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OZET
REAKTIVASYONU ONLEMEK UZERE BIR TUBERKULOZ TB ASISI

Mevcut bulug, tlberkiloz kompleksi mikroorganizmalarinin  (Mycobacterium
tuberculosis., M.bovis, M.africanum) tlrlerinden kaynaklanan latent tlberkuloz
enfeksiyonunun reaktivasyonunu o6nlemek (zere latent olarak enfekte bireylere
uygulanabilen bir asiy1 veya imminojenik bilesimi agiklar, Bulus, enfeksiyonun farkl
asamalarinda temel olarak ifade edilen birgok M. muberculosis derive protein ve
protein fragmanina baghdir. Bulug, bu polipeptidler, bunlann immunolojik olarak aktif
fragmanlari ve asilar gibi immudnolojik bilegsimlere yénelik bunlan kodlayan genlerin

kullanimui ile ilgilidir.
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iISTEMLER

. M.tuberculosis enfeksiyonu sirasinda temel olarak ifade edilen bir antijen veya

56z konusu antijeni kodlayan bir niikleik asidi igeren, M.tuberculosis ile latent
olarak enfekte bireylerde tuberkllozun reaktivasyonunun onlenmesine
kullanima yoénelik bir asi olup, 6zelligi ESX-1 salgilama sistemine ait olan

antijenin, agagidaki unsurlardan olusan gruptan segilmesidir

i) ESATG, CFP10, Rv3614c, Rv3615¢c, EspR, Rv3868, Rv3869, Rv3870,
Rv3871, Rv3872, Rv3873, Rv3876, Rv3877, Rv3878, Rv3879c, Rv3880c,
Rv3881c, Rv3882¢c, Rv3883c ve Rv3865,

i) (iYdeki dizilerin herhangi hirine ait bir B-hilcresi veya T-hlicresine yonelik bir
epitop igeren bir immunojenik parga; ve

iii} (iy veya (ii)'deki dizilerin herhangi birine en az %90’k dizi ézdesligine sahip
olan ve ayni zamanda bir terapétik asi olarak uygulanmasi durumunda latent
tiberkiloz enfeksiyonunun reaktivasyonunu onlemesi araciligiyla immunojenik

olan bir amino asit dizisi analogu.

. Istem 1’e gore kullanima yénelik asi olup, 6zelligi polipeptidlerin mikobakteriler

familyasin icinde bakteriler araciligiyla ifade edilen bir antijene kaynasik

olmasidir.

. istem 2'ye gbre kullanima yénelik agi olup, dzelligi fiizyon partnerinin, temel

olarak ifade edilen bir antijen olmasidir.

. CFP10’a kaynasik ESATE iceren, istem 3’e gbre kullanima yonelik agidir.

. Mikobakteriyel genleri ifade eden bakteriler veya viriisler gibi geni degistiriimis

organizmalar olan canli rekombinant agilan veya yukarida agiklanan proteinlere
yonelik genleri veya gen fragmanlarini ifade eden plazmidler olan DNA asilan
gibi imminojenik dagitim sistemleri veya bir adjuvan gibi bir dagitim sisteminde
dagitilan proteinlerin kendileri veya proteinlerin kendilerinden derive edilen
sentetik peptidler olan protein agilan arasindan secilen ek bir dagitim sistemi

iceren, éneceki istemlerden herhangi birine gére kullanima yénelik agidir.
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istem 5'e gére kullanima yénelik asi olup, ézelligi adjuvanin DDA/TDB ve/veya

poli I:C icermesidir.

Onceki istemlerden herhangi birine gére kullanima yénelik asi olup, ézelligi
polipeptidin kendini destekleyici bir etkisine imkan saglamak amaciyla amino

asit dizisinin lipidlenmesidir.

Latent tUberkiiloz tedavisinde kullanima yonelik istemler 1 - 4’ten herhangi

birinde tanimlanan gruptan segilen bir antijendir.

Mycobacterium tuberculosis, M.bovis ve M.africanum’dan olugan gruptan
segilen tuberkiloz kompleksi tlrlerinden kaynaklanan latent enfeksiyonlann
reaktivasyonuna karsi bir asinin Uretiminde kullanima yonelik istemler 1 - 7'den

herhangi birinde tanimlanan gruptan secilen bir antijendir.

istem 9'a gdre kullanima yonelik antijen olup, ézelligi stz konusu asinin akut
asamall enfeksiyon sonrasinda vef/veya latent asamali enfeksiyon sirasinda

uygulamaya yonelik olmasidir.

istemler 9-10'dan herhangi birine gére kullanima yénelik antijen olup, dzelligi
asinin istem 1-4’'te tanimlandidi (izere bir veya daha fazla imminojenik parca

igermesidir.
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REAKTIVASYONU ONLEMEK UZERE BiR TUBERKULOZ TB ASISI

Bulug Sahasi

Mevcut bulug, ESATE, CFP10 gibi temel olarak ifade edilen antijenleri ve ESX-1
salgilama sisteminden diger antijenleri hedefleme araciligiyla, tiberkiloz kompleksi
mikroorganizmalannin (Mycobacterium tubercufosis, M.bovis, M.africanum) tirlerinden
kaynaklanan latent tlberkiloz enfeksiyonunun reaktivasyonunu onlemek Gzere latent

olarak enfekte bireylere uygulanabilen bir agiy1 aciklar.

Genel Altyapi

Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) kaynaklanan insan tiberkiloz, WHO'ya
gore yillik olarak yaklasik 3 milyon oliimden sorumlu olan, ciddi bir kliresel saglk
sorunudur. Yeni tuberkiiloz (TB) vakalarinin diinya ¢apinda goriilme siklidi 1960’lar ve
1970’ler sirasinda digmustir, ancak son on yillarda bu egilim, kismen AIDS’in gelmesi
ve M. tuberculosis’in goklu ilaca direngli suslarinin gorlimesi nedeniyle belirgin sekilde

degismistir.

Tilberklloz kompleksi organizmalan gesitli hastaliklara neden olabilir, ancak en yaygin
invazyon sekli bakterinin inhalasyonu araciigiyladir. Bu, akcijerde sonug olarak
vicudun diger bolumlerine yayilabilen bir enfeksiyon baslatir. Genelde bu enfeksiyon,
immin sistem araciligiyla biytrken kisitlanir, bdylece enfekte bireylerin ¢ogunludu en
sonunda gececek olan dksurik ve ates disinda az belirti gosterir. Bireylerin yaklagik
olarak %30'u enfeksiyonu kontrol altina alamaz ve bunlar birincil hastalia
yakalanacaktir, bu ¢odu vakada en sonunda &limcdl olacaktir. Ancak, gdrOndr bir
sekilde enfeksiyonu kontrol altina alan bu bireylerin dahi, blyik olasilikla hayatlarinin
geri kalani boyunca enfekte kalacadina inanilir. Siiphesiz yillar veya on yillar boyunca
saglikh olan bireyler, aniden tiiberkilloza yakalanabilir, bunun bircok yil dnce enfekte
olduklari ayni organizmadan kaynaklandigr kanitlanmistir. M. tuberculosisve TB
kompleksinin diger organizmalari, mikobakterilerin immin yanittan kacabilmesi ve
refrakter bir gogalmama veya yavas ¢ogalma asamasinda uzun sureler boyunca sag

kalabilmesi bakimindan egsizdir. Bu latent TB olarak refere edilir ve su anda, diinya
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ndfusunun yaklasik olarak 1/3'0nu etkiledigi tahmin edilen olduk¢a énemli bir kiresel

saglhk sorunudur (Anon., 2001).

Klinik kullanima ydnelik halihazirda mevcut olan tek asi, etkinlidi bir tartisma konusu
olarak kalan bir as1 olan BCG'dir. BCG'nin birincil enfeksiyon hayvan modellerinde
devamh olarak iyi performans gostermesine ragmen, acgik bir sekilde TB salginmi
kontrol altina alamamistir. Bununla uyumlu olarak BCG asisinin, yetiskin hastaliina
(bu gogu zaman gocuklukta kazanilan latent enfeksiyonun reaktivitasyonudur) karsi az
veya sifir koruma sunarken, pediatrik TBye (bu birincil enfeksiyondan kaynaklanir)
karsi koruma sadlar gibi gérindr. Ayrica halihazirda mikobakterilere alerjisi olan veya

latent olarak enfekte olan bireylerin agilanmasinin, etkisiz oldugu gosterilmigtir.

Bir M. tuberculosis enfeksiyonunun gidigati, sekil 1°de agiklandig§i lzere esas olarak 3
faz aracih@iyla ilerler. Akut faz sirasinda, immin yanit enfeksiyonu kontrol altina
alabildigi, bundan dolayi bakteri ylklemesinin pik yaptigi ve azalmaya basladidi
noktaya artana kadar bakteriler organlarda g¢ogalir. Bunun sonrasinda, bakteri
yiklemesinin diglk bir seviyede sabit tutuldugu bir latent faz olusturulur. Bu fazda,
M. therculosis’in  aktif ¢ogalmadan bir uyku hali durumuna gectigi, esas olarak

godalmayan hale geldidi ve granilom i¢inde kaldidi, mevcut dlstnce olmustur.

Ancak yakin zamanda, sabit dusik bakteri sayisi ile karakterize edilen enfeksiyon
asamasinda dahi, bakteri poplilasyonunun en az bir kisminin bir aktif metabolizma
durumunda kaldigi anlasilir hale gelmistir (Talaat AM et al. 2007). Bu bakteriler
dolayisiyla sad kalir, bir aktif metabolizmayl sidrdirir ve gic¢li bir immin yanit
karsisinda cogalir. Enfekte bireyde dolayisiyla ¢ogalmayan bakteriler (bunlarnn
intraseluler olarak bulunmasi nedeniyle, immiun sistemin saptamasi olduk¢a zor olabilir)
ile immun konakgida karsilasilan disman ortama uyum saglamak amaciyla aktif ancak
degismis bir ifade profiline sahip olan, yavas c¢ogdalan bakteriler arasinda bir denge
vardir. Bu asamada bakteriler tipik olarak, klasik dnleyici asilarin latent olarak enfekte
deney hayvanlarina verilmesi durumunda aktivite eksikligi aracih@iyla drneklendirildigi
lzere TB alaninda halihazirda gelisme halinde olan énleyici asilarin gogu tarafindan
hedeflenmez (Turner 2000).

Bazi durumlarda denge, patojen yararina edilir ve enfeksiyon, bakterilerin hizli bir

sekilde ¢odalmaya basladidl ve enfekte bireyde bakteri sayisinin arttidi reaktivasyon
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fazina gecer. Oldukg¢a giclli immin basing altinda latent olarak enfekte bireylerde
¢ogalan bakteriler, mevcut bulusta asilama stratejisine ydnelik hedeftir. Bu latent
enfektif asamada bakteriler tipik olarak, onleyici asilarin latent olarak enfekte deney
hayvanlarina verilmesi durumunda aktivite eksikligi aracih§iyla érneklendirildigi Gzere
TB alaninda halihazirda gelisme halinde olan onleyici asilarin ¢ogu tarafindan
hedeflenmez (Turner et al 2000). Bu noktada, glcli bir konakgl immiin yanitinin
baslica Onleyici asi antijeni Ag85 ve PstS gibi birgok antijenin asadi regulasyonu ile
sonuglandiginin bilinmesi nedeniyle bu sasirtici degildir (Rogerson, BJ et al 2006).
Ag85B’ye ydnelik olarak, enfeksiyon sonrasinda Ag85B ifadesinde bir baglangi¢ gecici
artis oldugu ancak iki hafta enfeksiyon sonrasinda bakteriyel Ag85B ifadesinin, pik
suresi boyunca M.th.’nin CFU’su bagina 0.3 transkriptten CFU basina 0.02 transkripte
dustugi ve bu disik seviyenin, enfeksiyon sonrasi en az 100 gline kadar surdrildiga
gosterilmistir. Dolayisiyla enfeksiyonun 2'nci haftasi sonrasinda herhangi bir zaman
noktasinda, bakterilerin %2’sinden az aktif clarak Ag85B (ibid.) ifade eder. Diiglk
Ag85B ifadesi, enfeksiyon sonrasi 3'lincll hafta veya daha sonrasinda akcigerdeki
Ag85B'ye karsilik olarak IFN-g yapabilen T hicrelerinin sayisinda hizli bir disus ile

desteklenir.

Aksine, bazi antijenler enfeksiyonun farkli asamalari sirasinda daha stabil sekilde
(temel olarak) ifade edilir ve bunun bir 6rnedi, ESATS'dir. Baslangi¢ enfeksiyon fazi
sonrasinda ESAT-6 ifadesi seviyesi, basina 0.8 transkriptte dengelenir. Bu, Ag85B’ye
yonelik olandan daha yiiksek bir transkripsiyon seviyesidir ve bu seviye, enfeksiyon
sonrasinda en az 100 glne kadar stabil sekilde sirduralir (Rogerson, BJ et al 2006).
Transkripsiyon verisi, enfeksiyon alaninda (ibid.) enfeksiyonun sonraki asamalarinda
ESAT-6’'nin guclu T hucresi tanimasini gosteren immin veri ile desteklenir. Bu temel
ifade paterni, bu molekullerin patojene yonelik kritik dnem tagiyan temel fonksiyonlari,
patojenin immuln konakgida sag kalmasi icin temel olarak ifade edilmesi gereken
genlere dayall fonksiyonlar yeri getirdigini aciklayan énemli bir 6zelliktir. Bu molekiiller
mevcut bulusa yonelik temeldir ve bakteri yasam tarzinin tim asamalarini
hedeflemeleri ve dolayisiyla aktiviteye ydnelik en genis olasi temele sahip olmalan
nedeniyle latent olarak enfekte bireylere uygulanan asilara yonelik 6zellikle Snemli
antijenlerdir. Bu, cofalmayan persistans boyunca mikobakteriler araciliiyla yukar
regule edilen antijenlerin tanimlanmasina odaklanan mevcut dagunceden farkhdir
(Andersen, P. 2007, W002048391, WO04006952, Lin MY and Ottenhoff TH 2008;

Leyten EM. et al. 2006). Bu tir antijenlerin ¢odalmayan persistans boyunca yukar
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regile edilmesine ragmen, cofalmayan bakierilerden temin edilebilen miktarlarin,
saptamaya veya koruyucu immun efektor fonksiyonlarnn tetiklenmesine yonelik uygun
bir esigin altinda olmasi nedeniyle bunlar her zaman immin tanimaya ydnelik temin

edilemeyebilir.

