o un agonista de TLR4,
por ejemplo QS21 y/o 3D-MPL. En ejemplo adicional, la saponina y/o el agonista de TLR4 estan en una formulacién
liposomal. En un ejemplo, las soluciones acuosas comprenden un agonista de TLR4 y una saponina en una
formulacién liposomal, y un agente de tonicidad no idnico como se describe en el presente documento, tal como un
poliol. En particular, las soluciones acuosas pueden comprender sorbitol.

En la divulgacion también se proporciona un kit que comprende:
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a. un antigeno relacionado con M72 liofilizado; y
b. una solucién acuosa en la que la conductividad de la solucién es 13 mS/cm o menor.

En determinados ejemplos, la conductividad de la soluciéon acuosa es de 12 mS/cm o menor, por ejemplo 10 mS/cm
o menor, 8 mS/cm o menor, 6 mS/cm o menor, 5 mS/cm o menor, 4 mS/cm o menor, o 3 mS/cm o menor. En un
ejemplo particular, la conductividad de la solucién acuosa es de 2,5 mS/cm o menor, tal como 2,25 mS/cm o menor,
0 2,0 mS/cm o menor.

Adecuadamente, la conductividad de la solucidon acuosa es tal que cuando el antigeno liofilizado se reconstituye, la
solucién resultante tiene una conductividad de 13 mS/cm o menor, tal como 12 mS/cm o menor, por ejemplo 10
mS/cm o menor, 8 mS/cm o menor, 6 mS/cm o menor, 5 mS/cm o menor, 4 mS/cm o menor, 0 3 mS/cm o menor. En
un ejemplo particular, la conductividad de la solucién resultante es de 2,5 mS/cm o menor, tal como 2,25 mS/cm o
menor, o 2,0 mS/cm o menor.

Adicionalmente, en la divulgacién se proporciona un kit que comprende:

a. un antigeno relacionado con M72 liofilizado; y
b. una solucién acuosa en la que la concentraciéon de sales en dicha soluciéon es de 130 mM o menor.

En determinados ejemplos, la concentracion de sales en dicha solucion acuosa es de 100 mM o menor, por ejemplo
90 mM o menor, 80 mM o menor, 70 mM o menor, 60 mM o menor, 50 mM o menor, o 40 mM o menor. En un
ejemplo particular, la concentraciéon de sales en dicha solucion acuosa es de 35 mM o menor, tal como 30 mM o
menor, o 25 mM o menor.

Adecuadamente, la concentracion de sales en la solucién acuosa es tal que cuando el antigeno liofilizado se
reconstituye, la solucion resultante tiene una concentracion de sales de 130 mM o menor, tal como 100 mM o menor,
por ejemplo 90 mM o menor, 80 mM o menor, 70 mM o menor, 60 mM o menor, 50 mM o menor, o0 40 mM o menor.
En un ejemplo particular, la concentracion de sales en la solucion resultante es de 35 mM o menor, tal como 30 mM
0 menor, o 25 mM o menor.

Ademas, en la divulgacion se proporciona un kit que comprende:

a. un antigeno relacionado con M72 liofilizado; y
b. una solucién acuosa en la que la concentracién de cloruro de sodio en dicha solucion es de 130 mM o menor.

En determinados ejemplos, la concentracion de cloruro de sodio en dicha solucion acuosa es de 100 mM o menor,
por ejemplo 90 mM o menor, 80 mM o menor, 70 mM o menor, 60 mM o menor, 50 mM o menor, 0 40 mM o menor.
En un ejemplo particular, la concentracion de sales en dicha solucién acuosa es de 35 mM o menor, tal como 30 mM
o menor, 20 mM o menor, o 15 mM o menor. Adecuadamente, la concentracion de cloruro de sodio en la solucién es
igual o menor a 5 mM.

Adecuadamente, la concentracion de cloruro de sodio en la solucidon acuosa es tal que cuando el antigeno liofilizado
se reconstituye, la solucion resultante tiene una concentracion de cloruro de sodio de 130 mM o menor, tal como 100
mM o menor, por ejemplo 90 mM o menor, 80 mM o menor, 70 mM o menor, 60 mM o menor, 50 mM o menor, o 40
mM o menor. En un ejemplo particular, la concentracion de cloruro de sodio en la solucion resultante es de 35 mM o
menor, tal como 30 mM o menor, o 25 mM o menor.

Los kits se pueden adaptar para proporcionar una dosis Unica de la composicion inmunogénica, tal como una dosis
humana unica, o dosis multiples de la composicion inmunogénica.

Las soluciones acuosas utilizadas en los kits de la divulgacién pueden ser cualquiera de las soluciones acuosas
como se define en el presente documento. En un ejemplo especifico de la divulgacion, la solucién acuosa
comprende un agonista de TLR4 y/o una saponina en forma de liposomas. En un ejemplo particular, el agonista
TLR4 es 3D-MPL y la saponina es QS21. Las soluciones acuosas usadas en el presente documento pueden
comprender un agente de tonicidad, por ejemplo un poliol, tal como sorbitol.

Con respecto a los kits y procedimientos mencionados anteriormente para la produccién de composiciones
inmunogénicas de la divulgacion, se puede apuntar que el inmunoestimulante (o inmunoestimulantes) y el agente de
tonicidad (o agentes de tonicidad), si estan presentes, se pueden coliofilizar con el antigeno o estar contenidos en la
solucion acuosa segun se desee. La solucion acuosa puede ser simplemente agua para inyeccion y todos los demas
componentes de la composicion inmunogénica se colofilizan con el antigeno. Normalmente, se proporcionan en la
solucién acuosa al menos algun inmunoestimulante (o algunos inmunoestimulantes) y algun agente de tonicidad (o
algunos agentes de tonicidad), lo que es particularmente apropiado si determinados componentes son poco
compatibles con la liofilizaciéon, tal como los liposomas. En un ejemplo, la solucidn acuosa comprende un
inmunoestimulante. En un segundo ejemplo, la solucién acuosa comprende un agente de tonicidad, por ejemplo, un
agente de tonicidad no iénico, tal como un poliol, en particular sorbitol. En un tercer ejemplo, la solucién acuosa
comprende un inmunoestimulante y un agente de tonicidad, tal como un poliol, en particular sorbitol.
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Los kits pueden comprender ademas instrucciones que guian en cuanto a la reconstitucion del antigeno relacionado
con M72 liofilizado usando la solucion acuosa.

Las composiciones inmunogénicas de acuerdo con la invencion se pueden usar en medicina, en particular para la
profilaxis, el tratamiento o la mejora de infeccién por micobacterias, tal como infeccion por Mycobacterium
tuberculosis. En general, las composiciones inmunogénicas se proporcionaran por administracion a seres humanos,
aunque también pueden ser de valor en medicina veterinaria, tal como para su administracién a bovinos.

Se proporciona el uso de una composicién inmunogénica de acuerdo con la invencion en la fabricacion de un
medicamento, en particular un medicamento para la profilaxis, el tratamiento o la mejora de infeccién por
micobacterias, tal como infecciéon por Mycobacterium la tuberculosis.

También se proporciona en la divulgacion un procedimiento para la profilaxis, el tratamiento o la mejora de una
infeccion por micobacterias, tal como la infeccion por Mycobacterium tuberculosis, que comprende la administracion
de una cantidad segura y eficaz de una composicién inmunogénica de acuerdo con la presente invencion.

La composicion inmunogénica se puede proporcionar para el fin de:

- tratar tuberculosis activa;

- profilaxis de tuberculosis activa, tal como administrar a un sujeto que esta infectado, o alternativamente a un
sujeto que tiene infeccion latente;

- tratar tuberculosis latente;

- profilaxis de tuberculosis latente, tal como administrar a un sujeto que no esta infectado; o

- evitar o retrasar la reactivacion de la tuberculosis, especialmente el retraso de la reactivacion de TB, por ejemplo,
durante un periodo de meses, afios o incluso indefinidamente.

La expresion "infeccion activa" se refiere a una infeccion, por ejemplo, infeccion por M. Tuberculosis, con sintomas
de enfermedad manifestada y/o lesiones, de forma adecuada con sintomas de enfermedad manifestada.

Las expresiones "infeccion inactiva”, "infeccion en letargo" o "infeccion latente" se refieren a una infeccion, por
ejemplo, infeccion por M. Tuberculosis, sin sintomas de enfermedad y/o lesiones manifestados, de forma adecuada
sin sintomas de enfermedad manifestados. De forma adecuada, un sujeto con infeccion latente sera uno que se
evalle como positivo para infeccion, por ejemplo, por ensayos basados en linfocitos T o PPD, pero que no haya
demostrado los sintomas de enfermedad y/o lesiones que estan asociados con una infeccion activa.

La expresion "tuberculosis primaria” se refiere a enfermedad clinica, por ejemplo, manifestacion de sintomas de
enfermedad, seguido directamente de infeccion, por ejemplo, infeccion por M. tuberculosis. Véase, Harrison’s
Principles of Internal Medicine, capitulo 150, paginas 953-966 (162 ed., Braunwald, y col., eds., 2005).

Las expresiones "tuberculosis secundaria" o "tuberculosis posprimaria" se refieren a la reactivacion de una infeccion
en letargo, inactiva o latente, por ejemplo, infeccion por M. tuberculosis. \Véase, Harrison’s Principles of Internal
Medicine, capitulo 150, paginas 953-966 (162 ed., Braunwald, y col., eds., 2005).

La expresion "reactivacion de tuberculosis” se refiere a la manifestacién mas tardia de sintomas de enfermedad en
un individuo que se evalla como positivo para una prueba de infecciéon (por ejemplo, en una prueba cutanea para
tuberculina, de forma adecuada en un ensayo basado en linfocitos T in vitro) pero no tiene sintomas de enfermedad
aparentes. De forma adecuada, el individuo no se habra vuelto a exponer a la infeccion. La prueba de diagndstico
positiva indica que el individuo esta infectado, sin embargo, el individuo puede o no haber manifestado previamente
sintomas de enfermedad activa que se hayan tratado suficientemente como para llevar la tuberculosis a un estado
inactivo o latente.

De forma adecuada, se administra una composiciéon inmunogénica a un sujeto que no esta infectado o que tiene una
infeccion latente por micobacterias, tal como infeccion por Mycobacterium tuberculosis.

El volumen de la composicidon inmunogénica administrada puede variar dependiendo de otros diversos factores,
tales como la via de administracion especifica, por ejemplo, intramuscular, subcutanea o intradérmica. Normalmente,
el volumen administrado en una Unica inyeccion (la dosis unitaria) para un ser humano estara en el intervalo de 50 ul
a 1 ml, tal como de 100 ul a 750 ul, especialmente de 400 a 600 ul, por ejemplo de aproximadamente 500 ul.

La cantidad de antigeno relacionado con M72 contenido dentro de una uUnica dosis es dependiente de las
necesidades clinicas pero una uUnica dosis estara normalmente en el intervalo de 1 a 100 ug, tal como de 5 a 50 ug,
por ejemplo de 5 a 20 ug. Una Unica dosis humana puede contener aproximadamente 10 ug de antigeno relacionado
con M72.

De forma adecuada, las composiciones de la invencién seran estables, lo que significa que durante el
almacenamiento a25 °C durante un periodo de 24 horas la antigenicidad, como se mide por las técnicas descritas en
el presente documento, permanece al menos en un 80 % de la antigenicidad antes de su almacenamiento. De forma
deseable, la antigenicidad permanecera al menos en un 85 %, tal como al menos un 90 % y en particular al menos
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un 95 % después de su almacenamiento a 25 °C durante un periodo de 24 horas.

La presente invencioén se describira ahora por medio de los siguientes ejemplos no limitantes.
Ejemplos

Ejemplo 1: Preparacion de composicion coadyuvante ASA (sorbitol)

Se prepard una composicion coadyuvante que comprendia monofosforil lipido A 3-des-O-acilado y QS21 en una
formulacién liposomal usando sorbitol como agente de tonicidad. Esta se preparé como sigue:

A. Procedimiento de preparacion de liposomas:

Se secd una mezcla de lipido (DOPC), colesterol y monofosforil lipido A 3-des-O-acilado en un disolvente organico a
vacio. Después, se afiadid una solucion acuosa (solucién salina tamponada con fosfato [NaCl 100 mM, fosfato 50
mM pH 6,1]) y se agitd el recipiente hasta que todo el lipido estaba en suspension. Después, se prehomogeneizo
esta suspension con un mezclador de alto cizallamiento y se homogeneiz6 con alta presion hasta que el tamaio de
los liposomas se redujo hasta alrededor de 90 nm + 10 nm medido por DLS. Después, se filtraron de forma estéril los
liposomas.

B. Formulacion ASA:

Etapa 1: Dilucién de liposomas concentrados

Se afiadio tampoén de fosfato Nay/K 100 mM pH 6,1, diluido 10 veces, a agua para inyeccion hasta alcanzar una
concentracion de tampoén de fosfato de 10 mM en la formulacion final. Después se afiadié un 30 % (p/v) de solucién
de sorbitol en agua para inyecciéon (WFI) hasta alcanzar una concentracion de un 4,7 % en la formulacion final, esto
se agité durante de 15 a 45 minutos a temperatura ambiente.

