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DESCRIPCION
Vacunas antimicobacterianas
1. Introduccién

La descripcion se refiere a arenavirus modificados genéticamente adecuados como vacunas contra infecciones por
micobacterias. La invencion se refiere a composiciones farmacéuticas para uso en métodos para el tratamiento de
infecciones por micobacterias. Especificamente, se describen en la presente memoria composiciones farmacéuticas,
vacunas y métodos para tratar infecciones en Mycobacterium tuberculosis.

2. Antecedentes

La tuberculosis (TB) esta provocada por la Mycobacterium tuberculosis. La TB se contagia y se propaga a través del
aire. Se estima que alrededor de dos mil millones de personas, o un tercio de la poblacién mundial, estan infectadas
con la bacteria y corren el riesgo de desarrollar la enfermedad. Alrededor del 5% de las personas infectadas se
siente mal de tuberculosis en los primeros dos afios después de la infeccion. El otro 95% desarrolla una infeccion
latente o 'dormida’, que no es contagiosa, pero que aun puede convertirse en TB mas adelante en la vida. El riesgo
general de por vida para desarrollar TB después de la infeccion se estima en el 10% aproximadamente.

La tuberculosis pulmonar (pulmén) es la forma mas comudn y mas infecciosa de TB en todo el mundo. Sin embargo,
la TB puede atacar cualquier parte del cuerpo. Segun los ultimos datos de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), hubo 8,8 millones de nuevos casos de TB en 2010 (informe de la OMS, 2011). En 2010, alrededor de 1,4
millones de personas murieron de tuberculosis, lo que equivale a aproximadamente 3800 muertes por dia y una
muerte cada 22 segundos. En 2009 hubo casi 10 millones de nifios huérfanos debido a muertes por TB. El aumento
de la movilidad de la poblacién mundial, con mas personas viajando a través de las fronteras, intensifica la
propagacion de las enfermedades infecciosas transmitidas por el aire. Si no se trata, cada persona con TB activa
infecta de media de 10 a 15 personas cada afno.

La TB afecta principalmente a adultos jovenes en sus afios mas productivos. Aunque esta relacionada con la
pobreza y afecta sobre todo a los paises en desarrollo, la tuberculosis es dominante en todos los continentes. Los
sintomas de tuberculosis incluyen una tos persistente, dolor en el pecho, tos con sangre o esputo, debilidad, pérdida
de peso, escalofrios, sudores nocturnos y fiebre.

Actualmente solo hay una vacuna contra la tuberculosis disponible en todo el mundo: Bacille Calmette-Guérin
(BCG). Esta vacuna, utilizada desde 1921, se administra a mas de 100 millones de bebés cada afio y puede
proteger a los nifios de formas graves de tuberculosis. Sin embargo, la BCG tiene poca o ninguna eficacia en la
prevencion de la TB pulmonar en adultos (jévenes), la forma mas comin y mas infecciosa de tuberculosis. Ademas,
existen serias preocupaciones de seguridad con respecto al uso de BCG en recién nacidos infectados por VIH. La
carga de la enfermedad, que afecta a las economias de todo el mundo, se estima en cientos de miles de millones de
dolares anualmente.

Las vacunas, generalmente aceptadas y probadas por ser tanto una forma muy eficiente como rentable de prevenir
enfermedades infecciosas, pueden marcar la diferencia. Se necesitan urgentemente vacunas mas efectivas y
seguras para mejorar o reemplazar la BCG, ya que la tuberculosis sigue pasando factura. Los estudios de modelos
muestran que sin nuevas vacunas, la TB nunca se puede eliminar. Nuevas vacunas, junto con diagndsticos mas
precisos y terapias farmacoldgicas mas eficientes, salvarian decenas de millones de vidas. Las vacunas también
seran especialmente cruciales en la lucha contra la tuberculosis multirresistente a los medicamentos (MDR-TB) y la
tuberculosis extremadamente resistente a los medicamentos (XDR-TB), formas de TB que son caras y
extremadamente dificiles o practicamente imposibles de tratar.

El control de la infeccion de la tuberculosis micobacteriana (Mtb) depende principalmente de la respuesta de
inmunidad mediada por celulas (CMI). Esta ampliamente aceptado que las células T antibacterianas ejercen efectos
protectores mediante la secrecion de interferén-y (IFN-y) y factor de necrosis tumoral a (TNF-a) para estimular los
macrofagos infectados por bacterias. La Mtb se oculta de forma intracelular en las vacuolas de estos fagocitos y
escapa de la degradacion por la maquinaria lisosémica. Sin embargo tras la interaccion afin con las células T
antibacterianas, la estimulacion resultante de los macréfagos infectados les permite matar y degradar sus patégenos
intracelulares. Las células T CD4+ restringidas por el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase Il se han
identificado durante mucho tiempo como actores clave en este proceso. La evidencia mas reciente indica que las
células T CD8+ restringidas a MHC clase | también juegan un papel importante en la proteccion antibacteriana.

Abel Brian et al estudiaron la vacuna contra la tuberculosis AERAS-402 para inducir células T CD4+ y CD8+ en
adultos. (American Journal of Respiratory and Critical Care Medicine, vol 181. pp1407-1417, 2010).

Por lo tanto, las nuevas estrategias de vacunacion deben apuntar a inducir respuestas plurifuncionales de células T
CD4+ y CD8+ (que coproducen IFN-y y TNF-a) de gran magnitud. Existen diferencias muy significativas entre las
diferentes plataformas de vectores, y sigue siendo impredecible qué vectores virales pueden cumplir de manera
6ptima estos requisitos.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2751423 T3

3. Compendio de la invencion

La descripcion se refiere a una particula de arenavirus infeccioso deficiente en la replicacién que comprende una
secuencia de nucleotidos que codifica un antigeno micobacteriano.

La invencion proporciona una particula de virus infeccioso de la coriomeningitis linfocitica deficiente en la replicacion
para uso como una vacuna en un método para tratar o prevenir una infeccidon con M. tuberculosis en un lactante, en
donde la particula comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un antigeno micobacteriano, en donde el
antigeno micobacteriano es una proteina de fusion entre Ag85B y TB10.4, en donde la proteina de fusion
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:5, y en donde el antigeno micobacteriano se fusiona a un
péptido sefial de un activador de plasmindgeno tisular.

Segun algunas realizaciones de la invencion, el péptido sefal de un activador de plasmindgeno tisular es un péptido
sefal N-terminal.

Segun algunas realizaciones de la invencion, el péptido sefial de un activador de plasmindgeno tisular dirige el
direccionamiento al reticulo endoplasmico.

Segun algunas realizaciones de la invencion, el péptido sefial de un activador de plasminégeno tisular comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:7.

Segun algunas realizaciones de la invencion, el péptido sefial de un activador de plasminégeno tisular y la proteina
de fusiéon comprenden la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:3.

Segun algunas realizaciones de la invencion, un marco de lectura abierto del virus de la coriomeningitis linfocitica se
elimina o se inactiva funcionalmente.

Segun algunas realizaciones de la invencion, el marco de lectura abierto que codifica la glucoproteina del virus de la
coriomeningitis linfocitica se elimina o se inactiva funcionalmente.

Segun algunas realizaciones de la invencion, la particula de virus de la coriomeningitis comprende un segmento
gendmico, en donde el segmento gendmico comprende la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO:1.

La invencion también proporciona una composicion farmacéutica que comprende una particula de virus infeccioso
de la coriomeningitis linfocitica deficiente en la replicacion y un vehiculo farmacéuticamente inactivo para uso como
una vacuna en un método para tratar o prevenir una infeccion con M. tuberculosis en un lactante, en donde la
particula comprende una secuencia de nucledtidos que codifica un antigeno micobacteriano, en donde el antigeno
micobacteriano es una proteina de fusion entre Ag85B y TB10.4, en donde la proteina de fusion comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:5, y en donde el antigeno micobacteriano se fusiona a un péptido sefial
de un activador de plasmindgeno tisular.

Segun algunas realizaciones de la invencion, el péptido sefial de un activador de plasmindgeno tisular es un péptido
sefal N-terminal.

Segun algunas realizaciones de la invencion, el péptido sefial de un activador de plasmindgeno tisular dirige el
direccionamiento al reticulo endoplasmico.

Segun algunas realizaciones de la invencion, el péptido sefial de un activador de plasminégeno tisular comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:7.

Segun algunas realizaciones de la invencion, el péptido sefial de un activador de plasminégeno tisular y la proteina
de fusiéon comprenden la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:3.

Segun algunas realizaciones de la invencion, un marco de lectura abierto del virus de la coriomeningitis linfocitica se
elimina o se inactiva funcionalmente.

Segun algunas realizaciones de la invencion, el marco de lectura abierto que codifica la glucoproteina del virus de la
coriomeningitis linfocitica se elimina o se inactiva funcionalmente.

Segun algunas realizaciones de la invencion, la particula de virus de la coriomeningitis comprende un segmento
gendmico, en donde el segmento gendmico comprende la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO:1.

En ciertos aspectos de la descripcién, el antigeno micobacteriano se selecciona del grupo de micobacterias que
consta de Mycobacterium tuberculosis, M. bovis, M. bovis BCG, M. africanum, M. canetti, M. caprae, M. microti, M.
pinnipedii, M. avium, M. avium paratuberculosis, M. avium silvaticum, M. avium "hominissuis," M. colombiense, M.
indicus pranii, M. asiaticum, M. gordonae, M. gastri, M. kansasii, M. hiberniae, M. nonchromogenicum, M. terrae, M.
triviale, M. pseudoshottsii, M. shottsii, M. triplex, M. genavense, M. florentinum, M. lentiflavum, M. palustre, M.
kubicae, M. parascrofulaceum, M. heidelbergense, M. interjectum, M. simiae, M. branderi, M. cookii, M. celatum, M.
bohemicum, M. haemophilum, M. malmoense, M. szulgai, M. leprae, M. lepraemurium, M. lepromatosis, M.
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africanum, M. botniense, M. chimaera, M. conspicuum, M. doricum, M. farcinogenes, M. heckeshornense, M.
intracellulare, M. lacus, M. marinum, M. monacense, M. montefiorense, M. murale, M. nebraskense, M.
saskatchewanense, M. scrofulaceum, M. shimoidei, M. tusciae, M. xenopi, M. intermedium, M. abscessus, M.
chelonae, M. bolletii, M. fortuitum, M. fortuitum subsp. Acetamidolyticum, M. boenickei, M. peregrinum, M. porcinum,
M. senegalense, M. septicum, M. neworleansense, M. houstonense, M. mucogenicum, M. mageritense, M.
brisbanense, M. cosmeticum, M. parafortuitum, M. austroafricanum, M. diernhoferi, M. hodleri, M. neoaurum, M.
frederiksbergense, M. aurum, M. vaccae, M. fallax, M. confluentis, M. flavescens, M. madagascariense, M. phlei, M.
smegmatis, M. goodii, M. wolinskyi, M. thermoresistibile, M. gadium, M. komossense, M. obuense, M. sphagni, M.
agri, M. aichiense, M. alvei, M. arupense, M. brumae, M. canariasense, M. chubuense, M. conceptionense, M.
duvalii, M. elephantis, M. gilvum, M. hassiacum, M. holsaticum, M. immunogenum, M. massiliense, M. moriokaense,
M. psychrotolerans, M. pyrenivorans, M. vanbaalenii, M. pulveris, M. arosiense, M. aubagnense, M. caprae, M.
chlorophenolicum, M. fluoroanthenivorans, M. kumamotonense, M. novocastrense, M. parmense, M. phocaicum, M.
poriferae, M. rhodesiae, M. seoulense, or M. tokaiense.

En ciertos aspectos de la descripcion, el antigeno es una micolil transferasa o un fragmento de la misma. Por
ejemplo, la micolil transferasa utilizada de acuerdo con la descripcion descrita en la presente memoria puede constar
de la M. tuberculosis Ag85A, M. tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C. En ciertos aspectos de la descripcion,
el antigeno esta codificado por la familia del gen esat-6. Mas especificamente, el antigeno es TB10.3, TB12.9 o
TB10.4 que pertenece a la familia del gen esat-6.

En ciertos aspectos de la descripcion, el antigeno es TB10.4, Ag85B, un fragmento de TB10.4 o un fragmento de
Ag85B. En una realizacion especifica de la invencion, el antigeno es una proteina de fusion entre TB10.4 y Ag85B.
En ciertas realizaciones de la invencion, la proteina de fusién comprende una secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID NO:5.

En las realizaciones de la invencion, el antigeno se fusiona a un péptido sefial N-terminal de un activador de
plasmindgeno tisular. En ciertas realizaciones de la invencion, el antigeno comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:3.

El arenavirus utilizado de acuerdo con la invencién descrita en la presente memoria es un virus infeccioso de la
coriomeningitis linfocitica deficiente en la replicacion. En ciertas realizaciones de la invencion, un marco de lectura
abierto del virus de la coriomeningitis linfocitica se elimina o se inactiva funcionalmente. En una realizacion
especifica, el marco de lectura abierto que codifica el gen de la glucoproteina del virus de la coriomeningitis
linfocitica se elimina o se inactiva funcionalmente.

La descripcion se refiere ademas a un virus que puede amplificar y expresar su informacién genética en una célula
que ha sido infectada por el virus pero que no puede producir mas particulas de la progenie infecciosa en una célula
no complementaria. En ciertas realizaciones, la invencién se refiere a una particula de virus infeccioso de la
coriomeningitis linfocitica deficiente en la replicacion que comprende un segmento genémico en donde el segmento
genomico comprende la secuencia de nucledtidos de la SEQ ID NO:1 para uso como una vacuna (el segmento
gendémico esARN, la secuencia en la SEQ ID NO:1 se muestra para el ADN; sin embargo, el intercambio de todas
las timidinas ("T") en la SEQ ID NO:1 por uridinas ("U") proporciona la secuencia deARN).

También se describe en la presente memoria una particula de arenavirus infeccioso deficiente en la replicaciéon que
comprende un segmento gendmico, en donde el segmento gendmico comprende una secuencia de nucleétidos que
es al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, al menos 99% o 100% idéntica a la secuencia de
nucleotidos 1639 a 3315 de la SEQ ID NO:11 (el segmento gendmico esARN, la secuencia en la SEQ ID NO:11 se
muestra para el ADN; sin embargo, el intercambio de todas las timidinas ("T") en la SEQ ID NO:11 por uridinas ("U")
proporciona la secuencia deARN), y en donde el segmento genémico comprende una secuencia de nucleotidos que
codifica un antigeno micobacteriano (el antigeno micobacteriano se puede fusionar a un péptido sefial que dirige el
antigeno micobacteriano al reticulo endoplasmico). También se describe en la presente memoria una particula de
arenavirus infeccioso deficiente en la replicaciéon que comprende un segmento gendémico, en donde el segmento
gendémico comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un producto de expresidon cuya secuencia de
aminoacidos es al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94% , 95%, 96%, 97%, 98%, al menos 99% o 100% idéntica a la
secuencia de aminoacidos codificada por 1639 a 3315 de la SEQ ID NO:11 (el segmento genodmico esARN, la
secuencia en la SEQ ID NO:11 se muestra para el ADN; sin embargo, el intercambio de todas las timidinas ("T") en
la SEQ ID NO:11 por las uridinas ("U") proporciona la secuencia deARN), y en donde el segmento genémico
comprende una secuencia de nucleotidos que codifica un antigeno micobacteriano (el antigeno micobacteriano se
puede fusionar a un péptido sefial que dirige el antigeno micobacteriano al reticulo endoplasmico).

También se describe en la presente memoria una particula de arenavirus infeccioso deficiente en la replicaciéon que
comprende un segmento genodmico, en donde el segmento gendmico comprende una secuencia de nucleétidos que
es al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, al menos 99% o 100% idéntica a la secuencia de
nucleotidos 1640 a 3316 de la SEQ ID NO:12 (el segmento genémico esARN, la secuencia en la SEQ ID NO:12 se
muestra para el ADN; sin embargo, el intercambio de todas las timidinas ("T") en la SEQ ID NO:12 por uridinas ("U")
proporciona la secuencia deARN), y en donde el segmento gendmico comprende una secuencia de nucleétidos que
codifica un antigeno micobacteriano (el antigeno micobacteriano se puede fusionar a un péptido sefial que dirige el
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antigeno micobacteriano al reticulo endoplasmico). También se describe en la presente memoria una particula de
arenavirus infeccioso deficiente en la replicaciéon que comprende un segmento gendémico, en donde el segmento
gendémico comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un producto de expresidon cuya secuencia de
aminoacidos es al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94% , 95%, 96%, 97%, 98%, al menos 99%, o 100% idéntica a la
secuencia de aminoacidos codificada por 1640 a 3316 de la SEQ ID NO:12 (el segmento genodmico esARN, la
secuencia en la SEQ ID NO:12 se muestra para el ADN; sin embargo, el intercambio de todas las timidinas ("T") en
la SEQ ID NO:12 por uridinas ("U") proporciona la secuencia deARN), y en donde el segmento genémico comprende
una secuencia de nucleétidos que codifica un antigeno micobacteriano (el antigeno micobacteriano se puede
fusionar a un péptido sefial que dirige el antigeno micobacteriano al reticulo endoplasmico).

En la presente memoria se describen composiciones, p. €j., composiciones farmacéuticas, inmunogénicas o de
vacunas, que comprenden un virus descrito en la presente memoria y un vehiculo farmacéuticamente inactivo.

También se describen en la presente memoria métodos para tratar o prevenir una infeccién por micobacterias en un
paciente, que comprende administrar al paciente un virus, una composicién farmacéutica, una composicion
inmunogénica o una vacuna descrita en la presente memoria. Ademas se describe en la presente memoria el uso de
un virus, una composicion farmacéutica, una composicion inmunogénica o una vacuna descrita en la presente
memoria para el tratamiento o prevencion de una infeccidon por micobacterias en un paciente. Por ejemplo, la
infeccion por micobacterias es una infeccion con M. tuberculosis.

3.1 Convenciones y abreviaturas

tPA Activador de plasmindgeno tisular
Mtb Mycobacterium tuberculosis

B Tuberculosis

LCMV Virus de la coriomeningitis linfocitica
MHC Complejo mayor de histocompatibilidad
ORF Marco de lectura abierto

GP Glucoproteina

z Proteina matriz

NP Nucleoproteina

UTR Region no traducida

CD8 Grupo de diferenciacion 8

CD4 Grupo de diferenciacion 4

IFN-y Interferén-y

TNF-a Factor de necrosis tumoral-a

CMI Inmunidad mediada por células

MDR-TBTuberculosis multirresistente a los medicamentos
XDR-TB Tuberculosis extremadamente resistente a los medicamentos
4. Descripcion del listado de secuencias

SEQ ID NO:1 es la secuencia de nucledtidos del segmento genémico rLCMV/tPA-Ag85B-TB10.4. El segmento
gendmico esARN, la secuencia en la SEQ ID NO:1 se muestra para el ADN; sin embargo, el intercambio de todas
las timidinas ("T") en la SEQ ID NO:1 por uridinas ("U") proporciona la secuencia deARN.

SEQ ID NO:2 es la secuencia de nucleétidos para tPA-Ag85B-TB10.4 del ADNc.
SEQ ID NO:3 es la secuencia de aminoacidos para tPA-Ag85B-TB10.4.

SEQ ID NO:4 es la secuencia de nucledtidos para Ag85B-TB10.4 del ADNc.
SEQ ID NO:5 es la secuencia de aminoacidos para Ag85B-TB10.4.
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SEQ ID NO:6 es la secuencia de nucleotidos para el ADNc del tPA que incluye un grupo enlazador de seis
nucledtidos.

SEQ ID NO:7 es la secuencia de aminoacidos para el péptido sefial de tPA.

SEQ ID NO:8 es la secuencia de aminoacidos de un péptido antigénico para algunas células T CD4+ restringidas a
H2-1AP,

SEQ ID NO:9 es la secuencia de aminoacidos de un péptido antigénico para algunas células T CD8+ restringidas a
H-2K® utilizadas para la sintesis de MHC clase | dextramers.

SEQ ID NO:10 es la secuencia de aminoacidos de un péptido antigénico para algunas células T CD8+ restringidas a
H-2KP utilizadas para la reestimulacién antes de la tincion intracelular de las citocinas por citometria de flujo.

SEQ ID NO:11 es la secuencia completa del segmento S del virus de la coriomeningitis linfocitica. El segmento
gendmico esARN, la secuencia en la SEQ ID NO:11 se muestra para el ADN; sin embargo, el intercambio de todas
las timidinas ("T") en la SEQ ID NO:11 por uridinas ("U") proporciona la secuencia deARN.

SEQ ID NO:12 es la secuencia completa del segmento S del clon 13 del virus de la coriomeningitis linfocitica
(GenBank: DQ361065.2). El segmento gendmico esARN, la secuencia en la SEQ ID NO:12 se muestra para el ADN;
sin embargo, el intercambio de todas las timidinas ("T") en la SEQ ID NO:12 por uridinas ("U") proporciona la
secuencia deARN.

SEQ ID NO:13 es la secuencia completa del segmento L del clon 13 del virus de la coriomeningitis linfocitica,
(GenBank: DQ361066.1). El segmento gendmico esARN, la secuencia en la SEQ ID NO:13 se muestra para el ADN;
sin embargo, el intercambio de todas las timidinas ("T") en la SEQ ID NO:13 por uridinas ("U") proporciona la
secuencia deARN.