Aksine, ESX-1 salgilama sisteminden birkag proteinin oldukga immiinojenik oldugu ve
yiksek seviyelerde ifade edildigi gOsterilmistir. ESX-1 birkag patojenik mikobakteride
muhafaza edilir ve tubercle bacilli'nin viriilansina dahil edilir. ESAT-6, CFP10 ve EspA
salgilanmasinda bireysel ESX-1 proteinlerinin katkisi, iyi bir sekilde belgelenmigtir
(Pym AS et al 2003; Guinn Kl et al, 2004;Stanley, SA et al. 2003; Brodin, P. et al. 2006;
MacGurn JA et al. 2005; Raghavan, S. et al. 2008} ve efektdr molekdllerin fonksiyonu,
membran lizisi oldugu, fagozom ve bakteriyel yayilmadan kagtigi gdsterilmistir (Gao LY
et al 2004; Smith J. et al. 2008).

Latent enfeksiyonu kontrol altina alan immin yanitin tam yapisi ve reaktivasyona yol
acan faktorler, blyik lglide bilinmez. Ancak, sorumlu olan baskin hiicre tirlerinde bir
kaymaya yonelik bazi kanitlar vardir. CD4 T hdcreleri, akut faz sirasinda enfeksiyonun
kontroliine yonelik gerekli ve yeterli olurken, calismalar CD8 T hicresi yanitlarinin

latent fazda daha onemli aldugunu 6ne surer (van Pinxteren LA et al. 2000).

Teknikte uzman bir kisinin kolay hir sekilde anlayaca@i Uzere, bir genin ifadesi bunu iyi
bir asi aday) yapmak igin yeterli degildir. Bir proteinin, M. Tuberculosis ile bir latent
enfeksiyon sirasinda immun sistem araciigiyla taninip taninmadigini belirlemenin tek
yolu, verilen proteini Uretmek ve burada aciklandi§i Gzere uygun bir analizde bunu test
etmektir. Bu bakimindan, ESAT-6 (Erken Sekretuar Antijen Hedefi-6) gibi
mikobakteriler araciligiyla gugli bir sekilde ifade edilen antijenlerin, enfeksiyonun tim
asamalarinda bireylerde ve aslinda ozellikle latent olarak enfekte bireylerde tanindigi
gOsterilmistir (Boesen , Ravn, Doherty 2002). Ancak dodal enfeksiyon sirasinda
hazirlanan ESAT-6ya spesifik T hlcreleri, bliyilk miktarlarda mevcut olabilmelerine
ragmen, neredeyse yalnizca bulasici hastaliklara kargi koruyucu T hiicreleri olarak
oldukga sinirh bir dmre sahip ve dusuk aktiviteli olan, terminal olarak farkhlastirilmis T
hicreleri olan s6z konusu efektér fenotipten olusur. Bu, TB'nin reaktivasyonuna karsi
korumak saglamak Uzere mevcut ¢calismada gdsterilen agi aracih@iyla artirilan yuksek

kaliteli, 56z konusu polifonksiyonel T hucrelerinden belirgin sekilde farkhdir.
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Bu, codunun hipersensitivite reaksiyonlarina neden olacak ve bédylece bunun
karsiiginda durumu kétulestirecek olmasi nedeniyle, maruziyel sonrasi asilar olarak
faydali olan, yuksek sekilde ifade edilen ve immiinojenik proteinlerin tamamindan
uzaktir. Bu aglk bir sekilde, Kock'un orijinal tiberkulin asisimin klinik deneyinde
gOsterilmistir. Agi, deri ve akciger TB'si dahil farkli hastalik formlarindan muzdarip olan
hastalara bir maruziyet sonrasi agi olarak verilmistir. Deney, tamamen basgarisiz
olmustur ve kayit olan hastalarin birkagi siddetli hipersensitivite reaksiyonlan nedeniyle
hayatini kaybetmistir (Guttstadt A. 1891). Birincil enfeksiyon sirasinda ifade edildigi
bilinen ve asilar olarak test edilen birka¢ yiz antijen arasindan, bir yanim dizineden azi
kayda deger potansiyel gdstermistir. Bu zamana dek yalnizca bir antijenin, bir
maruziyet sonrasi agi olarak herhangi bir potansiyele sahip oldugu g&sterilmistir
(Lowrie, 1999). Ancak bu asi yalnizca bir DNA asisi olarak verilmesi halinde ise
yaramistir, bu zamana dek insanlarda kullanima yonelik deneysel bir teknik
onaylanmamistir. Aynica teknik, bu protokoli kullanan asilamanin spesifik olmayan
korumayi indikledidini veya hastahigi kotllestirdigini 6ne slre diger gruplar ile

tartismal bulunmustur (Turner, 2000).

WO 2004/006952 AZ, dislik oksijen kosullar altinda indiklenen bir polipeptid antijeni

igeren, latent veya aktif tiberkiloz enfeksiyonuna karsi bir terapétik asiyr agiklar.

Henao-Tamayo et al., Tuberculosis 89 (2009) 142-148, Mycobacterium tuberculosis'e
karsi kobaylarda bir maruziyet sonrasi asilama c¢alismasini aciklar. Bu c¢alisma
asilamasinin baglangigta hastalik prosesini yavaslatabildigi, ancak etkinin gegici oldugu

sohucuna varimistir.

Dolayisiyla hastahgin reaktivitasyonuna karsi enfekte bireyleri korumak tzere etkili bir

maruziyet sonrasi agillama stratejisi, oldukga istenendir.

Bulusun kisa agiklamasi

Bulus, ESAT6 ve CFP10 gibi temel olarak ifade edilen antijenlerin hedeflenmesi
aracihgiyla, tiberklloz kompleksi mikroorganizmalarinin {Mycobacterium tuberculosis.,
M.bovis, M.africanum) tlrlerinden kaynaklanan latent tiberkiiloz enfeksiyonunun
reaklivasyonunu dnlemek Uzere latent olarak enfekte bireylere uygulanabilen bir ag

aracihgiyla tiberklloz kompleksi (Mycobacterium tuberculosis, M. bovis, M. africanum)
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tarlerinden kaynaklanan enfeksiyonlarin tedavi edilmesi ile ilgilidir. ESAT6 ve CFP10’un
tamami, salgilamaya yonelik bagimsiz olarak gereklidir ve tamam virdlansa yonelik
gerekli oldudu bilinen ESX-1 salgilama sistemine aittir. Bu salgilanan antijenler,
bakteriyel yayilma ve seliler membranlann lizisine yonelik kritiktir. ESAT6 ve CFP10
ayrica farkll hastallk asamalarinda temel olarak ifade edilen antijenlerdir - boylece
drnegin Ag85'in ifadesi, enfeksiyondan kisa siire sonra asagi regule edilir. $asirtici bir
sekilde immiingjenik temel olarak ifade edilen antijenler, bir maruziyet sonrasi asi
olarak uygulanmasi durumunda latent tiberkilloz enfeksiyonunun reaktivasyonunu
dnler, bdylece enfeksiyonu latent halde tutar.

Bulugun detayh agiklamasi

Bulus, M.tuberculosis enfeksiyonu sirasinda temel olarak ifade edilen bir antijen veya
sdz konusu antijeni kodlayan bir nikleik asit igeren, tlberkilozun reaktivasyonunu
Onleyen, latent olarak enfekte bireylere maruziyet sonrasi uygulanan bir asi veya

immunojenik bilesimi agiklar.

Bulug &zellikle, M.tuberculosis enfeksiyonu sirasinda temel olarak ifade edilen bir
antijen veya sdz konusu antijeni kodlayan bir nlkleik asit iceren, M.tuberculosis ile
latent olarak enfekie bireylerde tiiberkilozun reaktivasyonunun onlenmesinde
kullanima ydnelik bir asi ile ilgilidir,
burada ESX-1 salgilama sistemine ait olan antijen, asagidaki unsurlardan olusan
gruptan segilir
i) ESAT6E, CFP10, Rv3614c, Rv3615¢c, EspR, Rv3868, Rv3869, Rv3870,
Rv3871, Rv3872, Rv3873, Rv3876, Rv3877, Rv3878, Rv3879c, Rv3880c,
Rv3881¢, Rv3882¢, Rv3883c veRv3865,
ii) (iydeki dizilerin herhangi birine ait bir B-hiicresi veya T-hlcresine yonelik bir
epitop igeren bir immunojenik parga; ve
iii}) (i} veya (ii)'deki dizilerin herhangi birine en az %90'lk dizi §zdesligine sahip
olan ve ayni zamanda bir terapétik asi olarak uygulanmasi durumunda latent
tiberkiloz enfeksiyonunun reaktivasyonunu onlemesi aracihigiyla immiinojenik

olan bir amino asit dizisi analogu.

Tercihen bilesim, ESX-1 salgilama sistemine ait olan temel olarak ifade edilen
antijenler, ESAT6, CFP10, Rv3614¢c, Rv3615¢, EspR, Rv3868, Rv3869, Rv3870,
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Rv3871, Rv3872, Rv3873, Rv3876, Rv3877, Rv3878, Rv3879¢c, Rv3880c, Rv3881c,
Rv3882c, Rv3883c, Rv3865c veya bir immudnojenik parga, émedin bu dizilerden
herhangi birine ait bir T-hlcresi epitopu veya dizilerin herhangi birine en az %90hk dizi
Ozdeslijine sahip olan ve ayni zamanda imminojenik olan bir amino asit dizisi

analogunu igerir.

Ayrica burada, tercihen SEQ ID NO. 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 ve
31'den olusan gruptan segilen immiinojenik pargalarin bir karisimini igeren bir bilesim

aciklanir.

Bulusun diger bir dizenlemesi, s6z konusu polipeptidlerin mikobakteriler familyasin
icinde mikobakteriler araciidiyla ifade edilen bir antijene kaynasik oldudu, tercihen
fuzyon partnerinin, temel olarak ifade edilen bir antijen oldugu bir bilesimdir. Tercih

edilen bir flzyon proteini, CFP10’a kaynastinlan ESATS8y1 igerir.

Bulusa gore bilesim tercihen mikobakteriyel genleri ifade eden bakteriler veya virlisler
gibi geni dedgigtiriimis organizmalar olan canl rekombinant asilar veya yukarida
aciklanan proteinlere yénelik genleri veya gen fragmanlarini ifade eden plazmidler olan
DNA asilan gibi imminojenik dagitim sistemleri veya bir adjuvan gibi bir dagitim
sisteminde dagditilan proteinlerin kendileri veya proteinlerin kendilerinden derive edilen
sentetik peptidler olan protein asilan arasindan segilen ek bir dagitim sistemi igerir.
Adjuvan tercihen dimetildiokta-desilamonyum bromir (DDA), Quil A, poli I:C,
aliminyum hidroksit, Freund'un tam olmayan adjuvani, IFN-y, IL-2, IL-12, monofosforil
lipid A {MPL), Treholoz Dimikolat (TDM), Trehaloz Dibehenat ve muramil dipeptid
(MDP) en c¢ok tercih edildigi Gzere DDA/TDB ve IC31 gibi bir polifonksiyonel T-hicresi
yanitini artiran bhir adjuvandan olugan gruptan segcilir.

En gok tercih edilen adjuvan DDA/TDB velveya poli |:C icerir. Alternatif olarak amino
asit dizisi, polipeptidin kendini destekleyici bir etkisine imkan saglamak amaciyla

lipidlenir.

Bulug ayrnca latent tUberkilozun tedavisinde ve enfeksiyonun reaktivasyonunu

onlemede kullanima yénelik yukarida agiklanan antijenleri agiklar.

Hayvana, yukarida a¢iklanan agl veya imminojenik bilegsimin uygulanmasini igceren

virdlan mikabakterilerden, 6drnedin Mycobacterium fuberculosis, Mycobacterium
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africanum veya Mycobacterium bovis'ten kaynaklanan tlberk(iloz enfeksiyonunun
reaklivasyonuna karsi, bir insan dahil olmak lUzere bir hayvanin tedavi edilmesine
yonelik bir yontem ayrica aciklanir, burada s6z konusu agi veya immunojenik bilesim
akut agamal enfeksiyon sirasinda veya sonrasinda vefveya latent asamall enfeksiyon

sirasinda gibi enfeksiyon sonrasinda uygulanir.

Yontem ornedin Mantoux tiiberkilin deri testi (TST), Quantiferon testi, HBHA'ya karsi
yanitlarin in vitro saptanmasi veya temel olarak ifade edilen bir antijen ile stimilasyon
sonrasinda IP10 saptanmasi gibi bir diyagnostik prosedir aracihgiyla bir virtlan

mikobakteri ile latent olarak enfekte bir 6znenin tanimlanmasinin bir adimini icerebilir.

Tlberklloz kompleksi tdrlerinden érnegin Mycobacterium tuberculosis, M.bovis and
M.africanum‘dan kaynaklanan latent enfeksiyonlarin reaktivasyonuna kargt bir
maruziyet sonrasi asl veya imminojenik bilesimin Oretimine yoénelik yukanda agiklanan
bir antijenin kullanimi ayrica aciklanir, burada sz konusu asli veya immiinojenik
bilesim yukarida agiklanan bir veya daha fazla immunojenik pargay! iceren, akut
asamall enfeksiyon sirasinda veya sonrasinda ve/veya latent asama sirasinda gibi

enfeksiyon sonrasi uygulamaya ydneliktir.

Bir patojenin olarak mikobakterilerin basarisinin nedeni, bunun konakgisi ile etkilesime
girdigi kompleks yontem - Ozellestiriimis ESX-1 bakteriyel protein salgillama sistemi
araciigiyla kismen kontrol edilen bir prosestir. ESX-1 sistemi, bakteriyel proteinleri
(6rnegin ESAT-6, CFP10 ve EspA) konakgi hlcrelere daditir ve virGlansa yodnelik
kritiktir. Basilden salgilanmasi sonrasinda ESAT-6 proteini, basilin bunlarin fagozomda
bulunduklar yerden sitozola sizmasina imkan saglayarak fagozomal membranda

gozenekler olugturur ve bdylece hucreden hucreye yayilmayi kolaylagtirir.