Después, se afnadieron los liposomas concentrados (preparados de DOPC, colesterol y 3D-MPL a 40 mg/ml, 10
mg/ml y 2 mg/ml respectivamente) a la mezcla hasta alcanzar una concentracién de 100 ug/ml de 3D-MPL en la
formulacion final.

Posteriormente, se agitd la mezcla durante de 15 a 45 minutos a temperatura ambiente.

Etapa 2: Adicién de QS21

Usando una bomba peristaltica, se afiadieron existencias a granel de QS21 a los liposomas diluidos bajo agitacién
magnética hasta alcanzar una concentraciéon de 100 ug/ml en la formulacién final. Se agité la mezcla durante de 15 a
45 minutos.

La formulacion final ASA (sorbitol) contenia 2 mg de DOPC, 500 ug de colesterol, 100 ug de 3D-MPL/ml y 100 ug de
QS21/ml, un 4,7 % de sorbitol y cloruro de sodio 5 mM y fosfato 10 mM.

Etapa 3: Se comprobd que el PH era 6,1 £ 0,1

Etapa 4: Filtracion estéril

Se realizo la filtracion estéril usando un filtro de polietersulfona (PES) de PALL Corporation.

Etapa 5: Aimacenamiento a de +2 °C a +8 °C.

La composicion coadyuvante obtenida, que comprendia MPL 3-des-O-acilado y QS21 en una formulacion liposomal
y que contenia sorbitol como agente de tonicidad (designado ASA (sorbitol)), se almaceno después a 4 °C.

Ejemplo 2: Preparacion de composicion coadyuvante ASA (NaCl 150 mM)

Se prepard una composicién coadyuvante que comprendia monofosforil lipido A 3-des-O-acilado y QS21 en una
formulacion liposomal usando cloruro de sodio como agente de tonicidad.

A. Procedimiento de preparacion de liposomas:

Se sec6 una mezcla de lipido (DOPC), colesterol y monofosforil lipido A 3-des-O-acilado (3D-MPL) en un disolvente
organico a vacio. Después, se afiadio solucion salina tamponada con fosfato (NaCl 100 mM, fosfato 50 mM pH 6,1) y
se agito el recipiente hasta que todo el lipido estaba en suspension. Después, se prehomogeneizé esta suspension
con un mezclador de alto cizallamiento y se homogeneizé con alta presion hasta que el tamarfio de los liposomas se
redujo hasta alrededor de 90 nm + 10 nm medido por DLS. Después se filtraron de forma estéril los liposomas sobre
una membrana de PES de 0,22 um.
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B. Formulaciéon ASA:

Etapa 1: Dilucién de liposomas concentrados

Se afadié tampoén de fosfato Nax/K 100 mM pH 6,45, diluido 10 veces y NaCl 1,5 M, a agua para inyeccion hasta
alcanzar respectivamente concentraciones de fosfato 10 mM y NaCl 150 mM en la formulacion final. Se agito la
mezcla durante 5 minutos a temperatura ambiente. Después, se afadieron los liposomas concentrados (preparados
de DOPC, colesterol y 3D-MPL a 40 mg/ml, 10 mg/ml y 2 mg/ml respectivamente) a la mezcla hasta alcanzar una
concentracion de 100 ug/ml de 3D-MPL en la formulacién final. Posteriormente, se agité la mezcla durante de 5 a 15
minutos a temperatura ambiente.

Etapa 2: Adicién de QS21

Se afadieron existencias a granel de QS21 a los liposomas diluidos bajo agitacion magnética hasta alcanzar una
concentracion de 100 ug/ml en la formulacién final. Se agit6 la mezcla a temperatura ambiente.

Etapa 3: Se comprobé el pH para que fuera de 6,1 + 0,1

Etapa 4: Filtracion estéril

Se realizo la filtracion estéril usando un filtro de polietersulfona (PES) de PALL Corporation.

Etapa 5: Aimacenamiento a de +2 °C a +8 °C.

La composicion final de ASA (NaCl 150 mM) era de 2 mg de DOPC, 500 ug de colesterol, 100 ug de MPL 3-des-O-
acilado, 100 ug de QS21 por 1 ml, con fosfato 10 mM y NaCl 150 mM.

Ejemplo 3: Actividad litica de QS21

Se sabe que QS21 lisa los glébulos rojos (RBC). Se sometié a prueba la composicion coadyuvante ASA (sorbitol)
preparada como en el ejemplo 1 para asegurar que se desactivaba la actividad litica de QS21 de la misma manera
que se observé con la composicion coadyuvante equivalente que comprendia NaCl 150 mM (ASA (NaCl 150 mM)).

Se midié la actividad litica de QS21 por un ensayo de hemdlisis usando glébulos rojos de pollo (RBC). Se
centrifugaron los RBC a 550 g a 4 °C. Se desecho el sobrenadante. Se resuspendié cuidadosamente el sedimento
en tampon PBS hasta alcanzar el volumen inicial y se repitié la misma operacion hasta que el sobrenadante dejo de
ser rojo (en general 3 veces). Se almacend el sedimento a 4 °C durante de 3 a 4 dias como maximo si no se us6
directamente (y se lavd de nuevo el dia que se usd) o se diluyé alrededor de 10 veces en el tampodn si se uso el
mismo dia.

Se preparé una curva de intervalo de dosis de QS21 en un tampon ASA (en sal o en tampdn de sorbitol seguido de
la muestra ASA sometida a prueba) de forma extemporanea y se prepararon muestras de coadyuvante (que
contenian un equivalente de 50 ug o 90 ug de QS21 es decir el equivalente de 500 ul o0 900 ul de ASA). Se ajusto el
volumen final hasta 900 ul en los estandares y las muestras con tampon adecuado (que contenian o no sorbitol
como funciéon del tampdén de la muestra sometida a prueba). Debido a su opalescencia, ASA interfiere con la
densidad optica (DO). Los "blancos" de ASA se prepararon de este modo y se rest6 su DO de la DO de las muestras
sometidas a prueba de ASA. Esos blancos correspondieron al mismo volumen de ASA que el volumen sometido a
prueba en las muestras, pero ajustado a 1 ml con tampén. No se afiadi® RBC a estos blancos. Después, se
incubaron los estandares y las muestras con RBC (100 ul de RBC diluido afiadié a 900 ul de estandares y muestras)
durante 30 minutos a temperatura ambiente (TA). Después, se centrifugaron las muestras 5 minutos a 900 g. Se
midio la densidad 6ptica a 540 nm después de la centrifugacion.

Se llevé a cabo la determinacion de la actividad litica con una prueba limite.

1. Se defini6 el limite de deteccion (LDD) como la concentracion mas baja de QS21 que conduce a una DO:

Mayor que el nivel de base (DO>0,1)

Alrededor de tres veces mayor que el tampén de DO (el "0 ug" de QS21)
En la parte ascendente de la curva

Determinado para cada prueba.

2. Se consideré que la actividad litica de QS21 era positiva en las muestras coadyuvantes si la DO para la
muestra coadyuvante era mayor que la DOy pp.
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Curva de QS21 de ejemplo

QS21 desactivado

NA
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD

> 98,2%
> 98%
> 97,8%
> 97,6%
> 97,4%
> 97,2%
>97%
> 96%
> 95%
> 94%
> 90%
> 98,2 %

*50 ug de equivalente de QS21 sometido a prueba.

ug QS21 DO
0 0,029
0,5 0,052
0,6 0,073
0,7 0,091
0,8 0,096
0,9 0,12
1 0,195
1,1 0,212
1,2 0,348
1,3 0,479
1,4 0,612
1,5 0,669
2 1,139
25 1,294
3 1,391
5 1,416
Adyuvante* 0,03
Tampon de cloruro de sodio 150 mM.

Los datos anteriores se muestran graficamente en la figura 1.
El Limite de deteccion en este ensayo esta en 0,9 ug de QS21, y DO de 0,12

Se estim6 que la desactivacion de QS21 en una composicion coadyuvante que comprendia cloruro de sodio 150 mM
era de mas de un 98,2 % para el equivalente de 50 ug de QS21 sometido a prueba. En el caso de un equivalente de

90 ug sometido a prueba, la conclusion es mas de un 99 %.

Después, se compar6 la desactivacion de QS21 con una composicion coadyuvante equivalente que comprendia
sorbitol y cloruro de sodio de sélo 5 mM. Se generaron los datos después del almacenamiento de ASA a 4°C o
después de estabilidad acelerada (7 dias a 37 °C). Para ASA en sorbitol, se realizé la curva estandar de QS21 en un

tampdn que contenia sorbitol.

Muestra Punto temporal LDD QS21 desactivado
Composicion coadyuvante | TO <14 >97,2%
(ASA) NaCl 150 mM

7 diasa 37 °C <0,9 >98,2 %
Composicion coadyuvante | TO <2 >97,8 %
(ASA) sorbitol, NaCl 5 mM

7 diasa 37 °C <1 > 96 %

11 meses a4 °C <2 > 97,8 %*

sometido a prueba.

Equivalente de 50 ug de QS21 sometido a prueba excepto

* equivalente de 90 ug de QS21

Se concluy6 que QS21 se desactivaba adecuadamente en un tampén de cloruro de sodio bajo.
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Ejemplo 4: Congéneres de MPL.

Quimicamente, 3D-MPL es una mezcla de un monofosforil lipido A 3-des-O-acilado con 4, 5 o0 6 cadenas aciladas.
Cada molécula de 3D-MPL separada se denomina un congénere. Es importante que la composicion de congénere
permanezca constante, sin cambios entre la proporcion de congéneres. También es importante que cualquier
tampon usado permita que la composicion de congénere sea la misma que en los liposomas concentrados usados
para preparar la composicion coadyuvante.

Como se muestra en la figura 2, se examind la composicion de congénere en liposomas concentrados de 3D-MPL
(liposomas concentrados LIP07-217, primera columna de la figura 2), una composicién coadyuvante que comprendia
liposomas de 3D-MPL y QS21 en un tampoén de NaCl 150 mM (coadyuvante NaCl 150 mM, o ASA (NaCl 150 mM),
segunda columna), y una composicion coadyuvante que comprendia liposomas de 3D-MPL y QS21 en un tampdn
de sorbitol y NaCl 5 mM (coadyuvante sorbitol, o ASA (sorbitol), columnas 3-7).

También se examino la composicion de congénere en dos lotes de coadyuvante ASA (sorbitol) en el dia 0 y 7 dias
después de la preparacion y se mantuvo a 37 °C para asegurar que no se producia evolucion con el tiempo (véanse
las ultimas cuatro columnas de la figura 2).

Se determind la distribucion relativa de congéneres tetra-, penta- y hexa-acilados de MPL en liposomas
concentrados o muestras de ASA (sorbitol) por deteccion IP-HPLC-Fluo (ARD). Se derivaron tanto los estandares
como las muestras con dansilhidrazina, que introduce un cromoéforo fluo-activo sobre el esqueleto disacarido. Se
analizaron las muestras derivadas sobre una columna de fase inversa C18 usando hidréxido de tetrabutilamonio
(TBAOH) como reactivo de par id6nico. Se eluyeron los congéneres que contenian el mismo ndmero de grupos acilo
grasos en distintos grupos (tetraacilo, pentaacilo y hexaacilo). Se deduce la distribuciéon de congéneres comparando
el area de pico de cada grupo con el area de pico total de todos los congéneres de MPL.

La figura 2 muestra el porcentaje de cada congénere. No se encontré6 ninguna diferencia significativa en la
composicion de congénere entre tampones coadyuvantes, y la composicion de congénere era compatible con el
tiempo en el tampdn de sorbitol.

Ejemplo 5: Preparacion de composicion coadyuvante ASA (sorbitol - 2)

Se prepard una composicion coadyuvante que comprendia monofosforil lipido A 3-des-O-acilado y QS21, en un nivel
reducido con relacion al ejemplo 1, en una formulacién liposomal usando sorbitol como agente de tonicidad. Esta se
prepar6é como sigue:

Se prepar6 el coadyuvante por dilucion 1:1 de ASA (sorbitol), preparado de acuerdo con el ejemplo 1, con una
solucién que contenia fosfato 10 mM, NaCl 5 mM, 4,7 % de sorbitol a pH 6,1.

La formulacion final ASA (sorbitol - 2) contenia 1 mg de DOPC, 250 ug de colesterol, 50 ug de 3D-MPL/ml y 50 ug de
QS21/ml, un 4,7 % de sorbitol, cloruro de sodio 5 mM y fosfato 10 mM.