5. Breve descripcion de las figuras

Figura 1: Representacion esquematica del genoma de arenavirus tipo salvaje. EI genoma de arenavirus tipo salvaje
consiste en un segmento deARN corto (1; ~3,4 kb) y uno grande (2; ~7,2 kb). El segmento corto lleva los marcos de
lectura abiertos que codifican los genes de la nucleoproteina NP (3) y la glucoproteina GP (4). El segmento grande
codifica laARN polimerasa L dependiente deARN (5) y los genes de la proteina matriz Z (6). Los arenavirus tipo
salvaje se pueden volver deficientes en la replicacion para generar vectores de vacunas sustituyendo el gen de la
glucoproteina por antigenos de eleccion (7), contra los cuales se inducen respuestas inmunes.

Figura 2: Comparacion de la inmunogenicidad de los vectores de vacuna en ratones rLCMV/tPA-Ag85B-TB10.4 y
rLCMV/Ag85B-TB10.4. El dia 0 del experimento, se inmunizaron ratones C57BL/6 con 2x10° UFP o de rLCMV/tPA-
Ag85B-TB10.4 (grupo 1) o de rLCMV/Ag85B-TB10.4 (grupo 2) por via intravenosa. Los ratones control no se
inmunizaron (grupo 3). La misma inmunizacion se repitid el dia 28. El dia 27 (panel A) y el dia 38 (panel B) se
midieron las células T CD8+ especificas de TB10.4 (IMYNYPAM) en sangre periférica mediante citometria de flujo
utilizando MHC clase | dextramer. Las celulas que se unen a Dextramer se expresan como porcentaje de la
poblacién total de CD8+ (X en los paneles A y B). El dia 56 del experimento, se sacrificaron los animales y se
prepararon suspensiones de células individuales a partir del bazo de los animales. S estimularon estas células con el
péptido QIMYNYPAM derivado de TB10.4 que comprende la SEQ ID NO:10 y el péptido
THSWEYWGAQLNAMKGDLQS derivado de Ag85B que comprende la SEQ ID NO:8 para determinar interferén-y
especifico de antigeno (IFN-y) y factor necrosis tumoral a (TNF-a) que coproducen las CD8+ (panel C), asi como
IFN-y y TNF-a que coproducen las células T CD4+ (panel D), respectivamente. Para esto, se utilizaron técnicas de
citometria de flujo y tincidon de citocinas intracelulares estandar. Se expresan como un porcentaje las células que
coproducen IFN-y y TNF-a entre las células T CD8+ totales (Y en el panel C) o entre las células T CD4+ totales (Z
en el panel D). Los simbolos representan ratones individuales. Los ratones del grupo 1 y del grupo 2 eran
significativamente diferentes en todas las medidas, como se determind utilizando el ensayo t de Student de dos
colas no pareado (p=0,0226, p=0,0108, p=0,0044, p=0,0001 en los paneles A-D, respectivamente).

Figura 3: Comparacion de la inmunogenicidad del vector de vacuna rLCMV/tPA-Ag85B-TB10.4 administrado por via
intravenosa o subcutanea. El dia 0 del experimento, se inmunizaron ratones C57BL/6 con 10° UFP de rLCMV/tPA-
Ag85B-TB10.4 o a través de la via intravenosa (grupo 1) o por via subcutanea (grupo 2). Los ratones control no se
inmunizaron (grupo 3). El dia 11, los animales se sacrificaron y se prepararon suspensiones de células individuales a
partir del bazo de estos animales. Se midieron las células T CD8+ especificas de TB10.4 (IMYNYPAM (SEQ ID
NO:9)) por citometria de flujo utilizando MHC clase | dextramers. Las celulas que se unen a Dextramer se expresan
como porcentaje de la poblacion total de CD8+ (X en los paneles A). Se estimularon también las células del bazo
con el péptido QIMYNYPAM derivado de TB10.4 que comprende la SEQ ID NO:10 y el péptido
THSWEYWGAQLNAMKGDLQS derivado de Ag85B que comprende la SEQ ID NO:8 para determinar IFN-y
especifico de antigeno que producen las CD8+ (panel B), asi como IFN-y y TNF-a que coproducen las células T
CD4+ (panel C), respectivamente. Para esto, se utilizaron técnicas de citometria de flujo y tincion de citocinas
intracelulares estandar. Se expresan como un porcentaje las células T CD8+ que producen IFN-y especificas de
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epitopo dentro de las células T CD8+ totales (Y en el panel B), asi como las células que coproducen IFN-y y TNF-a
entre las células T CD4+ totales (Z en el panel C). Los simbolos representan ratones individuales.

Figura 4: Estudios de inmunizacion con el vector de vacuna rLCMV/tPA-Ag85B-TB10.4 en ratones adultos y de 1
semana de edad. El dia 0 del experimento, se inmunizaron ratones C57BL/6 adultos (grupo 1) y de 1 semana de
edad (grupo 2) con 10% UFP de rLCMV/tPA-Ag85B-TB10.4 a través de la via subcutanea. El dia 10, los animales se
sacrificaron y se prepararon suspensiones de células individuales a partir del bazo de estos animales. Se midieron
las células T CD8+ especificas de TB10.4 (IMYNYPAM (SEQ ID NO:9)) por citometria de flujo utilizando MHC clase |
dextramer. Las celulas que se unen a Dextramer se expresan como porcentaje de la poblacion total de CD8+ (X en
los paneles A) o como numero total de células CD8+ que se unen a Dextramer en el bazo (Y en el panel B). Se
estimularon también estas células con el péptido QIMYNYPAM derivado de TB10.4 que comprende la SEQ ID
NO:10 y el péptido THSWEYWGAQLNAMKGDLQS derivado de Ag85B que comprende la SEQ ID NO:8 para
determinar interferén-y especifico de antigeno (IFN-y) y factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) que coproducen las
CD8+ (panel C), asi como IFN-y y TNF-a que coproducen las células T CD4+ (panel D), respectivamente. Para esto,
se utilizaron técnicas de citometria de flujo y tincion de citocinas intracelulares estandar. Se expresan como un
porcentaje las células que coproducen IFN-y y TNF-a entre las células T CD8+ totales (Z en el panel C) o entre las
células T CD4+ totales (XY en el panel D). Los simbolos representan ratones individuales.

6. Descripcion detallada de la invencién

En la presente memoria se describen métodos y composiciones para el tratamiento o prevencion de infecciones de
un sujeto con una micobacteria. Mas especificamente, en la presente memoria se describen arenavirus infecciosos
deficientes en la replicacion que comprenden una secuencia de nucledtidos que codifica un antigeno
micobacteriano. Estos virus se pueden administrar a un sujeto para el tratamiento o prevencién de una infeccién por
micobacterias. La generacion de vectores de arenavirus infecciosos y deficientes en la replicacion para uso con la
presente invencion se describe con mas detalle en la Seccion 6.3.

La invencion proporciona una particula de virus infeccioso de la coriomeningitis linfocitica deficiente en la replicacion
para uso como una vacuna en un método para tratar o prevenir una infeccidon con M. tuberculosis en un lactante, en
donde la particula comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un antigeno micobacteriano, en donde el
antigeno micobacteriano es una proteina de fusion entre Ag85B y TB10.4, en donde la proteina de fusion
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:5, y en donde el antigeno micobacteriano se fusiona a un
péptido sefial de un activador de plasmindgeno tisular.

Segun algunas realizaciones de la invencion, el péptido sefial de un activador de plasmindgeno tisular es un péptido
sefal N-terminal.

Segun algunas realizaciones de la invencion, el péptido sefial de un activador de plasmindgeno tisular dirige el
direccionamiento al reticulo endoplasmico.

Segun algunas realizaciones de la invencion, el péptido sefial de un activador de plasminégeno tisular comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:7.

Segun algunas realizaciones de la invencion, el péptido sefial de un activador de plasminégeno tisular y la proteina
de fusiéon comprenden la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:3.

Segun algunas realizaciones de la invencion, un marco de lectura abierto del virus de la coriomeningitis linfocitica se
elimina o se inactiva funcionalmente.

Segun algunas realizaciones de la invencion, el marco de lectura abierto que codifica la glucoproteina del virus de la
coriomeningitis linfocitica se elimina o se inactiva funcionalmente.

Segun algunas realizaciones de la invencion, la particula de virus de la coriomeningitis comprende un segmento
gendmico, en donde el segmento gendmico comprende la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO:1.

La invencion también proporciona una composicion farmacéutica que comprende una particula de virus infeccioso
de la coriomeningitis linfocitica deficiente en la replicacion y un vehiculo farmacéuticamente inactivo para uso como
una vacuna en un método para tratar o prevenir una infeccion con M. tuberculosis en un lactante, en donde la
particula comprende una secuencia de nucledtidos que codifica un antigeno micobacteriano, en donde el antigeno
micobacteriano es una proteina de fusion entre Ag85B y TB10.4, en donde la proteina de fusion comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:5, y en donde el antigeno micobacteriano se fusiona a un péptido sefial
de un activador de plasmindgeno tisular.

Segun algunas realizaciones de la invencion, el péptido sefal de un activador de plasmindgeno tisular es un péptido
sefal N-terminal.

Segun algunas realizaciones de la invencion, el péptido sefial de un activador de plasmindgeno tisular dirige el
direccionamiento al reticulo endoplasmico.
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Segun algunas realizaciones de la invencion, el péptido sefial de un activador de plasminégeno tisular comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:7.

Segun algunas realizaciones de la invencion, el péptido sefial de un activador de plasminégeno tisular y la proteina
de fusiéon comprenden la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:3.

Segun algunas realizaciones de la invencion, un marco de lectura abierto del virus de la coriomeningitis linfocitica se
elimina o se inactiva funcionalmente.

Segun algunas realizaciones de la invencion, el marco de lectura abierto que codifica la glucoproteina del virus de la
coriomeningitis linfocitica se elimina o se inactiva funcionalmente.

Segun algunas realizaciones de la invencion, la particula de virus de la coriomeningitis comprende un segmento
gendmico, en donde el segmento genémico comprende la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO:1.

En la presente memoria se describe un arenavirus modificado genéticamente, donde el arenavirus:
i) es infeccioso;

ii) no puede formar el virus de la progenie infecciosa en una célula no complementaria (es decir, una célula que no
expresa la funcionalidad que falta del arenavirus deficiente en la replicacion y provoca que sea deficiente en la
replicacion);

iii) es capaz de replicar su genoma y expresar su informacion genética; y
iv) codifica un antigeno micobacteriano o un fragmento del mismo.

Un arenavirus modificado genéticamente descrito en la presente memoria es infeccioso, es decir, se puede unir a
una célula huésped y liberar su material genético en la célula huésped. Un arenavirus modificado genéticamente
descrito en la presente memoria es deficiente en la replicacién, es decir, el arenavirus no puede producir mas
particulas de la progenie infecciosa en una célula no complementaria. En particular, se modifica el genoma del
arenavirus (p. €j., por delecion o inactivacion funcional de un marco de lectura abierto) de manera que un virus que
lleva el genoma modificado ya no pueda producir virus de la progenie infecciosa. Una célula no complementaria es
una célula que no proporciona la funcionalidad que se ha eliminado del arenavirus deficiente en la replicacion
mediante la modificacion de su genoma (p. €j., si el marco de lectura abierto que codifica la proteina GP se elimina o
se inactiva funcionalmente, una célula no complementaria no proporciona la proteina GP). Sin embargo, un
arenavirus modificado genéticamente descrito en la presente memoria es capaz de producir virus de la progenie
infecciosa en células complementarias. Las células complementarias son células que proporcionan la funcionalidad
que se ha eliminado del arenavirus deficiente en la replicacion mediante la modificacion de su genoma (p. €j., si el
marco de lectura abierto que codifica la proteina GP se elimina o se inactiva funcionalmente, una célula
complementaria proporciona la proteina GP). Un arenavirus modificado genéticamente descrito en la presente
momoria amplifica y expresa su informacion genética en una célula que ha sido infectada por el virus. Un arenavirus
modificado genéticamente descrito en la presente memoria comprende una secuencia de nucleétidos que codifica
un antigeno micobacteriano tal como los antigenos micobacterianos descritos en la Seccién 6.2.

También se describe en la presente memoria un arenavirus modificado genéticamente en el cual un marco de
lectura abierto (ORF) del genoma de arenavirus se elimina o se inactiva funcionalmente de manera que el virus
resultante no pueda producir mas particulas de virus de la progenie infecciosa. Una particula de arenavirus que
comprende un genoma modificado genéticamente en el cual se puede producir un marco de lectura abierto (ORF)
eliminado o inactivado funcionalmente en células complementarias (es decir, en células que expresan el marco de
lectura abierto arenaviral que se ha eliminado o inactivado funcionalmente) (véase Seccion 6.3) El material genético
de las particulas de arenavirus resultantes se puede transferir tras la infeccion de una célula huésped en la célula
huésped, en donde se puede expresar y amplificar el material genético. Ademas, el genoma de las particulas de
arenavirus modificado genéticamente codifica un antigeno micobacteriano que se puede expresar en la célula
huésped.

En ciertos aspectos de la descripcion, el ORF que codifica el gen de la glucoproteina (GP) del arenavirus se elimina
para generar un arenavirus deficiente en la replicacion para uso con la presente invencion. En un aspecto especifico
de la descripcion, el arenavirus deficiente en la replicacion comprende un segmento genémico que comprende una
secuencia de nucleotidos que codifica un antigeno micobacteriano. En ciertos aspectos de la descripcion, el
antigeno se fusiona a un péptido sefial N-terminal que dirige el antigeno micobacteriano al reticulo endoplasmico
(RE) de la célula que esta infectada con el arenavirus. Por lo tanto, en ciertos aspectos de la descripcion, una
particula de arenavirus modificado genéticamente comprende un segmento gendémico que a) tiene una delecion o
inactivacion funcional de un marco de lectura abierto que esta presente en la forma de tipo salvaje del segmento
gendémico; y b) codifica (o en paralelo o en antiparalelo) un antigeno micobacteriano (véase Seccion 6.3).

En ciertos aspectos de la descripcion, el antigeno codificado por el acido nucleico que se inserta en el genoma del
arenavirus deficiente en la replicacion puede codificar, por ejemplo, un antigeno micobacteriano que incluye, pero no



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2751423 T3

se limita a TB10.4, Ag85B, un fragmento de TB10.4, o un fragmento de Ag85B. Segun la invencion, el péptido sefial
N-terminal fusionado con los antigenos descritos en la presente memoria es el péptido sefal del activador de
plasmindgeno tisular. Se proporciona una descripcion mas detallada de los antigenos y los péptidos sefial descritos
en la presente memoria en la Seccién 6.2.

En ciertos aspectos de la descripcion, los arenavirus utilizados en la presente memoria pueden ser virus del Viejo
Mundo, por ejemplo, virus de la coriomeningitis linfocitica (LCMV). Una descripciéon mas detallada de los arenavirus
descritos en la presente memoria se proporciona en la Seccién 6.1.

En la presente memoria se describen acidos nucleicos que codifican el genoma de tales arenavirus deficientes en la
replicaciéon. En ciertos aspectos, una particula de arenavirus infeccioso deficiente en la replicacion comprende un
segmento genémico que comprende una secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO:1. En la presente memoria se
proporcionan sistemas de vectores basados en LCMV que comprenden uno o dos de los plasmidos de vectores
descritos en la presente memoria. También se describen en la presente memoria lineas celulares, cultivos y
métodos de cultivo de células infectadas con acidos nucleicos, vectores y composiciones. La descripcion mas
detallada de los acidos nucleicos, sistemas de vectores y lineas celulares descritas en la presente memoria se
describe en la Seccion 6.4.

La descripcion se refiere a dichos arenavirus modificados genéticamente deficientes en la replicacion adecuados
como vacunas y a métodos para utilizar dichos arenavirus en la vacunacion y tratamiento o prevencion de
infecciones por micobacterias. La descripcion mas detallada de los métodos de uso de dichos arenavirus descritos
en la presente memoria se proporciona en la Seccién 6.5.

6.1 Vectores de arenavirus infecciosos deficientes en la replicacion que expresan un antigeno micobacteriano

Los arenavirus para uso con los métodos y composiciones descritos en la presente memoria pueden ser virus del
Viejo Mundo, por ejemplo, virus Lassa, virus de la coriomeningitis linfocitica (LCMV), virus Mobala, virus Mopeia o
virus Ippy, o virus del Nuevo Mundo, por ejemplo, virus Amapari, virus Flexal, virus Guanarito, virus Junin, virus
latino, virus Machupo, virus Oliveros, virus Parana, virus Pichinde, virus Pirital, virus Sabia, virus Tacaribe, virus
Tamiami, virus Bear Canyon o virus Whitewater Arroyo. El arenavirus modificado genéticamente se puede generar
como se describe en la Seccion 6.3.

El genoma de arenavirus de tipo salvaje consiste en un segmento deARN corto (1; ~3,4kb) y uno grande (2;
~7,2kb). El segmento corto lleva los marcos de lectura abiertos que codifican los genes de nucleoproteina NP (3) y
glucoproteina GP (4). El segmento grande codifica laARN polimerasa L dependiente deARN (5) y los genes de la
proteina matriz Z (6). Los arenavirus de tipo salvaje se pueden volver deficientes en la replicacién para generar
vectores de vacunas sustituyendo el gen de la glucoproteina por antigenos micobacterianos (7), contra los cuales se
inducen respuestas inmunes.

Los vectores de arenavirus infecciosos deficientes en la replicacion que expresan un antigeno micobacteriano se
pueden utilizar para inmunizar (de manera preventiva) o tratar (de manera inmunoterapéutica) sujetos contra
infecciones por micobacterias. Un vector arenavirus infeccioso deficiente en la replicacion que expresa un antigeno
micobacteriano que se puede utilizar para inmunizar (de manera preventiva) o tratar (de manera inmunoterapéutica)
sujetos contra una infeccion con Mycobaterium tuberculosis.

Se sabe que la enfermedad por arenavirus y la inmunosupresion en la infeccion por arenavirus de tipo salvaje son el
resultado de la replicacion viral no controlada. Suprimiendo la replicaciéon, es decir, la capacidad de producir
particulas de virus de la progenie infecciosa de vectores de arenavirus eliminando de su genoma, p. €j. el gen de Z
que se requiere para la liberacion de particulas, o el gen de la GP el cual se requiere para la infeccion de las células
diana, el nimero total de células infectadas puede estar limitado por el in6culo administrado, p. €j., a un vacunado, o
transmitido accidentalmente al personal involucrado en aplicaciones médicas o biotecnoldgicas, o a animales. Por lo
tanto, suprimir la replicacién de los vectores de arenavirus evita la patogénesis como resultado de la transmision
intencionada o accidental de las particulas de vector. En esta invencién, un aspecto importante consiste en explotar
la necesidad anterior de suprimir la replicacion de un modo beneficioso con el propédsito de expresar un antigeno
micobacteriano.

Una particula de arenavirus se puede volver deficiente en la replicacion por modificacién genética de su genoma.
Dichas modificaciones del genoma pueden incluir:

e delecidon de un marco de lectura abierto (p. €j., el marco de lectura abierto que codifica la proteina GP, NP, L o
2),

e inactivacion funcional de un marco de lectura abierto (p. €j., el marco de lectura abierto que codifica la proteina
GP, NP, L o Z). Por ejemplo, esto se puede lograr introduciendo una mutacién de sentido erréneo o sin sentido.

e mutagénesis de uno de los terminales 5 'o 3' de uno de los segmentos genémicos;

e mutagénesis de una region intergénica (es decir, del segmento genémico L o el S).
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Un arenavirus infeccioso deficiente en la replicacion que expresa un antigeno micobacteriano descrito en la presente
memoria es un virus de la coriomeningitis linfocitica (LCMV) en donde el segmento S del virus se modifica
sustituyendo el marco de lectura abierto que codifica la proteina GP, se reemplaza con un marco de lectura abierto
que codifica un antigeno de la Mycobacterium tuberculosis. En ciertos aspectos especificos de la descripcion, el
antigeno micobacteriano se fusiona a un péptido sefial que dirige el antigeno micobacteriano al reticulo
endoplasmico.

El genoma del vector arenavirus de tipo salvaje (Figura 1) se puede disefiar para conservar al menos los elementos
reguladores esenciales en las regiones no traducidas (UTRs) 5' y 3' de ambos segmentos, y/o también las regiones
intergénicas (IGRs). Sin estar limitados por la teoria, los factores de transaccion minimos para la expresion génica
en las células infectadas permanecen en el genoma del vector como marcos de lectura abiertos que se pueden
expresar, pero se pueden colocar de manera diferente en el genoma y se pueden colocar bajo el control de un
promotor diferente al natural, o se pueden expresar a partir de sitios internos de entrada al ribosoma. Por ejemplo, el
acido nucleico que codifica un antigeno micobacteriano se transcribe de uno de los promotores de arenavirus
enddgenos (es decir, 5' UTR, 3' UTR del segmento S, 5' UTR, 3' UTR del segmento L). Alternativamente, el acido
nucleico que codifica un antigeno micobacteriano se expresa a partir de secuencias promotoras heterélogas
introducidas que se pueden leer por laARN polimerasa virica dependiente deARN, por laARN polimerasa |
celular,ARN polimerasa Il oARN polimerasa lll, tal como duplicaciones de secuencias del promotor virico que se
encuentran de forma natural en las UTRs viricas, el promotor deARN ribosémico 28S, el promotor de beta-actina o el
promotor deARN ribosémico 5S, respectivamente. Los acidos ribonucleicos que codifican para antigenos
micobacterianos se pueden transcribir y traducir o por si mismos o como leidos por fusién a marcos de lectura
abiertos de proteinas del arenavirus, y se puede mejorar la expresion de proteinas en la célula huésped
introduciendo en la secuencia de transcripcion viral en el(los) lugar(es) apropiado(s) uno o mas, p. €j., dos, tres o
cuatro, sitios internos de entrada al ribosoma.