Temel ifade paterni, bu molekillerin patojene yonelik kritik énem tasiyan temel
fonksiyonlan, patojenin immin konakgida sag kalmasi igin temel olarak ifade edilmesi
gereken genlere dayali fonksiyonlar yeri getirdigini agiklayan onemli bir ozelliktir. Bu
molekiller mevcut bulusa yodnelik temeldir ve bakteri yasam tarzinin tim asamalarini
hedeflemeleri ve dolayisiyla akliviteye ydnelik en genis olasi temele sahip olmalar
nedeniyle latent olarak enfekte bireylere uygulanan asilara yonelik dzellikle dnemli

antijenlerdir.
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ESATSE, CFP10 ve EspA’nin tamami, salgilamaya ydnelik bagimsiz olarak gereklidir ve
tamami virdlansa yodnelik gerekli oldugu bilinen ESX-1 salgilama sistemine aittir. Bu
salgilanan antijenler, bakteriyel yayilma ve seliler membranlarin lizisine ydnelik kritiktir.
ESATE, CFP10 ve EspA ayrica farkl hastallk asamalarinda temel olarak ifade edilen
antijenlerdir - bdylece drnegin Ag85'in ifadesi, enfeksiyondan kisa slre sonra asag)
reglle edilir. Immiinojenik temel olarak ifade edilen antijenler, bir terapétik agi olarak
uygulanmasi durumunda latent tlberkiiloz enfeksiyonunun reaktivasyonunu onler,

boylece enfeksiyonu latent halde tutar.

Tanimlar

Polifonksiyonel T hiicreleri

Polifonksiyonel T hiicreleri ifadesi ile eszamanl olarak sitokinler IFN-y, IL-2 ve TNF-
a‘nin timi veya IL-2 ayrica diger iki sitokin IFN-y ve TNF-a’dan en az birini ifade eden

T hiicreleri olarak anlasilir.

Polipeptider

Mevcut bulusta “polipeptid” kelimesi, olagan anlamina sahip olacaktir. Diger bir deyisle
tam uzunluklu hir protein, oligopeptidler, kisa peptidler ve bunun fragmanlari dahil
olmak (zere herhangi bir uzunluktaki bir amino asit zinciridir, burada amino asit

kalintilar kovalent peptid baglari aracihgiyla baglanir.

Polipeptid, glikozillenmesi, lipidlenmesi (6rmegin Mowat et al. 1991 tarafindan
aciklandigi Gzere palmitoiloksi suksinimid ile veya Lustig et al. 1976 tarafindan
acgiklandigi Uzere dodekanoil klorlr ile kimyasal lipidasyon araciligiyla), protestetik
gruplar icermesi veya ornegin bir his-etiketi veya bir sinyal peptidi gibi ek amino asitler

icermesi araciligiyla kimyasal olarak modifiye edilebilir.

Her bir polipeptid boylece spesifik amino asitler ile karakterize edilebilir ve spesifik
nikleik asit dizileri ile kodlanabilir. Bu tlr dizilerin, bu tiir polipeptid dizilerinin,
rekombinant polipeptiddeki bir veya daha fazla amino asit kalintisinin sibstitisyonu,
araya katilmasi, eklenmesi veya delesyonu aracih@iyla modifiye edildigi rekombinant

veya sentetik ydntemler aracihdiyla uretilen analoglar ve varyantlar icerdidi ve burada
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aciklanan herhangi bir biyolojik analizde imminojenik olmayan devam edecedi
anlasilacaktir. Substitisyonlar tercihen “konservatiftir’. Bunlar asagidaki tabloya gore
tarimlanir. ikinci situndaki ayni blokta ve tercihen (iglincii sttundaki ayni satirda olan
amino asitler, birbirine yonelik olarak substitie edilebilir. Ugi]nci] sttundaki amino

asitler, tek harfli kod halinde gdsterilir.

ALIFATIK Polar olmayan GAP
ILV
Polar-ylkslz CSTM
NQ
Polar-yUkli DE
KR

AROMATIK HFWY

Mevcut bulus iginde tercih edilen bir polipeptid, organizmanin latent enfeksiyon ile
iligkili streslere maruz birakilmas) durumunda dretilen M. tubercuiosis'ten  bir
imminojenik antijendir. Bu tlr antijen aynca o6rnedin M. tuberculosis hiicresi
ve/veya M. tuberculosis kiltirll filtrattan derive edilebilir. Dolayisiyla yukaridaki
antijenlerden birinin  bir immunojenik par¢asini iceren bir polipeptid, tamamen
immingjenik  pargadan olugabilir veya ek diziler icerebilir. Ek diziler, natif
M. tuberculosis antijeninden derive edilebilir veya heterolog olabilir ve bu tar diziler,

gerekli olmamasina karsin, immunojenik clabilir.

Her bir polipeptid bir spesifik niikleik asit dizisi ile kodlanir. Bu tiir dizilerin, bu tlr
niikleik asit dizilerinin bir veya daha fazla niikleik asidin siibstitisyon, araya katilmasi,
eklenmesi veya delesyonu araciliiyla modifiye edildidi analoglari ve varyantlan icerdigi
anlasilacaktir. Sibstitiisyonlar tercihen amino asit dizisinde herhangi bir degisiklige yol
agmayacak olan, ancak proteinin ifadesini gelistirmek Uzere eklenebilen kodon

kullanimdaki sessiz stbstitisyonlardir.

Mevcut badlamda “blylk oranda saf polipeptid fragman!” ifadesi, natif olarak iligkili
olduju diger polipeptid materyalin adirikca en fazla %5’ini igceren bir polipeptid

hazirlanisi anlamina gelir (diger polipeptid materyalin disik yizdeleri tercih edilir,
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ornegin en fazla %4, en fazla %3, en fazla %2, en fazla %1 ve en fazla %'%). Buyuk
oranda saf polipeptidin en az %96 saf olmasi, diger bir deyisle polipeptidin hazirlanista
mevcut olan toplam polipeptid materyalin agirikca en az %96'sini olugturmasi tercih
edilir ve en az %97, en az %98, en az %99, en az %99,25, en az %99,5 ve en az
%99,75 gibi daha ylksek ylzdeler tercih edilir. Polipeptid fragmaninin “temel olarak saf
formda” olmasi, diger bir deyisle polipeptid fragmaninin, natif olarak iligkili oldugu
herhangi bir diger antijeni, diger bir deyisle tlberklloz kompleksi veya bir virtlan
mikobakteriye ait bakteriden gelen herhangi bir diger antijeni temel olarak icermemesi
tercih edilir. Bu, agadida detayh olarak aciklanacagi tzere mikobakteriyel olmayan bir
konak¢l hicrede rekombinant yodntemler ile polipeptid fragmaninin hazidanmasi
aracihgiyla veya kati veya sivi faz peptid sentezinin iyi bilinen ydntemleri, 6megin
Merrifield tarafindan acgiklanan yéntem veya hunun varyasyonlarn ile polipeptid
fragmaninin sentezlenmesi araciligiyla gergeklestirilebilir. Mevcut bulusun amacina
yonelik olarak yukandaki “blylk oranda saf polipeptid veya polipeptid fragmani”
taniminin, mikobakteriyel veya mikobakterivel olmayan kdkenli saflastirnlmis veya
sentetik diger antijenler ile kombinasyon halinde mevcut olmasi durumunda bu tdr

polipeptidler veya polipeptid fragmanlarini hari¢ tutmadidi anlasilacaktir.

“Virdlan mikobakteri” ifadesi ile bir hayvanda veya bir insanda tOberkuloz hastaligina
neden olabilen bir bakteri anlasilir., Virlilan mikobakteri &rnekleri, bunlarla sinirh
olmamak (izere, M. tuberculosis, M. africanumve M. bovis’ igerir. iigili hayvanlarn

ornekleri sigir, keseli sigangiller, porsuklar ve kangurulari igerir.

“Bir enfekte birey” ile virilan mikobakteri ile kiltir veya mikroskobik olarak kanitlanan
enfeksiyona sahip bir birey ve/veya klinik olarak TB teghisi koyulan ve anti-TB
kemoterapisine yanit veren bir birey anlagihr. TB kultdrd, mikroskopisi ve klinik teshisi,

teknikte uzman herhangi bir kisi tarafindan iyi bilinir.

“PPD-pozitif birey” ifadesi ile pozitif bir Mantoux testine sahip bir birey veya PPD'nin
(saflastinimig protein derivesi} IFN-y salinimi aracihigiyla belirlenen pozitif bir in vitro

hatilama yaniti indlklegi bir birey anlasilir.

“Latent olarak enfekte bir birey” ile bir viriilan mikobakteri, dmedin M. Tuberculosis ile
enfekte olan, ancak herhangi bir aktif tiberkiloz belirtisi gdstermeyen bir birey anlagilir.

TB'ye yonelik érnedin BCG ile agllanmis veya tedavi edilmig bireylerin, bu tdr bireylerin
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PPD aktivitesine yénelik test edilmesi halinde pozitif olmasinin beklenmesi nedeniyle
bunu kanitlamanin halihazirda imkansiz olmasina ragmen vicutlaninda mikobakteriyi
tutabilmesi olasidir. Bununla beraber, en dogru anlamda “latent olarak enfekte”,
dokularinda bulunan M. fuberculosis’e sahip olan ancak klinik olarak hasta oclmayan bir
bireyi tanimlamak dzere kullanilabilir. Latent olarak enfekte bir birey, Mantoux
tiberkdlin deri testi {TST), Quantiferon testi gibi giiniimizde klinik kullanimda olan
birgok yontem araciiiyla tanimlanabilir ve gelecekte, yakin zamanda One sirilen
HBHA’ya karsi yanitlarin in vitro saptanmasi {Hougardy 2007) veya ESAT® ile in vitro
stimulasyon sonrasinda IP10’'un saptanmasi (Ruhwald 2008) gibi enfeksiyonun bu

belirli asamasinin teshis edilmesine dair daha hassas araclar olabilir.

“Reaktivasyon” ifadesi ile ¢codalmayan bakteriler (bunlarin intraselller olarak bulunmasi
nedeniyle, immin sistemin saptamasi olduk¢a zor olabilir) ile immin konakgida
karsilasilan disman ortama uyum saglamak amaciyla aktif ancak degismis bir ifade
profiline sahip olan, yavas ¢ofalan bakteriler arasindaki dengenin patojen yararina
egildigi ve enfeksiyonun, bakterilerin tekrar hizli bir sekilde ¢ogalmaya basladid ve
enfekte bireyde bakteri sayisinin arttidi faza gectigi durum anlagilir. Oldukga gugli
immin basin¢ altinda latent olarak enfekte bireylerde codalan bu bakteriler, mevcut

bulusta asilama stratejisine yonelik hedeftir.

"IFN-y” ifadesi ile interferon-gama anlasilir. IFN-y’nin dlgimu bir immdnolojik yanitin bir

gostergesi olarak kullanilir.

“NUkleik asit fragmani” ve “niikleik asit dizisi” ifadeleri ile DNA, RNA, LNA {kilitli niikleik
asitler), PNA, RNA, dsRNA ve RNA-DNA-melezleri dahil olmak Uzere herhangi bir
nukleik asit molekuli anlasihr. Ayrica dodal yolla meydana gelmeyen nukleozidleri
iceren nikleik asit molekdlleri dahildir. ifade, kullanima bagh olarak drnegin 10 ila
10000 nikleotid arasinda herhangi bir uzunluktaki niikleik asit molekillerini kapsar.
Nikleik asit molekllinin érnegin DNA terapisinde bir farmasdétik olarak kullanima
yonelik veya bulusa gore bir polipeptid Uretilmesine yonelik bir yontemde kullanima
yonelik olmasi durumunda, en az bir epitopu kodlayan, yaklasik 18 ila yaklasik 1000
nikleotidlik bir uzunluga sahip olan bir molekdl tercihen kullanilir, molekiil iste§e bagh

olarak hir vektdre yerlestirilir.

Bu spesifikasyon boyunca, badlam aksini gerektirmedikge, “igermek” kelimesi veya
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“icerir” veya “iceren” gibi varyasyonlarinin, herhangi bir dider eleman veya tam sayi
veya eleman veya tam sayi grubu hari¢ tutulmadan, belirtilen bir elemanin veya tam

sayinin veya eleman veya tam sayi grubunun dahil edilmesini belirttigi anlasgilacaktir.

Temel olarak ifade edilen genler, bir populasyon seviyesinde detayl bir mRNA analizi
sonrasinda, akcierde M. th CFU sayllarina ydnelik iligkilendiriimesi akabinde,
enfeksiyon sonrasi glincl haftadan sonraki zaman noktalarinda akcijerde esit olgiide
iyi sekilde in vivo ifade edilen genler olarak tanimlanir. Bu tanimdan, bir temel genin tek
bir bakteri seviyesinde farkli olarak ifade edilebilecegi sonucu ¢ikanhr. Gen ifadesinin
miktarini élgcme ydntemi, nicel PCR'dir. “Esit dlclde iyi” ifadesi dnceki dlcimden elde
edilen seviyenin +/- 5 kati araliginda olmasi olarak tanimlanir Kargilagtirma her zaman,
mevcut andan hemen énce gelen zaman noktasina ydneliktir. Olcimler arasindaki
sure, enfeksiyon ile énceki dlcim arasindaki siireden daha uzun olamaz. Ornegdin bir
gen ifadesinin ilk olarak enfeksiyon sonrasi 3’Unci haftada élglilmesi halinde, ikinci
Olciim enfeksiyon sonrasi 6'nci haftadan ve Uglinclsl enfeksiyon sonrasi 12°nci

haftadan daha sonra yapilamaz.

Temel olarak ifade edilen antijenler, temel olarak ifade edilen genlerin Griinleri olan

polipeptidler veya bu polipeptidlerin kismidir.