Ejemplo 6: Preparacion de composicion coadyuvante ASA (sorbitol - 3)

Se prepard una composicion coadyuvante que comprendia monofosforil lipido A 3-des-O-acilado y QS21, en un nivel
reducido con relacion al ejemplo 1, en una formulacion liposomal usando sorbitol como agente de tonicidad. Esta se
prepar6 como sigue:

A. Procedimiento de preparacion de liposomas:

Se secd una mezcla de lipido (DOPC), colesterol y monofosforil lipido A 3-des-O-acilado en un disolvente organico a
vacio. Después, se afadié una solucion acuosa (solucién salina tamponada con fosfato [NaCl 100 mM, fosfato
50 mM pH 6,1]) y se agité el recipiente hasta que todo el lipido estaba en suspension. Después, se prehomogeneizo
esta suspension con un mezclador de alto cizallamiento y se homogeneiz6 con alta presion hasta que el tamarfio de
los liposomas se redujo hasta alrededor de 90 nm + 10 nm medido por DLS. Después, se filiraron de forma estéril los
liposomas.

B. Formulaciéon ASA:

Etapa 1: Dilucién de liposomas concentrados

Se afiadié tampodn de fosfato Nay/K 100 mM pH 6,1, diluido 10 veces, a agua para inyeccion hasta alcanzar una
concentracion de tampon de fosfato de 10 mM en la formulacién final. Después se afadié un 30 % (p/v) de solucién
de sorbitol en agua para inyeccion (WFI) hasta alcanzar una concentracion de un 4,7 % en la formulacion final (esto
se agité durante de 15 a 45 minutos a temperatura ambiente.

Después, se afnadieron los liposomas concentrados (preparados de DOPC, colesterol y 3D-MPL a 40 mg/ml, 10
mg/ml y 2 mg/ml respectivamente) a la mezcla hasta alcanzar una concentracion de 50 ug/ml de 3D-MPL en la
formulacion final.

Posteriormente, se agitd la mezcla durante de 15 a 45 minutos a temperatura ambiente.
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Etapa 2: Adicién de QS21

Usando una bomba peristaltica, se afiadieron existencias a granel de QS21 a los liposomas diluidos bajo agitacién
magnética hasta alcanzar una concentracion de 50 ug/ml en la formulacion final. Se agité la mezcla durante 15
minutos.

La formulacion final ASA contenia 1 mg de DOPC, 250 ug de colesterol, 50 ug de 3D-MPL/ml y 50 ug de QS21/ml,
un 4,7 % de sorbitol, cloruro de sodio 2,5 mM y fosfato 10 mM.

Etapa 3: Se comprobd que el PH era 6,1 £ 0,1

Etapa 4: Filtracion estéril

Se realizo la filtracion estéril usando un filtro de polietersulfona (PES) de PALL Corporation.

Etapa 5: Almacenamiento a de +2 °C a +8 °C.

La composicion coadyuvante obtenida, que comprendia MPL 3-des-O-acilado y QS21 en una formulacion liposomal
y que contenia sorbitol como agente de tonicidad (designado ASA (sorbitol-3)), se almaceno después a 4 °C.

Ejemplo 7: Preparacion de composicion coadyuvante ASA (NaCl 150 mM - 2)

Se prepar6 una composicion coadyuvante que comprendia monofosforil lipido A 3-des-O-acilado y QS21, en un nivel
reducido con relacion al ejemplo 2, en una formulacion liposomal usando cloruro de sodio como agente de tonicidad.
Esta se preparé como sigue:

A. Procedimiento de preparacion de liposomas:

Se sec6 una mezcla de lipido (DOPC), colesterol y monofosforil lipido A 3-des-O-acilado (3D-MPL) en un disolvente
organico a vacio. Después, se afiadio solucion salina tamponada con fosfato (NaCl 100 mM, fosfato 50 mM pH 6,1) y
se agito el recipiente hasta que todo el lipido estaba en suspension. Después, se prehomogeneizé esta suspension
con un mezclador de alto cizallamiento y se homogeneizé con alta presion hasta que el tamarfio de los liposomas se
redujo hasta alrededor de 90 nm + 10 nm medido por DLS. Después se filtraron de forma estéril los liposomas sobre
una membrana de PES de 0,22 um.

B. Formulacion ASA:

Etapa 1: Dilucién de liposomas concentrados

Se afadié tampodn de fosfato Nao/K 100 mM pH 6,45, diluido 10 veces y NaCl 1,5 M, a agua para inyeccion hasta
alcanzar respectivamente concentraciones de fosfato 10 mM y NaCl 150 mM en la formulacion final. Se agito la
mezcla durante 5 minutos a temperatura ambiente. Después, se afiadieron los liposomas concentrados (preparados
de DOPC, colesterol y 3D-MPL a 40 mg/ml, 10 mg/ml y 2 mg/ml respectivamente) a la mezcla hasta alcanzar una
concentracion de 50 ug/ml de 3D-MPL en la formulacion final. Posteriormente, se agitd la mezcla durante de 5 a 15
minutos a temperatura ambiente.

Etapa 2: Adicién de QS21

Se afadieron existencias a granel de QS21 a los liposomas diluidos bajo agitacion magnética hasta alcanzar una
concentracion de 50 ug/ml en la formulacion final. Se agité la mezcla a temperatura ambiente.

Etapa 3: Se comprobé el PH para que fuera de 6,1 + 0,1

Etapa 4: Filtracion estéril

Se realizo la filtracion estéril usando un filtro de polietersulfona (PES) de PALL Corporation.

Etapa 5: Aimacenamiento a de +2 °C a +8 °C.

La composicion final de ASA (NaCl 150 mM - 2) era de 1 mg de DOPC, 250 ug de colesterol, 50 ug de MPL 3-des-O-
acilado, 50 ug de QS21 por 1 ml, fosfato 10 mM y NaCl 150 mM.

Ejemplo 8: Preparacion de antigenos de proteinas
M72 con dos restos de His N terminales (SEQ ID NO: 3)

Construccion del vector de expresién de M72

Se generd una codificacion de plasmido para la secuencia de aminoacidos de Mtb72f con una marca de 6-His
adicional en el extremo N terminal por la unién secuencial en tandem de los marcos de lectura abiertos (ORF) que
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codificaban el fragmento C terminal de Mtb32a hasta el ORF longitud completa de Mtb39a seguido en el extremo C
terminal con la porcion N terminal de Mtb32a. Esto se llevé a cabo usando oligonucledtidos especificos de secuencia
que contenian sitios de restriccion unica (EcoRI y EcoRV) y estaban desprovistos de los codones detencion en los
extremos C terminales (en el caso del fragmento C terminal de Mtb32a y Mtb39a) para reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) de ADN genémico de la cepa de M. Tuberculosis H37Rv. usando este vector como plantilla, se
realizd una mutacion de Ser706 a Ala estuvo por mutagénesis dirigida a sitio. Se verificod la orientacion apropiada de
los insertos asi como la mutacion Ser706Ala por secuenciacion de ADN.

Para obtener el vector que codifica para M72, que sélo tiene 2 restos de His en el extremo N terminal, se borraron
cuatro His haciendo uso de un sistema de mutagénesis dirigida a sitio comercial. Después de la verificacion de la
secuencia, extirpar la secuencia de codificacion de M72 del plasmido por reaccion enzimatica, se purificé con gel y
se ligd en un vector pET. Después, se verifico la secuencia del plasmido recombinante. Este plasmido codifica para
M72 bajo el control de un promotor de T7. Se conduce la expresion de T7 ARN polimerasa a partir de un integrante
gendmico en el huésped de expresion y se induce usando un sistema basado en operén de lac (lacl) y una sefal de
induccién quimica de IPTG. Se proporciona el plasmido de expresion con resistencia a kanamicina.

Se transformé el plasmido que codifica para la proteina de fusion de M72 bajo el control de un promotor T7 en la
cepa de HMS174 (DE3) de E. coli, usando un procedimiento de electroporacion. Se secuenciaron la secuencia de
codificacion del inserto de M72 y las regiones flanqueantes en ambas cepas y se encontré que eran idénticas a la
secuencia determinada de la construccion de plasmido original.

Fermentacién

Se descongeld un vial de semilla de trabajo sedimentada a temperatura ambiente. Se prepard una predilucion
mezclando la semilla de trabajo con 4,9 ml de medio precultivo. Se usé 1 ml de la predilucién para inocular el
precultivo liquido que consiste en 400 ml de medio precultivo complementado con 50 mg/l de sulfato de kanamicina
y 10 g/l de glucosa.

Composiciéon de medio precultivo

Ingrediente Concentracion
KH2PO4 14,83 g/l
KoHPO, 1,65 g/l
(NH4)2S04 5,82 g/l
Extracto de levadura 6,21 g/l
Glicerol al 87 % (p/p) 14,54 ml/l
Solucion de metal y sal(": 9,7 ml/l
-FeCl3; 6H,0 3,349/l
- MgSO, 7H,0 58 g/l
- Solucién de microelementos®: 116 ml/l
- ZnS0O4 7H,0 7,65 g/l
- MnSO4 H20 5,28 g/l
- CuSO4 5H20 1,19/
- CoCl2 6H.0 1,19/
- H3BOs 0,3 g/l
- NazMoO, 2H,0 2,64 g/l
- HCI 4N 6,2 ml/l
Solucion de biotina y CaClx): 0,97 ml/l
- Biotina 0,05 g/l
- CaClz 2 H20 61,7 g/l
El pH del medio estéa ajustado a 6,5 con solucion de NaOH (25 %)
Se filtra el medio a través de 0,22 um
1) pH ajustado a 1,50 con solucion de HCI (37 %); se filtra la solucion a través de 0,22 um
(2) Se filtra la solucién a través de 0,22 um

Se incubd el precultivo en un matraz de agitacion de 2 litros a 30 °C bajo agitacion (200 RPM) hasta que la DOgsonm
alcanzo un valor entre 2 y 4 (tiempo de incubacion aproximado: 16 horas). Es ese estadio, se inocul6 un fermentador
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de 72 litros (volumen total) que contenia 45 litros de medio de cultivo complementado con 34 mg/l de sulfato de
kanamicina con 52 ml de precultivo liquido.

Composiciéon de medio de cultivo

Ingrediente Concentracion
MgSO4 7H,0 0,63 g/l
FeCl3; 6H20 0,056 g/l
- Solucién de microelementos™: 1,91 ml/l
- ZnS0O4 7H,0 7,65 g/l
- MnSO4 H20 5,28 g/l
- CuSO4 5H20 1,19/
- CoCl2 6H.0 1,19/
- HsBOs 0,3 g/l
- Na;MoO, 2H,0 2,64 g/l
- HCI 4N 6,2 ml/l
HCI 37 % 0,40 ml/I
Extracto de levadura 3549/
(NH4)2S04 2,10 g/l
KH2PO4 18,70 g/l
Glutamato de sodio 2,549/
Glicerol 87 % 0,276 ml/l
Glucosa 20 g/l
Solucion de biotina®@: 0,22 ml/l
- Biotina 149/l
CaCl; 2 H.0 0,21 g/l
Se filtra la solucién a través de 0,22 um
(1) Se filtra la solucién a través de 0,22 um
(2) pH ajustado a 11,0 con solucidon de NaOH (25 %); se filtra la solucion a través de 0,22 um

Durante la fase de crecimiento, se mantuvo el pH a 6,8 + 0,2 por adicion periddica de un 25 % (v/v) de NH,OH y un
25 % (v/v) de H3PO,. Después de la incubacién durante 16 horas a 30 °C, se inici6 la alimentacion semicontinua con
medio de alimentacion.

Composicion de medio de alimentacion

Ingrediente Concentracion
MgSO, 7H,0 1,98 g/l
Ingrediente Concentracion
FeCl; 6H20 0,178 g/l
- Solucién de microelementos™: 6,02 ml/l
- ZnS0O4 7H,0 7,65 g/l
- MnSO4 H20 5,28 g/l
- CuSO4 5H20 1,19/
- CoCl2 6H.0 1,19/
- HsBOs 0,3 g/l
- NazMoO, 2H,0 2,64 g/l
- HCI 4N 6,2 ml/l
HCI 37 % 1,24 ml/l
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(continuacion)

Ingrediente Concentracion
Glutamato de sodio 59l
Extracto de levadura 40 g/l
Glicerol 87 % 590 ml/l
Solucién de biotina®?: 2 mi/
- Biotina 149/l
CaCl; 2 H.0 0,66 g/l
Se filtra la solucion a través de 0,22 um
(1) Se filtra la solucion a través de 0,22 um
(2) pH ajustado a 11,0 con solucidon de NaOH (25 %); se filtra la solucion a través de 0,22 um

Se mantuvo la temperatura a 30 °C durante 2 horas adicionales, después se elevé hasta a 37 °C hasta el final de la
fermentacion. Se fij6 de forma constante el flujo de aire a 75 I/min y se mantuvo el oxigeno disuelto a un 17 % de
saturacion por control de retroalimentacion de la agitacion y la presion. Se afiadieron pequefias cantidades de
solucion antiespumante segun la demanda automaticamente. En el momento que DOgsonm alcanzé un valor de 50
(+5), se anadio isopropil-beta-D-tiogalactopirandsido (IPTG) 1 mM para inducir la expresion de M72. La fermentacion
terminé después de 5 horas desde que se inicié la induccidon de punto temporal. Se enfrié el cultivo celular hasta
15 °C bajo agitaciéon leve y se centrifugé (a 4 °C) para obtener sedimentos celulares que se almacenaron a
continuacion a -20 °C en alicuotas.