En ciertos aspectos de la descripcion, se describe en la presente memoria una particula de arenavirus (p. ej., LCMV)
en la cual el marco de lectura abierto que codifica la GP del segmento gendmico S se sustituye con una secuencia
de nucleétidos que codifica:

e Un péptido sefial fusionado a un antigeno micobacteriano para el direccionamiento al reticulo endoplasmico; o

e Un péptido sefal fusionado a una micolil transferasa de una micobacteria o un fragmento de la misma para el
direccionamiento al reticulo endoplasmico; o

e Un péptido sefial fusionado a la M. tuberculosis Ag85A, M. tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C, o un
fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, 100, 150, 200 o 250 aminoacidos de la M. tuberculosis Ag85A,
M. tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C para el direccionamiento al reticulo endoplasmico; o

e Un péptido sefal fusionado a un producto génico de un gen de la familia del gen esat-6, o un fragmento de al
menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, o al menos 100 aminoacidos de un producto génico de un gen de la familia del
gen esat-6 para el direccionamiento al reticulo endoplasmico; o

e Un péptido sefal fusionado a (i) la M. tuberculosis Ag85A, M. tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C, o
un fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, 100, 150, 200 o 250 aminoacidos de la M. tuberculosis
Ag85A, M. tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C Yy (ii) un producto génico de un gen de la familia del
gen esat-6 o un fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, o al menos 100 aminoacidos de un producto
génico de un gen de la familia del gen esat-6 para el direccionamiento al reticulo endoplasmico ; o

e En el siguiente orden de N-terminal a C-terminal: un péptido sefial fusionado a (i) la M. tuberculosis Ag85A, M.
tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C, o un fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, 100, 150, 200
0 250 aminoacidos de la M. tuberculosis Ag85A, M. tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C y (ii) un
producto génico de un gen de la familia del gen esat-6, o un fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, o al
menos 100 aminoacidos de un producto génico de un gen de la familia del gen esat-6 para el direccionamiento
al reticulo endoplasmico; o

e En el siguiente orden de N-terminal a C-terminal: un péptido sefial fusionado a (i) un producto génico de un gen
de la familia del gen esat-6, o un fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, o al menos 100 aminoacidos de
un producto génico de un gen de la familia del gen esat-6; y (ii) la M. tuberculosis Ag85A, M. tuberculosis
Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C, o un fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, 100, 150, 200 o 250
aminoacidos de la M. tuberculosis Ag85A, M. tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C para el
direccionamiento al reticulo endoplasmico.

6.2 Antigenos micobacterianos

En ciertos aspectos de la descripcion, los antigenos para uso con los métodos y composiciones descritos en la
presente memoria son antigenos micobacterianos.
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En ciertos aspectos de la descripcion, el antigeno micobacteriano es un antigeno de Mycobacterium tuberculosis, M.
bovis, M. bovis BCG, M. africanum, M. canetti, M. caprae, M. microti, M. pinnipedii, M. avium, M. avium
paratuberculosis, M. avium silvaticum, M. avium " hominissuis, "M. colombiense, M. indicus pranii, M. asiaticum, M.
gordonae, M. gastri, M. kansasii, M. hiberniae, M. nonchromogenicum, M. terrae, M. triviale, M. pseudoshottsii, M.
shottsii, M. triplex, M. genavense, M. florentinum, M. lentiflavum, M. palustre, M. kubicae, M. parascrofulaceum, M.
heidelbergense, M. interjectum, M. simiae, M. branderi, M. cookii, M. celatum, M. bohemicum, M. haemophilum, M.
malmoense, M. szulgai, M. leprae, M. lepraemurium, M. lepromatosis, M. africanum, M. botniense, M. chimaera, M.
conspicuum, M. doricum, M. farcinogenes, M. heckeshornense, M. intracellulare, M. lacus, M. marinum, M.
monacense, M. montefiorense, M. murale, M. nebraskense, M. saskatchewanense, M. scrofulaceum, M. shimoidei,
M. tusciae, M. xenopi, M. intermedium, M. abscessus, M. chelonae, M. bolletii, M. fortuitum, M. fortuitum subsp.
Acetamidolyticum, M. boenickei, M. peregrinum, M. porcinum, M. senegalense, M. septicum, M. neworleansense, M.
houstonense, M. mucogenicum, M. mageritense, M. brisbanense, M. cosmeticum, M. parafortuitum, M.
austroafricanum, M. diernhoferi, M. hodleri, M. neoaurum, M. frederiksbergense, M. aurum, M. vaccae, M. fallax, M.
confluentis, M. flavescens, M. madagascariense, M. phlei, M. smegmatis, M. goodii, M. wolinskyi, M.
thermoresistibile, M. gadium, M. komossense, M. obuense, M. sphagni, M. agri, M. aichiense, M. alvei, M. arupense,
M. brumae, M. canariasense, M. chubuense, M. conceptionense, M. duvalii, M. elephantis, M. gilvum, M. hassiacum,
M. holsaticum, M. immunogenum, M. massiliense, M. moriokaense, M. psychrotolerans, M. pyrenivorans, M.
vanbaalenii, M. pulveris, M. arosiense, M. aubagnense, M. caprae, M. chlorophenolicum, M. fluoroanthenivorans, M.
kumamotonense, M. novocastrense, M. parmense, M. phocaicum, M. poriferae, M. rhodesiae, M. seoulense o M.
tokaiense.

En ciertos aspectos de la descripcion, el antigeno es una micolil transferasa o un fragmento de la misma. En ciertos
aspectos de la descripcion, el antigeno es un fragmento de al menos al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, 100, 150, 200
0 250 aminoacidos de un producto génico de un gen de la micolil transferasa de una micobacteria o un fragmento de
la misma. En ciertos aspectos de la descripcion, el antigeno es un fragmento que se puede identificar utilizando una
variedad de métodos publicados para la prediccién de determinantes antigénicos (véase, p. €j., Jameson B.A. and
Wolf H., Comput Appl Biosci. 1988 March;4(1):181-186; Pellequer J.L. and Westhof E., J Mol Graph. 1993
Sep;11(3):204-10, 191-192; and Kolaskar A.S. and Tongaonkar P.C., FEBS Lett. 1990 Dec 10;276(1-2):172-4). En
ciertos aspectos mas especificos de la descripcion, la micolil transferasa es la M. tuberculosis Ag85A, M.
tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C o un fragmento de la misma.

En ciertos aspectos de la descripcion, el antigeno esta codificado por un gen de la familia del gen esat-6. En ciertos
aspectos de la descripcion, el antigeno es un fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75 o al menos 100
aminoacidos de un producto génico de un gen de la familia del gen esat-6 o un fragmento del mismo. En ciertos
aspectos de la descripcion, el antigeno es un fragmento que se puede identificar utilizando una variedad de métodos
publicados para la predicciéon de determinantes antigénicos (véase, p. €j., Jameson B.A. and Wolf H., Comput Appl
Biosci. 1988 March;4(1):181-186; Pellequer J.L. and Westhof E., J Mol Graph. 1993 Sep;11(3):204-10, 191-192; and
Kolaskar A.S. and Tongaonkar P.C., FEBS Lett. 1990 Dec 10;276(1-2):172-4).

En ciertos aspectos de la descripcion, el antigeno es TB10.3, TB12.9 o TB10.4 o un fragmento del mismo que
pertenece a la familia del gen esat-6. En ciertos aspectos de la descripcion, el antigeno es TB10.4, Ag85B, un
fragmento de TB10.4 o un fragmento de Ag85B.

En ciertos aspectos de la descripcion, el antigeno es una proteina de fusion entre TB10.4 y Ag85B. En ciertos
aspectos de la descripcion, el antigeno es al menos 10, 20, 30, 40, 50, 75, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, o
al menos 500 aminoacidos de longitud. En ciertos aspectos de la descripcion, el antigeno esta codificado por una
secuencia de acido nucleico que es 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100 % idéntica a la
SEQ ID NO:4. En ciertos aspectos de la descripcion, el antigeno comprende una secuencia de aminoacidos que es
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% identica a la SEQ ID NO:5.

En ciertos aspectos de la descripcion, el antigeno descrito en la presente memoria se fusiona a un péptido sefal.
Tales péptidos sefal que se pueden fusionar con los antigenos descritos en la presente memoria incluyen:

Un péptido sefal fusionado a un antigeno micobacteriano para el direccionamiento al reticulo endoplasmico; o

Un péptido sefial fusionado a una micolil transferasa de una micobacteria o un fragmento de la misma para el
direccionamiento al reticulo endoplasmico; o

Un péptido sefal fusionado a la M. tuberculosis Ag85A, M. tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C, o un
fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, 100, 150, 200 o 250 aminoacidos de la M. tuberculosis Ag85A, M.
tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C para el direccionamiento al reticulo endoplasmico; o

Un péptido sefial fusionado a un producto génico de un gen de la familia del gen esat-6, o un fragmento de al menos
10, 15, 20, 25, 50, 75, o al menos 100 aminoacidos de un producto génico de un gen de la familia del gen esat-6
para el direccionamiento al reticulo endoplasmico; o

Un péptido sefial fusionado a (i) la M. tuberculosis Ag85A, M. tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C, o un
fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, 100, 150, 200 o 250 aminoacidos de la M. tuberculosis Ag85A, M.
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tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C vy (ii) un producto génico de un gen de la familia del gen esat-6, o un
fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, o al menos 100 aminoacidos de un producto génico de un gen de la
familia del gen esat-6 para el direccionamiento al reticulo endoplasmico ; o

En el siguiente orden de N-terminal a C-terminal: un péptido sefial fusionado a (i) la M. tuberculosis Ag85A, M.
tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C, o un fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, 100, 150, 200 o
250 aminoacidos de la M. tuberculosis Ag85A, M. tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C vy (ii) un producto
génico de un gen de la familia del gen esat-6, o un fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, o al menos 100
aminoacidos de un producto génico de un gen de la familia del gen esat-6 para el direccionamiento al reticulo
endoplasmico; o

En el siguiente orden de N-terminal a C-terminal: un péptido sefial fusionado a (i) un producto génico de un gen de la
familia del gen esat-6, o un fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, o al menos 100 aminoacidos de un
producto génico de un gen de la familia del gen esat-6; y (ii) la M. tuberculosis Ag85A, M. tuberculosis Ag85B, o M.
tuberculosis Ag85C, o un fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, 100, 150, 200 o 250 aminoacidos de la M.
tuberculosis Ag85A, M. tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C para el direccionamiento al reticulo
endoplasmico.

En ciertos aspectos de la descripcion, el antigeno descrito en la presente memoria se fusiona a un péptido sefial N-
terminal. En ciertos aspectos de la descripcion, esta presente un sitio de escision entre el antigeno y el péptido
sefial. En ciertos aspectos mas especificos de la descripcion, la escision de la proteasa entre el péptido senal y el
antigeno da como resultado antigenos libres con un terminal N preciso (es decir, al menos 50%, 60%, 70%, 80%,
90%, 95%, 98%, al menos 99% o 100% del antigeno liberado tienen la misma secuencia de aminoacidos N-
terminal). En ciertos aspectos de la descripcion, el péptido sefial N-terminal dirige el direccionamiento del antigeno
descrito en la presente memoria al reticulo endoplasmico de la célula que esta infectada con el arenavirus. En
ciertos aspectos de la descripcion, el péptido sefial N-terminal que dirige el direccionamiento del antigeno al reticulo
endoplasmico incluye, pero no se limita a, el péptido sefial del factor de crecimiento nervioso, midkina, LAMP1,
LIMPII, endotubina o el gen factor negativo (Nef) (véase, p. ej., Ladunga I|., Curr Opin Biotechnol. 2000 Feb;
11(1):13-8).

El péptido sefial que se fusiona al antigeno descrito en la presente memoria puede ser un activador de
plasmindgeno tisular (tPA). El péptido sefial de tPA para uso con la presente invencion puede ser codificado por una
secuencia de acido nucleico que se alinea con al menos 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60 o al menos 70
nucledtidos de la SEQ ID NO:6 como se determina sobre toda la longitud de la secuencia de acido nucleico del
péptido sefal de tPA utilizando el software de alineacién BLAST. El péptido sefial puede comprender una secuencia
de aminoacidos que se alinea con al menos 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 o al menos 24 aminoacidos de la SEQ ID NO:7
segun se determina sobre toda la longitud del péptido sefial utilizando el software de alineacion BLAST.

La fusién péptido sefial-antigeno puede ser al menos 10, 20, 30, 40, 50, 75, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450,
o al menos 500 aminoacidos de longitud. La fusion péptido sefial-antigeno puede ser codificada por una secuencia
de acido nucleico que es 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% idéntica a la SEQ ID
NO:2. La fusion péptido sefal-antigeno puede comprender una secuencia de aminoacidos que es 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% idéntica a la SEQ ID NO:3.

Las secuencias de acidos nucleicos que codifican un antigeno micobacteriano se pueden introducir en el genoma de
un arenavirus infeccioso deficiente en la replicacion por sustitucién de la secuencia de acido nucleico del marco de
lectura abierto (ORF) de la glucoproteina GP, la proteina de matriz Z, la nucleoproteina NP o la proteina polimerasa
L. En otras realizaciones, la secuencia de acido nucleico que codifica el antigeno micobacteriano se fusiona con el
marco de lectura abierto (ORF) de la glucoproteina GP, la proteina matriz Z, la nucleoproteina NP o la proteina
polimerasa L. La secuencia de nucleétidos que codifica el antigeno micobacteriano, una vez insertada en el genoma
de un arenavirus infeccioso deficiente en la replicacion, se puede transcribir y/o expresar bajo el control de los cuatro
promotores de arenavirus (5 'UTR y 3' UTR del segmento S,y 5'UTR y 3 'UTR del segmento L), asi como loa acidos
ribonucleicos que se pueden insertar con elementos reguladores que se pueden leer mediante laARN polimerasa
virica dependiente deARN,ARN polimerasa | celular,ARN polimérasa Il oARN polimerasa lll, tal como duplicaciones
de secuencias del promotor virico que se encuentran de forma natual en las UTRs viricas, el promotor deARN
ribosémico 28S, el promotor de beta-actina o el promotor deARN ribosémico 5S, respectivamente. Los acidos
nucleicos que codifican el antigeno micobacteriano se pueden transcribir y/o expresar o por si mismos o como leidos
por fusiéon a marcos de lectura abiertos de arenavirus y genes, respectivamente, y/o en combinaciéon con uno o mas,
p. €j.., dos, tres o cuatro, sitios internos de entrada de ribosomas.

En un aspecto de la descrpcion, el antigeno es uno que es util para la prevencion de enfermedades infecciosas. En
un aspecto especifico de la descripcion, los antigenos se derivan de la Mycobacterium tuberculosis.

El marco de lectura abierto que codifica la glucoproteina del arenavirus se puede sustituir por secuencias de acidos
nucleicos que codifican un antigeno micobacteriano. El marco de lectura abierto que codifica la glucoproteina del
arenavirus se puede sustituir por secuencias de acidos nucleicos que codifican el antigeno que es un fragmento de
al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, 100, 150, 200 o 250 aminoacidos de un producto génico de un gen de la micolil
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transferasa de una micobacteria o un fragmento de la misma. El antigeno puede ser un fragmento de al menos 10,
15, 20, 25, 50, 75 o al menos 100 aminoacidos de un producto génico de un gen de la familia del gen esat-6 o un
fragmento del mismo. El fragmento de antigeno se puede identificar utilizando una variedad de métodos publicados
para la prediccion de determinantes antigénicos (véase, p. €j., Jameson B.A. and Wolf H., Comput Appl Biosci. 1988
March;4(1):181-186; Pellequer J.L. and Westhof E., J Mol Graph. 1993 Sep;11(3):204-10, 191-192; and Kolaskar
A.S. and Tongaonkar P.C., FEBS Lett. 1990 Dec 10;276(1-2):172-4).

En ciertos aspectos de la descripcion, el marco de lectura abierto que codifica la glucoproteina del arenavirus se
sustituye por secuencias de acidos nucleicos que codifican antigenos que incluyen, pero no se limitan a, TB10.4,
Ag85B, un fragmento de TB10.4 o un fragmento de Ag85B.

El marco de lectura abierto que codifica la glucoproteina del arenavirus se puede sustituir por secuencias de acidos
nucleicos que codifican un antigeno que es una proteina de fusion entre TB10.4 y Ag85B. El marco de lectura
abierto que codifica la glucoproteina del arenavirus se puede sustituir por secuencias de acidos nucleicos que
codifican un antigeno que es al menos 10, 20, 30, 40, 50, 75, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400 , 450, o al menos
500 aminoacidos de longitud. El marco de lectura abierto que codifica la glucoproteina del arenavirus se puede
sustituir por una secuencia de acido nucleico que es 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o
100% idéntica a la SEQ ID NO:4. El marco de lectura abierto que codifica la glucoproteina del arenavirus se puede
sustituir por una secuencia de acido nucleico que codifican para un aminoacido que es 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% idéntica a la SEQ ID NO:5.

El marco de lectura abierto que codifica la glucoproteina del arenavirus se puede sustituir por secuencias de acidos
nucleicos que codifican un antigeno que se fusiona a un péptido sefial N-terminal para dirigir el direccionamiento del
antigeno descrito en la presente memoria al reticulo endoplasmico de la célula que esta infectada con el arenavirus.
El marco de lectura abierto que codifica la glucoproteina del arenavirus se puede sustituir por una fusiéon péptido
sefial-antigeno que es al menos 10, 20, 30, 40, 50, 75, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, o al menos 500
aminoacidos de longitud. EI marco de lectura abierto que codifica la glucoproteina del arenavirus se puede sustituir
por una secuencia de acido nucleico que es 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o 100%
idéntica a la SEQ ID NO:2. El marco de lectura abierto que codifica la glucoproteina del arenavirus se puede sustituir
por una secuencia de acido nucleico que codifica para un aminoacido que es 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98%, 99% o 100% idéntica a la SEQ ID NO:3.

6.3 Generacion del arenavirus infeccioso deficiente en la replicacion que expresa un antigeno micobacteriano

En general, las particulas de arenavirus se pueden producir de forma recombinante mediante técnicas de genética
inversa estandar como se describen para LCMV (L. Flatz, A. Bergthaler, J. C. de la Torre and D. D. Pinschewer, Proc
Natl Acad Sci USA 103:4663-4668, 2006; A. B. Sanchez and J. C. de la Torre, Virology 350:370, 2006; E. Ortiz-
Riano, B.Y. Cheng, J. C. de la Torre, L. Martinez-Sobrido. J Gen Virol. 2013 Jan 30. Epub ahead of print). Estas
técnicas se pueden utilizar para generar arenavirus infecciosos deficientes en la replicacion, sin embargo, el genoma
del virus rescatado se modifica como se describe en la Seccion 6.1. Estas modificaciones pueden ser: i) uno o mas,
p. €j., dos, tres o cuatro, de los cuatro marcos de lectura abiertos del arenavirus (glucoproteina (GP); nucleoproteina
(NP); la proteina matriz Z; laARN polimerasa L dependiente deARN ) se eliminan o se desactivan funcionalmente
para evitar la formacion de particulas infecciosas en células normales, no obstante todavia permiten la expresion
génica en células huésped infectadas por el vector arenavirus; y ii) se pueden introducir acidos nucleicos que
codifican para antigenos micobacterianos. Los virus infecciosos deficientes en la replicacion como se describe en la
presente memoria se pueden producir como se describe en la publicacién de la Solicitud de Patente Internacional
No. WO 2009/083210 (Numero de aplicacion PCT/EP2008/010994).

Una vez generados a partir de ADNc, los arenavirus infecciosos deficientes en la replicacion se pueden multiplicar
en las células complementarias. Las células complementarias son células que proporcionan la funcionalidad que se
ha eliminado del arenavirus deficiente en la replicacion mediante la modificacion de su genoma (p. €;j., si el marco de
lectura abierto que codifica la proteina GP se elimina o se inactiva funcionalmente, una célula complementaria
proporciona la proteina GP).

Debido a la eliminacion o inactivacion funcional de uno o mas de los genes virales en los vectores de arenavirus
(aqui se tomara como un ejemplo la delecién de la glucoproteina, GP), los vectores de arenavirus se pueden
generar y expandir en células que proporcionan en trans el(los) gen(es) viral(es) eliminado(s), p. €j., la GP en el
presente ejemplo. Dicha linea celular complementaria, en lo sucesivo denominada como células-C, se genera
transfectando una linea celular de mamifero tal como BHK-21, HEK293, VERO u otra (aqui se tomara como un
ejemplo BHK-21) con uno o mas plasmido(s) para la expresion del (de los) gen(es) viral(es) de interés (plasmido de
complementacion, denominado como plasmido C). El(los) plasmido(s)-C expresa(n) el(los) gen(es) viral(es)
eliminado(s) en el vector arenavirus que se generara bajo el control de uno o mas casetes de expresion adecuados
para la expresion en células de mamifero. p. ej., un promotor de la polimerasa Il de mamifero tal como el promotor
alfa de CMV o de EF1 con una sefal de poliadenilaciéon. Ademas, el plasmido de complementacién presenta un
marcador de seleccion de mamiferos, p. €j., resistencia a la puromicina, bajo el control de un casete de expresion
adecuado para la expresion génica en las células de mamifero, p. €j., el casete de expresion de polimerasa Il como
se indica anteriormente, o el(los) transcripto(s) del(de los) gen(es) viral(es) van seguidos por un sitio interno de
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entrada al ribosoma, tal como el del virus de la encefalomiocarditis, seguido por el marcador de resistencia a
mamiferos. Para la produccién en E. coli, el plasmido presenta adicionalmente un marcador de seleccién bacteriana,
tal como un casete de resistencia a ampicilina.