Dizi 6zdesligi

“Dizi 6zdesligi” ifadesi esit uzunluklu iki amino asit dizisi arasinda veya egit uzunluklu
iki nlkleotid dizisi arasindaki homoloji derecesinin nicel bir Slgimund  belirtir.
Kargilastirlacak iki dizinin, bogluklarnn yerlegtiriimesine veya alternatif olarak protein

dizilerinin ug¢larnda kesmeye imkan saglayarak en iyi clasi uydurmaya hizalanmasi

gerekir. Dizi 6zdesligi asadidaki gibi hesaplanabilir

(et 00
Mot

burada Ngi hizalanmas) durumunda iki dizideki 6zdes olmayan kalintilarin toplam
sayisidir ve burada N dizilerin birindeki kalintilarin sayisidir. Dolayisiyla DNA dizisi
AGTCAGTC, dizi AATCAATC ile %75’lik bir dizi 6zdesligine sahip olacaktir {Nq~=2 ve
Nr=8). Bir bosluk spesifik kalinti{larin) 6zdes olmamasi olarak sayilr, dider bir deyisle
DNA dizisi AGTGTC, DNA dizisi AGTCAGTC ile %75’lik bir dizi 6zdesligine sahip
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olacaktir {Ngi=2 ve N.=8). Dizi dzdeslidi alternatif olarak BLAST programi, &rnedin
BLASTP programi (Pearson, 1988 veya www.ncbinlm.nih.gov/cgi-bin/BLAST)
aracihgiyla hesaplanabilir. Bulusun bir acisinda hizalama,
http://www2 ebi.ac.uk/clustalw/ adresinde mevcut olan, Thompson J., et &l 1994
tarafindan aciklandid) uzere saptanmis parametreler ile dizi hizalama yontemi Clus-

talW ile gerceklestirilir.

Dizi 6zdesliginin tercih edilen bir minimum ylizdesi en az %80, éredin en az %85, en
az %90, en az %91, en az %92, en az %93, en az %94, en az %95, en az %96, en az

%97, en az %98, en az %99 ve en az %99.5ir.

Immiinojenik parga

Bulusun tercih edilen bir dizenlemesinde polipeptid, bir B-hlicresi veya T-hlicresine
yonelik bir epitop gibi polipeptidin  bir imminojenik  bdluminG  igerir.
Bir polipeptidin immiinojenik pargasi, bir hayvanda veya bir insanda ve/veya burada
agiklanan biyolojik analizlerin herhangi biri araciligiyla belirlenen bir biyolojik numunede
bir immtn yanit sadlayan bir polipeptid kismidir. Bir polipeptidin immudnojenik parcasi
bir T-hiicresi epitopu veya bir B-hlcresi epitopu olabilir. immunojenik pargalar,
polipeptidin nispeten kigiik olan bir veya birkag kismi ile iliskili olabilir, bunlar polipeptid
dizisi boyunca sagilabilir veya polipeptidin spesifik kisimlarinda bulunabilir. Birkag
polipeptide yonelik olarak epitoplarin, tim diziyi kaplayarak polipeptid boyunca sagiimis
oldugu gosterilmistir (Ravn et al 1999). Bir immiin yanit sirasinda taninan ilgili T-
hiicresi epitoplarini tanimlamak amaciyla, polipeptidden derive drnegdin 20 amino asit
kalintisi olan bir uzunluga sahip olan, tercihen sentetik, MHC sinif |l epitoplarinin
saptanmasina yonelik drtugen oligopeptidleri kullanmak mimkandir. Bu peptidler
biyolojik analizlerde {Ornegin burada agiklandidi uzere IFN-y analizi) test edilebilir ve
bunlarin bir kismi, peptidde bir T hlcresi epitopunun varligina yénelik kanit olarak bir
pozitif yanit verecektir (ve boylece immuinojenik olacaktir). ESAT-6 ve CFP10'a yonelik
bu tir galismalar, antijenin her kisminin T-hiicresi epitoplan igerdigini gostermistir
(Mustafa et al. 2000, Arend SM et al. 2000). MHC sinif | epitoplarinin saptanmasina
yénelik, badlanacak olan peptidleri dngdrmek (Stryhn et al. 1996) ve bundan sonra bu
peptidleri sentetik olarak Uretmek ve bunlan ilgili biyolojik analizlerde émegin burada
aciklandigi Uzere IFN-y analizinde test etmek mumkuindur. Tercihen drnegin 8 ila 11

amino asit kalintisi arasinda bir uzunluga sahip peptidler, polipeptidden derive edilir. B-
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hlcresi epitoplan, érnedin Harboe et al 1998 icinde aciklandigl Uzere sbz konusu
polipeptidi kaplayan ortusen peptidlere yonelik B hucresi tanimasinin analiz edilmesi
aracihgiyla belirlenebilir. Bu tammla tutarl olarak burada aciklandigi lzere bir
polipeptidin  bir immlnojenik par¢ast, bir immin yanit sadlayan bir parga olarak

tanimlanabilir, karsilagtiriniz asagidaki “imman yanit™ tanimu.

Bir T-hiicresi epitopunun minimum uzunlugunun en az 6 amino asit oldugunun
gosterilmesine ragmen, bu tir epitoplarin daha uzun amino asit boliimlerinden
olusturulmasi normaldir. Dolayisiyla, bulusun polipeptid fragmaninin en az 7 amino asit
kalintisi, drnedin en az 8, enaz 9, en az 10, en az 12, en az 14, en az 16, en az 18, en
az 20, en az 22, en az 24, and en az 30 amino asit kalintisi olan bir uzunluga sahip
olmasi tercih edilir. Dolayisiyla bulus niteligindeki yontemin énemli dizenlemelerinde,
polipeptid fragmaninin en fazla 50 amino asit kalintisi érnegdin en fazla 40, 35, 30, 25
ve 20 amino asit kahntisi olan bir uzunluga sahip olmasi tercih edilir. 10 ile 20 amino
asit kalintis| arasinda bir uzunluga sahip olan peptidlerin, MHC sinif Il epitoplan olarak
en etkiller olmalan beklenir ve dolayisiyla bulus niteligindeki yontemde kullanilan
polipeptid fragmanlarinin &zellikle tercih edilen uzunluklar, 18, érmegin 15, 14, 13, 12
ve 11 amino asit kalintisidir. 7 ile 12 amino asit kalintis1 arasinda bir uzunluga sahip
olan peptidlerin, MHC sinif | epitoplan olarak en etkililer olmalari beklenir ve dolayisiyla
bulusg nitelifindeki yontemde kullanilan polipeptid fragmanlarinin dzellikle tercih edilen

uzunluklari, 11, drnegdin 10, 9, 8 ve 7 amino asit kalintisidir.

Polipeptidlerin immunojenik parcgalari, genetik olarak heterojen insan populasyonunun
genis bir kismi (yuksek frekans) veya kiiclik bir kismi tarafindan taninabilir. EK olarak
bazi imminojenik pargalar yuksek immunolojik yanitlar (dominant) indiklerken,
digerleri daha duguk, ancak kayda deder, yanitlar subdominant) indlkler. Yiksek
frekans><dusuk frekans, genis dlgide daditilan MHC molekdllerine (HLA tipi) veya
bircok MHC molekiiline {Sinigaglia, 1988, Kilgus, 1291) baglanan immiinojenik parca

ile iligkili olabilir.

Tiberkiloza kars yeni bir asiya yonelik aday molekiillerin saglanmasi baglaminda, bu
kadar kuvvetli veya genis sekilde taninmamasina bakilmaksizin bu tir epitoplarin
koruma indikleyebilmesinin gdsterilmesi (Clsen, 2000) nedeniyle, subdominant

epitoplar, buna ragmen dominant epitoplar kadar iligkilidir.
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Varyantlar

Bulusun polipeptidlerinin ortak bir dzelligi, émeklerde aciklandigi tzere bunlarn bir
imminolojik yanit indikleme kapasitesidir. Slbstitisyon, araya katma, ekleme veya
delesyon araciigiyla Gretilen bir bulug polipeptidinin bir varyantinin, burada agiklanan
analizlerden herhangi biri aracihdiyla belidendigi (izere ayrica immdnojenik olabilecedi

anlasilir.

immiin birey

Bir immuin birey, virilan mikobakterili bir enfeksiyonu gecirmis veya kontrol altina almig
veya M.bovisBCG ile asilama gibi bir profilaktik asilama almig bir kisi veya bir hayvan

olarak tanmmlanir.

immiin yanit

immiin yanit asagidaki yéntemlerden biri araciliiyla gbzlemlenebilir:

« Bir in vitro selller yanit, halihazirda veya onceden virllant mikrobakteri ile
enfekte olmus veya ilgili polipeptid badisikhdr kazanmis bir hayvan veya
insandan alinan, IFN-y gibi ilgili bir sitokin saliminin indlksiyonu veya alinan
lenfositlerde proliferasyon indilksiyonu araciliiyla belirlenir. indiksiyon,
polipeptid veya polipeptidin immUnojenik pargasinin géz basina 2x10° hiicre ila
4x10° hiicre iceren bir slspansiyona eklenmesi araciidiyla gergeklestirilir.
Hicreler, kan, dalak, karaciger veya akcigerden izole edilir ve polipeptid veya
immingjenik parganin eklenmesi, ml basina 20 pg'den fazla olmayan bir
suspansiyon konsantrasyonu ile sonuglanir ve stimilasyon iki ila bes gln
arasinda gerceklestirilir. Hicre proliferasyonunun goézlemlenmesine yonelik
olarak hucreler, radyoaktif etiketli Timidin ile doldurulur ve inkiibasyonun 16-22
saat sonrasinda sivi sintilasyon sayimi araciiiyla profilerasyon saptanir. Bir
pozitif yanit, zemin degder ve iki standart sapmadan daha fazla bir yanit olarak
tanimlanir. IFN-y salimi, teknikte uzman bir kisi tarafindan iyi bilinen ELISA
yontemi aracih@iyla belirlenebilir. Bir pozitif yamit, zemin deder ve iki standart
sapmadan daha fazla bir yarnittir. IL-12, TNF-a, IL-4, IL-5, IL-10, IL-6, TGF-B
gibi IFN-y disindaki dider sitokinler, polipeptide karsi immuinolojik yanitin
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gézlemlenmesi durumunda ilgili olabilir. Immiin yanitin saptanmasina yénelik
diger ve daha hassas bir yontem, IFN-y ureten hucrelerin frekansinin
belirlendigi ELISpot ydontemidir. Anti-murin IFN-y antikorlar (PharMingen) ile
onceden kaplanmig bir ELIspot plakasinda (MAHA, Millipore), kan, dalak veya
akcigerden (tipik olarak 1 ila 4 x 10° hiicre/gdz) izole edilen hiicrelerin kademeli
sayllar, ml basina 20 pg‘den fazla olmayan bir konsantrasyon ile sonuglanarak
polipeptid veya immUnojenik parca varliginda 24-32 saat boyunca inkiibe edilir.
Plakalar akabinde biyotinlenmis anti-IFN-y antikorlari ile inkiibe edilir, bunu bir
streptavidin-alkalin fosfataz inkiibasyonu izlemistir. IFN-y dreten hicreler
BCIP/NBT (Sigma) eklenmesi araciidiyla tanimlanir, ilgili substrat lekelere
neden olur. Bu lekeler bir kesme mikroskobu kullanilarak numaralandirlabilir.
PCR teknidinin kullanimi ile ilgili sitokine yonelik kodlama yapan mRNA varhgini
belirlemek ayrica bir olasiliktir. Genellikle, drnedin PCR, ELISPOT veya ELISA
kullanlarak bir veya daha fazla sitokin olgllecektir. Spesifik bir polipeptid
araciligiyla indUklenen bu sitokinlerin herhangi birinin miktarindaki kayda degder
bir  artis veya azalisin, polipeptidin immunolojik aktivitesinin
degerlendiriimesinde kullanilabilecedi teknikte uzman bir kisi tarafindan
anlasilacaktir.

Bir int vitro selller yanit ayrica bir immun birey veya bir M. fuberculosis-enfekte
kisiden derive edilen T hilcresi hatlarinin kullanimi araciigiyla belirlenehilir,
burada T hicresi hatlan, IL-2 eklenmesi ile 10 ila 20 gin boyunca bakteri
hicresinden canh mikobakteri ekstraktlarn veya kiltir filtrati ile tahrik edilmistir.
indiiksiyon goz basina 1x10° hiicre ila 3x10° hiicre igeren T hiicresi hatlarina mi
basina 20 pg'den fazla olmayan polipeptid sispansiyonunun eklenmesi
aracihgiyla gergeklestirilir ve inkiibasyon, iki ila alti gun gerceklegtirilir. IFN-y
induksiyvonu veya diger bir ilgili sitokinin salimi, ELISA ile saptanir. T
hacrelerinin stimilasyonu ayrica yukarida agiklandi§i uzere radyoaktif olarak
etiketlenen Timidin kullanilarak hiicre proliferasyonunun saptanmasi araciligiyla
g6zlemlenebilir. Her iki analize yonelik olarak bir pozitif yanit, zemin deger ve iki
standart sapmadan daha fazla olan bir yanittir.

Bir in vivo selller yanit, klinik veya subklinik olarak bir virilan mikobakteri ile
enfekte olan bir bireye en fazla 100 pg polipeptid veya imminojenik parcanin
intradermal enjeksiyonu veya lokal uygulama yamasi sonrasinda bir pozitif DTH
yaniti olarak belirlenebilir, bir pozitif yanit enjeksiyon veya uygulamadan 72-96

saat sonra en az 5 mm’lik bir capa sahiptir.
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e Bir in vifro humoral yanit, bir immin veya enfekte bireyde spesifik bir antikor
yaniti araciigiyla belirlenir. Antikorlarin varligi bir ELISA teknigi veya bir
Western blot aracih@iyla belirlenebilir, burada polipeptid veya immunojenik
par¢a bir nitroseliiloz membran veya bir polistiren ylzeye absorbe edilir. Serum
tercihen 1:10 ila 1:100 olarak PBS'de seyreltilir ve absorbe edilen polipeptide
eklenir ve inkiibasyon 1 ila 12 saat arasinda gergeklestirilir. Etiketlenmis ikincil
antikorlarin kullamimi aracihigiyla spesifik antikorlarin varhigi, OD’nin olglimesi
aracihigiyla 6rnegin ELISA aracih@iyla belirlenebilir, burada bir pozitif yanit
zemin deder ve iki standart sapmadan fazla olan bir yanit veya alternatif olarak
bir Western blot'ta bir gérsel yanittir.

e Diger bir ilgili parametre, bir adjuvan icinde polipeptid ile asilama sonrasi veya
DNA asllamasi sonras! indliklenen, hayvan modellerinde korumanin di¢ciimadar.
Uygun hayvan modelleri, bir virilan Mycobacterium'un bir enfeksiyonu verilen
primatlar, kobaylar veya fareleri igerir. indUkli proteine yénelik okuma,
asllanmamis hayvanlar ile karsilastinldiinda hedef organlardaki bakteri
yikinde azalma, asilanmamis hayvanlar ile karsilastinldiginda uzatiimis
sagkalhm sureleri ve agilanmamis hayvanlar ile kargilastirildiginda azalan kilo

kaybi olabilir.