Aislamiento de cuerpos de inclusion

Se descongelaron los sedimentos celulares recogidos de la recoleccion a temperatura ambiente y se rompen en
tampon de lisis (Tris 10 mM, NaCl 50 mM, pH 8,0) con un homogeneizador de presion alta. A continuacion, se
centrifugo el lisado celular y se lavaron los sedimentos celulares resultantes (o cuerpos de inclusion, 1B) con tampdn
de lavado que contenia urea, Tris y NaCl. Se solubilizaron los IB con tampoén de solubilizacion que contenia urea
8 M y se filtré6 a través de una membrana de 0,2 um. En primer lugar, se purifico esta solucién filirada por
cromatografia de intercambio aniénico usando una columna de flujo rapido de Q Sepharose (QSFF). La elucion de
M72 tiene lugar con una solucion de urea 6 M, bis-Tris propano 20 mM, NaCl 90 mM, pH 7,0.

Se purifico adicionalmente el M72 recogido por cromatografia de hidroxiapatita (HA), de la que se eluye con una
soluciéon de urea 6 M, bis-Tris propano 20 mM, NaCl 250 mM, pH 7,0. Se concentré la fraccion recogida con un
casete de membrana de 30 kDa y se someti6 a diafiltracion frente a Tris 20 mM, pH 7,5. Después, se esterilizé M72
a través de un filtro de 0,22 um. Después, se alicuoté la masa purificada y se almacené a -70 °C.

Ejemplo 9: Investigacion de "desplazamiento salino” en composiciones que comprenden M72 con diferentes
concentraciones de sal a pH 6,1,7,5y 8,5.

Se investigd el impacto de la concentracion de cloruro de sodio y del pH en la estabilidad del antigeno de M72,
evaluado por tamafio y antigenicidad.

Procedimiento

Se diluyo antigeno a granel purificado (M72 con dos restos de His N terminales, SEQ ID NO: 3, como se preparé en
el ejemplo 8) hasta una concentracién de 100 ug/ml en tres tampones diferente (tampdn fosfato 10mM a pH 6,1,
tampon Tris 20mM a pH 7,5 y tampoén Tris 20 mM a pH 8,5) que contenian concentraciones de cloruro de sodio
finales de 0, 50, 150, 300 y 450 mM.

Se analizaron inmediatamente las muestras (T0), se almacend durante la noche a 4 °C antes de su analisis (TO O/N)
o se almacend a 25 °C durante 24 horas antes de su analisis (T24h25 °C).

Se realiz6é DLS usando un Malvern Zetasizer Nano ZS de Malvern Instruments (Reino Unido). Se hizo funcionar el
instrumento usando una longitud de onda de laser de 633 nm y una potencia de 4 mW. Se detect6 luz dispersada a
173° a una temperatura de 22 °C. Se calculan el diametro promedio Z (Zav) y el indice de polidispersidad (IP) por el
software de instrumento.

Se realizé la nefelometria usando un Nepheloskan® Ascent, disponible de Thermo Fischer Scientific. Se realiz6 el
analisis en microplacas transparentes UV Costar® disponibles de Corning Inc (EE.UU.).

Se cuantificé la antigenicidad por un ELISA de tipo sandwich en el que se captura el antigeno por un anticuerpo
policlonal de conejo especifico de M72 y posteriormente se revela por un anticuerpo monoclonal de raton especifico
de M72(Mtb39). Se presentan todos los valores medidos con relacion a la antigenicidad esperada basandose en la
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proteina a granel purificada usada para preparar las formulaciones sometidas a prueba.
Resultados
Los hallazgos de este experimento se presentan en las figuras de 3 a 5.

Los resultados demuestran por primera vez que la estabilidad de soluciones que contienen un antigeno relacionado
con M72 es sensible tanto al pH como a la concentracion de cloruro del sodio. El impacto del cloruro de sodio sobre
el tamafo del antigeno y la antigenicidad es mucho mas notable cuando el pH es menor.

El tamafo del antigeno y la antigenicidad no son estables a pH 6,1, incluso en ausencia de cloruro de sodio. La
adicion de cloruro de sodio 50 mM a pH 6,1 condujo a un incremento de tamafio de desde 35 nm (cloruro de sodio
0 mM a T0) hasta 58 nm (T0) o 79 nm después de 24 horas a 25 °C.

El tamafo de antigeno y la antigenicidad son relativamente estables a partir de 24 horas a 25 °C a pH 7,5 u 8,5, en
particular en ausencia de cloruro de sodio 0 a una concentraciéon de cloruro del sodio de 50 mM. No obstante, el
incremento de la concentracion de cloruro de sodio hasta 150 mM o mayor da como resultado un incremento claro
en el tamafio del antigeno y una reduccion en la antigenicidad.

Ejemplo 10: Prevencion de "desplazamiento salino” en composiciones que comprenden M72,
inmunoestimulantes y que usan sorbitol como agente de tonicidad

Para comparar la estabilidad de composiciones inmunogénicas que contienen NaCl 150 mM con composiciones que
usan sorbitol como agente de tonicidad, se monitorizo la estabilidad de varias muestras usando SEC-HPLC y ELISA.

Procedimiento

Se prepararon tres tortas de liofilizacion diferentes, de modo que cuando se combinan con las formulaciones
coadyuvantes apropiadas de los ejemplos 5y 7 se obtendria el pH deseado:

(@) M72 con dos restos de His N terminales — pH objetivo 8.5 en vacuna reconstituida

Se afiadié un 15,75 % (p/v) de solucion de sacarosa (preparada en agua para inyeccion) a agua para inyeccion
hasta alcanzar una concentracion de sacarosa de un 6,3 %. Después, se afiadié un 3 % (p/v) de solucion de
Tween80 (preparada en agua para inyeccion) hasta alcanzar una concentracion de un 0,025 %. Después, se
afadié tampon Tris-HCI 1 M pH 8,8 hasta alcanzar una concentracion de tampon Tris 50 mM. Se agito
magnéticamente la mezcla durante 5 minutos a temperatura ambiente. Después, se afiadid antigeno a granel
purificado (M72 con dos restos de His N terminales, SEQ ID No: 3, como se prepar6 en el ejemplo 8) hasta
alcanzar una concentracion de proteina de 25 ug/ml. Se agité magnéticamente la mezcla durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Se comprobé el pH y se encontré que era de 8,8.

Se cargaron 0,5 ml de la mezcla obtenida en viales de vidrio de 3 ml, después se seco por congelacion.

(b) M72 con dos restos de His N terminales — pH objetivo 8.0 en vacuna reconstituida

Se afiadié un 15,75 % (p/v) de solucion de sacarosa (preparada en agua para inyeccion) a agua para inyeccion
hasta alcanzar una concentracion de sacarosa de un 6,3 %. Después, se afiadié un 3 % (p/v) de solucion de
Tween80 (preparada en agua para inyeccion) hasta alcanzar una concentracion de un 0,025 %. Después, se
afadié tampon Tris-HCI 1 M pH 8,8 hasta alcanzar una concentracion de tampon Tris 20 mM. Se agito
magnéticamente la mezcla durante 5 minutos a temperatura ambiente. Después, se afiadid antigeno a granel
purificado (M72 con dos restos de His N terminales, SEQ ID NO: 3, como se prepard en el ejemplo 8) hasta
alcanzar una concentracion de proteina de 25 ug/ml. Se agité magnéticamente la mezcla durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Se comprobé el pH y se encontré que era de 8,8.

Se cargaron 0,5 ml de la mezcla obtenida en viales de vidrio de 3 ml, después se secd por congelacion.

(c) M72 con dos restos de His N terminales — pH objetivo 7.5 en vacuna reconstituida

Se afiadié un 15,75 % (p/v) de solucion de sacarosa (preparada en agua para inyeccion) a agua para inyeccion
hasta alcanzar una concentracion de sacarosa de un 6,3 %. Después, se afiadié un 3 % (p/v) de solucion de
Tween80 (preparada en agua para inyeccion) hasta alcanzar una concentracion de un 0,025 %. Después, se
afadié tampoén Tris-HCI 1 M pH 8,8 hasta alcanzar una concentracion de tampén Tris 12,5 mM. Se agito
magnéticamente la mezcla durante 5 minutos a temperatura ambiente. Después, se afiadid antigeno a granel
purificado (M72 con dos restos de His N terminales, SEQ ID NO: 3, como se prepard en el ejemplo 8) hasta
alcanzar una concentracion de proteina de 25 ug/ml. Se agité magnéticamente la mezcla durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Se comprobé el pH y se encontré que era de 8,8.

Se cargaron 0,5 ml de la mezcla obtenida en viales de vidrio de 3 ml, después se secd por congelacion.

Se reconstituyeron las tortas de liofilizacion descritas anteriormente con 625 ul de las soluciones coadyuvantes
preparadas en los ejemplos 5y 7. Tras la reconstitucién con solucién coadyuvante, se obtuvieron las siguientes
composiciones inmunogénicas:

(i) M72 con dos restos de His N terminales — ASA (NaCl 150 mM — 2) pH 8,5
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10 ug/ml de antigeno
5 % p/v de sacarosa
Tris 40 mM

0,02 % p/v de Tween80
500 ug de DOPC
125 ug de colesterol
25 ug de 3D-MPL

25 ug de QS21

NaCl 150 mM
Fosfato 10 mM

pH 8,5

M72 con dos restos de His N terminales — ASA (NaCl 150 mM — 2) pH 8,0

10 ug/ml de antigeno
5 % p/v de sacarosa
Tris 16 mM

0,02 % p/v de Tween80
500 ug de DOPC
125 ug de colesterol
25 ug de 3D-MPL

25 ug de QS21

NaCl 150 mM
Fosfato 10 mM

pH 8,0

M72 con dos restos de His N terminales — ASA (NaCl 150 mM - 2)pH 7,5

10 ug/ml de antigeno
5 % p/v de sacarosa
Tris 12,5 mM

0,02 % p/v de Tween80
500 ug de DOPC
125 ug de colesterol
25 ug de 3D-MPL

25 ug de QS21

NaCl 150 mM
Fosfato 10 mM
pH7,5

M72 con dos restos de His N terminales — ASA (sorbitol — 2) pH 8,5

10 ug/ml de antigeno
5 % p/v de sacarosa
Tris 40 mM

0,02 % p/v de Tween80
500 ug de DOPC
125 ug de colesterol
25 ug de 3D-MPL

25 ug de QS21

NaCl 5 mM

4,7 % plv de sorbitol
Fosfato 10 mM

pH 8,5

M72 con dos restos de His N terminales — ASA (sorbitol — 2) pH 8,0

10 ug/ml de antigeno

5 % p/v de sacarosa
Tris 16 mM

0,02 % p/v de Tween80
500 ug de DOPC

125 ug de colesterol
25 ug de 3D-MPL

25 ug de QS21

NaCl 5 mM

4,7 % plv de sorbitol
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Fosfato 10 mM
pH 8,0

(vi) M72 con dos restos de His N terminales — ASA (sorbitol — 2) pH 7,5

10 ug/ml de antigeno
5 % p/v de sacarosa
Tris 12,5 mM

0,02 % p/v de Tween80
500 ug de DOPC
125 ug de colesterol
25 ug de 3D-MPL

25 ug de QS21

NaCl 5 mM

4,7 % plv de sorbitol
Fosfato 10 mM
pH7,5

Analisis de la muestra

Se caracterizaron las composiciones inmunogénicas reconstituidas descritas anteriormente después del
almacenamiento a 25 °C o0 30 °C (TO, T6h y T24h).

Se realiz6 un analisis SEC-HPLC por inyeccion en un Supelco TSK-Gel5000Pwx! (ID 7,8 mm x 30 cm) equilibrado en
tampon Tris 20 mM pH 8,5, deteccion por UV a 210 nm e indice de flujo de 0,5 ml/min.

Se cuantificé la antigenicidad por un ELISA de tipo sandwich en el que se captura el antigeno por un anticuerpo
policlonal de conejo especifico de M72 y posteriormente se revela por un anticuerpo monoclonal de raton especifico
de M72(Mtb39). Se presentan todos los valores medidos con relacion a la antigenicidad esperada basandose en la
proteina a granel purificada usada para preparar las formulaciones sometidas a prueba.

Resultados
Los resultados se muestran en las figuras 6a-6d y 7.

Los perfiles de SEC-HPLC son estables tras la reconstitucion en composiciones de sal baja usando sorbitol como
agente de tonicidad en cada pH (es decir, pH 7,5, 8,0 y 8,5). Esto se puede contrastar con los perfiles de SEC-HPLC
para composiciones inmunogénicas que contienen NaCl 150 mM, que muestran cambios claros entre el perfil inicial
obtenido y los que siguen al almacenamiento a 25°C o 30 °C. Esta evolucién se vuelve mas intensa cuando se
disminuye el pH de la composicién de NaCl 150 mM.