Las células que se utilizaran, p. €j.., BHK-21, HEK293, MC57G u otras, se mantienen en cultivo y se transfectan con
el(los) plasmido(s) de complementacion utilizando cualquiera de las estrategias utilizadas normalmente, tal como los
protocolos basados en fosfato de calcio, en liposomas o por electroporacion. Unos pocos dias después, el agente de
seleccion adecuado, p. €j., puromicina, se afiade en concentraciones tituladas. Los clones supervivientes se aislan y
se subclonan siguiendo los procedimientos estandares, y los clones de células-C de elevada expresion se identifican
utilizando procedimientos de citometria de flujo o transferencia Western con anticuerpos dirigidos contra la(s)
proteina(s) viral(es) de interés. Como alternativa al uso de células-C transfectadas de forma estable, la transfeccion
transitoria de células normales puede complementar el(los) gen(es) viral(es) ausente(s) en cada uno de las etapas
donde las células-C se utilizaran a continuacion.

Los plasmidos necesarios son de dos tipos: i) Dos plasmidos, denominados como plasmidos-TF para expresar
intracelularmente en las células-C los factores de transaccion minimos del arenavirus, se derivan de p. €j., las
proteinas NP y L del LCMV en el presente ejemplo; y ii) Plasmidos, denominados como plasmidos-GS, para
expresar intracelularmente en las células-C los segmentos del genoma del vector arenavirus, p. €j., los segmentos
con modificaciones disefiadas. Los plasmidos-TF expresan las proteinas NP y L del vector arenavirus respectivo de
la descripcion bajo control de un casete de expresion adecuado para la expresion de proteinas en células de
mamifero, normalmente p. €j., un promotor de la polimerasa Il de mamifero tal como el promotor alfa de CMV o EF1,
cualquiera de ellos preferentemente en combinacién con una sefial de poliadenilacién. Los plasmidos-GS expresan
los segmentos del genoma pequefio (S) y el grande (L) del vector. Normalmente, se pueden utilizar casetes de
expresion conducidos por polimerasa | o casetes de expresion conducidos porARN polimerasa de bacteriéfago T7
(T7), este ultimo preferentemente con una ribozima 3'-terminal para el procesamiento del transcrito primario para
producir el extremo correcto. En el caso de utilizar un sistema basado en T7, la expresién de T7 en las células-C se
debe proporcionar o incluyendo en el proceso de recuperacion un plasmido de expresion adicional, construido de
forma andloga a los plasmidos-TF, que proporcionan T7, o las células-C se construyen para expresar
adicionalmente T7 de manera estable.

Para recuperar el vector arenavirus de la descripcion, se consideran los siguientes procedimientos. Primer dia: las
células-C, normalmente 80% confluentes en placas de pocillos 6M, se transfectan con una mezcla de los dos
plasmidos-TF mas los dos plasmidos-GS. Para esto se puede explotar cualquiera de las estrategias normalmente
utilizadas, tal como los protocolos basados en fosfato de calcio, en liposomas o por electroporacion.

3-5 dias después: el sobrenadante de cultivo (preparacion del vector arenavirus) se recolecta, se separa en
alicuotas y se almacena a 4°C, -20°C o -80°C. dependiendo de cuanto tiempo se debe almacenar el vector
arenavirus de la descripcion antes de su uso. Luego, el titulo infeccioso de la preparacion del vector arenavirus se
evallia mediante un ensayo de inmunofoco en células-C.

Ademas, la descripcion se refiere a la expresion de un antigeno micobacteriano en un cultivo celular en donde el
cultivo celular esta infectado con un arenavirus infeccioso deficiente en la replicacion que expresa un antigeno
micobacteriano. Cuando se utiliza para la expresion de un antigeno micobacteriano en células cultivadas, se
consideran los dos procedimientos siguientes:

i) Se infecta el tipo de célula de interés con la preparacion del vector arenavirus descrita en la presente memoria a
una multiplicidad de infeccién (MOI) de uno o mas, p. €j., dos, tres o cuatro, dando como resultado la produccién del
antigeno micobacteriano en todas las células ya poco después de la infeccion.

ii) Alternativamente, se puede utilizar una MOI mas baja y se pueden seleccionar clones de células individuales por
su nivel de expresion del antigeno micobacteriano conducido viralmente. Posteriormente, se pueden expandir los
clones individuales infinitamente debido a la naturaleza no citolitica de los vectores de arenavirus.
Independientemente del enfoque, el antigeno micobacteriano se puede recoger (y purificar) posteriormente o del
sobrenadante del cultivo o de las mismas células, dependiendo de las propiedades del antigeno micobacteriano
producido. Sin embargo, la descripcion no se limita a estas dos estrategias, y se pueden considerar otras formas de
conducir la expresion del antigeno micobacteriano utilizando arenavirus infecciosos deficientes en la replicacion
como vectores.

6.4 Acidos nucleicos, sistemas de vectores y lineas celulares

En un aspecto de la descripcion, se describe en la presente memoria una secuencia de acido nucleico que codifica
el segmento gendmico grande (segmento L) de un arenavirus infeccioso deficiente en la replicacion descrito en la
presente memoria, en el cual un marco de lectura abierto del segmento gendmico se elimina o se inactiva
funcionalmente y el segmento gendémico comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un antigeno
micobacteriano.

En un aspecto de la descripcion, se describe en la presente memoria una secuencia de acido nucleico que codifica
el segmento gendmico corto (segmento S) de un arenavirus infeccioso deficiente en la replicacion descrito en la
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presente memoria, en el cual un marco de lectura abierto del segmento gendmico se elimina o se inactiva
funcionalmente y en donde el segmento gendémico corto comprende una secuencia de nucledtidos que codifica un
antigeno micobacteriano. En otro aspecto de la descripcion, se describe en la presente memoria una secuencia de
acido nucleico que codifica el segmento genémico corto (segmento S) de un arenavirus infeccioso deficiente en
replicacion descrito en la presente memoria en el cual el marco de lectura abierto del gen de la glucoproteina se
elimina o se inactiva funcionalmente y en donde el segmento gendmico corto comprende una secuencia de
nucleétidos que codifica un antigeno micobacteriano.

También se describe en la presente memoria un acido nucleico que codifica un segmento gendémico de arenavirus
que comprende una secuencia que es al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, al menos 99% ,
0 100% idéntica a la secuencia de SEQ ID NO:1. También se describe en la presente memoria un acido nucleico
que codifica un segmento genémico de arenavirus que comprende (i) una secuencia de nucleétidos que es al menos
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, al menos 99%, o 100% idéntica a la secuencia de nucledtidos
1639 a 3315 de la SEQ ID NO:11; y (ii) una secuencia de nucleétidos que codifica un antigeno micobacteriano.
También se describe en la presente memoria un acido nucleico que codifica un segmento gendémico de arenavirus
que comprende (i) una secuencia de nucledtidos que es al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%
, al menos 99%, o 100% idéntica a la secuencia de nucledtidos 1639 a 3315 de la SEQ ID NO:11; y (ii) una
secuencia de nucledtidos que codifica un antigeno micobacteriano fusionado a un péptido sefial que dirige el
antigeno micobacteriano al reticulo endoplasmico.

También se describe en la presente memoria un acido nucleico que codifica un segmento gendémico de arenavirus
que comprende (i) una secuencia de nucleotidos que codifica un producto de expresién cuya secuencia de
aminoacidos es al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96 %, 97%, 98%, al menos 99%, o 100% idéntica a la
secuencia de aminoacidos codificada por 1639 a 3315 de la SEQ ID NO:11; y (ii) una secuencia de nucleétidos que
codifica un producto de expresion cuya secuencia de aminoacidos es al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98%, al menos 99%, o 100% idéntica a la secuencia de aminoacidos codificada por 1639 a 3315 de la
SEQ ID NO:11; y (ii) una secuencia de nucleétidos que codifica un antigeno micobacteriano fusionado a un péptido
sefial que dirige el antigeno micobacteriano al reticulo endoplasmico.

También se describe en la presente memoria un acido nucleico que codifica un segmento gendémico de arenavirus
que comprende (i) una secuencia de nucledtidos que es al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, al menos 99% o 100% idéntica a la secuencia de nucledtidos 1640 a 3316 de la SEQ ID NO:12; y (ii) una
secuencia de nucledtidos que codifica un antigeno micobacteriano. También se describe en la presente memoria un
acido nucleico que codifica un segmento genémico de arenavirus que comprende (i) una secuencia de nucledtidos
que es al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98 %, al menos 99% o 100% idéntica a la secuencia
de nucledtidos 1640 a 3316 de la SEQ ID NO:12; y (ii) una secuencia de nucleétidos que codifica un antigeno
micobacteriano fusionado a un péptido sefial que dirige el antigeno micobacteriano al reticulo endoplasmico.

También se describe en la presente memoria un acido nucleico que codifica un segmento gendémico de arenavirus
que comprende (i) una secuencia de nucleotidos que codifica un producto de expresién cuya secuencia de
aminoacidos es al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96 %, 97%, 98%, al menos 99%, o 100% idéntica a la
secuencia de aminoacidos codificada por 1640 a 3316 de la SEQ ID NO:12; y (ii) una secuencia de nucleétidos que
codifica un producto de expresion cuya secuencia de aminoacidos es al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98%, al menos 99%, o 100% idéntica a la secuencia de aminoacidos codificada por 1640 a 3316 de la
SEQ ID NO:12; y (ii) una secuencia de nucledtidos que codifica un antigeno micobacteriano fusionado a un péptido
sefial que dirige el antigeno micobacteriano al reticulo endoplasmico.

También se describe en la presente memoria un sistema de vectores que comprende uno o mas vectores que
codifican juntos el genoma de una particula de arenavirus infeccioso deficiente en la replicacién descrita en la
presente memoria. Especificamente, en la presente memoria se proporciona un sistema de vectores en donde el
uno o mas vectores codifican dos segmentos gendmicos de arenavirus, a saber, un segmento L y un segmento S,
de un arenavirus infeccioso deficiente en la replicacion descrito en la presente memoria. Tal sistema de vectores
puede codificar (en una o mas moléculas de ADN separadas):

e Un segmento genémico S de arenavirus que se modifica de manera que una particula de arenavirus que lleva
este segmento gendmico S modificado no puede producir particulas de virus de la progenie infecciosa y un
segmento gendmico L de arenavirus que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica (en paralelo o
en antiparalelo) un antigeno micobacteriano;

¢ Un segmento genémico L de arenavirus que se modifica de manera que una particula de arenavirus que lleva
este segmento genémico L modificado no puede producir particulas de virus de la progenie infecciosa y un
segmento genémico S de arenavirus que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica (en paralelo o
en antiparalelo) un antigeno micobacteriano;

e Un segmento genémico S de arenavirus que se modifica de manera que una particula de arenavirus que lleva
este segmento gendmico S modificado no puede producir particulas de virus de la progenie infecciosa y en
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donde el segmento genémico S de arenavirus comprende una secuencia de nucledtidos que codifica (en
paralelo o en antiparalelo) un antigeno micobacteriano y un segmento gendmico L de arenavirus tipo salvaje; o

e Un segmento genémico L de arenavirus que se modifica de manera que una particula de arenavirus que lleva
este segmento genémico L modificado no puede producir particulas de virus de la progenie infecciosa y en
donde el segmento genémico L de arenavirus comprende una secuencia de nucledtidos que codifica (en
paralelo o en antiparalelo) un antigeno micobacteriano y un segmento gendmico S de arenavirus tipo salvaje.

También se describe en la presente memoria una secuencia de acido nucleico que codifica un segmento genémico
de arenavirus (p. €j., LCMV) en el cual el marco de lectura abierto que codifica la GP del segmento gendmico S se
sustituye con una secuencia de nucleétidos que codifica:

e Un péptido sefial fusionado a un antigeno micobacteriano para el direccionamiento al reticulo endoplasmico; o

e Un péptido sefal fusionado a una micolil transferasa de una micobacteria o un fragmento de la misma para el
direccionamiento al reticulo endoplasmico; o

e Un péptido sefial fusionado a la M. tuberculosis Ag85A, M. tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C, o un
fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, 100, 150, 200 o 250 aminoacidos de la M. tuberculosis Ag85A,
M. tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C para el direccionamiento al reticulo endoplasmico; o

e Un péptido sefal fusionado a un producto génico de un gen de la familia del gen esat-6, o un fragmento de al
menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, o al menos 100 aminoacidos de un producto génico de un gen de la familia del
gen esat-6 para el direccionamiento al reticulo endoplasmico; o

e Un péptido sefal fusionado a (i) la M. tuberculosis Ag85A, M. tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C, o
un fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, 100, 150, 200 o 250 aminoacidos de la M. tuberculosis
Ag85A, M. tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C Yy (ii) un producto génico de un gen de la familia del
gen esat-6, o un fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, o al menos 100 aminoacidos de un producto
génico de un gen de la familia del gen esat-6 para el direccionamiento al reticulo endoplasmico; o

e En el siguiente orden de N-terminal a C-terminal: un péptido sefial fusionado a (i) la M. tuberculosis Ag85A, M.
tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C, o un fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, 100, 150, 200
0 250 aminoacidos de la M. tuberculosis Ag85A, M. tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C y (ii) un
producto génico de un gen de la familia del gen esat-6, o un fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, o al
menos 100 aminoacidos de un producto génico de un gen de la familia del gen para el direccionamiento al
reticulo endoplasmico; o

e En el siguiente orden de N-terminal a C-terminal: un péptido sefial fusionado a (i) un producto génico de un gen
de la familia del gen esat-6, o un fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, o al menos 100 aminoacidos de
un producto génico de un gen de la familia del gen esat-6; y (ii) la M. tuberculosis Ag85A, M. tuberculosis
Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C, o un fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, 100, 150, 200 o 250
aminoacidos de la M. tuberculosis Ag85A, M. tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C para el
direccionamiento al reticulo endoplasmico.

También se describe en la presente memoria una célula en donde la célula comprende un acido nucleico o un
sistema de vectores descrito anteriormente en esta seccion. Las lineas celulares derivadas de dichas células, los
cultivos que comprenden dichas células y los métodos de cultivo de dichas células infectadas también se
proporcionan en la presente memoria.

6.5 Métodos de uso

También se describen en la presente memoria métodos para tratar una infeccion en un sujeto administrando al
sujeto un arenavirus infeccioso deficiente en la replicacion que expresa un antigeno micobacteriano como se
describe en la presente memoria. Por ejemplo, un método para tratar una infeccion descrita en la presente memoria
comprende administrar a un sujeto que lo necesite una cantidad eficaz de un arenavirus infeccioso deficiente en la
replicacion que expresa un antigeno micobacteriano descrito en la presente memoria o una composicion del mismo.
El sujeto puede ser un mamifero, un ratén, una rata, un animal domesticado, tal como, pero no se limita a, una vaca,
un caballo, una oveja, un cerdo, una cabra, un gato, un perro, un hamster, un burro. En una realizacién especifica, el
sujeto es un humano.

También se describen en la presente memoria métodos para inducir una respuesta inmune contra una micobacteria
en un sujeto que comprende administrar al sujeto un arenavirus infeccioso deficiente en la replicacion que expresa
un antigeno micobacteriano o una composicion del mismo.

Los sujetos a quienes se administra un arenavirus infeccioso deficiente en la replicacion que expresa un antigeno
micobacteriano descrito en la presente memoria o una composicién del mismo pueden tener, ser susceptibles a o
estar en riesgo de una infeccion micobacteriana. Especificamente, los sujetos a quienes se administra un arenavirus
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infeccioso deficiente en la replicacion que expresa un antigeno micobacteriano descrito en la presente memoria o
una composicion del mismo pueden estar infectados con, ser susceptibles a o estar en riesgo de una infecciéon con
micobacterias. Mas especificamente, los sujetos a quienes se administra un arenavirus infeccioso deficiente en la
replicacion que expresa un antigeno micobacteriano descrito en la presente memoria o una composicioén del mismo
pueden estar infectados con, ser susceptibles a o estar en riesgo de una infeccidon con Mycobacterium tuberculosis.

Los sujetos a quienes se administra un arenavirus infeccioso deficiente en la replicacion que expresa un antigeno
micobacteriano descrito en la presente memoria o una composicién del mismo pueden padecer, ser susceptibles a o
estar en riesgo de una infeccién con Mycobacterium tuberculosis en el sistema pulmonar, sistema nervioso central,
sistema linfatico, sistema gastrointestinal o sistema circulatorio, entre otros. Especificamente, los sujetos a quienes
se administra un arenavirus infeccioso deficiente en la replicacion de la descripcidn que expresa un antigeno
micobacteriano descrito en la presente memoria o una composicioén del mismo pueden padecer, ser susceptibles a o
estar en riesgo de una infecciéon con Mycobacterium tuberculosis en uno o mas érganos del cuerpo, que incluye,
pero no se limita a, el cerebro, rifiones, huesos, médula 6sea, Utero, testiculos o pulmones. Mas especificamente,
los sujetos a quienes se administra un arenavirus infeccioso deficiente en la replicacion que expresa un antigeno
micobacteriano descrito en la presente memoria o una composicién del mismo pueden padecer, ser susceptibles a o
estar en riesgo de una infeccion de tuberculosis pulmonar con Mycobacterium tuberculosis en los pulmones.

El arenavirus infeccioso deficiente en la replicacion de la descripcidn que expresa un antigeno micobacteriano
descrito en la presente memoria o una composicion del mismo se puede administrar a un sujeto que padece de
sintomas que incluyen, pero no se limitan a pérdida de peso inexplicable, cansancio, fatiga, falta de aliento, fiebre,
sudores nocturnos, escalofrios y pérdida de apetito, tos persistente, tos con sangre o esputo, dolor en el pecho o
dolor al respirar o toser entre otros.

En otro aspecto de la descripcién, un arenavirus infeccioso deficiente en la replicacion que expresa un antigeno
micobacteriano como se describe en la presente memoria o una composicion del mismo se administra a un sujeto de
cualquier grupo de edad que padece, es susceptible a o estd en riesgo de una infeccion con Mycobacterium
tuberculosis. En un aspecto especifico de la realizacién de la descripcion, un arenavirus infeccioso deficiente en la
replicacion que expresa un antigeno micobacteriano como se describe en la presente memoria o una composicion
del mismo se administra a un sujeto con un sistema inmune comprometido, un sujeto que padece desnutricion o
diabetes, un sujeto que utiliza tabaco, un nifio o un adulto joven que padece, es susceptible a o esta en riesgo de
una infeccién con Mycobacterium tuberculosis. En un aspecto mas especifico de la descripcion, un arenavirus
infeccioso deficiente en la replicacion que expresa un antigeno micobacteriano como se describe en la presente
memoria o una composicion del mismo se administra a un sujeto con un sistema inmune comprometido debido a la
infeccion por VIH, que padece, es susceptible a, o esta en riesgo de una infeccion con Mycobacterium tuberculosis.
En otro aspecto mas especifico de la descripcidn, un arenavirus infeccioso deficiente en la replicacion que expresa
un antigeno micobacteriano como se describe en la presente memoria o una composicion del mismo se administra a
un sujeto que es un nifio de 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 o 15 afios de edad que padece, es
susceptible a o esta en riesgo de una infeccién con Mycobacterium tuberculosis. Un arenavirus infeccioso deficiente
en la replicacion que expresa un antigeno micobacteriano descrito en la presente memoria o una composicion del
mismo se puede administrar a un sujeto que es un lactante que padece, es susceptible a o esta en riesgo de una
infeccion con Mycobacterium tuberculosis. Especificamente, un arenavirus infeccioso deficiente en la replicacion que
expresa un antigeno micobacteriano descrito en la presente memoria o una composicion del mismo se puede
administrar a un sujeto que es un lactante de 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 0 12 meses de edad que padece, es
susceptible a o esta en riesgo de una infeccién con Mycobacterium tuberculosis.

Un arenavirus infeccioso deficiente en la replicacion que expresa un antigeno micobacteriano descrito en la presente
memoria 0 una composicion del mismo se puede administrar a sujetos con un riesgo elevado de infeccion
diseminada por Mycobacterium tuberculosis. Especificamente, un arenavirus infeccioso deficiente en la replicacion
que expresa un antigeno micobacteriano descrito en la presente memoria o una composicion del mismo se puede
administrar a sujetos en periodo neonatal con sistema inmune neonatal inmaduro.

Un arenavirus infeccioso deficiente en la replicacion que expresa un antigeno micobacteriano como se describe en
la presente memoria o una composicion del mismo se puede administrar a un sujeto que tiene una infeccion latente
o 'dormida’' con Mycobacterium tuberculosis. Especificamente, un arenavirus infeccioso deficiente en la replicacion
que expresa un antigeno micobacteriano descrito en la presente memoria o una composicion del mismo se puede
administrar a un sujeto que tiene una infeccion latente o 'dormida’ con Mycobacterium tuberculosis, lo cual no es
contagioso, pero que todavia se puede convertir en TB mas adelante en la vida.

La administracion de un arenavirus infeccioso deficiente en la replicacion de la descripcion que expresa un antigeno
micobacteriano como se describe en la presente memoria o una composicion del mismo a sujetos confiere
inmunidad mediada por células (CMI) contra una infeccion con Mycobacterium tuberculosis. Sin estar limitado por la
teoria, un arenavirus infeccioso deficiente en la replicacion que expresa un antigeno micobacteriano como se
describe en la presente memoria o una composicién del mismo puede infectar y expresar antigenos de interés en las
células presentadoras de antigeno (APC) del huésped (p. €j., macrofagos) por la presentacion directa de antigenos
en el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase | y Il. Alternativamente, la administracion de un arenavirus
infeccioso deficiente en la replicacion que expresa un antigeno micobacteriano descrito en la presente memoria o
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una composicion del mismo a sujetos puede inducir respuestas plurifuncionales de células T CD4+ CD8+
especificas de Mtb que coproducen IFN-y y TNF-a (el IFN-y es producido por las células T CD4+ y CD8+ y el TNF-a
es producido por las células T CD4+) de gran magnitud para tratar o prevenir una infeccion con Mycobacterium
tuberculosis.