Hazirlanis ydntemleri

Genelde M. tuberculosis antijenleri ve bu tlr antijenleri kodlayan DNA dizileri, birgok
prosedirden herhangi biri kullanilarak hazirlanabilir. Bunlar, yukarida agiklananlar gibi
prosedirler araciigiyla M. tuberculosis hiicresi veya kiltur filtratindan natif proteinler
olarak saflagtinlabilir. imminojenik antijenler ayrica bir ifade vektérine yerlestirilmis ve
uygun bir konak¢ida ifade edilmig, antijen kodlayan bir DNA dizisinin rekombinant
olarak kullaniimasi ile dretilebilir. Konakg¢i hicrelerin érnekleri E. coli'dir. Polipeptidler
veya bunun immuinojenik parcasi ayrica yaklasik 100’den az amino asit ve genellikle
50’den az amino aside sahip olarak sentetik olarak Uretilebilir ve amino asitlerin ardisik
olarak blyllyen bir amino asit zincirine eklendigi, ticari olarak temin edilebilen kati-faz

teknikleri gibi teknikte uzman kisilerce iyi bilinen teknikler kullanilarak olusturulabilir.

DNA asgilamasina yonelik tanimlandigi Gzere polipeptidi kodlayan plazmid DNAnin
yapimi ve hazirlaniginda E. cofi gibi bir konakg¢l sus kullanilabilir. Plazmid DNA

akabinde s6z konusu plazmidi tasiyan konakgl sus kiiltirlerinden hazirlanabilir ve bir
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endotoksin uzaklastirma adimi dahil olarak 6rnegin Qiagen Giga -Plasmid kolon Kkiti
(Qiagen, Santa Clarita, CA, USA) kullanilarak saflastirilabilir. DNA asilamasina yonelik

kullanilan plazmid DNA'nin endotoksin icermemesi tercih edilir.

Fiizyon proteinleri

immiinojenik polipeptidler ayrica, bulusun polipeptidinin Ustiin karakteristiklerinin elde
edilebilecegi yontemler araciligiyla flizyon proteinleri olarak (retilebilir. Ornegin,
rekombinant olarak Uretilmesi durumunda polipeptidin disa aktarimini kolaylagtiran
fuzyon partnerleri, polipeptidin saflastinimasini kolaylastiran flizyon partnerleri ve
bulugun polipeptid fragmaninin immunojenisitesini artiran fizyon partnerlerinin tamu ilgi
¢ekici olasiliklardir. Dolayisiyla bulus ayrica, yukarida tanimlanan en az bir polipeptid
veya immunojenik parga ve en az bir flUzyon partneri igeren bir fizyon polipeptidi ile
ilgilidir. immiinojenisiteyi artirmak amaciyla fizyon partneri, dmegin ESAT-6, CFP10,
TB10.4, RD1-ORF5, RD1-ORF2, Rv1036, MPB64, MPT64, Ag85A, Ag85B (MPT59),
MPB59, Ag85C, 19kDa lipoprotein, MPT32 ve alfa-kristalin gibi tiiberkiiloz kompleksine
ait olan bir bakteriden derive edilen bir polipeptid fragmanina ait M. tubercufosis‘ten
derive edilen diger bir polipeptid veya yukarida bahsedilen antijenlerden herhangi
birinin en az bir T-hicresi epitopu olabilir (Skjet et al 2000; WO0179274; WO01
04151; US patent bagvurusu 09/0505,739; Rosenkrands ef af 1998; Nagai et al 1991).
Bulus ayrica, bulugun iki veya daha fazla polipeptidinin (veya bunun immiinojenik
pargalarinin) karsilikl flizyonlarini igeren bir fizyon polipeptidi ile ilgilidir.

Urlinin immiinojenisitesini artirabilen diger flizyon partnerleri, IFN-y, IL-2 ve IL-12 gibi
lenfokinlerdir. ifade ve/veya saflastirmayl kolaylastirmak amaciyla fiizyon partneri
ornegin, bir bakteriyel fimbrial protein, érnegin pilus bilesenleri pilin ve papA; protein A;
ZZ-peptidi {ZZ-fuzyonlar Isveg'te Pharmacia tarafindan pazarlanir); maltoz baglama
proteini; glutatyon S-transferaz; B-galaktosidaz; veya poli-histidin olabilir. Flzyon
proteinleri, E. coli olabilen bir konakg¢i hicrede rekombinant olarak Uretilebilir ve farkl

flizyon partnerleri arasinda bir baglayici bolgeyi indiklemek igin bir olasihktir.

Dider ilgi gekici flzyon partnerleri, immunojenik polipeptidin immiin sisteme uygun bir
sekilde sunulacadi sekilde lipidlenen polipeptidlerdir. Bu etki érnegin WO 96/40718
Aicinde aciklandi@r uzere ornedin Borrelia burgdorferi OspA polipeptidine bagh
asilardan veya Pseudomonas aeruginosa Oprl lipoproteinine {Cote-Sierra J 1998) bagl

asllardan bilinir. Diger bir olasilik, bilinen bir sinyal dizisi ve bir N-terminal sisteininin
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imminojenik polipeptide N-terminal flzyonudur. Bu tdr bir flizyon, uygun bir dretim
konakg¢isinda dretilmesi durumunda N-terminal sisteininde immdnojenik polipeptidin

lipidasyonu ile sonuglanir.

Kullanimlar

Asi

Bir asi, belirli bir hastalija karsi badigiklk olusturan veya gelistiren biyolojik bir
hazirlanistir. Asilar profilaktik (6rnedin herhangi bir dogal veya “yabani” patojen ile
gelecekteki bir enfeksiyonun etkilerini énlemek veya hafifletmek Uzere), maruziyet
sonrast (6rnegin  klinik semptomlar olmadan latent olarak enfekte hireylerde
reaktivasyonu onlemek Uzere) veya terapdtik {Ornedin tedaviyi kisaltmak Uzere tek
basina veya antibiyotik tedavisi ile kombine olarak aktif hastalifini tedavi etmek (izere

kullanilan asilar) olabilir

Latent TB’ye yonelik bir hayvan modeli

Dusuk dereceli bir latent M.tb enfeksiyonunu induklemek lzere hayvanlara, M.tb’nin
normal bir dozu kullanilarak ilk olarak bir aerosol enfeksiyon verilir (akciderlerde
vaklasik olarak 150 bakteri). Enfeksiyonun 6 haftasi sonrasinda hayvanlara,
bakterilerinin tamami olmamak {zere c¢ogunun yok edildigi, 6 haftalik yetersiz bir
kemoterapi tedavisi verilir. Geri kalan bakteriler bir latent enfeksiyon olusturacaktir.
Kemoterapi tedavisi akabinde bazi hayvanlar, asinin, kemoterapi tedavisinden 5-15
hafta sonra kendiliginden meydana gelecek olan latent enfeksiyonun reaktivasyonunu

oOnleme yetenegini dederlendirmek tzere asilanacaktir. Bakiniz sekil 2.

Protein Asisi

Bulusun diger bir kismi, bulusa gdre bir polipeptid (veya bunun en az bir immunojenik
parcasi) veya flzyon polipeptidi iceren bir asi bilesimi ile ilgilidir. Bu tlr bir asi
bilesiminin optimum performansini sadlamak amaciyla, bunun immunolojik olarak ve

farmasotik olarak kabul edilebilir bir tagiyici, ara¢ veya adjuvan icermesi tercih edilir.

Bulusun bir polipeptidinin hayvan tarafindan tanindigi etkili bir asi, asilanmamis
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hayvanlar ile karsilastinldiginda, bir virllan Mycobacterium verilmesi sonrasinda bir
hayvan modelinde hedef organlardaki bakteri yikinu azaltabilecek, sagkalim sirelerini

uzatabilecek ve/veya kilo kaybin azaltabilecektir.

Uygun tasiyicilar, polipeptid{lerin} hidrofobik kovalent olmayan etkilesim araciligiyla
baglanan bir polimer, érnedin polistiren gibi bir plastik veya polipeptid(lerin) kovalent
olarak baglandigi bir polimer, drnedin bir polisakkarit veya bir polipeptid, 6rmegdin bovin
serum albumin, ovalbumin veya anahtar deligi limpet hemosiyaninden olusan gruptan
secilir. Uygun araglar bir dilient ve bir stispanse edici ajandan olusan gruptan segilir.
Adjuvan tercihen dimetildioktadesilamonyum bromur (BDA), Quil A, poli I:C, aliminyum
hidroksit, Freund'un tam olmayan adjuvani, IFN-y, IL-2, IL-12, monofosforil lipid A
(MPL), Treholoz Dimikolat (TDM), Trehaloz Dibehenat ve muramil dipeptidden (MDP)

olusan gruptan segilir.

Aktif igerik maddeleri olarak peptid dizileri igeren asilarin hazirlanigi, U.S. Patentler
4,608,251; 4,601,903; 4,599,231 ve 4,599,230 aracihdiyla orneklendirildigi  izere

genellikle teknikte iyi anlagilir.

Aslya yonelik adjuvan etkisi elde edilmesinin dider yontemleri, aliminyum hidroksit
veya fosfat (sap), sentetik seker polimerleri {Carbopol} gibi ajanlarn kullanimi, sil
islem ile asida proteinin agregasyonu, albumine pepsin ile islem uygulanmis (Fab)
antikorlar ile reaktive edilmesi ile agregasyon, C. parvum veya gram-negatif bakterilerin
endotoksinleri veya lipopolisakkarit bilesenleri gibi bakteri hiicreleri ile karigim, mannid
mono-oleat (Aracel A) gibi fizyolojik olarak kabul edilebilir yag araglari icinde emdlsiyon
veya bir blok substitiesi olarak kullanilan yiuzde 20°lik bir perflorokarbon (Flucsol-DA)
solusyonu ile emulsiyonu icerir. Diger olasiliklar, yukarida bahsedilen adjuvanlar ile
kombinasyon halinde immun modile edici maddeler émedin sitokinler veya sentetik

IFN-y indUkleyiciler drnegin poli [:C kullanimini kapsar.

Adjuvan etkisinin elde edilmesine yonelik diger bir ilgi ¢ekici olasilik, Gosselin et
al., 1992 icinde agiklanan teknigi kullanmaktir. Kisaca, mevcut bulugun bir antijeni gibi
ilgili bir antijen monositler/makrofajlar Uzerinde Fcy reseptdrlerine kargi bir antikora

(veya antijen baglayan antikor fragmani) konjuge edilebilir.

Asllar dozaj formilasyonu ile uyumlu bir sekilde ve reaktivasyonun dnlenmesinde
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imminojenik ve etkili olacadl bir miktarda uygulanir. Uygulanacak miktar drnegin,
bireyin immin sisteminin bir immun yanit baglatma kapasitesi dahil olarak tedavi
edilecek 6zne ve istenen koruma derecesine baghdir. Uygun dozaj araliklar agilama
basina birka¢ yliz mikrogram aktif icerik maddesi sirasindadir, tercih edilen bir arahk
yaklasik 0.1 pg ila 1000 pg arasinda, émegin yaklasik 1 pg ila 300 pg araliginda ve
Ozellikle yaklagik 10 ug ila 50 pg arahigindadir. Baslangig uygulamasi ve rapel asilara
yonelik uygun rejimler ayrica degiskendir ancak, bir baslangig uygulamasi, akabinde

sonraki inokillasyonlar veya diger uygulamalar aracihgiyla tipiklestirilir.

Uygulama sekli genig odlcide dedistirilebilir. Bir asimin uygulanmasina yonelik
geleneksel yontemlerden herhangi biri uygulanabilir. Bunlarin, enjeksiyon veya benzeri
aracihgiyla parenteral olarak, kati bir fizyolojik olarak kabul edilebilir taban (zerinde
veya fizyolojik olarak kabul edilebilir bir dispersiyonda oral uygulamayi igerdigine
inanilir, Asinin dozaji uygulama yoluna badli olacaktir ve asilanacak kisinin yasl ve

daha az bir dereceye kadar, asilanacak kisinin boyutuna gore degisiklik gosterecektir.

Asllar geleneksel olarak intra pulmoner, 6érnedin aerosol veya inhalasyon araciligiyla,
parenteral olarak, enjeksiyon araciidiyla, &rnedin subkitandz veya intramiskuler
olarak uygulamrr. Diger uygulama modlarina uygun olan ek formilasyonlar
supozituarlarl ve bazi durumlarda, oral formilasyonlar igerir. Supozituarlara yonelik
olarak geleneksel badlayicilar ve tasiyicilar, 6rnegdin, polialkalen glikoller veya
trigliseridleri igerebilir; bu tlr supozituarlar %0.5 ila %10, tercihen %1-2 arah@inda aktif
katki maddesi igeren karigimlardan olusturulabilir. Oral formulasyonlar, &medin,
mannitol, laktoz, nisasta, magnezyum stearat, sodyum sakkarin, seltloz, magnezyum
karbonatin farmasdtik dereceleri ve benzeri gibi genellikle kullanilan bu tur eksipiyanlan
icerir. Bu formulasyonlar, solusyonlar, sispansiyonlar, tabletler, haplar, kapsiiller,
surekli salimh formdlasyonlar veya tozlar formunu alir ve avantajh olarak aktif igerik
maddesinin %10-95, tercihen %25-70'ini igerir.

Birgok durumda, birgok asi uygulamasina sahip olmak gerekli olacaktir. Bireyin
halihazirda enfekte oldugu veya enfekte hale gelmesinden siphelenildigi durumlarda,
onceki asilama birincil hastahidi énlemek Gzere yeterli badisiklik sadlamis olabilir,
ancak daha dnce aciklandigi Gzere bu immun yanmtin artinlmasi latent enfeksiyona

kargi yardimer olmayacaktir. Bu tdr bir durumda aginin zorunlu olarak, latent
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enfeksiyon agsamasi veya yeniden ortaya ¢ikan aktif tiberklloz enfeksiyonuna kargi

etkinlige yonelik tasarlanan hir maruziyet sonrasi asi olmasi gerekli olmayacaktir.

Genetik varyasyon nedeniyle farkl bireyler, ayni polipeptide dedisen dayanimlara sahip
immidn yanitlar ile tepki verebilir. Dolayisiyla bulusa gdre as(t, immidn yaniti artirmak
amaciyla birkag farkh polipeptid icerebilir. Asi iki veya daha fazla polipeptid veya
immiingjenik parca igerebhilir, burada polipeptidlerin timi yukanda tanimlandi§i gibidir
veya timl olmamak (zere bazi peptidler viriilan mikobakteriden derive edilebilir. Ikinci
ornekie polipeptidlere yonelik yukarida belirtilen kriterleri zorunlu olarak yerine
getirmeyen polipeptidler, kendi immudnojenisitesi nedeniyle etki edebilir veya yalnizca

adjuvanlar olarak etki edebilir.