Las mismas conclusiones se pueden extraer en términos de antigenicidad, permaneciendo las recuperaciones en
gran parte estables tras la reconstitucion en composiciones de sal baja usando sorbitol como agente de tonicidad a
cada pH (es decir, pH 7,5, 8,0 y 8,5) hasta 24h a 30 °C.

Ejemplo 11: Determinacion de la conductividad para composiciones inmunogénicas de la invencion.

Se midié la conductividad de una variedad de composiciones inmunogénicas de acuerdo con la presente invencién y
se comparo6 con la conductividad de soluciones de cloruro de sodio de control y con una composicién inmunogénica
que contenia una cantidad convencional de cloruro de sodio.

Procedimiento

Se prepar6 una variedad de estandares que tenian concentraciones de cloruro del sodio de 0, 75, 100, 150, 250 y
300 mM a partir de una solucidon madre de cloruro de sodio 1500 mM por dilucién en agua para inyeccion.

Se prepararon composiciones inmunogénicas usando M72 con dos restos de His N terminales de acuerdo con los
procedimientos proporcionados en el ejemplo 8. Para investigar la contribucion del propio antigeno y cualquier
material residual en la masa purificada, también se prepararon tortas de liofilizacion de placebo excluyendo el
componente de antigeno.

Usando un Malvern Zetasizer Nano y 1,5 ml de cada muestra en células de capilaridad plegadas, se aplicé un voltaje
de 30 a 150 V (determinado automaticamente por el instrumento) y se determiné la conductividad.

24



10

15

20

ES 2748 651 T3

Resultados

Conductividad de soluciones estandar de cloruro de sodio

Concentracion de cloruro de sodio Conductividad
mM mS/cm
0 0,0
75 8,2
100 10,7
150 15,6
250 23,9
300 30,0

En la figura 8 se proporciona una curva estandar, basado en estos datos.

Conductividad de soluciones de prueba

Concentracion de - Concentracion de cloruro de

. Conductividad . .

Descripcion cloruro de sodio sodio equivalente

mS/cm
mM mM
ASA (sorbitol — 2) 5 1,46 9
Placebo pH 8,02/) ASA(sorbitol — 5 1,95 14
M72 pH 8,0 / ASA(sorbitol — 2) 5 1,96 14
Placebo pH 8,52/) ASA(sorbitol — 5 236 18
M72 pH 8,5 / ASA(sorbitol — 2) 5 2,28 17
ASA(NaCl 150 mM - 2) 150 16 159
Placebo pH 8,5 / ASA(NaCl
150 mM — 2) 150 14,8 147
M72 pH 8,5/ ASA(NaCl

150 mM — 2) 150 15,3 152

Como se puede observar de los datos anteriores, la conductividad de soluciones que utilizan NaCl 150 mM es
significativamente mayor que la de las soluciones que hacen un uso minimo de NaCl.

El impacto del antigeno y cualquier componente en la masa purificada es minimo, ya que las preparaciones de
placebo tienen una conductividad comparable con su antigeno relacionado con M72 que contienen homdlogos.

Ejemplo 12: Prueba de inmunogenicidad de composiciones inmunogénicas de la invencion.

El objetivo del este ejemplo era determinar si los cambios de formulacion para reducir la cantidad de sal en
composiciones inmunogénicas de la invencién, con vistas a mejorar la estabilidad de proteina, tenian o no un
impacto sobre la inmunogenicidad in vivo.

Procedimiento
Se evaluaron cuatro composiciones inmunogénicas:

M72 con dos restos de His N terminales pH 8,5/ASA (NaCl 150 mM — 2)
M72 con dos restos de His N terminales pH 8,5/ASA (sorbitol — 2)

M72 con dos restos de His N terminales pH 8/ASA (sorbitol — 2)

M72 con dos restos de His N terminales pH 7,5/ASA (sorbitol — 2)

rwN~

Se evalué la inmunogenicidad de estas composiciones que contenian antigenos en ratones C57BL/6. Para cada de
las cuatro composiciones, se les inyecté 3 veces por via intramuscular a 30 ratones C57BL/6, en los dias 0, 14 y 28,
con 1 ug de antigeno en 50 ul de solucién coadyuvante (preparada por el procedimiento proporcionado en el ejemplo
10). Se midieron las respuestas de linfocitos T especificos de M72 suscitados (tanto CD4 como CD8) 6 dias después
de la ultima inmunizacién (6dPlII).
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Para la determinacion de respuestas celulares especificas de M72, se recogieron linfocitos de sangre periférica de
30 ratones/grupo y se almacenaron (seis grupos de cinco ratones/grupo). Se realizé una lisis de glébulos rojos antes
de sembrar en placas las células in vitro. Se reestimularon las células in vitro con un grupo de péptidos solapantes
(péptidos 15-meros con un solapamiento de 11 aminoacidos, a 1 ug/ml/péptido) cubriendo la secuencia de M72 (sin
los restos de His N terminales). Se usaron las células que permanecian en el medio (ninguna estimulacion de
péptido) para determinar las respuestas de fondo. Dos horas después del cocultivo con el grupo de péptidos, se
afnadié brefeldina A a los pocillos (para inhibir la excrecidon de citocinas) y se almacenaron las células durante la
noche a 4 °C. Posteriormente, se tifieron las células por los siguientes marcadores: CD4, CD8, IL-2, IFN-gamma y
TNF-alfa.

Resultados

Cada punto de dato en las figuras 9 y 10 representa el fondo restado de respuesta de linfocitos T CD4 o CD8
especificos de M72, respectivamente, de un grupo de linfocitos de sangre periférica de cinco ratones seis dias
después de la tercera inmunizacion. La respuesta se expresa como el porcentaje de linfocitos T CD4 que producen
IFN-gamma y/o IL-2 y/o TNF-alfa en respuesta a la simulacion con el grupo de péptido de M72. La barra representa
la mediana de las respuestas para cada grupo.

Los resultados en la figura 9 y 10 muestran que las respuestas de linfocitos T CD4 y CD8 comparables se inducen
después de tres inmunizaciones con cada una de las formulaciones de prueba. En consecuencia, se puede concluir
que una reduccion en la cantidad de sales presentes en las composiciones inmunogénicas de la presente invencion
no conduce a un compromiso en las respuestas de linfocitos T inducidos.

Ejemplo 13: Investigacion del "desplazamiento salino" en composiciones que comprenden M72 con CaCl: o
MgSOs a pH 6,1y 8,0.

Para investigar el impacto de otras sales sobre la estabilidad del antigeno M72, las soluciones se prepararon con un
intervalo de concentraciones de CaCl, o MgSO, y a diferentes niveles de pH. La inspeccion visual se utilizé como
una lectura de la estabilidad.

Procedimiento

Se diluy6é antigeno a granel purificado (M72 con dos restos de His N terminales, SEQ ID NO: 3) hasta una
concentracion de 100 ug/ml en dos tampones diferente (tampon succinato 10mM a pH 6,1, tampén Tris 10 mM a pH
8,0) que contenian cantidades especificadas de sales (NaCl 0 mM; 150 mM o 300 mM; CaCl, 40 mM, 80 mM o
160 mM; MgSQO4 87,5 mM, 175 mM o0 430 mM).

Se analizaron inmediatamente las muestras después de preparar.

Usando un medidor de la conductividad Mettler Toledo y 6 ml de cada muestra en un vial de vidrio siliconizado, se
determind la conductividad.

Resultados

Grupo Sal Tampoén (tec]':TI-ilco) W pH (medido) Observacion Visual
A 0 mM S;chri:;;to 6,1 1,1 6,3 Transparente
B 15N082|M S;chri:;;to 6,1 13,4 6,1 Transparente
C 3(’)\1082“/' S;chri:;;to 6,1 20,0 6,1 Transparente
D Lﬁ)agﬁﬂ S;chri:;;to 6,1 8,0 6,1 Opalescente
E SCE)ar(IiII\Z/I S;chri:;;to 6.1 112 58 Opalescgr;i;ezarticulas
F 1%)8(;:?\/' S;chri:;;to 6.1 202 58 Opalescgr;;i;er;artl’culas
G 8'\4?582& S;chri:;;to 6,1 7.7 6,1 Opalescente
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continuacion)

. pH Conductividad . so g
Grupo Sal Tampoén (tebrico) (mS / cm) pH (medido) Observacion Visual
MgSO. Succinato Opalescente + particulas
H 175 mM 10 mM 6.1 12,4 5.9 muy grandes
MgSO. Succinato Opalescente + particulas
l 430 mM 10 mM 6.1 20,4 5.9 muy grandes
J 0 mM Tris 10 mM 8,0 0,463 8,0 Transparente
NaCl .
K 150 mM Tris 10 mM 8,0 12,13 8,0 Transparente
NaCl .
L 300 mM Tris 10 mM 8,0 21,1 8,0 Transparente
CaC|2 . .
M 40 mM Tris 10 mM 8,0 6,7 8,1 Particulas grandes
N CaCl, Tris 10 mM 8.0 10,8 8.0 Opalescente + particulas
80 mM grandes
o CaCl, Tris 10 mM 8.0 19,7 8.0 Opalescente + particulas
160 mM grandes
MgSO. . ,
P 87 5mM Tris 10 mM 8,0 7,5 8,0 Particulas grandes
MgSO. . Opalescente + particulas
Q 175 mM Tris 10 mM 8,0 10,9 8,2 muy grandes
R MgSO. Tris 10 mM 8.0 217 8.1 Opalescente + particulas
430 mM muy grandes

Los resultados demuestran que las soluciones que contienen un antigeno relacionado con M72 pueden ser
sensibles a otras sales aparte de cloruro del sodio. El impacto del CaCl, o el MgSO4 parece ser mucho mas
pronunciado que para el cloruro sédico a concentraciones o conductividad comparables.

Ejemplo 14: Investigacion de "desplazamiento salino” en composiciones que comprenden Mtb72f con
diferentes concentraciones de sal a pH 6,1, 7,5y 8,5.

Se investigd el impacto de la concentracion de cloruro del sodio y del pH sobre la estabilidad del antigeno de Mtb72f,
evaluado por tamano.

Procedimiento

Se diluydé antigeno a granel purificado (Mtb72fcon 6 restos de His, SEQ ID NO: 7) hasta una concentracion de
100 ug/ml en tres tampones diferente (tampodn fosfato 10 mM a pH 6,1, tampén Tris 20 mM a pH 7,5 y tampon Tris
20 mM a pH 8,5) que contenian concentraciones de cloruro de sodio finales de 0, 50, 150, 300 y 450 mM.

Las muestras se almacenaron durante 24 horas a 4 °C o 25 °C antes de analizar.

La nefelometria se realizé usando un Nepheloskan® Ascent, disponible en Thermo Fischer Scientific. Se realizo el
analisis en microplacas transparentes UV Costar® disponibles de Corning Inc (EE.UU.).

Se realiz6 DLS usando un Dynapro Plate Reader de Wyatt Instruments. Se hizo funcionar el instrumento usando una
longitud de onda de laser de 830 nm y una potencia de 50 mW. Se detecto luz dispersada a 153° a una temperatura
de 22 °C. Se calculan el diametro promedio y el indice de polidispersidad (IP) por el software de instrumento.

Resultados
Los hallazgos de este experimento se presentan en las figuras 11y 12.

Tanto la DLS como la nefelometria demuestran una tendencia general de que Mtb72f es sensible a la concentracion
de sales y al pH, de una manera similar a M72, como se muestra en los ejemplos anteriores. En consecuencia, los
beneficios de la presente invencién se aplican a los antigenos relacionados M72 y no sélo a la propia secuencia de
M72.
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En el caso de un nimero de muestras de DLS, la instrumentacion no pudo determinar un tamafio de particula
especifico (mostrado como NV en la Figura 12).

Ejemplo 15: Prevencion del "desplazamiento salino” en composiciones que comprenden M72,
inmunoestimulantes y que usan sorbitol como agente de tonicidad

Para comparar la estabilidad de composiciones inmunogénicas que contienen NaCl 150 mM con composiciones que
usan sorbitol como agente de tonicidad, se monitorizaron las muestras usando un ELISA alternativo.

Procedimiento

Se preparé la torta de liofilizacion como se ha descrito en el ejemplo 10 (especificamente el procedimiento (a)), de
modo que cuando se combinan con las formulaciones coadyuvantes apropiadas del ejemplo y 7 se obtendria un
pH de 8,5.