La administracion de un arenavirus infeccioso deficiente en la replicacion de la descripcion que expresa un antigeno
micobacteriano o una composicion del mismo puede reducir el riesgo de que un individuo desarrollara una infeccion
con Mycobacterium tuberculosis en al menos aproximadamente el 10%, al menos aproximadamente el 20%, al
menos aproximadamente el 25%, al menos aproximadamente el 30%, al menos aproximadamente el 35%, al menos
aproximadamente el 40%, al menos aproximadamente el 50%, al menos aproximadamente el 60%, al menos
aproximadamente el 70%, al menos aproximadamente el 80%, al menos aproximadamente el 90% o mas,
comparado con el riesgo de desarrollar una infeccion con Mycobacterium tuberculosis en ausencia de dicho
tratamiento.

Alternativamente, la administracién de un arenavirus infeccioso deficiente en la replicacién de la descripcion que
expresa un antigeno micobacteriano o una composicién del mismo puede reducir los sintomas de una infeccion con
Mycobacterium tuberculosis en al menos aproximadamente el 10%, al menos aproximadamente el 20%, al menos
aproximadamente el 25%, al menos aproximadamente el 30%, al menos aproximadamente el 35%, al menos
aproximadamente el 40%, al menos aproximadamente el 50%, al menos aproximadamente el 60%, al menos
aproximadamente el 70%, al menos aproximadamente el 80%, al menos aproximadamente el 90% o mas,
comparado con la manifestacion de los sintomas de una infeccion con Mycobacterium tuberculosis en ausencia de
dicho tratamiento.

Alternativamente, la administracion de un arenavirus infeccioso deficiente en la replicacion que expresa un antigeno
micobacteriano o una composicion del mismo en sujetos con un sistema inmune neonatal inmaduro puede inducir
una respuesta de inmunidad mediada por células (CMI) contra una infeccién con Mycobacterium tuberculosis en al
menos aproximadamente el 10%, al menos aproximadamente el 20%, al menos aproximadamente el 25%, al menos
aproximadamente el 30%, al menos aproximadamente el 35%, al menos aproximadamente el 40%, al menos
aproximadamente el 50%, al menos aproximadamente el 60%, al menos aproximadamente el 70%, al menos
aproximadamente el 80%, al menos aproximadamente el 90% o mas, comparado con la respuesta de inmunidad
mediada por células (CMI) contra una infecciéon con Mycobacterium tuberculosis en ausencia de dicho tratamiento.

Los cambios en la funcion de respuesta de inmunidad mediada por células (CMI) contra una infeccion con
Mycobacterium tuberculosis inducida administrando un arenavirus infeccioso deficiente en la replicacién que expresa
un antigeno micobacteriano o una composicion del mismo en sujetos se puede medir mediante cualquier ensayo
conocido por el experto en la técnica, que incluye, pero no se limita a citometria de flujo (véase, p. €j., Perfetto S.P.
et al., Nat Rev Immun. 2004; 4(8):648-55), ensayos de proliferacion de linfocitos (véase, p. €j., Bonilla F.A. et al., Ann
Allergy Asthma Immunol. 2008; 101:101-4; and Hicks M.J. et al., Am J Clin Pathol. 1983; 80:159-63), ensayos para
medir la activacion de linfocitos, que incluye la determinacién de cambios en la expresion de marcadores de
superficie después de la activacion de la medicién de citocinas de linfocitos T (véase, p. €j., Caruso A. et al,,
Cytometry. 1997;27:71-6), ensayos ELISPOT (véase, p. ej., Czerkinsky C.C. et al., J Immunol Methods.
1983;65:109-121; and Hutchings P.R. et al., J Immunol Methods. 1989;120:1-8) o ensayos de citotoxicidad de
células asesinas naturales (véase, p. €j., Bonilla F.A. et al., Ann Allergy Asthma Immunol. 2005 May; 94 (5 Suppl.
1):S1-63).

En otro aspecto de la descripcién, en la presente memoria se describe un método de uso con un arenavirus
infeccioso deficiente en la replicacion (p. ej., LCMV) que expresa un antigeno micobacteriano como se describe en la
presente memoria en el cual el marco de lectura abierto que codifica la GP del segmento gendmico S se sustituye
con una secuencia de nucleétidos que codifica:

e Un péptido sefal fusionado a un antigeno micobacteriano para el direccionamiento al reticulo endoplasmico; o

e Un péptido sefal fusionado a una micolil transferasa de una micobacteria o un fragmento de la misma para el
direccionamiento al reticulo endoplasmico; o

e Un péptido sefial fusionado a la M. tuberculosis Ag85A, M. tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C, o un
fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, 100, 150, 200 o 250 aminoacidos de la M. tuberculosis Ag85A,
M. tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C para el direccionamiento al reticulo endoplasmico; o

e Un péptido sefal fusionado a un producto génico de un gen de la familia del gen esat-6, o un fragmento de al
menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, o al menos 100 aminoacidos de un producto génico de un gen de la familia del
gen esat-6 para el direccionamiento al reticulo endoplasmico; o

e Un péptido sefal fusionado a (i) la M. tuberculosis Ag85A, M. tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C, o

un fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, 100, 150, 200 o 250 aminoacidos de la M. tuberculosis
Ag85A, M. tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C Yy (ii) un producto génico de un gen de la familia del
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gen esat-6, o un fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, o al menos 100 aminoacidos de un producto
génico de un gen de la familia del gen esat-6 para el direccionamiento al reticulo endoplasmico; o

e En el siguiente orden de N-terminal a C-terminal: un péptido sefial fusionado a (i) la M. tuberculosis Ag85A, M.
tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C, o un fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, 100, 150, 200
0 250 aminoacidos de la M. tuberculosis Ag85A, M. tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C y (ii) un
producto génico de un gen de la familia del gen esat-6, o un fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, o al
menos 100 aminoacidos de un producto génico de un gen de la familia del gen esat-6 para el direccionamiento
al reticulo endoplasmico; o

e En el siguiente orden de N-terminal a C-terminal: un péptido sefial fusionado a (i) un producto génico de un gen
de la familia del gen esat-6, o un fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, o al menos 100 aminoacidos de
un producto génico de un gen de la familia del gen esat-6; y (ii) la M. tuberculosis Ag85A, M. tuberculosis
Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C, o un fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, 100, 150, 200 o 250
aminoacidos de la M. tuberculosis Ag85A, M. tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C para el
direccionamiento al reticulo endoplasmico.

6.6 Composiciones, administracion y dosificacion

También se describen en la presente memoria vacunas, composiciones inmunogénicas y composiciones
farmacéuticas que comprenden un arenavirus modificado por ingenieria genética como se describe en la presente
memoria. Dichas vacunas y composiciones farmacéuticas se pueden formular segun procedimientos estandares en
la técnica.

También se describen en la presente memoria composiciones que comprenden un arenavirus infeccioso deficiente
en la replicacion descrito en la presente memoria. Dichas composiciones se pueden utilizar en métodos de
tratamiento y prevencion de enfermedades. Especificamente, las composiciones descritas en la presente memoria
se pueden utilizar en el tratamiento de sujetos infectados con, o que son susceptibles a, una infeccion con
Mycobacterium tuberculosis. Alternativamente, las composiciones inmunogénicas descritas en la presente memoria
se pueden utilizar para inducir una respuesta inmune en un huésped a quien se administra la composicién. Las
composiciones inmunogénicas descritas en la presente memoria se pueden utilizar como vacunas y, por
consiguiente, se pueden formular como composiciones farmacéuticas. Especificamente, las composiciones
inmunogénicas descritas en la presente memoria se pueden utilizar en la prevencién de la infeccion de sujetos (p.
€j., sujetos humanos) por Mycobacterium tuberculosis.

Las composiciones descritas en la presente memoria comprenden (p. €j., las composiciones inmunogénicas), se
pueden administrar en combinacion con un adyuvante. El adyuvante para la administraciéon en combinacién con una
composicion descrita en la presente memoria se puede administrar antes, concomitantemente con o después de la
administracion de dicha composicion. El término "adyuvante" se puede referir a un compuesto que cuando se
administra junto con o como parte de una composicion descrita en la presente memoria aumenta, mejora y/o
refuerza la respuesta inmune a una particula de arenavirus infeccioso deficiente en la replicaciéon, pero cuando se
administra el compuesto solo no genera una respuesta inmune a la particula de arenavirus infeccioso deficiente en
la replicacion. El adyuvante puede generar una respuesta inmune a la particula de arenavirus infeccioso deficiente
en la replicaciéon y no producir una alergia u otra reaccion adversa. Los adyuvantes pueden mejorar una respuesta
inmune mediante varios mecanismos, que incluyen, p. €j., reclutamiento de linfocitos, estimulacion de células B y/o
T, y estimulacion de macréfagos. Cuando una vacuna o composicion inmunogénica de la invencion comprende
adyuvantes o se administra junto con uno o mas adyuvantes, los adyuvantes que se pueden utilizar incluyen, pero
no se limitan a, adyuvantes de sales minerales o adyuvantes de gel de sales minerales, adyuvantes particulados,
adyuvantes microparticulados, adyuvantes de la mucosa y adyuvantes inmunoestimuladores. Ejemplos de
adyuvantes incluyen, pero no se limitan a, sales de aluminio (alumbre) (tales como hidroxido de aluminio, fosfato de
aluminio y sulfato de aluminio), 3-de-O-acilado monofosforil lipido A (MPL).(véase GB 2220211), MF59 (Novartis),
AS03 (GlaxoSmithKline), AS04 (GlaxoSmithKline), polisorbato 80 (Tween 80; ICL Americas, Inc.), compuestos de
imidazopiridina (véase la Solicitud Internacional N° PCT/US2007/064857, publicada como Publicacion Internacional
N° W02007/109812), compuestos de imidazoquinoxalina (véase la Solicitud internacional N° PCT/US2007/064858,
publicada como Publicacion Internacional N° WO2007/109813) y saponinas, tal como QS21 (véase Kensil et al., in
Vaccine Design: The Subunit and Adjuvant Approach (eds. Powell & Newman, Plenum Press, NY, 1995); Pat. de
EE.UU. N° 5,057,540) El adyuvante puede ser el adyuvante de Freund (completo o incompleto). Otros adyuvantes
son las emulsiones de aceite en agua (tal como el escualeno o el aceite de cacahuete), opcionalmente en
combinacién con estimulantes inmunes, tal como el monofosforil lipido A (véase Stoute et al., N. Engl. J. Med. 336,
86-91 (1997).

Las composiciones comprenden el LCMV infeccioso deficiente en la replicacién descrito en la presente memoria solo
o, preferiblemente, junto con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Se pueden utilizar suspensiones o
dispersiones de arenavirus modificados por ingenieria genética, especialmente suspensiones o dispersiones
acuosas isoténicas. Las composiciones farmacéuticas se pueden esterilizar y/o pueden constar de excipientes, p.
ej., conservantes, estabilizadores, agentes humectantes y/o emulsionantes, solubilizantes, sales para regular la
presidon osmoética y/o tampones y se preparan de una manera conocida per se, por ejemplo, por medio de procesos
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convencionales de dispersion y suspension. Dichas dispersiones o suspensiones pueden constar de agentes
reguladores de la viscosidad. Las suspensiones o dispersiones se mantienen a temperaturas de alrededor de 2-4°C,
o preferiblemente para un almacenamiento de mayor duracion, se pueden congelar y descongelarse poco antes de
su uso. Para la inyeccion, la vacuna o las preparaciones inmunogénicas se pueden formular en soluciones acuosas,
preferiblemente en tampones fisioldégicamente compatibles tales como la solucién de Hanks, la solucion de Ringer o
el tampon salino fisioldgico. La solucidon puede contener agentes de formulacién tales como agentes de suspension,
estabilizantes y/o dispersantes.

En ciertas realizaciones, las composiciones descritas en la presente memoria constan adicionalmente de un
conservante, p. e€j., el derivado de mercurio timerosal. En una realizacion especifica, las composiciones
farmacéuticas descritas en la presente memoria constan de 0,001% a 0,01% de timerosal. En otras realizaciones,
las composiciones farmacéuticas descritas en la presente memoria no constan de un conservante.

Las composiciones farmacéuticas constan de aproximadamente 10° a aproximadamente 10"" unidades formadoras
de focos del LCMV modificado por ingenieria genética. Las formas de dosis unitarias para la administracion
parenteral son, por ejemplo, ampollas o viales, p. €j., viales que contienen de aproximadamente 10° a 10'° unidades
formadoras de focos o 10° a 10'® particulas fisicas de LCMV modificadas por ingenieria genética.

Una vacuna o composiciéon inmunogénica proporcionada en la presente memoria se puede administrar a un sujeto,
que incluye, pero no se limita a, por via oral, intradérmica, intramuscular, intraperitoneal, intravenosa, subcutanea,
percutanea, intranasal e inhalacion, y mediante escarificacion (pinchando a través de las capas superiores de la piel,
p. €j., utilizando una aguja bifurcada). Especificamente, se pueden utilizar rutas subcutaneas o intravenosas.

Para la administracion por via intranasal o por inhalacion, la preparacion para su uso segun la presente invencion se
puede administrar convenientemente en forma de una presentacioén en pulverizador de aerosol a partir de envases a
presién o un nebulizador, con el uso de un propulsor adecuado. p. €j., diclorodifluorometano, triclorofluorometano,
diclorotetrafluoroetano, dioxido de carbono u otro gas adecuado. En el caso de un aerosol a presion, la unidad de
dosificacién se puede determinar proporcionando una valvula para administrar una cantidad medida. Se pueden
formular capsulas y cartuchos de, p. €j., gelatina para utilizar en un inhalador o insufladores que contiene una
mezcla en polvo del compuesto y una base en polvo adecuada tal como lactosa o almidon.

La dosificacion del ingrediente activo depende del tipo de vacuna y del sujeto, y su edad, peso, condicion individual,
los datos farmacocinéticos individuales y el modo de administracion.

También se describen procesos y el uso de arenavirus modificados por ingenieria genética para la fabricacion de
vacunas en forma de preparaciones farmacéuticas, que constan de arenavirus modificados por ingenieria genética
como ingrediente activo. Las composiciones farmacéuticas se preparan de una manera conocida per se, por
ejemplo, por medio de procesos convencionales de mezcla y/o dispersion.

6.7 Ensayos

(a) Ensayo de tincion de multimero de MHC-péptido para la deteccion de la proliferacion de células T CD8+
especificas de antigeno

Cualquier ensayo conocido por el experto en la técnica se puede utilizar para ensayar respuestas de células T CD8+
especificas de antigeno. Por ejemplo, se puede utilizar el ensayo de tincion del tetramero de MHC-péptido (véase, p.
ej., Altman J.D. et al., Science. 1996; 274:94-96; and Murali-Krishna K. et al., Immunity. 1998; 8:177-187)
Brevemente, el ensayo comprende los siguientes pasos, se utiliza un ensayo de tetramero para detectar la presencia
de células T especificas de antigeno. Para que una célula T detecte el péptido al que es especifico, debe reconocer
tanto el péptido como el tetramero de las moléculas de MHC hechas a medida para una célula T especifica de
antigeno (normalmente marcada con fluorescencia). El tetramero se detecta después por citometria de flujo a través
del marcador fluorescente.

(b) Ensayo ELISPOT para la deteccion de la proliferacion de células T CD4+ especificas de antigeno

Cualquier ensayo conocido por el experto en la técnica se puede utilizar para ensayar las respuestas de células T
CD4+ especificas de antigeno. Por ejemplo, se puede utilizar el ensayo ELISPOT (véase, p. €j., Czerkinsky C.C. et
al,, J Immunol Methods. 1983; 65:109-121; and Hutchings P.R. et al., J Immunol Methods. 1989; 120:1-8)
Brevemente, el ensayo comprende las siguientes etapas: se reviste una placa inmunospot con un anticuerpo anti-
citoquina. Se incuban las células en la placa inmunospot. Las células secretan citocinas y luego se lavan. Después,
las placas se revisten con un segundo anticuerpo anticitoquina biotinilado y se visualizan con un sistema avidin-
HRP.

(c) Ensayo de citoquina intracelular para la deteccion de la funcionalidad de las respuestas de células T CD8+ y
CD4+.

Cualquier ensayo conocido por el experto en la técnica se puede utilizar para ensayar la funcionalidad de las
respuestas de células T CD8+ y CD4+. Por ejemplo, se puede utilizar el ensayo de citocina intracelular combinado
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con citometria de flujo (véase, p. €j., Suni M.A. et al., J Immunol Methods. 1998; 212:89-98; Nomura L.E. et al.,
Cytometry. 2000; 40:60-68; and Ghanekar S.A. et al., Clinical and Diagnostic Laboratory Immunology. 2001; 8:628-
63). Brevemente, el ensayo comprende las siguientes etapas: activacion de las células a través de un péptido
especifico, se afiade una inhibicion del transporte de proteinas (p. ej., brefeldina A) para retener las citoquinas
dentro de la célula. Después del lavado, se pueden afadir anticuerpos a otros marcadores celulares a las células.
Las células se fijan y se permeabilizan. Se afiade el anticuerpo anti-citoquina y las células se pueden analizar
mediante citometria de flujo.

(d) Ensayo para medir la infectividad del vector arenavirus

Cualquier ensayo conocido por el experto en la técnica se puede utilizar para medir la infectividad de una
preparacion de vector arenavirus. Por ejemplo, normalmente se utiliza para este propdsito un ensayo de inmunofoco
tipico con células complementarias (células C) proximas. Las monocapas de células C, normalmente en placas de
pocillos 24M, 80% confluentes, se infectan con diluciones de 10 veces de la preparacion del vector arenavirus
durante 90 minutos. Posteriormente, la capa celular se sobrepone con medio de cultivo celular adecuado
suplementado con metilcelulosa al 1%. Dos o tres dias mas tarde, dependiendo de la permisividad de la linea de
células C utilizada, se elimina el sobrenadante del cultivo, se fija la capa celular, normalmente con etanol/acetona o
con formalina al 4%, seguido de permeabilizacion de la capa celular utilizando detergentes suaves. Posteriormente,
se identifican los focos de células infectadas con el vector arenavirus utilizando preparacion(es) de anticuerpos
mono o policlonales contra una de las proteinas en el vector arenavirus a ensayar o contra el antigeno introducido.
Se detecta el anticuerpo unido utilizando reactivos apropiados, tal como los anticuerpos anti-isotipo o anti-especies
que se conjugan con un sistema para la visualizacion tal como la peroxidasa de rabano picante, seguido de una
reaccion de color con cromoégenos adecuados tal como la o-fenilendiamina. Se cuentan las manchas resultantes en
la placa para calcular el numero de unidades formadoras de foco infeccioso (FFU) por volumen de preparacion del
vector arenavirus (véase, p. €j., Flint, S.J.; Enquist, W., Racaniello, V.R. and Skalka, A.M. (2009). "Virological
Methods". Principles of Virology. ASM Press. ISBN 1-55581-443-3).

(e) Ensayo para confirmar la deficiencia de replicacion de vectores virales

Cualquier ensayo conocido por el experto en la tecnica que determine la concentracion de particulas de virus
infecciosas competentes para la replicaciéon también se puede utilizar como una medida de particulas virales
deficientes en replicacion en una muestra. Por ejemplo, normalmente se utilizan para este propdsito un ensayo de
inmunofoco tipico con células no complementarias préximas. Las monocapas celulares no complementarias,
normalmente en placas de pocillos 24M, 80% confluentes, se infectan con diluciones de 10 veces de la preparacion
del vector arenavirus durante 90 minutos. Posteriormente, la capa celular se sobrepone con medio de cultivo celular
adecuado suplementado con metilcelulosa al 1%. Dos o tres dias mas tarde, dependiendo de la permisividad de la
linea no complementaria utilizada, se elimina el sobrenadante del cultivo, se fija la capa celular, normalmente con
etanol/acetona o con formalina al 4%, seguido de permeabilizacion de la capa celular utilizando detergentes suaves.
Posteriormente, se identifican los focos de células infectadas con el vector arenavirus utilizando preparacion(es) de
anticuerpos mono o policlonales contra una de las proteinas en el vector arenavirus a ensayar o contra el antigeno
introducido. Se detecta el anticuerpo unido utilizando reactivos apropiados, tal como los anticuerpos anti-isotipo o
anti-especies que se conjugan con un sistema para la visualizacion tal como la peroxidasa de rabano picante,
seguido de una reaccion de color con cromégenos adecuados tal como la o-fenilendiamina. Se cuentan las manchas
resultantes en la placa para calcular el numero de unidades formadoras de foco infeccioso (FFU) por volumen de
preparacion del vector arenavirus (véase, p. €j., Flint, S.J.; Enquist, W., Racaniello, V.R. and Skalka, A.M. (2009).
"Virological Methods". Principles of Virology. ASM Press. ISBN 1-55581-443-3).

Ademas, los ensayos basados en placa son el método estandar utilizado para determinar la concentracion de virus
en términos de unidades formadoras de placa (UFP) en una muestra de virus. Especificamente, se infecta una
monocapa confluente de células huésped no complementarias con el virus a diluciones variables y se cubre con un
medio semisdlido, tal como agar, para evitar que la infeccion del virus se propague indiscriminadamente. Se forma
una placa viral cuando un virus se infecta y se replica con éxito en una célula dentro de la monocapa celular fijada
(véase, p. €j., Kaufmann, S.H.; Kabelitz, D. (2002). Methods in Microbiology Vol.32: Immunology of Infection.
Academic Press. ISBN 0-12-521532-0). La formacion de la placa puede tardar de 3 a 14 dias, dependiendo del virus
que se esté analizando. Las placas generalmente se cuentan a mano y los resultados, en combinacion con el factor
de dilucién utilizado para preparar la placa, se utilizan para calcular el numero de unidades formadoras de placa por
volumen de unidad de muestra (UFP/ml). El resultado de UFP/ml representa el nimero de particulas competentes
para la replicacion infecciosa dentro de la muestra.