Asi 1-20, dmegdin 2-20 veya 3-20 farkl polipeptid veya flzyon polipeptidi, drmegin 3-10

farkl polipeptid veya flizyon proteini icerebilir.

DNA Asisi.

Bulusun niikleik asit fragmanlari, antijenlerin in vivo ifadesinin etkilenmesine yonelik
kullanilabilir, diger bir deyisle nikleik asit fragmanlari Imer et al 1993 icinde ele alindig

Uzere s6z konusu DNA asilarinda kullanilabilir.

Dolayisiyla burada aynca bulusa goére bir nikleik asit fragmani iceren bir maruziyet
sonrasl asl agiklanir, agi bir insan dahil olmak tzere, asinin uygulandigi bir hayvan
tarafindan antijenin in vivo ifadesini etkiler, ifade edilen antijen miktar bir insan dahil
olmak uUzere bir hayvanda virdlan mikobakteriden kaynaklanan enfeksiyonlarin

tedavisini vermek Uzere etkilidir.

Bu tOr bir DNA asisinin etkinligi bir immQn yanit modlle etme yetenegine sahip olan,
bir polipeptid kodlayan bir DNA fragmani ile bidikte ifade (rliniinii kodlayan genin
uygulanmasi aracilhidiyla ihtimal dahilinde gelistirilebilir.

Canli rekombinant asilari

Bir maruziyet sonrasin asgiya yonelik bir seliler immdn yanitin etkili bir sekilde aktive

edilmesine yonelik bir olasilik, patojenik clmayan bir mikroorganizma veya virtste ilgili
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antijenin ifade edilmesi araciligiyla elde edilebilir. Bu tir mikroorganizmalarin iyi bilinen
omekleri Mycobacterium bovis BCG, Salmonella ve Pseudomona'dir ve virlslerin

ornekleri Vaksinya virusi ve Adenoviriistur.

Dolayisiyla, ayrica burada halihazirda temin edilebilen canli BCG agisinin bir gelisimi
aciklanir, burada yukarida agiklandigi (izere bir veya daha fazla polipeptidi kodlayan bir
DNA dizisinin bir veya daha fazla kopyasi, mikro-organizmanin polipeptid ifade etmesi
ve salgllamasini sadlayan bir sekilde mikro-organizmanin genomuna yerlestirilmistir.
Bulusun bir niikleotit dizisinin birden fazla kopyasinin eklenmesi, imman yaniti artirmak

uzere tasarlanir.

Diger bir olasilk, bulusa gére polipeptid kodlayan DNA'nin vaksinya virisl veya
Adenoviris gibi atenle bir virise birlestiriimesidir (Rolph et al 1997). Rekombinant
vaksinya virlsi enfekte konakgi hiicrenin sitoplazmasi iginde gogalabilir ve stz konusu
polipeptid dolayisiyla, TB'ye karsi koruma indiklemesi tasarlanan bir immin yanit

indUkleyebilir.

Bulug bu noktada sinirlandirici olmayan érneklerde daha detayl olarak aciklanacaktir.

Sekil agiklamalar

Sekil 1: Bir M. tuberculosis enfeksiyonunun gidisatl, esas olarak 3 faz
araciigiyla ilerler.

Sekil 2: Reaktivasyonu énlemek lzere maruziyet sonrasi asillamaya yonelik
model

Sekil 3: TB asilama modeli.

Maruziyet sonrasi asilarin test edilmesine yonelik SSI'da kullanilan modelin
sematik bir genel taslagl. Fareler aerosol yontem aracilidiyla virdlan M.th ile
enfekte edilir. Enfeksiyon sonrasi 6'nci hafta ila 12'nci hafta arasinda fareler bir
latent TB durumu olusturmak Uzere antibiyotik ile tedavi edilir. Fareler,
maruziyet asisi adaylar ile enfeksiyon sonrasi 10’uncu haftada baslatilan 3
haftalik araliklarda 2 ila 3 kez asilanir. Farelerin hastali§i reaklive etmesi icin
zaman verilir ve yaklasik olarak 20 hafta sonra akcigerler aginin koruyucu

etkinligini dederlendirmek Uzere bakteri sayisina yonelik degerlendirilir.
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Sekil 4: Ag85 olmamak Gzere ESAT6E aracilifiyla maruziyet sonrasi asi indiikli
koruma.

Fareler 6rnek 1'deki sematik genel taslaga gore enfekte edilmistir, islenmistir ve
asllanmigtir.  Fareler enfeksiyon sonrast 30-40'inci  haftalar arasinda
dldurdlmustur ve bu zaman noktasinda, bakteri yukine (Sekil A, C-E) yonelik
degerlendirilmigtir veya sekil 4B’de gdsterildigi (zere burada bakteri yukii,
ESAT6E'ya yonelik enfeksiyon boyunca hirkag zaman noktasinda belidenmistir.
(A ve B) Kontrol hayvanlan ile karsilagtirildiginda ESAT6 asilanmis bakteri
yukd. (C) Kontrol hayvanlan ile kargilastinldiginda Ag85B asilanmis bakteri
yukd. (D) Ag85B asillanmis ve kontrol hayvanlarimin  her ikisi ile
kargilagtirildiginda ESAT-6 pepmix asilanmig (ttm ESATE dizisini kaplayan
ortlisen peptidler havuzu) bakteriyel ylkd. (E) Asllanmamis kontrol fareler ile
karsilastinldiginda Ag85B-ESAT-6 (H1) ile asilanmis maruziyet sonrasi
asllamay) izleyen reaktivasyona karsi koruma. Sekil 4A, C-E'deki tim veriler
gosterilen ortalama ile her bir ayn hayvani temsil eden noktasal grafik olarak
gosterilirken, sekil 4B’deki her bir zaman noktasi 6 ayn hayvani temsil eder ve
ortalama * ortalamanin standart hatasi (SEM) olarak gosterilir (B). Tum
istatistiksel analizler bir esglestiriimemis t-testi (Sekil A-C ve E) veya Tirkiye
goklu kargilastirma testi {(sekil D) kullanilarak gergeklestirilmistir, burada p<0.05
anlamh olarak dUstnOlmastr,

Sekil 5: ESAT-6 maruziyet sonrasi asilama polifonksiyonel T hicrelerini
indlkler.

Asllanmamigs veya ESAT-6 asilanmis hayvanlardan alinan enfekte
akcigerlerden hdcreler, anti-CD4, -CD8, -IFN-y, -TNF-a ve -IL-2 ile boyama
oncesinde ESAT-6 ile in vitro stimile edilmistir. (A ve B) Sitokin prdfilleri ilk
olarak CD4 T hicrelerinin IFN-y pozitif (+) veya IFN-y negatif (-) hicrelere
bolunmesi aracilifiyla belirlenmistir. IFN-y+ ve IFN-y- hicrelerinin her ikisi TNF-
a ve IL-2 {retimine gére analiz edilmigtir. Dilim grafikleri (A ve B) profil Gretimi
profiline gbre renk kodludur ve belirli bir sitokin dretim profiline yonelik pozitif
olan CD4* T hiicresi yanitinin (ESAT-6'ya spesifik CD4 T hiicrelerinin disinda)
fraksiyonlarini ozetler. (C) sitokinler mimkun olan her kombinasyonu gubuk
grafigin x-ekseni UOzerinde gdsterilir ve agilanmamis farelerde (gri ¢ubuklar)
veya sitokinlerin herhangi bir kombinasyonunu ifade eden ESAT-6 asilanmig
farelerde {Siyah ¢ubuklar) ESAT-6'ya spesifik CD4" T hicrelerinin yuzdesi her

bir immunizasyon grubuna ydnelik verilir. D. Latent olarak enfekte fareler iki kez
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ESAT-6 ile asilanmistir ve son asilamadan 20 hafta sonra akcigerler koruyucu
etkinligi belirlemek Gzere bakteri sayisina yonelik degerlendirilmistir. (**p<0.01,
Tek ydnlid ANOVA Turkiye ¢coklu kargilagtirma testi).

Sekil 6: Tum maruziyet sonrasi deneylerin toplanmig analizi

Maruziyet sonrasi asillamaya yonelik ESAT6, Rv3871, Ag85B, Rv3905,
Rv3445, Rv0569 veya Rv2031c (Sekil A), AgBS5B-ESATE {H1) veya Ag85B-
ESATE-Rv2660°'dan (H56) (Sekil B) birinin kullanildigi ayri bir deneye yonelik,
adjuvan kontrol grubunun bakteri yikinin medyani, yukarida bahsedilen
antijenlerden herhangi biri ile asilanmis olan bir agilanmig gruptaki her bir ayr
farenin bakteri yoki ile karsilagtinlmigtir. Sekil A ve B'de her bir nokia koruma
seviyesine, diger bir deyigle adjuvan kontrol grubu ile kargilastirnldiginda
asllama aracihdiyla verilen ALog10 CFU'ya karsilik gelir ve birkag bagdimsiz
deneyden olusur. (A) Tekli antijenler ESAT6, Rv3871, Ag85B, Rv3905, Rv3445,
Rv0562 veya Rv2031c'ye vyonelk (B) veya tek basina ESAT6 ile
karsilastiriidiginda melez antijenler H1 ve H56'ya yonelik Log10 korumasi. Bir
istatistiksel analiz Kruskall Wallis goklu karsilastirma testi kullanilarak farkl
gruplar arasinda medyanlarin karsilastirimasina yonelik uygulanmisgtir. p<0.05
anlaml olarak disindimustir.

Sekil 7. ESAT6 ve kontrol hayvanlan ile karsilastirildiginda Rv3871 le
maruziyet sonrasi asilamanin etkisi.

Fareler enfeksiyon sonrasi 10, 13 ve 18inci haftada enfekte edilmistir,
islenmistir ve asilanmisgtir. Enfeksiyon sonrasi 36’'nci haftada fareler kesilmistir
ve agllanmis ve asllanmamig salin kontrol farelerinden akciger lenfositleri
Rv3871 {Sekil 7A) veya ESAT6 {Sekil 7B) ile in vitro yeniden stimule edilmigtir.
IFN-y salinimlari ELISA ile degerendirilmigtir ve numuneler G¢ tekrar halinde
gerceklestiriimigtir. Veriler ortalama £ SEM olarak gésterilir. Agilar aracihigiyla
verilen koruyucu etkinlik, tam akciger homojenatindan kultirlenen akcigerdeki
bakterilerin sayilmasi araciliiyla belirlenmigtir {n=16-18). Veriler bir noktasal
grafik olarak gosterilir, burada her bir nokta ayn bir hayvani temsil eder ve

medyan (kirmizi gizgi) ile gosterilir.

Ornekler

ORNEK 1: Asilamaya yénelik murin TB modeli
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Cornell modeli, latent TB c¢alismasina ybnelik bir murin modeli olarak yaygin sekilde
kullaniimistir. Bu model laboratuvarda reaktivasyonu onlemek Uzere agi adaylarinin
yeteneginin test edilmesine yonelik uyarlanmigtir. Fareler baglangigta virilan M.ib. ile
aerosol olarak enfekte edilir ve enfeksiyon sonrasi 6'nci haftada antibiyotik tedavisi
bakteri yUkunU azaltmak Uzere baslatilir. Bu, farelerde kendiliginden meydana
gelmeyen bir insan enfeksiyonun latent asamasini taklit etmek igindir. Bu latent asama
(surekli dislik bakteri sayisina sahip bir agama) boyunca farelere iki kez bagisiklik
kazandirilir ve asi ile reaktivasyonu onleme yetenegi, son imminizasyondan 20 hafta
sonra canh M.tb.'ve yonelik dalak ve akciderlerin kiltlirlienmesi araciligiyla belirlenir.
Deneylerin uzun sdresi, hastalifin reaktivasyonuna yodnelik yeterli sireyi saflamak

uzere gereklidir, bu agi etkinliginin ckunmasina yonelik bir én kosuldur (Sekil 3).

ORNEK 2 : Ag85 olmamak iizere ESAT6 araciigiyla maruziyet sonrasi asi indiiklii

koruma.

ESAT-6 ve Ag85B'nin tek bilesenler olarak ve ayrica flizyon molekilll Ag85B-ESAT6G
(H1) olarak profilaktik asilamada koruyucu oldugu kanitlanmistir. Ancak bu antijenlerin
maruziyet sonrasi modelde test edilmesi durumunda (yukaridaki 6rnek 1'de aciklandigi
uzere), valmizca ESATE bir koruyucu etkiye sahiptir ve reaktivasyon fazi boyunca
bakteri biy(imesini kontrol altina alir (Sekil 4). Ayrica sekil 4B’de gorildugi Ozere,
reaktivasyona karsi ESAT6 korumasi, enfeksiyon sonrasi 18’inci hafta kadar erken
kendini gdsterir ve bu koruma deney siireci boyunca surdlrilmistir {enfeksiyon
sonrasi 40 inc1 haftaya kadar). Bu, kontrol ile karsilastirildiginda bakteri ylkiunde
herhangi bir kayda deder azalma olmadidi, Ag85B’nin bir maruziyet sonrasi asi (Sekil
4C ve D) olarak kullaniimasi durumunda gézlenenin aksinedir. Ek olarak, bir profilaktik
ortamda umut verici etkinlik gdsteren, TB antijenleri Ag85B ve ESAT-6'dan olusan H1
fuzyon proteini degerlendirilmistir. Bu molekllin SSI maruziyet sonrasi modelde bir
maruziyet sonrasi agl olarak kullaniimas) durumunda bu, bakteri sayisini blylk oranda
azaltabilmistir (Sekil 4E).

ORNEK 3: ESAT6 peptid karigimi araciiiyla maruziyet sonrasi asi indiiklii

koruma

Yukaridaki drneklerde gosterildigi Gzere ESAT-6 molekull, maruziyet sonrasi veriimesi

durumunda oldukga aktiftir, kontral grubu ile karsilagtirildiyinda ve ayrica Ag85B ile
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karsilastirildiinda bakteri yiklinde bir azalma ile sonuglanir. Ayni zamanda bir
rekombinant protein yerine ortusen peptidlerin bir havuzu olarak verilen ESAT-6'nin
ayrnica kontrol grubu ve Ag85B’nin her ikisi ile kargilagtinldidinda, gicli ESAT6
aktivitesi ve bir maruziyet sonrasi asi olarak fonksiyon gosterme yetenedi sergileyerek

reaktivasyona kargi daha iyi bir korumaya yol actig gosterilmistir (Sekil 4D).