La torta de liofilizacion descrita anteriormente se reconstituyé con 625 ul de las soluciones de coadyuvantes
preparados en el Ejemplo 7. Después de la reconstitucion con soluciéon de coadyuvante, se obtuvieron las siguientes
composiciones inmunogénicas:

(i) M72 con dos restos de His N terminales — ASA (150 mM NaCl - 2) pH 8,5

10 ug de antigeno (20 ug/ml)
5 % p/v de sacarosa
Tris 40 mM

0,02 % p/v de Tween80
500 ug de DOPC

125 ug de colesterol

25 ug de 3D-MPL

25 ug de QS21

NaCl 150 mM

Fosfato 10 mM

pH 8,5

(ii) M72con dos restos de His N terminales — ASA (sorbitol - 2)) pH 8,5

10 ug de antigeno (20 ug/ml)
5 % p/v de sacarosa
Tris 40 mM

0,02 % p/v de Tween80
500 ug de DOPC

125 ug de colesterol

25 ug de 3D-MPL

25 ug de QS21

NaCl 5 mM

4,7% plv de sorbitol
Fosfato 10 mM

pH 8,5

Las composiciones inmunogénicas descritas anteriormente reconstituidas se caracterizaron después de
almacenamiento a 30 °C (T24h) y se compararon con una muestra preparada extemporaneamente (TO).

La antigenicidad se cuantifico mediante un sandwich de tipo ELISA indirecto en el que el antigeno es capturado por
un anticuerpo policlonal de conejo especifico de M72 y posteriormente se revelé mediante un anticuerpo monoclonal
de raton especifico de M72 (Mtb39). Brevemente, la placa se recubre con anticuerpo policlonal de conejo anti-M72 a
la dilucion de 1/8000 en solucién salina tamponada con fosfato de Dulbecco a 4 °C y después de cuatro lavados se
bloquearon las placas durante 1 hora a 37 °C con tampon de saturacion (PBS, 0,1 % de Tween 20, 1 % de BSA).
Después de la etapa de lavado, el patrén de proteina (M72 purificado a granel: 1950 ug/ml), control interno (M72:
1768 yg/ml) y las muestras se cargan en pocillos de la primera columna de la placa a una concentracion de
aproximadamente 0,25ug/ml y después se realiza una diluciéon en serie por dos en el tampoén de saturacion (PBS,
0,025% de Tween 20) del pocillo 1 al 12 y se incuba 1h30 a 37 °C. Después de la etapa de lavado, el complejo
inmune se incuba después 1h a 37 °C con anticuerpo monoclinal anti-M72 a una dilucién de 1/1000 en tampoén de
saturacion (PBS, 0.025 % de Tween 20). Después de cuatro lavados, se afiadié un anticuerpo policlonal anti-ratén
de conejo biotinilado a una dilucién de 1/1000 en tampdn de saturacion (PBS, 0,025 % de Tween 20). Después de
cuatro lavados, la sefial se amplific6 mediante la adicion de peroxidasa de rabano con estreptavidina diluida a
1/4000 en tampon de saturacion (PBS, 0,025 % de Tween 20). Después de cuatro lavados, la sefial se reveld
mediante orto diclorhidrato de fenilendiamina (OPDA) durante 15 minutos a TA y la reaccion se detuvo mediante la
adicion de HCI 1 M. La coloracion es proporcional a la cantidad de anticuerpo anti-M72 unido, y se mide a 490 nm y
620 nm. Todas las etapas de lavado se realizaron con PBS, 0,025 % de Tween 20.
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Todos los valores medidos se presentan en relacion con la antigenicidad esperada sobre la base de la proteina
purificada a granel utilizada para preparar las formulaciones ensayadas.

Resultados

Los resultados se muestran en la Figura 13. Los rombos indican las mediciones especificas para cada una de las
tres muestras de ensayo, con una linea que indica el valor medio.

La recuperacion de antigeno es bastante estable después de la reconstitucion en composiciones de sal bajas
utilizando sorbitol como agente de tonicidad a un pH de 8,5 hasta 24 horas a 30 °C. La recuperacion de ASA
(sorbitol-2) fue del 83,5 % después de 24 horas (TO 87,1%, es decir, el 95,9 % de la antigenicidad relativa se
mantuvo), mientras que la recuperacion de ASA (NaCl-2) fue de 54,5 % después de 24 horas (TO 81,0 %, es decir,
solo el 67,3 % de la antigenicidad relativa se mantuvo después del almacenamiento).

En resumen, los Ejemplos 9, 10 y 15 demuestran por primera vez que el impacto perjudicial resultante del pH y la
concentracion de NaCl sobre la estabilidad de composiciones inmunogénicas que contienen un antigeno relacionado
con M72. Ejemplo 13 extiende este trabajo para demostrar que otras sales también pueden tener un impacto
perjudicial sobre la estabilidad de composiciones inmunogénicas que contienen un antigeno relacionado con M72,
demostrando el Ejemplo 14 que el efecto es también aplicable a secuencias relacionadas con M72.

La reformulaciéon de las composiciones inmunogénicas con un agente de tonicidad no idnico aborda los problemas
de estabilidad del antigeno. Ademas, los Ejemplos 3, 4 y 12 demuestran la eliminacion de sustancialmente todo el
NaCl de la formulacién inmunogénica y su sustitucion con sorbitol como un agente de tonicidad no tiene un impacto
perjudicial sobre la estimulacién de respuestas de linfocitos T.

La estabilidad de composiciones inmunogénicas es clave y puede ser particularmente dificil en lugares aislados
donde la refrigeracion puede no ser faciimente accesible. Mediante la reduccién de la presencia de sales en las
composiciones inmunogénicas, los presentes inventores han sido capaces de reducir la extension de los cambios
observados cuando se almacenan las composiciones inmunogénicas.

A lo largo de toda la memoria descriptiva y las reivindicaciones que siguen, a menos que el contexto requiera otra
cosa, se entendera que la palabra ‘comprenden’ y variaciones tales como ‘comprende’ y ‘que comprende(n),
implican la inclusién de un elemento integrante, etapa, grupo de elementos integrantes o grupo de etapas indicados,
pero no la exclusion de ningun otro elemento integrante, etapa, grupo de elementos integrantes o etapas.
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Gly Gln Gly Gly Thr Pre¢ Arg Ala Val Pro Gly Arg Val Val Ala Leu
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<212> ADN
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<220>
<223> Secuencia codificante para la fusién de M72
<400> 2
atgacggccg cgtcocgataa cttcoccagetg tcccagggtg ggcagggatt cgocattecyg 60
atcgggcagg cgatggcgat cgcgggccag atccgatcgg gtggggggtc acccaccgtt 120
catateggge ctaccgectt ccteggettyg ggatgttgteg acaacaacgg caacggegea 180
cgagtecaac goegtggtegy gagegeteeyg goeggcaagte teggeatete caceggegac 240
gtgatcaceg cggtegacgg cgetocgate aactaggeoca cogegatgge ggacgegett 300
aacgggcatc atcccggtga cgtcatctceg gtgacctgge aaaccaagtc gggcggoacqg 360
cgtacaggga acgtgacatt ggccgaggga ccccoggcecyg aattcatggt ggatttoggg 420
gogttaccac cggagatcaa ctccgeogagg atgtacgecg geococgggttce ggoctcogetg 480
gtggecgegyg cteagatgty ggacagegtyg gegagtgace tgttttegge cgegteggeg 540
tttecagtegyg tggtetgggy totgacggtyg gggtoegtgga taggttegte ggegggtetg 600
atggtggegg cggectegec gtatgtggeg tggatgageg tcacecgeggg geaggecgag 660
ctgaccgeccg cccaggtceg ggttgeotgeg geggoctacg agacggegta tgggctgacg 720
gtgocccoge cggtgatcge cgagaaccgt gctgaactga tgattctgat agocgaccaac 780
ctcttgggge aaaacaccocc ggcgatcgeg gtcaacgagg cocgaatacgg cgagatgtgg 840
goccaagacg cogocgegat gtttggetac gecgoggega cggogacgge gacggogacg 900
ttgotgeogt tegaggagge goecggagatg accagegegg ghgggetact cgageaggee 960
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ag
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<223> Secuencia codificante para la fusién de M72 con 2 restos de his adicionales

<400> 4

Gly

Val

Thr

590

Val

Thr

Ser

Met

Arg

670

Gly

Gln

val

Pro

Gly

575

Aszn

Gly

Gln

Ala

Gly

655

Vval

Ala

Pro

Gly

Gln

560

Ala

Aszn

Ser

Asp

Ala

€40

Asn

val

Glu

Gly

Met
720

atgcatcaca cggccgcgtc cgataacttc cagetgtcce agggtgggeca gggattcgee

attecgateg ggcaggegat ggagatdageyg ggcecagatee gategggtgyg ggggteacce

accgtteata tegggectace cgocttecte ggcettgggty ttgtogacaa caacggeaac

37

60

120

180



ggcgcacgag
ggegacgtga
gcgcttaacg
ggcacgegta
tteggggegt
tegetggtygg
tcggegttte
ggtctgatgg
gccgagctga
ctgacggtge
accaacctet
atgtgggece
gcgacgttge
caggccgooyg
gtgocccagg
ctggutggce
atggeccaaca
tcegatgttga
aacggggtce
ggggtggccy
tgggecgegyg
accagcgccoyg
ggcgecagygy
atgcegeatt
gocogacttec
gtggtcaaca
gtcatcgatc
atcaatgegt
cgcacccagqg
atcggtggcy

ggcggaacgc

tccaacgeogt
tecacogeggt
ggcatcatcc
cagggaacgt
taccaccgga
cogeggetea
agteggtggt
tggcggegge
ccgcegecca
cooogoegyt
tggggcaaaa
aagacgccge
tgeccgttega
cggtcgagga
cgotgraaca
togtggaagac
accacatgtce
agggctttge
gggegatgag
ccaacttggy
ccaaccagge
Cggaaagagy
cegotggtgg
ctoeoggeage
cogogotgee
tcaacaccaa
ccaacggtgt
tcagegtegg
atgtegeggt
gcgtocgeggt

ccegtgoeggt

ES 2748 651 T3

ggtcgggage
cgacggeget
cggtgacgtc
gacattggece
gatcaactecc
gatgtgggac
ctggggtety
ctegeegtat
ggtccgggtt
gatcgoegag
cacccoggeg
cgecgatgttt
ggaggcgccg
ggectecgac
gotggoccag
ggtctegecy
gatgaccaac
teeggeggeyg
ctegetggge
tegggeggee
agtcaceoceoyg
geccgggcay
gcteagtggt
cggegatate
coctoegacoeyg
actgggetac
cgtgectgacce
ctoceggecaa
gectgeagetg
tggtgagccc

gectggeagg

gctcoggegy
cogatecaact
atctocggtga
gagggaccec
gcgaggatgt
agegtggega
acggtggggt
gtggcgtgga
gctgeggegg
aaccgtgetyg
atcgeggtcea
ggctacgeceyg
gagatgacca
accgecgegy
cccacgcagyg
cateoggtege
tegggtgtgt
gcocgeccagy
agetogotgg
teggtoggtt
geggegeggy
atgctgggceg
gtgctgegtyg
gcoeccgeegg
teegogatgg
aacaacgoog
aacaaccacg
acctacggeg
cgcggtgecg
gtcgtcgega

gtggtcgege

38

caagtctogyg
cggecacege
cctggocaaac
cggccgaatt
acgccggoce
gtgacctgtt
cgtggatagg
tgagcgtcac
cctacgagac
aactgatgat
acgaggccga
cggcgacgge
gcgegggtgg
cgaaccagtt
gcaccacgcc
cgatcagcaa
cgatgaccaa
cecgtgcaaac
gttetteggg
cghtgtoggt
cgotgoogot
ggctgccggt
ttcoegeogeg
ccttgtegea
togeccaagt
tgggcegeegg
tgatcgeggg
tegatgtggt
gtggcetgce
tgggcaacag

tcggccaaac

catcteccacc
gatggaggac
caagtogggco
catggtggat
gggttcggec
tteggeegeg
ttegteggeg
cgcggggeag
ggcgtatggg
tetgatageg
atacggcgag
gacggcgacy
gctecctegag
gatgaacaat
ttettocaag
catggtgteyg
caccttgagce
cgeggogeaa
tctgggeggt
gccgeaggec
gaccagectyg
ggggcagatyg
accctatgtyg
ggaccggtte
ggggccacay
gaceggeato
cgccacegac
cgggtatgac
gtcggcggeg
cggtgggcag

cgtgcaggeg

240

300

360

420

480

540

600

€60

720

780

840

300

360

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1€20

1€80

1740

1800

1860

1320

1380

2040
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tcggattege tgaccggtge cgaagagaca ttgaacgggt tgatccagtt cgatgeogeg

atcecagcececcg gtgatgoggy cgggeccgbc gtcaacggec taggacaggt ggtcggtatg

aacacggccg cgtcctag

<210>5
<211>723
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Fusion de Mtb72f