(f) Ensayo para la expresion del antigeno viral

Cualquier ensayo conocido por el experto en la técnica se puede utilizar para medir la expresion de antigenos
virales. Por ejemplo, el ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) es una variacion mas moderna de un
ensayo de proteinas que utiliza un anticuerpo especifico ligado a una enzima para detectar la presencia de una
cantidad desconocida de antigeno (es decir, virus) en una muestra. Se detecta el resultado de la unién antigeno-
anticuerpo y/o se cuantifica a través de la capacidad de la enzima para convertir un reactivo en una sefial detectable
que se puede utilizar para calcular la concentracion del antigeno en la muestra (véase, p. ej., Kemeny, D.M;
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Challacombe, S.J. (1988) and Other Solid Phase Immunoassays: Theoretical and Practical Aspects. John Wiley and
Sons. ISBN 0-471-90982-3). La peroxidasa de rabano picante (HRP) es una enzima comun utilizada en los
esquemas ELISA debido a su capacidad para amplificar la sefial y aumentar la sensibilidad del ensayo. Existen
muchas variaciones o tipos de ensayos ELISA, pero generalmente se pueden clasificar como indirectos,
competitivos, sandwich o inversos (p. ej., Kuby, J.; Kindt, T.J., Goldsby, R.A., Osborne, B.A. (2007). Kuby
Immunology 6th edition. W.H. Freeman and Company. ISBN 1-4292-0211-4). Los kits ELISA estan disponibles
comercialmente de numerosas compafias y la cuantificacion generalmente ocurre a través de reporteros
cromogénicos o de fluorescencia (p. €j., Invitrogen, Santa Cruz Biotechnology Inc.). Esta técnica es mucho menos
laboriosa que los métodos tradicionales y puede tardar de 4 a 24 horas basada en el tiempo de incubacion de
anticuerpos.

(g) Modelos animales

La seguridad, tolerancia y eficacia inmunogénica de las vacunas que comprenden un arenavirus infeccioso
deficiente en la replicacion que expresa un antigeno micobacteriano descrito en la presente memoria o una
composicion del mismo se puede ensayar en modelos animales. Los modelos animales que se pueden utilizar para
ensayar la seguridad, tolerancia y eficacia inmunogénica de las vacunas y las composiciones de las mismas
utilizadas en la presente memoria pueden incluir ratones, cobayas, conejos y monos (véase, p. €j., Gupta U.D. and
Katock V.M., Tuberculosis. 2005; 85: 277-293) Preferiblemente, los modelos animales que se pueden utilizar para
ensayar la seguridad, tolerancia y eficacia inmunogénica de las vacunas y las composiciones de las mismas
utilizadas en la presente memoria pueden incluir ratones.

7. Ejemplos

Estos ejemplos demuestran que la tecnologia de vectores basados en el virus de la coriomeningitis linfocitica
deficiente en la replicacion (rLCMV) se puede utilizar con éxito para desarrollar nuevas vacunas contra la infeccion
por micobacterias con Mycobacterium tuberculosis incluyendo antigenos micobacterianos en el vector arenavirus, y
que la administracion de tales vacunas puede inducir respuestas plurifuncionales de células T CD4+ y CD8+
especificas de Mtb (coproductoras de IFN-y y TNF-a) de gran magnitud para controlar la infeccion por
Mycobacterium tuberculosis.

7.1 Disefio del genoma del vector arenavirus

Se incluyeron Ag85B y TB10.4 (SEQ ID NOs.:4 y 5), que son ambos objetivos frecuentes de células T en pacientes
humanos infectados con Mtb, en el rLCMV para crear el vector de vacuna. Siguiendo enfoques establecidos
(Publicacién de Solicitud de Patente de EE.UU. N° US 2010/0297172 A1; and Flatz L. et al., Nat Med. 2010 March;
16(3): 339-345) se disefid un vector de vacuna contra rLCMV que expresa un antigeno de fusion que consiste en los
antigenos de Mtb, Ag85B y TB10.4 (rLCMV/Ag85B-TB10.4, Fig. 1). La redireccion de Ag85B-TB10.4 por via
intracelular a un compartimento diferente, a saber, al reticulo endoplasmico, mejora la inmunogenicidad de la
vacuna. Para este propésito, se unié una secuencia sefial N-terminal al gen Ag85B-TB10.4. La secuencia sefal se
tomo del activador de plasmindgeno tisular (tPA) (SEQ ID NOs:6 y 7) y el marco de lectura abierto artificial resultante
se denomind tPA-Ag85B-TB10.4 (SEQ ID NO:2). También se genero el vector LCMV correspondiente (rLCMV/tPA-
Ag85B-TB10.4) (SEQ ID NO: 1). Ambos vectores se produjeron vy titularon segun la metodologia establecida
(Publicacion de Solicitud de Patente de EE. UU. No. US 2010/0297172 A1; and Flatz L. et al., Nat Med. 2010 March;
16(3): 339-345).

7.2 Comparacioén de la inmunogenicidad y funcionalidad de los vectores de vacuna rLCMV/tPA-Ag85B-TB10.4 y
rLCMV/Ag85B-TB10.4 en ratones.

A continuacion, se analizé y compar6 la inmunogenicidad de rLCMV/Ag85B-TB10.4 y rLCMV/tPA-Ag85B-TB10.4 en
ratones (Fig. 2).

El dia 0 del experimento, se inmunizaron ratones C57BL/6 con 2x10° UFP de rLCMV/tPA-Ag85B-TB10.4 (grupo 1) o
de rLCMV/Ag85B-TB10.4 (grupo 2) por via intravenosa. Los ratones control no se inmunizaron (grupo 3). Se repitid
la misma inmunizacion el dia 28. El dia 27 (panel A) y el dia 38 (panel B) se midieron células T CD8+ especificas de
TB10.4 (IMYNYPAM) en sangre periférica mediante citometria de flujo utilizando MHC clase | dextramer. Las células
que se unen a Dextramer se expresan como porcentaje de la poblacion total de CD8+ (X en los paneles Ay B). El
dia 56 del experimento, los animales se sacrificaron y se prepararon suspensiones de células individuales a partir
del bazo de los animales. Se estimularon estas células con el péptido QIMYNYPAM derivado de TB10.4 que
comprende la SEQ ID NO:10 y el péptido THSWEYWGAQLNAMKGDLQS derivado de Ag85B que comprende la
SEQ ID NO:8 para determinar interferén-y especifico de antigeno (IFN-y) y factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) que
coproducen las CD8+ (panel C), asi como IFN-y y TNF-a que coproducen las células T CD4+ (panel D),
respectivamente. Para esto, se utilizaron técnicas de citometria de flujo y tincién de citocinas intracelulares estandar.
Se expresan como un porcentaje las células que coproducen IFN-y y TNF-a entre las células T CD8+ totales (Y en el
panel C) o entre las células T CD4+ totales (Z en el panel D). Los simbolos representan ratones individuales. Los
ratones del grupo 1 y del grupo 2 fueron significativamente diferentes en todas las mediciones, segun se determin6
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utilizando el ensayo t de Student de dos colas no pareado (p=0,0226, p=0,0108, p=0,0044, p=0,0001 en los paneles
A-D, respectivamente).

Después de una uUnica inmunizacion intravenosa (cebado), ambos vectores indujeron respuestas de células T CD8+
especificas de Mtb de magnitud muy considerable (Fig. 2A). Estas respuestas se incrementaron de manera eficiente
cuando el mismo vector se volvié a administrar cuatro semanas después del cebado (refuerzo, Fig. 2B). Después del
cebado, asi como después del refuerzo, rLCMV/tPA-Ag85B-TB10.4 indujo respuestas significativamente mas fuertes
que rLCMV/Ag85B-TB10.4. Se investigo la funcionalidad de las respuestas de células T CD8+ y CD4+ después de la
vacunacion cebado-refuerzo. Ambos vectores indujeron respuestas plurifuncionales de células T CD8+ (Fig. 2C) y
CD4+ (Fig. 2D) que coproducen IFN-y y TNF-a de gran magnitud. En analogia a las diferencias en la fuerza de las
respuestas de células T CD8+ totales especificas de Mtb (Fig. 2A, B), las respuestas plurifuncionales de células T
CD8+ y CD4+ a rLCMV/tPA-Ag85B-TB10.4 fueron de una magnitud significativamente mayor que las producidas por
rLCMV/Ag85B-TB10.4. Estos datos demostraron que una modificacion del direccionamiento intracelular de Ag85B-
TB10.4 por medio de un péptido lider N-terminal tal como el uno de tPA puede aumentar las respuestas de células T
CD8+y CD4+.

7.3 Comparacion de la inmunogenicidad del vector de vacuna rLCMV/tPA-Ag85B-TB10.4 administrado por via
intravenosa o subcutanea

A continuacion, se compard la inmunogenicidad de rLCMV/tPA-Ag85B-TB10.4 cuando se administré por via
subcutanea a ratones con las respuestas producidas por la inmunizacion intravenosa con el mismo vector (Fig. 3).

El dia 0 del experimento, se inmunizaron ratones C57BL/6 con 10° UFP de rLCMV/tPA-Ag85B-TB10.4 o a través de
la via intravenosa (grupo 1) o por via subcutanea (grupo 2). Los ratones control no se inmunizaron (grupo 3). El dia
11, los animales se sacrificaron y se prepararon suspensiones de células individuales a partir del bazo de estos
animales. Se midieron las células T CD8+ especificas deTB10.4 (IMYNYPAM (SEQ ID NO: 9)) por citometria de flujo
utilizando MHC clase | dextramer. Las células que se unen a Dextramer se expresan como porcentaje de la
poblaciéon total de CD8+ (X en los paneles A). Se estimularon también las células del bazo con el péptido
QIMYNYPAM derivado de TB10.4 que comprende la SEQ ID NO:10 y el péptdo THSWEYWGAQLNAMKGDLQS
derivado de Ag85B que comprende la SEQ ID NO:8 para determinar IFN-y especifico de antigeno que produce
CD8+ (panel B), asi como IFN-y y TNF-a que coproducen células T CD4+ (panel C), respectivamente. Para esto, se
utilizaron técnicas de citometria de flujo y tincién de citocinas intracelulares estandar. Se expresan como un
porcentaje las células T CD8+ que producen IFN-y especificas de epitopo dentro de las células T CD8+ totales (Y en
el panel B), asi como las células que coproducen IFN-y y TNF-a entre las células T CD4+ totales (Z en el panel C).
Los simbolos representan ratones individuales.

Se evalud la magnitud total de las respuestas de células T CD8 especificas de Mib (Fig. 3A), asi como la magnitud
de las células plurifuncionales T CD8+ (Fig. 3B) y T CD4+ (Fig. 3C) especificas de Mtb. Estos analisis demostraron
que rLCMV/tPA-Ag85B-TB10.4 indujo respuestas de células plurifuncionales T CD8+ y CD4+ de alta frecuencia
independientemente de la ruta de administracion de la vacuna.

7.4 Estudios de inmunizacion con el vector de vacuna rLCMV/tPA-Ag85B-TB10.4 en ratones adultos y de 1 semana
de edad.

Se examind la capacidad de rLCMV/tPA-Ag85B-TB10.4 para inducir células T CD8+ y CD4+ especificas de Mtb en
ratones de una semana de edad, y estas respuestas se compararon con las de animales adultos (Fig. 4).

El dia 0 del experimento, se inmunizaron ratones adultos C57BL/6 (grupo 1) y de 1 semana de edad (grupo 2) con
105 UFP de rLCMV/tPA-Ag85B-TB10.4 a través de la via subcutanea. El dia 10, los animales se sacrificaron y se
prepararon suspensiones de células individuales a partir del bazo de estos animales. Se midieron las células T CD8+
especificas de TB10.4 (IMYNYPAM (SEQ ID NO:9)) por citometria de flujo utilizando MHC clase | dextramer. Las
células que se unen a Dextramer se expresan como porcentaje de la poblacion total de CD8+ (X en los paneles A) o
como numero total de células CD8+ que se unen a Dextramer en el bazo (Y en el panel B). Se estimularon también
estas células del bazo con el péptido QIMYNYPAM derivado de TB10.4 que comprende la SEQ ID NO:10 y el
péptido THSWEYWGAQLNAMKGDLQS derivado de Ag85B que comprende la SEQ ID NO:8 para determinar
interferon-y (IFN-y) especifico de antigeno y factor de necrosis tumoral a (TNF-a) que coproducen las CD8+ (panel
C), asi como IFN-y y TNF-a que coproducen las células T CD4+ (panel D), respectivamente. Para esto, se utilizaron
técnicas de citometria de flujo y tincion de citocinas intracelulares estandar. Se expresan como un porcentaje las
células que coproducen IFN-y y TNF-a entre las células T CD8+ totales (Z en el panel C) o entre las células T CD4+
totales (XY en el panel D). Los simbolos representan ratones individuales.

La magnitud de las respuestas de células T CD8+ especificas de Mtb fue equivalente en ratones de una semana de
edad y adultos. De manera importante no solo estaban en el mismo intervalo la proporcién relativa de células T
CD8+ especificas (Fig. 4A), sino también su numero total (Fig. 4B). Las células CD8+ especificas de Mtb de ratones
de una semana de edad vacunados con rLCMV/tPA-Ag85B-TB10.4 eran tan funcionales como las de ratones
adultos, lo cual era evidente a partir de una capacidad equivalente para coproducir IFN-y y TNF-a. Ademas, los
ratones de una semana de edad y los adultos aumentaron las respuestas plurifuncionales comparables de células T
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CD4+ especificas de Mtb (Fig. 4D). Estos hallazgos demostraron la capacidad de rLCMV/tPA-Ag85B-TB10.4 para
inducir respuestas plurifuncionales de células T CD8+ y CD4+ especificas de Mtb en individuos muy jévenes y, por
lo tanto, inmunolégicamente adn inmaduros.

Listado de secuencias
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<110> Université de Genéve

<120> Vacunas antimicobacterianas

<130> 103461PC

<140> Para ser asignado

<141>

<160> 13

<170> FastSEQ para Windows Version 4.0

<210> 1

<211> 3104
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223>rLCMV / tPA-Ag85B-TB10.4

<400> 1

gcgcaccggyg
gccctatcect
tgtggagcag
gagtacctge
ggtgggaaca

aacggctggg
gtcatgcegg

aaggctggct
ttgtcecgeca
ggctcgtcgg
ctgteggececce
ggtgacgccg
gagcgcaacg
gtttattgecg
ttggagaact
gggcacaacg
gctcagcetca
atcatgtaca
acgctgcaga
cagggcgata
gatttggtgce
atggccegeg
ctctccacct
catttgggcc
ggagccttge
tgatctcttt
atttgtccca
taagcttaat
gacagcttag
gcgcattgaa
gtttttgatc
ttgectattte
ggtcaattcc
gaggtggacc
tgagatcaat
atggccatcce
ccccaacttg
agagatcctc

gatcctagge
acagaaggat
tcttegttte
aggtgcecgtce
actcacctgce
atatcaacac
tcggcgggea
gccagactta
acagggccgt
caatgatctt
tgctggacce
gcggttacaa
accctacgcea
ggaacggcac
tcgttegtag
ccgtgttcaa
acgccatgaa
actaccccge
gcttgggtge
ccgggatcac
gggcctatca
acacggccga
cgaaagaggt
tctaaaaatt
tttggaggcg
cttetttttg
cactttatct
gtccttecta
aaccatccce
gaggtcggca
aacgggttcc
cactggatca
tcccatgagg
tgctgctcca
tgttgtgttt
ttcacctgaa
gtctgaaaca
gctgttgett

tttttggatt
ggatgcaatg
gcccagcegag
gccgtecgatg
ggtttatctg
cceggegtte
gtccagcette
caagtgggaa
gaagcccacce
ggccgcectac
ctctcagggg
ggccgcagac
gcagatccce
cccgaacgag
cagcaacctg
cttceegece
gggtgacctg
gatgttgggt
cgagatcgcce
gtatcaggcg
tgcgatgtce
agccgccaaa
ggagagtcag
aggtcatgtg
ctttcaaaaa
tcccttacta
tcatactcce
ttttgtgagt
tgcggaagag
agatccatgce
ctgtaaaagt
ttaaatctac
tcttttaaaa
ggcgctggee
tccecatgete
aggcaaactt
aacatgttga
ggcttgatca

gcgetttecet
aagagagggc
atctcettet
ggccgcgaca
ctcgacggece
gagtggtact
tacagcgact
accttcctga
ggcagcgctg
cacccccagce
atggggccta
atgtggggtc
aagctggtceg
ttgggcggtg
aagttccagg
aacggcacgc
cagagttcgt
cacgccgggg
gtggagcagg
tggcaggcac
agcacccatg
tggggcggct
ggaggcccag
gcagaatgtt
tgatgcagtc
ttccagtatg
tcgaagcette
ccagaagctt
cacctataac
cgtgtgagta
gtatgaactg
cctcaatgtce
gcattgtctg
tgggtgagtt
tccccacaat
tatagaggat
gttttctett
aaattgactc
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ctagatcaac
tctgetgtgt
cccggecggg
tcaaggttca
tgcgcegecca
accagtcggg
ggtacagcce
ccagcgagct
caatecggett
agttcatcta
gcctgategg
cctcgagtga
caaacaacac
ccaacatacc
atgcgtacaa
acagctggga
taggcgeegg
atatggccgg
ccgegttgea
agtggaacca
aagccaacac
gaagaacagc
agggtcttag
gtgaacagtt
catgagtgca
catcttacac
cctggtcatt
tctgatgtca
tgacgaggtc
cttggaatct
ccctgactgt
aatccatgta
gctgtagett
gactgcaggt
cgatgttcta
gttttcataa
ggccccgaga
taacatgtta

tgggtgtcag
gctgetgetg
gctgcecggte
gttccagagce
agacgactac
actgtcgata
ggcctgeggt
gccgcaatgg
gtcgatggece
cgcecggeteg
cctegegatg
cccggcatgg
ccggctatgg
cgcegagtte
cgcegeggge
gtactggggce
catgtcgcaa
atatgccgge
gagtgcgtgg
ggccatggaa
catggcgatg
gccteectga
agtgtcacaa
ttcagatctg
cagtgcgggg
aaccagccat
tcaacatcga
tcggagectt
aacccgggtt
tgcttgaatt
ggttggaaaa
ggagcgttgg
aagcccacct
ttctegettg
caagctatgt
gggttcctgt
actgccttca
cccccatcecca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
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<210> 2

<211> 1224

<212> ADN

acagggctgce
tgctggactg
gatcattaag
caacgtcatt
ttgtgccaaa
cacttgcacc
ctagttgctg
tcatgatctt
tgagcctece
gtacagtctg
tcatgatcct
catccttaat
cttgegtecca
tctcaagaca

<213> Secuencia artificial

<220>

ccctgectte
ctgttcagtg
atttggatac
gagcggagtce
ttgattgttc
ctgctgaggce
tgttgttaag
ggccttcage
cactttcaaa
gttgagactt
ctgaacattg
gacagcagcce
ttggaagctc
aatgcgcaat
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acggcagcac
atgaccccea
ttgactgtgt
tgtgactgtt
aaaagtgatg
tttctcatce
ttccecatat
ttctcaaggt
acattcttcet
ctgagtctct
ctgacctcag
ttcacatctg
ttaacttcct
caaatgccta

<223> secuencia de ADNc tPA-Ag85B-TB10.4

<400> 2

<210> 3
<211> 407
<212> PRT

atggatgcaa
tcgececcageg
tcgecegtega
gcggtttatce
acccecggegt
cagtccaget
tacaagtggg
gtgaagccca
ttggccgect
ccctetecagg
aaggccgcag
cagcagatcc
accccgaacg
agcagcaacc
aacttccege
aagggtgacc
gcgatgttgg
gccgagatceg
acgtatcagg
catgcgatgt
gaagccgcca

<213> Secuencia artificial

<220>

tgaagagagg
agatctcctt
tgggccgega
tgctcgacgg
tcgagtggta
tctacagega
aaaccttcct
ccggcagcege
accaccccca
ggatggggcc
acatgtgggg
ccaagctggt
agttgggcgg
tgaagttcca
ccaacggcac
tgcagagttc
gtcacgcegg
ccgtggagceca
cgtggcagge
ccagcaccca
aatggggcgg

gctetgetgt
ctceeggecg
catcaaggtt
cctgegegee
ctaccagtcg
ctggtacage
gaccagcgag
tgcaatcgge
gcagttcatc
tagcctgatce
tccctegagt
cgcaaacaac
tgccaacata
ggatgcgtac
gcacagctgg
gttaggcgcecce
ggatatggce
ggccgegttg
acagtggaac
tgaagccaac
ctga

<223> secuencia de aminoacidos tPA-Ag85B-TB10.4

<400> 3

Met Asp Ala Met Lys
1 5
Ala Val Phe Val Ser

20
Pro Val Glu Tyr Leu
35
Lys Val Gln Phe Gln

50 55

caagactaaa
gaactgggtg
aaagcaagcc
tggccataca
agtctttcac
caactatctg
atacccctga
cagccgcaag
ttgatgttga
gtaggtcttt
agaagtccaa
atgtgaagct
tagacaagga
ggatccactg

gtgctgectge
gggctgccgg
cagttccaga
caagacgact
ggactgtcga
ccggectgeg
ctgccgecaat
ttgtcgatgg
tacgcecggcet
ggcctcgega
gacccggcat
acccggcectat
cccgecgagt
aacgccgegg
gagtactggg
ggcatgtcge
ggatatgcecg
cagagtgcgt
caggccatgg
accatggcga