Koruma deneyine yonelik kullanilan ortiisen ESAT-6 peptidleri (P1-P13):

P1 MTEQQWNFAGIEAAA (SEQ ID NO. 19)
P2 NFAGIEAAASAIQGN (SEQ ID NO. 20)
P3 ASAIQGNVTSIHSLL (SEQ ID NO. 21)

P4 NVTSIHSLLDEGKQS (SEQ ID NO. 22)
P5 SLLDEGKQSLTKLAA {SEQ ID NO. 23)
P6 KQSLTKLAAAWGGSG (SEQ ID NO. 24)
P7 AAWGGSGSEAYQGVQ (SEQ ID NO. 25)
P8 GSEAYQGVQQKWDAT (SEQ ID NO. 26)
P9 QQKWDATATELNNAL (SEQ ID NO. 27)
P10 TATELNNALQNLART (SEQ ID NO. 28)
P11 ALQNLARTISEAGQA (SEQ ID NO. 29)
P12 TISEAGQAMASTEGN (SEQ ID NO. 30)
P13 QAMASTEGNVTGMFA (SEQ ID NO. 31)

ORNEK 5: ESAT-6 indiiklii polifonksiyonel T hiicreleri ile maruziyet sonrasi

asilama

ESAT-6'ya spesifik hiicrelerin sitokin ifadesi profilin GUzerinde ESAT-6 ile bir maruziyet
sonras! asilamanin etkisini belirlemek Gzere fareler ilk olarak, virtlan M.tb. ile aerosol
olarak enfekte edilmistir ve enfeksiyon sonrasi 6'nci haftada antibiyotik tedavisi bakteri
yUukuni azaltmak ve bir latent enfeksiyon olusturmak (zere basglatilir. Latent asama
sirasinda fareler 3 haftada 3 kez olan araliklarda asilanmistir (sekil 3'te gdsterildidi
lzere) ve ESAT-6 asisinin polifonksiyonel T hiicrelerinin sayisini etkileme ve M.tb’nin
reaklivasyonunu dnleme yetenedi, son asilamadan 20 hafta sonra belidenmistir.
Sonuclar, asilanmamis grupta biyuk oranda bir ESAT-6 yaniti oldugunu, ancak sitokin
ifadesi profilinin, dzellikle polifonksiyonel T huacreleri (IFN-y+TNF-a+IL-2+ CD4 T
hicreleri) bakimindan ESAT-6 asilanmis grup (Sekil 5) ile karsilagtirildi§inda belirgin
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sekilde farkh  oldugunu géstermistir.  Dolayisiyla asilanmamis  grup ile
karsilastirildiginda, azalan IFN-y/TNF-a CD4 T hucreleri sayilan ve IFN-y/TNF-a/IL-2yi
birlikte ifade edilen dc¢lu pozitif polifonksiyonel CD4 T hucrelerinin artan sayisi
g6zlemlenmigtir. Polifonksiyonel T hicrelerinin artan varhdr ESAT-6 asillanmig

hayvanlann akcigerlerindeki azalan bakteri sayisi ile iliskilendirilmistir (Sekil 5D).

ORNEK 6: ESATS ile maruziyet sonrasi asillama erken ve geg¢ asama
enfeksiyonunun her ikisi ile iligkili diger antijenler ile karsilastinldiginda

reaktivasyona karsi daha tutarh bir koruma saglar.

Hangi antijenlerin reaktivasyona kargi daha tutarli koruma sagladigini belirlemek tzere,
ylritilen tiim maruziyet sonrasi deneylere bagl olarak normalize verilerin toplanmig
bir analizi yapilmistir. Ayri deneylerden veri takimlar bir grup igindeki her bir ayn
farenin bakteri yikinin kontrol grubunun medyani ile karsilastinlmas) aracilidiyla
normalize edilmistir, diger bir deyisle her bir veri noktasi kontrol medyan CFU’su ile her
bir ayn hayvanin CFU’'su arasindaki farklii§ (Log10 CFU kontrol medyan-Log10CFU
as! grubu) temsil eder (Sekil 6). $ekil 6A’da, bunlardan ikincisinin ESAT6G familyasi
proteinleri oldudu, latans iligkili antijenler Rv0569, Rv2031c ve erken antijenler Ag85B,
ESATE, Rv3871, Rv3905 ve Rv3445e vyonellk korumaya yonelik toplanan veri
takiminin karsilastinimas), ESAT asillanmis hayvanlann degerlendirilen diger antijenler
ile karsilastirildiginda reaktivasyona karsi bliylik oranda daha iyi korundugunu gdsterir.
Ayni zamanda bir ESX-1 proteini olan Rv3871 ile maruziyet sonrasi asilama akabinde
elde edilen koruyucu seviyeler ayrica diger antijenler ile kargilastinidiginda yiksek gibi
géraniir (Sekil 6A). Ozellikle ESAT6 aktivitesini daha fazla gostermek iizere, ESATS ile
verilen korumu ile her ikisi ESATS iceren iki fuzyon yapisi H1 (Ag85B-ESATE) ve H56
(AgB5B-ESATE-Rv2660) ile karsilastinimigtir (sekil 6B). Analiz, ESAT6 aktivitesinin
yukarida bahsedilen iki flzyon yapisina dahil edilmesi durumunda reaktivasyona kars!

koruma ile sonuglandidini gdsterir.

ORNEK 7: Rv3871 olan ESX-1 familyasinin diger bir liyesi ile maruziyet sonrasi

asilama reaktivasyon prosesi lizerinde inhibitor bir etkiye sahip gibi goriiniir

ESATS ile paralel alarak ESX-1 familyasinin dider dyeleri degerlendirilmistir ve Rv3871
maruziyet sonrasi asgilamanin ESAT6 indukli immin yanit derecesine kadar

olmamasina ragmen (Sekil 7A), Rv3871’e spesifik immun yanitin bir indiiksiyonuna yol
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actii (Sekil 7B) bulunmustur. Bununla beraber ESATE ve Rv3871 indikld immin
yanitlarin her ikisi, salin kontrol hayvanlari ile karsilastinldiginda daha fazla olmustur.
Asiya spesifik immun yanitin indiksiyonu, salin grubu ile karsilagtinldiginda her iki agi
grubundaki azaltilan (medyan) bir bakteri yukld ile iligkilendirilmistir. Bu, kontrol
grubunda bir sekilde artan seviye ile karsilastinidiginda bu iki gruptaki bakteri
sayllarinin  benzer seviyeleri araciiiyla gosterilen, Rv3871'in  ESATG ile
karsilastirildiginda reaktivasyona karsi korumada benzer bir etkiye sahip olabilecedini
gostermistir (Sekil 7C)
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Leun

Ala

Phe

Val

44

Mat

Thr

Pru
2e

Ala

¥ 13

Sar

val

1.5

Thr

Leu

Ala

Tyr

Lau

Ser

Ala

499

val

Thr

10

Ala

Lamuy

Ala

Leau

90

Ala

Pro

Ala

Thr

Prec

val

Arg

Gly

Preo

Ila

Pro

Ala

-

Sar

Sar

val

Fro

val

Hin

Ala

1467

wval

Asn

Lea

Pre

Asn

Gly

60

Ala

Gln

Yal

sSer

ATqg

Ala

-yv

$4>

Lau

wval

iIle

Ila

Ala

45

Val

Gly

Gln
125

Val

Ila

4310

Aln

val

Lys

ALy
510

Ala

Pru

ac

e

lyx

Yal

Ala

Gly

110

val

Val

val

495

15

Ile

hlea

Tyr

Cln

ThT

Ala

Thr

| Y]

Val

Thr
480

Ala

Ala

Pru

Alm

Pro

Thr

Thr



Val

145

Asr.

Ala

Swt

Thre

Val
225

Ala

Pro

Ala

Ala

Ann

210

Ala

Gly

Pro

Pra

Gln

Ser

Ser

Glu

19>

Asp

Ala

Gly

Ala

Ser
275

<210> 16

<211>729
<212> PRT
<213> Mycobacterium tuberculosis
<400> 16

Met Ser lle

1

Fro

Glr

Cyn

Gly

Gly

Glu

Aoy

5L

Ala

Gly

Tyr

EL)

Gln

Ala

Leu

Fro

Ala

160

Lyx

Aspr

Ala

Gly

Ala

261

Thr

Thr

Trp

20

Sar

Gln

Asn

Val 3

Ila
165

@ln

Pro

Arq

Val
240

Thr

Arqg

Val

[y

Ala

Ala

Sly

Ala

Asp

230

Pro

Pro

he

Val

[y

Ala
7a

Leu

Gln

Gly

Tha

Anp

Z1%

Glu

Ala

lau

Thr

- Thr

Ala

Lau

Hin

By

Aan

Ala

Thr

Ser

Glu

200

Gln

Gln

Ala

Leu
28D

Gly

Asp

GCln

L L]

Val

Gly

55

Pro

Ile

Gly

165

Gln

Ala

Ala

Ala
265

Ser

Glu

25

hrg

Ala

His

S5ar

1190

Pro

Ala

Axp

Me
250

Pre

Tyr

10

Asp

val

Rlu

Leu

GQln

Met

Gluy

Val

Vel

Ala

Thr

Thy

Gly
7%

147

Val

The

Pro

Pro

Gla

221

Thr

Asp

Arqg

Pha

Asp

Rly

60

Ala

Ala

Ala

Val

295

Pre

Bro

Gly

Pro

Glr

Tyr

val

L 3]

Taaw

Asr

v Met

Gln

His

Ala

Gly

Aln

Sar
270

Het

Acp
ac

Lau

Tep

lle

GCln
175

Glu

L

5]
v o

Thry

Leu
1%

Arg

hsp

Asn

Gln

160

Ala

Ala

Val

Val

Ala

Fro

Asp

Ala

Thr

Gly

Gln
BO



Ley

His

Val

Leu

Thr

145

Ley

lau

Fre

Thr

Yal

&5

Gly

Thr

Pro

The
305

Met

Ile

Awp

Asp

13¢C

His

Glu

Glr

Tty

Glu

Pra

Glr

2%C

Peu

Gly

Thr

Ala

Ala

Gly

Ser

Gln

PFreo

T3y

1w

lyn

Pro

Ala

F)

Fro

Ala

Gly

1C0

Ala

Asp

Ala

Ly=

Lys

160

Gly

THY

Ila

Thr
260

Ala

Thr

Pro

1a

]

An

Asn
165

Tar

Vro O

The

val

245

Pro

Pro

Pre

Pre

Ala
a2k

Asp

Ile

Araq

Arg

Fro

Fro

Fro
20

Ile

Ala

Ala ?

Gly
1o

Ero

Tyrg

Gla

Gla

M1y

13t

Lys

2r

“hr

21n

The

Jro

Tar

et 1 3

Y19

Ley

Ilw

140

Thr

Lavn

Pro

Pro

Thr

a0

PFro

Fro

val

Pro

Pro

260

> Ala

val

56

Ala

Ala

11%

Aso

Ala

val

rre

2ro

188

yro

val
26%

Val

Aro

Lys

The

20

Ilm

Ile

Ala

Ly=
110

Asp

Thr

Thr

Hro

<50

Thr

Thre

Tzu

Fro
330

Val

Ser

Ly

Asr

Gle

155

Asn

Val

Thr

Pra

val

Pro

Ala
EJ &

Ala

Ile

Clu

Ser

140

Thr

Ala

Pro

Pre

Ile

Z<0

val

Pro

Ala

Gly

300

The

Ala

Thr

Ile

Aers

Leu

Ala

Leu

Thr

¥ro

Thr

val

Ero

Pro

Leu

TrE

Gly

119

Anp

val

Gla

laea
192

e Thr

lily

Pro v

lsly

Ala

Cly

Ala

Hi=
3]

Azn

Pro

Thr

Asp

17>

val

Aln

Thr
255

Bro

Prn

ETO

Thazr

[Nt
W

oo

Arg

Asn

Ala

Yal

162

Ley

Val

Bly

Hra

Thr

247

Hro

Ala

Iis

val

Pre
37



Pec

Ala

val

IBL

Lys

Mla
dry

Arq

Tre

Trr

1he

Feeo

val
37cC

Cly

hre

Gly

Ase

AlLa
53C
Ser

TYT

Lt

Val

Ala

155

Frs

Ala

Als

Aryg

q33

Als

Nla

Arg

Ala

Val

$15

Tyr

Ala

Fro

Atg

Val

Pro

34C

Asp

Gly

Gly

His

Ala

4zC

Prc

Axp

Lily

Sw:

S0C

Thr

e

Asp

val

Ala

E1-1%

Als

[+3 B

Ala

Ala

Ala

4105

Pro

Pro ¢

hzg

hnp

WS

Aap

Thr

Yra

His

Lau

ER&

Val

Lys

Glu

Ala

Gly

Mo

40

Aln

Aap

Ang

Ala

el

Ala

[le

Ile

Him

Ala

7 Ser

Tay -

Thr

Thor

Thr

455

fla

[eo

Gly

535

Ile

Va.