<400> 5

Met Thr

Phe Ala

Ser Gly

Gly Leu

Vval val

val Ile

Ala Asgp

Trp Gln

Glu Gly

130

Glu Ile
145

Vval Ala

Ala Ala

Ala

Ile

Gly

35

Gly

Gly

Thr

Ala

Thr

115

Pro

Azn

Ala

Ser

Ala

Pro

20

Gly

val

Ser

Ala

Leu

100

Lys

Pro

Ser

Ala

Ala
130

Ser

Ile

Ser

val

val

g5

Asn

Ser

Ala

Ala

Gln

165

Phe

Asp

Gly

Pro

Asp

Pro

Agp

Gly

Gly

Glu

Arg

150

Met

Gln

Asn

Gln

Thr

Asn

Ala

Gly

His

Gly

FPhe

135

Met

Trp

Ser

Phe

Ala

val

40

Asn

Ala

Ala

His

Thr

120

Met

Tyr

Asp

Val

Gln

Met

25

His

Gly

Ser

Pro

Pro

108

Arg

val

Ala

Ser

val
185

39

Leu

10

Ala

Ile

Asn

Ile
90

Gly

Thr

Asp

Gly

Val
170

Irp

Ser

Ile

Gly

Gly

Gly

Asn

Asgp

Gly

Phe

Pro

155

Ala

Gly

Gln

Ala

Pro

Ala

Ile

Ser

vVal

Asn

Gly

140

Gly

Ser

Leu

Gly

Gly

Thr

45

Arg

Ser

Ala

Ile

Val

125

Ala

Ser

Asp

Thr

Gly

Gln

30

Ala

Val

Thr

Thr

Ser

110

Thr

Leu

Ala

Leu

val
190

Gln

15

Ile

Phe

Gln

Gly

Ala

95

Val

Leu

Pro

Ser

Phe

175

Gly

Gly

Arg

Leu

Arg

Asp

Met

Thr

Ala

Pro

Leu

160

Ser

Ser

2100

2160

2178



Trp

Val

Gln

225

Val

Ile

Glu

Gly

Glu

305

Ala

AsSn

Thr

His

Ser

385

Leu

Ala

Ser

Ile

Ala

210

Val

Pro

Ala

Ala

Tyr

290

Glu

Ala

Asn

Thr

Arg

370

Met

Lys

Gln

Ser

Gly

195

Tcp

Arg

Pro

Thr

Glu

275

Ala

Ala

Val

Val

Pro

355

Ser

Thr

Gly

Asn

Gly

Ser

Met

Val

Pro

Asn

260

Tyr

Ala

Pro

Glu

Pro

340

Ser

Pro

Asn

FPhe

Gly

420

Leu

Ser

Ser

Ala

Val

245

Leu

Gly

Ala

Glu

Glu

325

Gln

Ser

Ile

Ser

Ala

405

Val

Gly

ES 2748 651 T3

Ala

Val

Ala

230

Ile

Leu

Glu

Thr

Met

310

Ala

Ala

Lys

Ser

Gly

390

Fro

Arg

Gly

Gly

Thr

215

Ala

Ala

Gly

Met

Ala

295

Thr

Ser

Leu

Leu

Asn

375

val

Ala

Ala

Gly

Leu

200

ala

Ala

Glu

Gln

Trp

280

Thr

Ser

Asp

Gln

Gly

360

Met

Ser

Ala

val

Met

Gly

Tyr

AsSn

AsSn

265

Ala

Ala

Ala

Thr

Gln

345

Gly

val

Met

Ala

Ser

425

Ala

40

Val

Gln

Glu

Arg

2350

Thr

Gln

Thr

Gly

Ala

330

Leu

Leu

Ser

Thr

Ala

410

Ser

Ala

Ala

Ala

Thr

235

Ala

Pro

Asp

Ala

Gly

315

Ala

Ala

Trp

Met

Asn

395

Gln

Leu

Asn

Ala

Glu

220

Ala

Glu

Ala

Ala

Thr

300

Leu

Ala

Gln

Lys

Ala

380

Thr

Ala

Gly

Leu

Ala

205

Leu

Tyr

Leu

Ile

Ala

285

Leu

Leu

Asn

Pro

Thr

365

Asn

Leu

val

Ser

Gly

Ser

Thr

Gly

Met

Ala

270

Ala

Leu

Glu

Gln

Thr

350

val

Aszn

Ser

Gln

Ser

430

Arg

Fro

Ala

Leu

Ile

2355

val

Pro

Gln

Leu

335

Gln

Ser

His

Ser

Thr

415

Leu

Ala

Tyr

Ala

Thr

240

Leu

Asn

Phe

Phe

Ala

320

Met

Gly

Pro

Met

Met

400

Ala

Gly

Ala



Ser

Ala

465

Ala

Gln

Pro

Ala

Pro

545

Asn

Gly

Ile

Thr

Val

625

Gly

Gly

Gly

val

450

Val

Ala

Met

Pro

Pro

530

Leu

Ile

Ile

Ala

Tyr

610

Leu

Gly

Gln

Gln

435

Gly

Thr

Glu

Gly

Arg

515

Pro

Asp

Asn

Val

Gly

595

Gly

Gln

Val

Gly

Thr
875

Ser

Pro

Arg

Ala

500

Pro

Ala

Pro

Thr

Ile

580

Ala

val

Leu

Ala

Gly

660

val

Leu

Ala

Gly

485

Arg

Tyr

Leu

Ser

Lys

565

Asp

Thr

Asp

Arg

Val

645

Thr

Gln

ES 2748 651 T3

Ser

Ala

470

Pro

Ala

vVal

Ser

Ala

550

Leu

Pro

Asp

Val

Gly

630

Gly

Pro

Ala

val

455

aArg

Gly

Gly

Met

Gln

535

Met

Gly

Asn

Ile

val

615

Ala

Glu

Arg

Ser

440

Pro

Ala

Gln

Gly

Pro

520

Asp

val

Tyr

Gly

Asn

600

Gly

Gly

Pro

Ala

Asp
6380

Gln

Leu

Met

Gly

505

Hig

Arg

Ala

Asn

Val

585

Ala

Tyr

Val

Val

665

Sear

41

Ala

Pro

Leu

490

Leu

Ser

Phe

Gln

Asn

570

Val

Phe

Asp

Leu

Vval

650

Pro

Leu

Trp

Leu

475

Gly

Ser

Pro

Ala

Val

555

Ala

Leu

Ser

Arg

Pro

635

Ala

Gly

Thr

Ala

460

Thr

Gly

Gly

Ala

Asp

540

val

Thr

val

Thr

620

Ser

Met

Gly

445

Ala

Ser

Leu

Val

Ala

525

Phe

Pro

Gly

Asn

Gly

605

Gln

Ala

Gly

Val

Ala
685

Ala

Leu

Pro

Leu

510

Gly

Pro

Gln

Ala

Asn

590

Ser

Asp

Ala

Asn

Val

670

Glu

Asn

Thr

val

495

Arg

Asp

Ala

Val

Gly

575

His

Gly

val

Ile

Ser

655

Ala

Glu

Gln

Ser

480

Gly

Val

Ile

Leu

Val

560

Thr

Val

Gln

Ala

Gly

640

Gly

Leu

Thr
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Leu Asn Gly lLeu Ile Gln Phe Asp Ala Ala Ile Gln Pro Gly Asp Ser
690 635 700

Gly Gly Pro Val Val Asn Gly Leu Gly Gln Val Val Gly Met Asn Thr

10

42

705 710 715 720
Ala Ala Ser

<210> 6

<211> 2172

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia codificante para la fusién de Mtb72f

<400> 6
atgacggceg cgtccgataa cttccagetg teoccagggtg ggcagggatt cgccattocg &0
atcgggeagg cgatggcgat cgogggecag atcogatogg gtggggggtc acccaccegtt 120
catateoggge ctacegeoott coctoggetty gotgttateg acaacaacgy caacggegea 180
cgagteocaac gegtggtegyg gagegeteoag goggeaagte toggeatete caccggegac 240
gtgatcaceg cggtegacgg cgetcocgate aactoggcca cogegatgge ggacgegett 300
aacgggeatc atceocggtga cgtcatctcg gtgacctgge aaaccaagtc gggoggcacg 360
cgtacaggga acgtgacatt ggccgaggga cccoccggocg aattcatggt ggattteggg 420
gcgttaccac cggagatcaa ctcocgcgagg atgtacgoccg goccgggttc ggcctogetg 480
gtggeegegy cteagatgtg ggacagegtyg gogagtgace tgttttegge egegtoggey 540
ttteagtegg tggtetgggy tetgacggtg gggtegtgga taggttogte ggegggtotg €00
atggtggegyg cggectoged gtatgtggey tggatgageg teaccgoggyg geaggocgag 660
ctgaccgceg cccaggtccg ggttgctgeg goggectacg agacggegta tgggctgacg 720
gtgococcecge cggtgatoge cgagaaccgt geotgaactga tgattctgat agcocgaccaac 780
ctcttgggge aaaacacccc ggogatcgog gtcaacgagg ccgaatacgg cgagatgtgg 840
geccaagacyg cdgaegegat gtttggetac goegeoggega cggegacgge gacggogacy 900
ttgetgeegt tegaggagge gecggagatyg acecagegedgy gtgggetect egageagged 960
gocgeggteg aggaggecte cgacacegoe goggegaace agttgatgaa caatgtgoee 1020
caggcgetge aacagetgge ccagoccacg cagggcacca cgcecttette caagetgggt 1080
ggcctgtgga agacggtctc gecogecatcgg togecgatca gecaacatggt gtcgatggee 1140
aacaaccaca tgtcocgatgac caactcgggt gtgtcgatga ccaacacctt gagetcogatg 1200
ttgaaggget ttgoteogge ggeggoegoe caggecgtge aaacogogge goaaaacgayg 1260
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gtcocgggega tgagetoget gggcagetcg ctgggttett cgggtetggg cggtggggtyg 1320
gccgccaact tgggtceggge ggectcggtc ggttegttgt cggtgoegeca ggoctgggece 1380
gcggccaace aggecagtcac ccoggoggeg cgggegotge cgeotgaccag ccotgaccago 1440
googoggaaa gagggocoegyg geagatgetg ggcgggetge cggtggggea gatgggogee 1500
agggecggtyg gtgggeteag tggtgtgoetg cgtgttecge egegaceocta tgtgatgecg 1560
catteteegyg cagecggega tatcgocceg ceggecttgt cgcaggaceg gttegeoecgac 1620
ttcccogege tgocccteoga cocegtoccegeg atggtcogoccce aagtggggcece acaggtggte 1680
aacatcaaca ccaaactggyg ctacaacaac gcogtgggcyg ccgggaccgg catcgtcatc 1740
gatcccaacg gtgtcgtget gaccaacaac cacgtgatcg cgggegeocac cgacatcaat 1800
gegttaageg toeggotaegg cdaaacctac ggogtegatg tggtegggta tgacogcace 1860
caggatgteg <¢ggtgetgea gatgegeggt gocggtggece tgecgtegge ggegatcggt 1920
ggoeggegtog cggttggtga gocegtegte gegatgggea acageoegatgg geagggogga 1980
acgcccegtg cggtgectgg cagggtggtc gegectcoggoc aaaccgtgca ggogtcoggat 2040
tcgctgaccg gtgcoccgaaga gacattgaac gggttgatcce agttcgatge cgogatccag 2100
cceggtgatt cgggocgggoce cgtcgtcaac ggoctaggac aggtggtcgg tatgaacacg 2160
geegegtect ag 2172
<210>7
<211>729
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Fusién de Mtb72f con 6 restos de his adicionales
<400>7
Met His His His His His His Thr Ala Ala Ser Asp Asn Phe Gln Leu
1 5 10 15
Ser Gln Gly Gly Gln Gly Phe Ala Ile Pro Ile Gly Gln Ala Met Ala
20 25 30
Ile Ala Gly Gln Ile Arg Ser Gly Gly Gly Ser Pro Thr Val His Ile
35 40 45
Gly Pro Thr Ala Phe Leu Gly Leu Gly Val Val Asp Asn Asn Gly Asn
50 55 60
Gly Ala Arg Val Gln Arg Val Val Gly Ser Ala Pro Ala Ala Ser Leu
65 70 75 80