Arg Gly Leu Cys Cys

10

Pro Ser Glu Ile Ser

25

Gln Val Pro Ser Pro
40
Ser Gly Gly Asn Asn

25

gttatagcca
cttgtettte
aaggtctgtg
agccatagtt
atcccaaact
taggatctga
agcctgggge
agacatcagt
ctttaaatce
gtcatctctc
cccattcaga
ctgcaattct
catcttgttg
tgecg

tgtgtggagce
tcgagtacct
gcggtgggaa
acaacggctg
tagtcatgcce
gtaaggetgg
ggttgtccge
ccggctegte
cgctgtegge
tgggtgacgce
gggagcgcaa
gggtttattg
tcttggagaa
gcgggcacaa
gcgctcaget
aaatcatgta
gcacgctgca
ggcagggcga
aagatttggt
tgatggcccg

Val Leu Leu
Phe Ser Arg

Ser Met Gly
45
Ser Pro Ala
60

gaaatgttga
agcctttcaa
agcgcttgta
agacttggca
cttaccacac
gatctttggt
ctttcagacc
tcttetgeac
acaagagaat
ttttccttece
aggttggttg
cttctcaatg
ctcaatggtt

agtcttcgtt
gcaggtgccg
caactcacct
ggatatcaac
ggteggcggg
ctgecagact
caacagggcc
ggcaatgatc
cctgetggac
cggceggttac
cgaccctacg
cgggaacggc
cttegttegt
cgecegtgtte
caacgccatg
caactacccc
gagcttgggt
taccgggatc
gcgggectat
cgacacggcce

2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3104

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1224

Leu Cys Gly
15

Pro Gly Leu

30

Arg Asp Ile

Val Tyr Leu
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<210> 4
<211> 1146
<212> ADN

Leu
65

Thr
Pro
Cys
Ser
Gly
145
Leu
Ala
Ala
Ser
Lys
225
Thr
Asn
Ala
Ser
Gln
305
Ala
Gln
Ala
Trp
Ser

385
Glu

Asp
Pro
Val
Gly
Glu
130
Ser
Ala
Leu
Met
Ser
210
Leu
Pro
Phe
Gly
Trp
290
Ser
Met
Ser
Trp
Asn
370
Thr

Ala

<213> Secuencia artificial

<220>

Gly Leu Arg

Ala Phe Glu

85

Gly Gly Gln
100

Lys Ala

115

Leu

Gly

Pro Gln

Ala Ala Ile

Ala His
165
Pro

Tyr
Leu Asp
180
Gly Asp Ala
195
Asp

Pro Ala

Val Ala Asn

Glu Leu
245
Ser

Asn
Val Arg
260
Gly His Asn
275
Glu

Tyr Trp

Ser Leu Gly
His
325
Ala

Leu Gly

Leu Gly
340
Gln Gly
355

Gln

Asp

Ala Met

His Glu Ala

Ala Lys Trp

405
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Ala
70
Trp

Gln
Tyr
Ser

Ser

Cys Gln

Asp
Tyr
Phe

Thr

Asp Tyr

Asn

Gly Trp

75

Gln Ser
90
Tyr Ser
105

Tyr Lys

120

Leu
135
Leu

Trp

Gly
150
Pro Gln

Ser Gln

Gly Gly

Ser
Ser
Gln
Gly

Tyr

Ala Asn

Met Ala

Phe Ile
170
Met Gly
185

Lys Ala

200

Glu
215
Thr

Trp

Asn
230
Gly Gly

Ser Asn

Ala Val

Arg
Arg
Ala
Leu

Phe

Asn Asp

Leu Trp

Gly
Asp
Trp
Arg
Gly
155
Tyr
Pro
Ala

Pro

Val

Leu Ser

Trp Tyr

Glu Thr
125
Ala Val
140
Ser Ser

Ala Gly

Ser Leu
Met
205
Gln

Asp

Thr
220

Tyr Cys

235

Ile
250
Phe

Asn

Lys
265

Asn Phe

280

Ala
295
Gly

Gly

Ala
310
Ala Gly

Glu Ile

Thr Gly

Gln
Met
Asp
Ala

Ile

Leu Asn

Ser Gln

Pro

Gln

Pro

Ala

Ile

Ala Glu

Asp Ala

Asn
285
Lys

Pro

Met
300

Met Tyr

315

Ala
330
Glu

Met

Val
345

Thr Tyr

360

Glu Asp
375
Asn Thr
390

Gly Gly

<223> Secuencia de ADNc Ag85B-TB10.4

<400> 4

atgtcccgge
gacatcaagg
ggcctgegeg
tactaccagt
gactggtaca
ctgaccagcg
gctgcaatcg
cagcagttca

cggggctgec
ttcagttcca
cccaagacga
cgggactgtc
gcceggectg
agctgcecgeca
gcttgtcgat
tctacgeegg

ggtcgagtac
gagcggtggg
ctacaacggce
gatagtcatg
cggtaaggct
atggttgtcc

ggccggeteg
ctegetgteg

Leu

Met

Val Arg

Ala Met

Gly
Gln
Gln
Ala

Met

Tyr Ala

Ala Ala

Ala Trp
365
Tyr His
380

Ala Arg

395

ctgcaggtgce
aacaactcac
tgggatatca
ccggtcggeg
ggctgccaga
gccaacaggg
tcggcaatga
gcectgetgg

26

cgtcgeccegte
ctgcggttta
acaccccgge
ggcagtccag
cttacaagtg
ccgtgaagcee
tcttggeege
acccctcetea

Ile Asn
80

Met

Asp
Ile Val
95

Ser Pro Ala
110
Phe

Leu Thr

Lys Pro Thr

Ala Met Ile
160
Leu Ser
175

Gly

Ser

Ile
190
Trp

Leu

Gly Pro

Gln Ile Pro

Asn Gly
240
Glu

Gly
Phe Leu
255
Tyr Asn Ala
270
Gly

Thr His

Gly Asp Leu
Pro
320

Leu

Asn Tyr
Thr
335
Gln

Gly
Leu Ser
350
Gln

Ala Gln

Ala Met Ser

Thr Ala

400

Asp

gatgggccge
tctgetegac
gttcgagtgg
cttctacagce
ggaaaccttc
caccggcagce
ctaccacccc

ggggatgggg

60

120
180
240
300
360
420
480
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<210> 5

<211> 381
<212> PRT

cctagcctga
ggtccctcga
gtcgcaaaca
ggtgccaaca
caggatgcgt
acgcacagct
tecgttaggeg
ggggatatgg
caggccgegt
gcacagtgga
catgaagcca
ggctga

<213> Secuencia artificial

<220>

tcggecetege
gtgacccgge
acacccgget
tacccgecga
acaacgccgce
gggagtactg
ccggecatgte
ccggatatge
tgcagagtgc
accaggccat
acaccatggc
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gatgggtgac
atgggagcgce
atgggtttat
gttcttggag
gggcgggcac
gggcgctcag
gcaaatcatg
cggcacgctg
gtggcagggc
ggaagatttg
gatgatggcc

<223> Secuencia de aminoacidos Ag85B-TB10.4

<400> 5

Met Ser

Ser Met

Ser Pro

Asn Gly
Gly
65
Asp

Leu
Trp

Trp Glu

Arg Ala

Gly Ser
130
Tyr Ala
145
Pro Ser

Ala Asp

Pro Thr

Val Tyr
210
Pro Ala
225
Gln Asp

Pro Pro

Ala Met

Ile Met
290
Gly Tyr
305
Gln Ala

Gln Ala

Ala Tyr

Met Ala

370

Arg Pro

Gly Arg
20
Ala Val
35
Trp Asp

Ser Ile

Tyr Ser

Thr Phe
100
Val Lys
115
Ser Ala

Gly Ser

Leu Ile

Gly
5
Asp
Tyr
Ile
Val
Pro
85
Leu
Pro
Met

Leu

Gly

Leu Pro

Ile Lys

Leu Leu

Val
Val

Asp

gccggeggtt
aacgacccta
tgcgggaacyg
aacttcgttce
aacgccgtgt
ctcaacgcca
tacaactacc
cagagcttgg
gataccggga
gtgegggcect
cgcgacacgg

Glu Tyr
10
Gln Phe
25

Gly Leu

40

Thr
55
Pro

Asn

Met
70
Ala Cys

Thr Ser

Thr Gly

Pro
Val
Gly
Glu

Ser

Ala Phe

Gly Gly

Ala
90
Pro

Lys

Leu
105

Ala Ala

120

Ile Leu
135
Ser Ala
150

Leu Ala

165

Met Trp
180
Gln Gln
195
Cys Gly

Glu Phe

Ala Tyr

Gly
Ile
Asn
Leu

Asn

Pro Ser

Pro Lys

Ala

Leu

Met

Ser

Leu

Ala Tyr

Leu Asp

Gly Asp
170
Asp Pro
185

Val Ala

200

Thr
215
Asn

Gly

Glu
230

Ala Ala

245

Asn Gly
260
Lys Gly
275
Tyr Asn

Ala Gly

Ala Leu

Thr
Asp
Tyr
Thr

Gln

His Ser

Leu Gln

Pro
Phe
Gly
Trp

Ser

Asn Glu

Val Arg
His
250
Tyr

Gly

Glu
265

Ser Leu

280

Ala
295
Gln

Pro

Leu
310

Ser Ala

325

Gln
340
Ala

Trp

His
355

Arg Asp

Ala

Met

Thr

Gln Trp

Ser Ser

Met
Ser
Trp
Asn

Thr

Leu Gly

Leu Gly

Gln Gly
330
Gln Ala
345

His Glu

360

Ala Glu

375

Ala

Ala Lys

27

acaaggccgce
cgcagcagat
gcaccccgaa
gtagcagcaa
tcaacttcce
tgaagggtga
ccgegatgtt
gtgccgagat
tcacgtatca
atcatgcgat
ccgaagcecge

Leu Gln Val

Gln Ser Gly

Ala Gln
45

Tyr

Arg
Glu Trp
60
Gln Ser
75

Gly

Ser

Cys Gln

Gln Leu

Trp
Ile Leu
125
Gln

Gly

Pro
140
Ser

His
Pro Gln
155
Ala

Gly Gly

Ala Trp Glu
Thr
205

Gly

Asn Asn

Leu Gly
220
Ser Ser Asn
235
Asn

Ala Val

Trp Gly Ala

Gly Ala Gly
285
Ala Gly
300

Glu

His

Ala
315
Asp

Ile

Thr Gly

Met Glu Asp

Ala Thr
365
Gly

Asn

Trp Gly

380

agacatgtgg
ccccaagcetg
cgagttgggce
cctgaagtte
gcccaacggce
cctgcagagt
gggtcacgcc
cgccgtggag
ggcgtggeag
gtccagcacc
caaatggggc

Ser
15
Asn

Pro
Gly

Asp Asp

Tyr Gln

Phe Tyr

Thr Tyr
95

Ser Ala
110
Ser Met

Gln Phe

Gly Met

540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1146

Pro
Asn
Tyr
Ser
Ser
80

Lys
Asn
Ala

Ile

Gly

160

Tyr Lys
175
Arg Asn
190
Arg Leu

Ala Asn

Leu Lys

Ala
Asp
Trp
Ile

Phe

240

Phe Asn
255
Gln Leu
270
Met Ser

Asp Met

Ala Vval

Phe

Asn

Gln

Ala

Glu

320

Ile Thr
335
Leu Val
350

Met Ala

Tyr
Arg

Met
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<210>6
<211> 81
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> secuencia de ADNc de tPA
<400> 6
atggatgcaa tgaagagagg gctctgetgt gtgetgetge tgtgtggage agtcettegtt 60
tcgecccageg agatctectt ¢

<210>7
<211> 27
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> secuencia de aminoacidos tPA
<400> 7

Met Asp Ala Met Lys Arg Gly Leu Cys Cys Val Leu Leu Leu Cys Gly

1 5 10 15
Ala Val Phe Val Ser Pro Ser Glu Ile Ser Phe
20 25

<210> 8
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia de péptido antigénico
<400> 8

Thr His Ser Trp Glu Tyr Trp Gly Ala Gln Leu Asn Ala Met Lys Gly

1 5 10 15
Asp Leu Gln Ser
20
<210>9
<211>8
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia de péptido antigénico
<400> 9
Ile Met Tyr Asn Tyr Pro Ala Met
1 5
<210>10
<211>9
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia de péptido antigénico
<400> 10
Gln Ile Met Tyr Asn Tyr Pro Ala Met
1 5

<210> 11
<211> 3376
<212> ADN

28
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<213> Virus de la coriomeningitis linfocitica

<220>

<223> segmento S del virus de la coriomeningitis linfocitica, secuencia completa

<400> 11

<210> 12
<211> 3377
<212> ADN

cgcaccgggg
ccctatcecta

tcgatgaggt
tctacaattt
ggtcctgtgg
agtcagtgga
acaactccca
attccatcat
accacacact
ataaggcagt
cagatcgaca
ttagaactgce
gcaagaccac
gggaaaacca
agaagactaa
cttcaggggt
agcttaagtg
tctgtgacat
acgtagaatc
tactgatgag
tttggtacct
ccaatggttc
acatgattac
cattgatgga
ttgtcaaaat
taaccaacaa
ggaaaagacg
agggaggccc
tggcagaatg
aatgatgcag
tattccagta
cctcgaaget
gtccagaage
agcacctata
gccgtgtgag
gtgtatgaac
accctcaatg
aagcattgtc
cctgggtgaa
tctcecccaca
tttatagagg
gagttttctce
caaaattgac
accaagacta
cagaactggg
gtaaagcaag
tttggccata
tgagtcttte
cccaactatc
atatacccct
gtcagccgeca
ctttgatgtt
ctgtaggtct
agagaagtcc
tgatgtgaag
cttagacaag
taggatccac

atcctaggcect
cagaaggatg
gatcaacatt
tgccacctgt
catgtacggt
gtttgatatg
ccattacatc
cagtcacaac
catgagtata
atcctgcgac
aagtgctcag
cttegggggg
ctggtgtage
ctgcacatat
gttcttcact
ggagaatcca
tttcgggaac
gctgcgacta
tgcecttgeac
gaaccacttg
agaacatgca
ttacttaaat
agagatgttg
ccttetgatg
accaacacac
aggaatttgt
ctgaagaaca
agagggtctt
ttgtgaacag
tccatgagtg
tgcatcttac
tccectggtcea
tttctgatgt
actgacgagg
tacttggaat
tgcecegttet
tcaatccatg
tggctgtage
ttgactgcag
atcgatgtte
atgttttcat
ttggcceccega
tctaacatgt
aagttatagc
tgcttgtcett
ccaaggtctg
caagccatag
acatcccaaa
tgtaggatct
gaagcctggg
agagacatca
gactttaaat
ttgtcatctc
aacccattca
ctctgcaatt
gacatcttgt
tgtgeg

ttttggattg
ggtcagattg
gtcattattg
gggatattcg
cttaagggac
tcacatctga
agtatgggga
ttttgcaatc
gtttcgagece
ttcaacaatg
agccagtgta
aaatacatga
cagacgagtt
gcaggtectt
aggagactag
ggtggttatt
acagcagttg
attgactaca
ttattcaaaa
agagatctga
aagaccggcg
gagacccact
aggaaggatt
tttteccacat
aggcacataa
agttgtggtg
gcgcectecect
agagtgtcac
ttttcagatc
cacagtgcgg
acaaccagcc
tttcaacatc
catcggagcece
tcaacceggyg
cttgcttgaa
gtggttggaa
taggagcgtt
ttaagcccac
gtttctceget
tacaagctat
aagggttcct
gaactgcctt
tacccccatce
cagaaatgtt
tcagecettte
tgagcgcettg
ttagacttgg
ctcttaccac
gagatctttg
gcctttcaga
gttcttetge
ccacaagaga
tctttteett
gaaggttggt
ctcttctcaa
tgctcaatgg

<213> Virus de la coriomeningitis linfocitica

<220>

cgctttecte
tgacaatgtt
tgcttategt
cattgatcag
ccgacattta
acctgaccat
cttctggact
tgacctctge
tacacctcag
gcataaccat
gaaccttcag
ggagtggctg
accaatacct
ttgggatgtce
cgggcacatt
gcctgaccaa
cgaaatgcaa
acaaggctgce
caacagtgaa
tgggggtgce
aaactagtgt
tcagtgatca
acataaagag
ctgcatatct
aaggtggctc
catttaaggt
gactctccac
aacatttggg
tgggagcctt
ggtgatctct
atatttgtcc
gataagctta
ttgacagctt
ttgegeattyg
ttgtttttga
aattgctatt
ggggtcaatt
ctgaggtgga
tgtgagatca
gtatggccat
gtcceccaact
caagaggtcc
caacagggct
gatgctggac
aagatcatta
tacaacgtca
cattgtgcca
accacttgca
gtctagttge
cctcatgatc
actgagcctc
atgtacagtc
cctcatgatc
tgcatcctta
tgcttgegte
tttctcaaga

29

tagatcaact
tgaggctctg
gatcacgggt
tttecctactt
caaaggagtt
gcccaacgca
agaattgacc
cttcaacaaa
tatcagaggg
ccaatacaac
aggtagagtc
gggctggaca
gattatacaa
caggattcte
cacctggact
atggatgatt
tgtaaatcat
tttgagtaag
ttctttgatt
atattgcaat
ccccaagtge
aatcgaacag
gcaggggagt
agtcagcatc
atgtccaaag
gcectggtgta
ctcgaaagag
cctctaaaaa
gctttggagg
ttcttetttt
cacactttgt
atgtccttcee
agaaccatcc
aagaggtegg
tcaacgggtt
tccactggat
cctceccatga
cctgetgete
attgttgtgt
ccttcacctg
tggtctgaaa
tcgetgttge
gccecetgect
tgctgttcag
agatttggat
ttgagcggag
aattgattgt
ccectgetgag
tgtgttgtta
ttggccttca
cccactttca
tggttgagac
ctctgaacat
atgacagcag
cattggaagc
caaatgcgca

gggtgtcagg
cctcacatca

atcaaggctg
ctggetggea
taccaattta
tgttcagcca
ttcaccaatg
aagacctttg
aactccaact
ttgacattct
ctagatatgt
ggctcagatg
aatagaacct
cttteeccaag
ttgtcagact
cttgctgcag
gatgccgaat
ttcaaagagg
tcagatcaac
tactcaaagt
tggcttgtca
gaagccgata
acccccectag
ttectgeace
ccacaccgat
aaaaccgtct
gtggagagtc
ttaggtcatg
cgctttcaaa
tgtceccttac
cttcatactc
tattctgtga
cctgcggaag
caagatccat
ccctgtaaaa
cattaaatct
ggtcttttaa
caggcgctgg
tttceccatge
aaaggcaaac
caaacatgtt
ttggcttgat
tcacggcage
tgatgaccce
acttgactgt
tctgtgactg
tcaaaagtga
gctttctecat
agttccccat
gcttctcaag
aaacattctt
ttctgagtct
tgctgacctce
ccttcacatce
tcttaacttc
atcaaatgcc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3376
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<223> segmento S del virus de la coriomeningitis linfocitica, secuencia completa

<400> 12

<210> 13
<211> 7229
<212> ADN

gcgcaccggg
gccctatcect
atcgatgagg
gtctacaatt
aggtcectgtg
aagtcagtgg
aacaactccc
gattccatca
gaccacacac
tataaggcag
tcagatgcac
tttagaactg
ggcaagacca
tgggaaaacc
gagaagacta
tcttcagggg
gagcttaagt
ttctgtgaca
gacgtagaat
ctactgatga
ttttggtacc
accaatggtt
aacatgatta
gcattgatgg
cttgtcaaaa
ttaaccaaca
tggaaaagac
cagggaggcc
gtggcagaat
aaatgatgca
ctattccagt
ccctegaage
agtccagaag
gagcacctat
tgcegtgtga
agtgtatgaa
taccctcaat
aaagcattgt
gcctgggtga
ctctceccac
ctttatagag
tgagttttct
tcaaaattga
caccaagact
ccagaactgg
tgtaaagcaa
gtttggccat
atgagtcttt
tcccaactat
tatatacccce
ggtcagccge
tctttgatgt
tctgtaggtce
cagagaagtc
ctgatgtgaa
ccttagacaa
ctaggatcca

gatcctagge
acagaaggat
tgatcaacat
ttgccacctg
gcatgtacgg
agtttgatat
accattacat
tcagtcacaa
tcatgagtat
tatcctgcga
aaagtgctca
cctteggggyg
cctggtgtag
actgcacata
agttcctcac
tggagaatcc
gtttcgggaa
tgctgcgact
ctgeccttgea
ggaaccactt
tagaacatgc
cttacttaaa
cagagatgtt
accttctgat
taccaacaca
aaggaatttg
gctgaagaac
cagagggtct
gttgtgaaca
gtccatgagt
atgcatctta
ttceectggte
ctttctgatg
aactgacgag
gtacttggaa
ctgececegtte
gtcaatccat
ctggctgtag
attgactgca
aatcgatgtt
gatgttttca
cttggcceeg
ctctaacatg
aaagttatag
gtgcttgtcet
gccaaggtcet
acaagccata
cacatcccaa
ctgtaggatc
tgaagcctgg
aagagacatc
tgactttaaa
tttgtcatct
caacccattc
gctctgcecaat
ggacatcttg
ctgtgeg

tttttggatt
gggtcagatt
tgtcattatt
tgggatattc
tcttaaggga
gtcacatctg
cagtatgggg
cttttgcaat
agtttcgage
cttcaacaat
gagccagtgt
gaaatacatg
ccagacgagt
tgcaggtcct
taggagacta
aggtggttat
cacagcagtt
aattgactac
cttattcaaa
gagagatctg
aaagaccggce
tgagacccac
gaggaaggat
gttttccaca
caggcacata
tagttgtggt
agcgcctccee
tagagtgtca
gttttcagat
gcacagtgcg
cacaaccagc
atttcaacat
tcatcggage
gtcaacccgg
tcttgettga
tgtggttgga
gtaggagcgt
cttaagccca
ggtttctege
ctacaagcta
taagggttce
agaactgcct
ttacccecccat
ccagaaatgt
ttcagcettt
gtgagcgcett
gttagacttg
actcttacca
tgagatcttt
ggcctttcag
agttcttctg
tccacaagag
ctettttect
agaaggttgg
tctecttcteca
ttgctcaatg