Gly

Val

Ala

Ala

140

Ala

Arg

Ay

440

Ala

Arg

Ala

Mot

Fre

Ths

Leu

Gly

ERY

3ar

Ala

val

ATg

Ala

423

Val

Lamia

Cly

0%

Ilc

Gla

val

Ala

Ala

585

G1a

57

Gly

Val

Als

Ala
110

Als

Tle

Nla

Aln

490

Rap

Yal

L

Aap

Try

&7

Glu

e

Ala

Thr

39z

Pro

Asp

Nla

4

Aryg

Tye

“al

Fro

2le

hila

Pra

Fco o

k1:p]

Alas

vVal

Ala

tyg

Il

469

hAla

Arg

Zly

Ala

Ann

549

Ile

Ala

v Laea

Asp

Gln

Ala

Ala

Arg

Pro

443

Pro

ver

Ile

[ X+

Ala

rre

Ale

Ile

Swr

159

Ala

Gly

Ala

Tar

Tnr

430

Asp

Val

MNa

Al

Val

Arg

Hig

Pro

Gly

Ala

Ser
415

Ala

AT

hTT

Ala

495

Tap

Cys

Asp
&78

Peou

Ser

hla

Sly

407

hep

Pro

Qar

hla

wlz

a4n7

Ala

Ile

1y

- Awp

Ser



Gly

Ala

62%

Pro

Lev

(S IR

Lys
al10

Ala

Pro

s ARle

Tle
450

Val

. Asp

Met

Ala

Ple

Ale

€75

Ala

Ala

hrg

<210> 17

<211> 115
<212> PRT
<213> Mycobacterium tuberculosis
<400> 17

Vil Ser Me-

1

Ala

lle

Leyu
6%

1oy

Ala

Asn
EIN

Lys

Arg

Lys

Asn

Thr

Leu

Pro

Glu

1]

Tanry

Val

Ala

Asp

Plim ¢

20

Fhe

Elsg

Leu

Aln

Gly

Ala

Val

645

Le

Le

Haisn

Ala

Leu
725

Arg

3An

sly

R1n

es

Arg

Aep

€3]

Aap

Mot

Arqg

be B

Ala

Leu

Ala

Try

Ala

70

Ala

Ser

al1s

Thr

val

lys

Ala

Ala

&4

Try

Ala

Aap

Ala

Thr

Leuw

55

Ala

600

Arg

Thr

AN

Pro

Phe

&80

Himn

Ala

Fro

Tasis

Asp

40

Thr

Ala

Aln

58

Leu

Vro

Met

6ES

Aryg

Thr

Tyr

Cys

His

Gly

Val

Glu

Pre

€50

Thr

Ala

Aln

Trp

val

10

hAla

Leu

Ala

Ala
90

Val

Arg

63%

Cly

Ser

Tyr

Thir

Gln
13

Ala

The

alu

Azrg

Gla

75

Tyr

Val

f21

Ley

Asp

Thr

Ala

Axp

1ol

Tyx

Arg

Thr

Ile

60

Arg

ARn

605

Aap

Ley

cla

Ala T

Ala

68%

Ala

Yal

Ala

Aar

Wal

45

Glu

val

Awp

Preo

Asp

His 3

Ala

Thy

Gl

ElN

Glu

Asp

Asn

Aln

Leau

His

£55

Gly

Val

Cly

Thr

1%

Mt

val

Gly

Glu

hla
95

Ala

Leu

640

Mot

AEy

Gln

TLau
20

Leu

Anrn

Thr

Leu

Ala

a0

Gly



59

Glu Gln Leu Thr Ala Ala Leu 5er Ala Met Ser Arg Ala Met Asn Glu

Gly

Mt

Ala

115

<210>18

<211> 460
<212> PRT
<213> Mycabacterium tuberculosis
<400> 18

Met

1

Arg

veo

Leuv

Lys

6%

Yyr

Glu

Saer

Asr

Glrn

145

Gluv

Glr

Tnr

Ala

Ila

val

Jw

Gly

Gly

Alx

Fre
130

Gly

“rp

Gln

Ann

Try

15

Leuw

Arg

Glu

Trr

Glu

115

Met

Ala

Leu

Asp

Tle

1C0

Ser

Glu

20

Pro

Gln

Val

Val

100

Lau

Asp

Zln

Ala
169

Temiy

Gln

val ¢

Cys !

Ala

Arqg

Thr

Leyu

Luwa

Cly

165

Ala

tin

Thr

Ala

Asp

Lys

Ala

150

Asp

Thr

Mpt

val

Ala

Lau

Asn

55

Ala

Glu

Glu

Thr

Glu

135

Has

Val

Ala

Aln

Thr

Fro

Thr

40

Met

Thr

Aln

Ser

Pro

120

Ala

Fhe

Lys

Cys

Tym

105

val

Met

Fe-

Ala

Arg

Aln

Ala

105

Ala

Ala

Arg

Glu

185

Leu

Asp
1L

Ala

Ala

val

Arg

Anpr

Pra

170

Ala

fer

Gln

Asp

Lys

Arq

7%

Ala

Ala

Ala

Lys

Cly

155

Arg

Ser

Ala

Gln

Fro

Asn

Leua

(14

Asn

Val

Thr

Leu
1437

Leoa

Ala

Gl

Pro

Ala

45

Alas

Ala

Aap

Gly

Ala

12%

3l

AsSn

Pha

Asp

Hmt

110

Ile

Thrc
¥

Ala

Ala

Ala

AAr

Gly

11¢C

Gly

Tarc

Y 3

Glr
19C

Ala

Leta

18

Asp

Gln

Gly

Lys

Asp

Asp

Glu

Gly

175

Ly=

Asn

val

Ala

Ala

ac

Gly

Ser

Fro

Asp

Ann

160

Trp

Arg

Gln
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Thr
229

YVal
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Val

Fro
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-
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~

Sly
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Ala
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wly

Fro

<Gl
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3'g

Als

Cly

Hie

Gilu

) ¥4
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e
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Lys
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-
(¥ W=}

GIn

Pro

lLey

val

3n5

Ala

t3hy
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Cln 7l
4

<210> 19
<211> 15

<212> PRT

Val

Aap

Anp

[N
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1

Slu

sly

TLy

Lya

Fro

Aln

Ala

e

Ary

Ala

Ile

Gln
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Lay

; Lys

Gln
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Sly

Jzo

ter
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Ten
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Tvr

Ary

hr

“hr

31C

Sat
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Cly

Thr
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Slu
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P
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Lly
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Slu
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 Tro
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Sly
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hrg
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i
r
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A&l

6%

Prn
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7]
h
~

W
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(G d

Gy

Ile 3
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Lye

AXg

lya

<213> Mycobacterium tuberculosis
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LA % g |

LT

=

Asn

Ile

wly

21y

310

Ala

[ 1Y

ML

410

Ser

Als

Als

2%

Rla

Lvs

Lys

Prim

Rla

Cly

Glv

Lys

TRy

Sar

Arg
Jd0

Tyr

ALz

Ty
won

Vro

Fro

GLy

Ala

ER-]

Muwt

hr

Lyn
L60

a0s

Arg

Als

Ala

Asyp

209

Mot
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Ala

Zly

Slu

P2z

r Ser

Shv
44

Gla

Gln

273

re

Ala
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lar

352

Cly

Ser

Arg

=ln
439

hlia

Asn
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435

Pro
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Pro Me
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Aap
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<400> 19

Met Thr Glu Gln Gln Trp Asn Phe Ala Gly Ile Glu Ala Ala
1 5 10

<210=> 20

<211> 15

<212> PRT

<213> Mycabacterium tuberculosis

<400> 20

Asn Phe Ala Gly Ile Glu Ala Rla Ala Ser Ala Ile Gln Gly
1 5 10

<210> 21

<211> 15

<212> PRT

<213> Mycabacterium tuberculosis
<400> 21

Ala Ser Ala Ile Gln Gly Asn Val Thr Ser Ile His Ser Leu
1 5 10

<210> 22

<211> 15

<212> PRT

<213> Mycobacterium tuberculosis

<400> 22

Asn Val Thr Ser Ile His Ser Leu Leu Asp Glu Gly Lys Gln
1 5 10

<210> 23

<211>15

<212> PRT

<213> Mycobacterium tuberculosis

<400> 23

Ser Leu Leu Asp Glu Gly Lys Gln Ser Leu Thr Lys Leu Ala
1 5 10

<210> 24

<211> 15

<212> PRT

<213> Mycobacterium tuberculosis
<400> 24

Lys Gln Ser Leu Thr Lys Leu Ala Ala Ala Trp Gly Gly Ser

Ala
15

Asn
15

Leu
15

Ser
135

Ala
15

Gly
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1 5 10 15
<210> 25

<211> 15

<212> PRT

<213> Mycobacterium tuberculosis

<400> 25

Ala Ala Trp Gly Gly Ser Gly Ser Glu Ala Tyr Gln Gly Val Gln
1 5 10 12

<210> 26

<211> 15

<212> PRT

<213> Mycabacterium tuberculosis

<400> 26

Gly Ser Glu Ala Tyr Gln Gly Val Gln Gln Lys Trp Asp Ala Thr
1 5 10 15

<210> 27

<211> 15

<212> PRT

<213> Mycabacterium tuberculosis
<400> 27

Gln Gln Lys Trp Asp Ala Thr Ala Thr Glu Leu Asn Asn Ala Leu
1 5 10 15

<210> 28

<211>15

<212> PRT

<213> Mycobacterium tuberculosis

<400> 28

Thr Ala Thr Glu Leu Asn Asn Ala Leu Gln Asn Leu Ala Arg Thr
1 5 10 15

<210> 29

<211> 15

<212> PRT

<213> Mycobacterium tuberculosis

<400> 29

Ala Leu Gln Asn Leu Alz Arg Thr Ile Ser Glu ala Gly Gln Ala
1 5 10 15
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15

63

<210> 30

<211> 15

<212> PRT

<213> Mycabacterium tuberculosis

<400> 30

Thr Ile Ser Glu Alz Gly Gln Ala Met Ala Ser Thr Glu Gly Asn
1 5 10 15

<210> 31

<211>15

<212> PRT

<213> Mycobacterium tuberculosis
<400> 31

Gln Rla Met Ala Ser Thr Glu Gly Asn Val Thr Gly Met Phe Ala
1 3 10 13

<210> 32
<211> 462
<212> PRT

<213> Mycobacterium tuberculosis



<400> 32

Met Arg Asn

1

Ala

Tyr

Zar

Tvyr

€%

Pro

Phe

Leu
145

Ala

Trp

Val

Ala

Val

Gln

L

Asp

130

Pro

Als

Thr

Trp

val

Gly

X

115

Thx

hla

Asp

Fro

Leu

20D

Ala

Phe

Leu

Gln

100

Thr

Gly

AEp

Val

Lea

Ala

Cly

1lyr

Arqg

Ala

g5

Phas

Val

Lau

Ile

Val
165

Fro

Ile

31y

Arq

70

The

Tle

Val

val

1532

Smr

leu

Pro

Ala

Arg

55

Arg

Val

Val

Wal

Glu

135

Ser

Leu

Arg

lau

40

Ar3

Arg

Lys

Aln

AAp

120

Glu

Ala

Tyr

64

Phe

Ala

1le

Arg

Pro

Val

115

Gly

leau

Gly

Gln

Ser

1L

Ile

Sar

Tre

Pioc

Sly

Tlm

Gln

Leu

Tyr

Gln
1170

Thr

Ala

Leu

Gly

Asp

Glu

Ala

Ser

Arg

153

Val

Gly

Fhe

Trp

&0

ABp

Eis

Ly

Kis

Val

143

Val

Ile

His

Ley

Yal

45

val

Yal

Ilm

The

12%

Hisg

Gly

Ala

Glu

34

Ile

Ala

Ala

Pra

110

AR

Cys

Asr.

Thr

Leu

15

Thr

'I'l 1

Ale

val
35

Arg

Asp

Pro

Asp
175

Leu

Arg

Ala

Val

Glu

arc

Arg

Mast

Asp

Ala
160

!
L]
(4]



65

Ala Prc Ala Aen Arg Arg Thr Trp Ile Val Leuv Arg Ala Asp Pro Glu
1E0 14% 149

Arg Thr Arqg Lys Ser Ala Gln Arg Arg Asp Glu Gly Vval Ala Gly leu
L35 <00 205

Ala Arg Tyr Leu Val Ala Swr Ala The Arg Ilae Ala Rsp Ary Lau Ala
2icC &l15 ‘v

Ser His Gly Val Asp Ale Vval Cys Gly Arg Ser Phe Asp Asp Tyr Asp
224 220 215 2437

His Ala Thr Asp Tle Cly ?hae Val Arg Glu Lys Trp Ser Met Ile lys
245 50 255

Gly Argy Asp Ala Tyr rhr Ala Ala Tyr Ala Ala Proc Gly Gly Pro Asp
2¢0 26% ]

Val Trp Trp Ser Ala Arg Ala Asp His Thr Tla Thr Arg Val Argy Val
T3

2R ARG

Ala ¥rn Gly Met Ala ¥ro
2%C

n fer Tar Yal Jeu Lewy Thr Thr Ala Asp
Y 00

[ S
=

Lya #ro Lya Thr Pro Arg fGly Phe Ala Arg leu Phe Gly Gly dln Arg
305 110 J1s 23

Prc Ala lLeu <lo Qly Sln dis Leu Vil Ala Asn Arg His Cys <lo led
325 330 335

Pre 1le Gly Ser Ala Gly val Lec val Gly Gle The VAl Aan ARrg Dya
140 Jes 35D

Pro val Tyr Met Pro Fhe Asp Azp Val Asp Ile Ala Leu Asan Leu Gly
5% 3€0 2gs

Azp Ala G1a Thr Pam Thr Rla Phe Val Yal Arg Ala Ala Ala Ala Gly
7 s 380

Ala Met “val Thr Vval Gly Pr> Gln Pne Glu Glu Phe Ala Arg Leu Ile
E2-3] 130 39% 471

Cly Ala His Jle GCly Sln Glu Val Lys Val Ala Terp Pro Asn Ala Thz
475 4140 L=

!
jad
al

The Tyr leu Gly Pro Kis - Gly Ile Asp Arg val Ile Led Arg His
420 azx% 422

Asr. Val Ile Gly Thr Pro Arg His Arg Gln leu Pro Ile Arg Arg Val
435 4410 445

Ser Pro Pro Glu Glu Swe Arg Tyr Glo Met Ala leu Pro lyas
450 4ES 460



<210> 33

<211> 446
<212> PRT
<213> Mycabacterium tuberculosis
<400> 33

Val His Arg

Pro

Cys

Yro

AsT.

Ile

Asp

145

Val

Gly

Gly

- Peo

Pro

Ale

AR

Ser

Ala

Arg

Gly

Ala

120

Ala

Gly

val

Ala

Asn

Gly

val

Arg

Ser

Ile

Ile

Qar

20

Val

Fro

Thr

Val

Fro

109

Ser

Ary

Lau

Arg
180

val

Fhe

Ala

Thr

Thr

Tyr

Thr
BS

Ala -

Pro

Lad

Ala

165

L3

Ile

Leu

Tle

Thr

Leu

70

‘l' 3 1

Ala

Ser

150

Asn

Leu

Asn

Ile

Ths

Pro

leu

LT

Gly

Ala

Pro

Asp

Pro

135

Lau

Pro

Ala

Ile
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