43



Gly

Asn

Asp

Gly

Phe

145

Pro

Ala

Gly

Ala

Ala

225

Thr

Ala

Pro

Asp

Ala

305

Gly

Ile

Ser

val

Asn

130

Gly

Gly

Ser

Leu

Ala

210

Glu

Ala

Glu

Ala

Ala

290

Thr

Leu

Ser

Ala

Ile

115

val

Ala

Ser

Asp

Thr

195

Ala

Leu

Tyr

Leu

Ile

275

Ala

Leu

Leu

Thr

Thr

100

Ser

Thr

Leu

Ala

Leu

180

Val

Ser

Thr

Gly

Met

260

Ala

Ala

Leu

Glu

Gly

B5

Ala

val

Leu

Pro

Ser

165

Phe

Gly

Fro

Ala

Leu

245

Ile

Val

Met

Pro

Gln
325
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Asp

Met

Thr

Ala

Pro

150

Leu

Ser

Ser

Tyr

Ala

230

Thr

Leu

Asn

Phe

Phe

310

Ala

val

Ala

Trp

Glu

135

Glu

Val

Ala

Trp

val

215

Gln

Val

Ile

Glu

Gly

2895

Glu

Ala

Ile

Asp

Gln

120

Gly

Ile

aAla

Ala

Ile

200

aAla

Val

Pro

Ala

Ala

280

Tyr

Glu

Ala

Thr

Ala

105

Thr

Pro

Asn

Ala

Ser

185

Gly

Trp

Arg

Pro

Thr

265

Glu

Ala

Ala

val

44

Ala

90

Leu

Lys

Pro

Ser

Ala

170

Ala

Ser

Met

val

Pro

250

Asn

Tyxr

Ala

Pro

Glu
330

Val

Asn

Ser

Ala

Ala

155

Gln

Phe

Ser

Ser

Ala

235

Val

Leu

Gly

Ala

Glu

315

Glu

Asp

Gly

Gly

Glu

140

aArg

Gln

Ala

val

220

Ala

Ile

Leu

Glu

Thr

300

Met

Ala

Gly

His

Gly

125

Phe

Met

Trp

Ser

Gly

205

Thr

Ala

Ala

Gly

Met

285

Ala

Thr

Ser

Ala

His

110

Thr

Met

Tyr

Asp

vVal

190

Leu

Ala

Ala

Glu

Gln

270

Trp

Thr

Ser

Asp

Pro

95

Pro

Arg

Val

Ala

Ser

175

Val

Meat

Gly

Tyr

Agn

255

AsSn

Ala

Ala

Ala

Thr
335

Ile

Gly

Thr

Asp

Gly

160

Val

Trp

Val

Gln

Glu

240

Arg

Thr

Gln

Thr

Gly

320

Ala



Ala

Ala

Trp

Met

385

Asn

Gln

Leu

Asn

Trp

465

Leu

Gly

Ser

Pro

Ala

545

Val

Ala

Ala

Gln

Lys

370

Ala

Thr

Ala

Gly

Leu

450

Ala

Thr

Gly

Gly

Ala

530

Asp

Gly

val

Asn

Pro

355

Thr

Asn

Leu

val

Ser

435

Gly

Ala

Ser

Leu

Val

515

Ala

Phe

Pro

Gly

Gln

340

Thr

val

Asn

Ser

Gln

420

Ser

Arg

Ala

Leu

Pro

500

Leu

Gly

Pro

Gln

Ala
580

Leu

Gln

Ser

His

Ser

405

Thr

Leu

Ala

Asn

Thr

485

Val

Arg

Asp

Ala

val

565

Gly

ES 2748 651 T3

Met

Gly

Pro

Met

350

Met

Ala

Gly

Ala

Gln

470

Ser

Gly

Val

Ile

Leu

550

Val

Thr

Asn

Thr

His

375

Ser

Leu

Ala

Ser

Ser

455

Ala

Ala

Gln

Pro

Ala

535

Pro

Asn

Gly

Asn

Thr

360

Arg

Met

Lys

Gln

Ser

440

val

Val

Ala

Met

Pro

520

Pro

Leu

Tle

Ile

val

345

Pro

Ser

Thr

Gly

Asn

425

Gly

Gly

Thr

Glu

Gly

505

Pro

Asp

hgn

val
585

45

Pro

Ser

Pro

Asn

Phe

410

Gly

Leu

Ser

Pro

Arg

490

Ala

Pro

Ala

Pro

Thr

570

Ile

Gln

Ser

Ile

Ser

395

Ala

val

Gly

Leu

Ala

475

Gly

Arg

Tyr

Leu

Ser

555

Lys

Asp

Ala

Lys

Ser

380

Gly

Pro

Arg

Gly

Ser

460

Ala

Pro

Ala

Val

Ser

540

Ala

Leu

Pro

Leu

Leu

365

Asn

Val

Ala

Ala

Gly

445

val

Arg

Gly

Gly

Met

525

Gln

Met

Gly

Asn

Gln

350

Gly

Met:

Ser

Ala

Met

430

Val

Pro

Ala

Gln

Gly

510

Pro

Asp

Val

Tyr

Gly
530

Gln

Gly

Val

Ala

415

Ser

Ala

Gln

Leu

Met

495

Gly

Hisg

Arg

Ala

Asn

575

val

Leu

Leu

Ser

Thr

400

Ala

Ser

Ala

Ala

Pro

480

Leu

Leu

Ser

Fhe

Gln

560

Asn

val
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Leu

Ser

Arg

625

Pro

Ala

Gly

Thr

Ile

705

Val

<210> 8
<211> 2190
<212> ADN

Thr Asn Asn

595

Val
610

Gly Ser

Thr Gln Asp

Ser Ala Ala

Met Gly Asn

660

Val
675

Arg Val

Gly Ala Glu

690

Gln Pro Gly

Val Gly Met

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2748 651 T3

His Val

Gly Gln

Vval Ala

630

Ile
645

Gly
Ser Gly
Ala Leu
Glu

Thr

Ser
710

Asp

Azn Thr

725

Ile

Thr

615

Val

Gly

Gly

Gly

Leu

695

Gly

Ala

Ala
600

Gly
Tyr Gly
Gln

Leu

Gly Vval

Ala

Val

Leu

Ala

Thr Asp

Ile

Asn Ala Phe

605

Val
620

Asp

Arg
635

Gly

Val Gly

650

Gln Gly

665

Gln Thr

680

Asn

Gly

Gly

Ala Ser

Gly

Val

Leu

Pro Val

Thr Preo

Gln Ala

Val

Ala

Glu

Arg

Ser

Gly Tyr Asp

Leu
640

Gly Gly

Val
655

Pro Val

Ala
670

Val Pro

Asp Ser Leu

685

Ile Gln

700

Val
715

Asn

Phe

Gly

Asp Ala Ala

Gln
720

Leu Gly

<223> Secuencia codificante para la fusién de M72 con 6 restos de his adicionales

<400> 8

atgcatcacc
cagggatteg
ggggggtcac
aacaacggea
ggcatctcca
gcgatggogyg
accaagtcgg

ttecatggtgg

atcaccatca
cecattecgat
ccaccegttca
acggegeacy
ccggegacgt
acgcgcttaa
gcggcacgeyg

atttegggge

cacggccgeg
cgggcaggceyg
tategggect
agtccaacge
gatcaccgcg
cgggcatcat
tacagggaac

gttaccaceg

tccgataact
atggegateg
accgecttee
gtggtecggga
gtcgacggeg
cccggtgacg
gtgacattgyg

gagatcaact

46

toccagctgte
cgggecagat
teggettggy
gegetecgge
ctccgatcaa
tcatctcggt

ccgagggacc

ccegegaggat

ccagggtggy

cegategggt
tgttgtegac
ggcaagtete
ctcggccacc
gacctggcaa
ccocggccgaa

gtacgecgge

60

120

180

240

300

360

420

480



cogggttegy
tttteggeeg
ggttegtegy
accgegggge
acggcgtatg
attctgatag
gaatacggeg
gcgacggcga
gggcteoeteg
ttgatgaaca
ccttetteca
aacatggtgt
aacaccttga
acegeggoge
ggtetgggeg
gtgccgcagy
ctgaccagce
gtggggcaga
cgacectatg
caggaccggt
gtggggecac
gggaccggea
ggcgccaccg
gtcgggtatg
ccgteggegg
ageggtggge
acegtgcagg
ttcgatgecy
gtggtcggta
<210>9

<211> 20
<212> ADN

cetegetggt
cgteggegtt
cgggtetgat
aggccgaget
ggctgacggt
cgaccaacct
agatgtggge
cggcgacgtt
agcaggecege
atgtgcccca
agctgggtag
cgatggeocaa
gctegatgtt
aaaacggggt
gtggggtgge
cctgggccge
tgaccagcge
tgggcgccag
tgatgecogea
tegecgactt
aggtggteaa
tcgtcatcga
acatcaatgc
accgcaccca
cgatcggtgg
agggoggaac
cgteggatte
cgatccagec

tgaacacggc

<213> Secuencia artificial

ES 2748 651 T3

ggecgegget
tcagteggtg
ggtggcgycyg
gaccgacgea
gcccccgeog
cttggggcaa
ccaagacgec
gctgecgtte
cgeggtegag
ggcgctgcaa
cctgtggaag
caaccacatg
gaagggettt
cegggegatyg
cgecaacttg
ggccaaccag
cgcggaaaga
ggccggtggt
ttetecggea
cocegegetyg
catcaacace
tcccaacggt
gttcagegte
ggatgtcgcg
cggcgtcegeg
gococgtgeg
goetgaceggt
cggtgattcg

cgcgtectag

cagatgtggy
gtctggggte
gecteogeegt
caggtccggg
gtgatcgccg
aacaccccgg
gecgeogatgt
gaggaggcge
gaggcctecg
cagctggecce
acggtctcge
tcgatgacca
gctecggegg
agctegetgg
ggtegggegyg
gcagtcaccc
gdggcoecgyge
gggctcagtyg
geoggegata
ccoctegace
aaactggget
gtegtgctga
ggctcecggec
gtgctgcage
gttggtgagc
gtgecotggea
gcocgaagaga

ggcggygcceyg

47

acagegtgge
tgacggtyggyg
atgtggegtg
ttgetgegge
agaaccgtgce
cgatcgeggt
ttggetacge
cggagatgac
acacegeogce
agcccacgca
cgcatcggte
actcgggtgt
cggoegecca
gecagcteget
coteggtegyg
cggcdgcgcyg
agatgetggg
gtgtgctgceg
tegoceocgee
cgtocgegat
acaacaacge
ccaacaacca
aaacctacgg
tgcgcggtge
cegtegtege
gggtggtege
cattgaacgg

tegtcaacgg

gagtgacctg
gtcgtggata
gatgagecgte
ggectacgag
tgaactgatg
caacgaggcc
cgcggegacy
cagcgegggt
ggcgaaccag
gggcaccacyqg
gecgatcage
gtegatgacce
ggcegtgeaa
gggttetteg
ttegttgteg
ggcgctgceg
cgggetgoey
tgttoccgeog
ggccttgteg
ggtcgecocaa
cgtgggagaec
cgtgatcgey
cgtcgatgtyg
cggtggecty
gatgggcaac
geteggeocaa
gttgatcecag

cctaggacag

540

600

660

720

780

B40

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1580

2040

2100

2160

2190
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<220>
<223> Cpg Oligo 1 - CpG 1826

<400> 9
tccatgacgt tcctgacgtt 20

<210> 10

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CpG Oligo 2 - CpG 1758

<400> 10
tctcccageg tgegecat 18

<210> 11

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CpG Oligo 3

<400> 11
accgatgacg tcgccggtga cggcaccacg

<210> 12

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CpG Oligo 4 - CpG 2006

<400> 12
tcgtegtttt gtegttttgt cgtt 24

<210> 13

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CpG Oligo 5 - CpG 1686

<400> 13
tccatgacgt tcctgatget 20

ES 2748 651 T3
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion inmunogénica que comprende un antigeno relacionado con M72, en la que el antigeno
relacionado con M72 comprende una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad con la SEQ ID NO: 1, el
pH de dicha composicion esta en el intervalo de 7,5 a 8,5 y la concentracion de cloruro de sodio es de 50 mM o
menor.

2. La composiciéon inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que la concentracion de sales en dicha
composicion es de 40 mM o menor.

3. La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, que comprende adicionalmente un agente
de tonicidad no iénico.

4. La composicion inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 3, en la que el agente de tonicidad no i6nico es un
poliol.

5. La composicion inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 4, en la que el poliol es sorbitol y en la que la
concentracién de sorbitol esta entre aproximadamente el 4 y aproximadamente el 6 % (p/v).

6. La composicion inmunogénica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que la
composicion inmunogénica comprende un agonista de TLR-4 que es un lipopolisacarido.

7. La composicion inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 6, en la que el lipopolisacarido es monofosforil
lipido A 3-des-O-acilado y la composicion inmunogénica también comprende QS21.

8. La composicion inmunogénica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que la
composicion se proporciona como una dosis unitaria de entre 50 pyl y 1 mly la dosis unitaria contiene de 5 a 50 ug de
antigeno relacionado con M72.

9. La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 8, en la que la dosis unitaria es una dosis humana
y contiene entre 1y 100 pg de 3D-MPL y entre 1y 100 ug de QS21.

10. La composicién inmunogénica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en la que el antigeno
relacionado con M72 comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 3.

11. La composicién inmunogénica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en la que el antigeno
relacionado con M72 consiste en una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad con la SEQ ID NO: 1.

12. La composicion inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 11, en la que el antigeno relacionado con M72
consiste en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 3.

13. La composicion inmunogénica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, para uso en
medicina.

14. La composicion inmunogénica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, para su uso en la
profilaxis, el tratamiento o la mejora de una infeccién por micobacterias.

15. La composicion inmunogénica para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 13 o 14, para la administracion a un
ser humano.
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Figura 1

Actividad litica de QS21
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6a
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Figura 6b
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Figura 6¢

24h30°C

ASA (NaCl-2 150 mM), pH 8,5

S—

57




ES 2748 651 T3

Figura 6d
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Figura 7
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Figura 8
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Figura 9

Respuestas de linfocitos T CD4 especificos de M72
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Figura 10

Respuestas de linfocitos T CD8 especificos de M72
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Figura 11
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Figura 12

Tamafo de Mtb72f por DLS
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Figura 13
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