<213> Virus de la coriomeningitis linfocitica

<220>

gcgetttect
gtgacaatgt
gtgcttateg
gcattgatca
cccgacattt
aacctgacca
acttctggac
ctgacctctg
ctacacctca
ggcataacca
agaaccttca
aggagtggct
taccaatacc
tttgggatgt
gcgggcacat
tgcctgacca
gcgaaatgca
aacaaggctg
acaacagtga
atgggggtgce
gaaactagtg
ttcagtgacc
tacataaaga
tectgecatate
aaaggtggct
gcatttaagg
tgactctcca
caacatttgg
ctgggagcecct
gggtgatctc
catatttgtc
cgataagcett
cttgacagct
gttgcgcecatt
attgtttttg
aaattgctat
tggggtcaat
cctgaggtgg
ttgtgagatc
tgtatggcca
tgtccccaac
tcaagaggtc
ccaacagggce
tgatgctgga
caagatcatt
gtacaacgtc
gcattgtgce
caccacttge
ggtctagttg
acctcatgat
cactgagcct
aatgtacagt
tcctcatgat
ttgcatccett
atgcttgcegt
gtttctcaag

ctagatcaac
ttgaggctct
tgatcacggg
gtttcctact
acaaaggagt
tgcccaacge
tagaattgac
ccttcaacaa
gtatcagagg
tccaatacaa
gaggtagagt
ggggctggac
tgattataca
ccaggattct
tcacctggac
aatggatgat
atgtaaatca
ctttgagtaa
attctttgat
catattgcaa
tcecccaagtg
aaatcgaaca
ggcaggggag
tagtcagecat
catgtccaaa
tgcetggtgt
cctcgaaaga
gcctctaaaa
tgctttggag
tttettettt
ccacactttg
aatgtcettce
tagaaccatc
gaagaggtcg
atcaacgggt
ttccactgga
tcctceccatg
acctgetget
aattgttgtg
tccttcacct
ttggtctgaa
ctcgetgttg
tgcecectgee
ctgctgttca
aagatttgga
attgagcgga
aaattgattg
accctgctga
ctgtgttgtt
cttggeccttce
ccccacttte
ctggttgaga
cctctgaaca
aatgacagca
ccattggaag
acaaatgcgc

<223> Segmento L del virus de la coriomeningitis linfocitica, secuencia completa

<400> 13

30

tgggtgtcag
gcctcacatce
tatcaaggct
tctggetgge
ttaccaattt
atgttcagcce
cttcaccaat
aaagaccttt
gaactccaac
cttgacattc
cctagatatg
aggctcagat
aaatagaacc
ccttteccaa
tttgtcagac
tcttgectgea
tgatgaagaa
gttcaaagag
ttcagatcaa
ttactcaaag
ctggecttgtce
ggaagccgat
taccccccta
cttectgeac
gccacaccga
aaaaaccgtc
ggtggagagt
attaggtcat
gcgctttcaa
ttgtccctta
tcttcatact
ctattetgtg
ccctgeggaa
gcaagatcca
tccetgtaaa
tcattaaatc
aggtctttta
ccaggcecgetg
ttttcccatg
gaaaggcaaa
acaaacatgt
cttggcttga
ttcacggcecag
gtgatgaccc
tacttgactg
gtctgtgact
ttcaaaagtg
ggctttctca
aagttcccca
agcttctcaa
aaaacattct
cttctgagtc
ttgctgacct
gccttcacat
ctcttaactt
aatcaaatgc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3377



gcgcaccggyg
gctgtcagaa
gcaccaatag
gctgcaaatc
gcaggcactg
cattaccaac
aacaccgtcce
acgcacacag
cgcacgegece
ggcggagecc
atcgtcgcag
gctcctagat
cgacagtgga
ctctgaaccc
atcactaatc
cagcttcaca
agtcagtggce
atccagtatt
atcttccatg
gaagacagag
acccttaaag
cctaaccaag
aaagtccact
cagatcecttt
agcattacac
attcctaaac
ggggcccagt
aaaattgcct
ctgttttaag
ggagtcagat
cctttteccac

gatcctagge
gtggacctgg
tacaaacagg
ttgctggcag
tttaaacctt
cagattgaag
ggcccceggece
acacagcacc
cccaccaceg
cacggagatg
gacctccecct
ttgctaaaac
atcagcagaa
aacaaatgtt
ttttcatage
atgatatttt
acaggctccce
cttttggagce
taatcctcaa
tctgtcctca
aggtgagagce
aatatcaatg
gaaattgaaa
aaggatttaa
acaacatctc
ataggcctcet
gcctcageac
aatgtcctgg
aagttcttge
cgctgatgag
ttaacaacat

ES 2751423 T3

gtttagttge
ctgatagcga
gccgaaatce
aaatttgaca
ctgctgtcag
atatcaacag
ccgacaaaca
caacacagaa
gggggcgcecce
cccatcagtce
tgagtctaaa
aaagtctgca
tagatctgte
caccagttct
cctcaagtcee
ggacaaggtt
actcaggtcc
ccaacaactc
actcttcaga
gtaagtggag
atgataaaag
aaaatttcct
actccaatac
atgcectttgg
ccattcggta
ccacattttt
catcttcaga
ttgttgcaac
agacatccct
aattggcaag
gagaaatgag

gctgtttggt
tgggtcaagg
taccagatac
gcttggtaag
tatccgacag
ccccaagctce
gcccagcaca
cacgcacaca
cceecegggg
gatgtcctceg
cctgeececee
atccttaaag
tatacatagt
gaatcgatgce
tgctagaaag
tcttecttca
aactctctca
aagctcaaga
tctgatatca
gcattcatcc
ttcagccaca
taaacagtca
cccttttgtg
gtttgtcagg
agagaaccac
gttcaccacce
tggcatcatt
aaattctcga
cgtgctaaca
gtcagaaaac
tgacaaggat

31

tgcacaactt
caagtccaga
cacctatctt
atgccatgac
gtgtcctcett
tccacctecce
agggaaccgce
cacacacaca
ggcggcecece
gccaccgacce
actgtttcat
gcgaaccagt
tecctggagga
aggaagaggt
actttcatgt
aaaagggcac
aagtcaatag
gaatcaccaa
aagacaccat
aacattcttc
cctggattct
gtattattct
tagttgagca
ccctgectaa
ccaaaaccaa
tttgagacaa
tctttatgag
acaaatgatt
acaaattcat
agaacagtgt
tctgagttaa

tcttegtgag
gaggagaaag
ggccctttaa
cactaccttt
tgtaaatatc
tacgaagagt
acgtcaccca
cacacccaca
cgggagcceg
cgcccagceca
acatcaaagt
ctggcaaaag
ttacacttat
tcccaaggac
ccttggtcte
ccatctttac
atctaatccc
gtatcaaggg
cgttcacctt
tatctatcte
gtaattggca
gattgtgegt
tgtagtccca
tcaacatggce
actgcaaatc
atgattgaaa
ggaaccatga
caaaatacac
caaccagact
aatgttcatc
tatcaattaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860



aacacagagg
agacataaat
aatcacttgg
tacataatca
ggtcggttct
gtagtcccaa
ctgtttgteca
atctgtggtt
cacacacctg
gaaagctgac
acaaagtttg
cactgatgga
attcaaccag
caattgaaga
aaattcacca
ttcattagga
ccaatctttce
ctttaggagg
tgcgatggcet
cttgacattg
tacatagaat
aaatttgttt
cggatcactt
tgatgtgtaa
ctcgctaage
aaggctggat
agtaacagtt
cattgcatte
agtgctaaca
tagaaacatt
atagtttaag
cttatcattg
tattaacctt
aacctgctct
gtatgatgtt
ttgtgtcaac
cacgtcecttcet
cctgtattte
aaaccaatca
acactgatct
agcctcacag
taaatggaaa
aataagctgt
attggceccte
tttgaagaag
tctecectgte
atattcatag
ttgactcaca
tagatgctta
agagttagtc
gttgttaaat
ctgacagtca
ctcaggagtg
gaacttttca
atgacacagg
accagtacca
aggtgtgatc
tattgccatc
ggtgagcatt
caaatcagga
atctgaaaaa
atcecgggect
gtattcttca

tcaaggaatt
ggaagaagct
ttcaaattca
catgggttta
gctaggacce
agaagaggcc
caaatgtaca
agatcctcaa
cttecctagag
ttgttgattg
ttctggagtg
taaaccacct
ttaacatctg
atggectect
tttttgaget
cacagttcct
acatcagtgt
tccagtgttc
tgatctgcaa
tgtagcgetg
ctagatttaa
aacaagccgce
acaaccaggt
gcctctggte
aaaccataga
atatgggatg
gtttctgaac
acaacaggaa
tgatctttece
aagaacaaaa
aacccttcee
tttaaacagg
gtgaacattt
ttataagata
ggtgattctt
gacagagctt
tccagtttgt
cctgagtacg
ttctcagaaa
ttaatgactg
ataaatttca
gatatttctg
aaatgatgta
ctacctette
cttgtctett
tcttetececet
tctgagtgge
gcactaacaa
ttaaccacca
atgggatcta
gaagacacca
atttctttac
attgcttect
aaacatttta
tatgacacat
aaaatagttt
agatcctcce
accaaatatc
agcaacaata
catgatctaa
attggtaaaa
tgtatggagt
gagtccagtt
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taattctggg
gatcctcaaa
ctttgtcctce
agtgcttaag
aaacacccaa
ttaaaaggca
gcgttatace
gcagcttttt
ttttgcaaag
cttctgacag
tcttgatcaa
tttgtcttaa
ctaactgatt
ttttatctet
tatgatgcag
caatgagtct
tggtattcag
tcetttggat
ttgtatctat
cagatacaaa
attctgecage
tcagatgaga
cactcagccect
tttcgccaaa
agtcagaagc
gcactatccc
ccctgagaag
aggggaccte
cggaacgcac
atgggcacat
gcacattgat
agcctgaaaa
ttgtcctcaa
gtgcaaattt
ctgagtagaa
tactaaggga
cccagtcaaa
catttgcatt
agaactttcet
aggtgaaata
tgtcatcatt
acaagataac
gtccttttgt
tgtaccgtge
cttctccecate
tggaaccgat
tcaacttata
gcaatttgtt
cacttttgtt
ggctgtttag
ttaggctaaa
tagtgaatct
tggggttgac
tctgatctgt
tcaacataaa
ttattaggaa
tcaacttatc
tgacactctg
gggtcctcag
tccatgaaat
agaacctttt
agcaccttga
ttattacttg

actccaccte
gatcttggga
cagtagcctt
agttaggttc
ctcaaaagag
tatatgatca
atccecgattg
gatatacaga
gcctataaag
cagcttctgt
tgatgggatt
aaccatcctt
cagatcttct
gttaaatagg
tttccttaca
ttgtattctg
tagaaatgga
actattaact
tgtttcacaa
ctttgtgaga
gaacctccca
ttggaattcee
cctatcaaat
gataacacca
attatgcaag
catttcaaaa
ttttagettc
gacaagctta
atactggtca
cattggtccce
agtcattgac
gaaacttgaa
atctccaata
cagccttcca
gcacagattt
ctcagaatta
tttgaaattc
catttgcaac
acaaaggttt
caaaggtgac
ggttagacat
ttttcttaag
atttgtaagt
tattgtggtg
aaaacatatt
gaccaatcta
cttttgtttt
aaagtcatat
actagcaaga
cttcttectet
ggcttcecaga
cttcatttge
aaaaaaacca
tagcctgtcea
tttaaatttt
tctaagcagce
cattaatgat
tacctgettt
tgcaacctca
catgatgtct
aggatctgca
agattctcca
gcaaaacact
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atgttttttg
tatagccgece
gagctctcag
tcactgttat
ttgctcaatg
cggtgggett
caaactcttg
ttttececctat
ccagatgaga
gcaccccttg
ctttectett
aatgggaaca
tcaagaccga
tctaagaaaa
agctttetta
taacctctag
tccaaaggga
agggagactg
agttgatgtg
agagggactt
gccacacttt
aacaggacaa
aaagtgatct
atgcagtagt
attcecctgee
tattgtctga
gacttgacat
tgcatgtgece
tcacctagtt
catttgetgt
aagattgcat
aaagactcaa
tagagttctc
gagtcaggac
ttcaaagcag
ctttecectet
aagccttgee
agaatcatct
tttgeccatect
agctctgtgg
gatgggtcaa
tgagccatct
ttttctccat
ttgacctttt
tctgecaggt
gagactaact
cttacgaaac
tccagaagtc
tctaatgcectg
cctttgaaaa
ttaacacctg
tcatagaaca
aattgacttt
ggggtctccet
gcactcaaca
ttatacacca
gtagatgaaa
tgatttctct
atgtcggtga
atcatattgt
tagaaggaaa
gtcttetggt
tctttgeatt

agctcatgtce
tcacagattg
gctttcttge
tcttcecettt
aaatacaaat
ctggatgaga
tcacatgatc
ttttgtttet
tacaactctg
tgaatttact
ggaaagtcat
tttcattcaa
ggaggtctcc
attcttcatt
caacctttgt
aaccatccag
aattggcata
ggacgccatt
gctctttaca
cctcccecca
ttgggctgat
ggacttcecte
gatcatcact
tgatgaacct
ccatatcaat
aaattctctc
atgatttcat
aagttaacaa
tgagattttg
gatccatact
tttcaaattce
aataatcttc
tatttceccec
ctactgaggt
cactcataca
cactgattct
tttgcatatg
tcatgcaaga
catcgaggcce
aaccctcaac
agtcttctac
tcectgttag
ctcctttgtc
cttcgagact
tgtcttecga
tggaaacttt
tctecgtaat
gttctccatt
tcgcacatcce
ttaaagtgcc
gagttgtatg
cacattcttce
tgggctcaaa
ttgtgatcaa
acaccttctc
ccttctcage
aatctgacac
ttgttgggtt
gacagtcttt
ataagacctc
ttaaatgacc
ataataggtg
ctaccacttg

1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640



atatctcaca
gtttgttaag
ctctgtgcetg
tccaattttce
ttcagacagt
tgcaatgaac
ctttgacttt
taccagccta
ccctttgaat
ctgtctecett
cctctcatat
gaatctcatc
atcagcaagg
ctgaaagttt
gtttattcca
cctcataatt
accggagcgce
ttcaaagact
tttgaagttt
tggaactaat
gtcctctata
aatgagagaa
tacaattcca
gccactcettg
cagaaccatt
atcctgttct
gcatcaaaaa

gaccctattt
gccagacaaa
ggttggaaat
ataaagttct
ccgtaatgcet
tcactaatag
tttctattce
tcattcacac
ttcgactgtt
ctagtattca
tcagtgctag
aaaggacagg
ttttcataga
ctctttaatt
aaaaccacat
tcatcattgt
ttgtcgatag
ttctecatttt
gcccactcetg
gtgacacccg
aatttcttcet
ttgtctatca
gactccacca
tctgcactgt
ctgggttcce
atatagttta
gcctaggatce
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gattttgecct
cagatgataa
tgtaatctte
caaattcagt
cgaaactcag
atgccctaaa
tcaaaagtct
tactatagca
ttatcaatga
acagtttcaa
tctcacttce
attcgactgce
gctcagagaa
tcccacttte
catcacagct
gagttgacct
tagtcttcag
ggttagaata
gcataaaact
caacagcaag
caaaactggc
gcttgtaacce
aaattgtttc
ctatttcaat
tttgtceccag
aacataactc

cteggtgeg

tagtctagca
tcttectcagg
aaacttcgta
gaatggtatg
tcccaccact
caattcctca
aatgaactcc
acaacccacc
ggaaagacac
actcttgact
cctttegtge
ctececetgett
ttccttgate
taaatctctt
catgttgggg
cgcatcttte
ggactcacag
ctccaaaagt
attatcataa
gtcttcectg
tggagtgctc
atcaggaatg
cacagactta
gcagcgtgac
aaagttgagt
tctcaattct
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actgagctag
ctctgtatgt
taatacatta
tggcattctt
aacaggcatt
aaagacacct
tctttagtge
cagtgtttat
aaaacatcca
ttgtttaaca
ccatgggtct
aatgttaaga
aagccttcag
ctaaacctgce
ttgatgccectt
agaattttca
agtctaaaat
ttgaataaaa
tcacaacgac
atgcatgcca
ctaacaaaac
ataagtggta
tegtegtggt
agcaacttga
ttectgecttg
gagatgattt

ttttcatact
tcttcagetg
tcgggtgage
gctcaaggtg
tttgaatttt
ttctaaacac
tgtgaaagct
cattttttaa
gatttaacaa
tagagaggag
ctgcagttat
tatcatcact
ggtttacttt
tgaaaagaga
cgtggcacat
tagagtccat
attcagactc
ggtctctaaa
catctactat
atttgttagt
actcaagaag
gtcctgggea
tgtgtgtgca
gtccctcaat
acaacctctce
catccattgce

5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7229



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2751423 T3

REIVINDICACIONES

1. Una particula de virus infeccioso de la coriomeningitis linfocitica deficiente en la replicacion para uso como una
vacuna en un método para tratar o prevenir una infeccién con M. tuberculosis en un lactante, en donde la particula
comprende una secuencia de nucledtidos que codifica un antigeno micobacteriano, en donde el antigeno
micobacteriano es una proteina de fusion entre Ag85B y TB10.4, en donde la proteina de fusion comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:5, y en donde el antigeno micobacteriano se fusiona a un péptido sefial
de un activador de plasmindgeno tisular.

2. La particula de virus infeccioso de la coriomeningitis linfocitica deficiente en la replicacion para uso de la
reivindicacion 1, en donde el péptido sefial de un activador de plasmindgeno tisular es un péptido sefial N-terminal.

3. La particula de virus infeccioso de la coriomeningitis linfocitica deficiente en la replicacién para uso de la
reivindicacion 1, en donde el péptido sefial de un activador de plasmindgeno tisular dirige el direccionamiento al
reticulo endoplasmico.

4. La particula de virus infeccioso de la coriomeningitis linfocitica deficiente en la replicacion para uso de la
reivindicacion 1, en donde el péptido sefial de un activador de plasmindgeno tisular comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:7.

5. La particula de virus infeccioso de la coriomeningitis linfocitica deficiente en la replicacion para uso de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el péptido sefial de un activador de plasmindgeno tisular y la
proteina de fusién comprenden la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:3.

6. La particula de virus infeccioso de la coriomeningitis linfocitica deficiente en la replicacion para uso de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde un marco de lectura abierto del virus de la coriomeningitis
linfocitica se elimina o se inactiva funcionalmente.

7. La particula de virus infeccioso de la coriomeningitis linfocitica deficiente en la replicacién para uso de la
reivindicacion 6, en donde el marco de lectura abierto que codifica la glucoproteina del virus de la coriomeningitis
linfocitica se elimina o se inactiva funcionalmente.

8. La particula de virus infeccioso de la coriomeningitis linfocitica deficiente en la replicacion para uso de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 que comprende un segmento genoémico, en donde el segmento genémico
comprende la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO:1.

9. Una composicion farmacéutica que comprende una particula de virus infeccioso de la coriomeningitis linfocitica
deficiente en la replicacion y un vehiculo farmacéuticamente inactivo para uso como una vacuna en un método para
tratar o prevenir una infeccién con M. tuberculosis en un lactante, en donde la particula comprende una secuencia
de nucledtidos que codifica un antigeno micobacteriano, en donde el antigeno micobacteriano es una proteina de
fusion entre Ag85B y TB10.4, en donde la proteina de fusion comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:5, y en donde el antigeno micobacteriano se fusiona a un péptido sefial de un activador de plasmindgeno tisular.

10. La composicion farmacéutica para uso de la reivindicaciéon 9, en donde el péptido sefial de un activador de
plasminégeno tisular es un péptido sefial N-terminal.

11. La composicion farmacéutica para uso de la reivindicacién 9, en donde el péptido sefial de un activador de
plasminégeno tisular dirige el direccionamiento al reticulo endoplasmico.

12. La composicion farmacéutica para uso de la reivindicacién 9, en donde el péptido sefial de un activador de
plasmindgeno tisular comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:7.

13. La composicién farmacéutica para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12, en donde el péptido
sefial de un activador de plasmindgeno tisular y la proteina de fusion comprenden la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO:3.

14. La composicién farmacéutica para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 13, en donde un marco
de lectura abierto del virus de la coriomeningitis linfocitica se elimina o se inactiva funcionalmente.

15. La composicion farmacéutica para uso de la reivindicaciéon 14, en donde el marco de lectura abierto que codifica
la glucoproteina del virus de la coriomeningitis linfocitica se elimina o se inactiva funcionalmente.

16. La composicion farmacéutica para uso de una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 15 que comprende un
segmento gendmico, en donde el segmento gendémico comprende la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO:1.
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