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DESCRIPCION
Composiciones para la tuberculosis y procedimientos de uso de las mismas
Campo

La presente divulgaciéon se dirige, en parte, a proteinas de fusién que comprenden antigenos de Mycobacterium
tuberculosis (Mtb), moléculas de acido nucleico que codifican las mismas, vectores que comprenden moléculas de
acido nucleico, composiciones que comprenden las mismas y procedimientos para provocar una respuesta inmunitaria
contra la tuberculosis.

Antecedente

La tuberculosis (TB) es un problema sanitario mundial que provoca 8 millones de nuevos casos y 2 millones de muertes
cada afo. La aparicion de cepas de tuberculosis multirresistentes y totalmente resistentes a los farmacos no hace sino
agravar este problema. El ciclo de vida del Mtb tiene 3 etapas. En la etapa aguda que sigue a la infeccion inicial, las
bacterias se replican en el huésped y se expresan los factores de virulencia, lo que lleva a la generaciéon de una
respuesta inmunitaria por parte del huésped. Cuando la respuesta inmunitaria comienza a controlar la infeccion, el Mtb
entra en un estado latente y asintomatico en el que las bacterias se vuelven no replicantes y se encajan en granulomas.
La bacteria puede persistir en este estado latente en los individuos infectados durante muchos afios, lo que dificulta el
diagndstico y el tratamiento de la enfermedad. En algunos casos, las bacterias se reactivan y se comienzan a replicar
de nuevo, lo que lleva de nuevo al estado de enfermedad. La reactivacion se puede producir por numerosas razones,
tales como la supresion inmunitaria causada por enfermedades tales como el VIH, tratamientos tales como la
quimioterapia o el debilitamiento del sistema inmunitario debido al envejecimiento. Se estima que 2.000 millones de
personas estan infectadas de forma latente por Mtb en todo el mundo, y la reactivacion de Mtb latente es la causa de
la mayoria de los nuevos casos de enfermedad tuberculosa activa. La reactivacion esta asociada a la inflamacion, la
necrosis y la cavitacién del pulmon, un proceso que da lugar al drenaje de las lesiones en el bronquio. Los aerosoles
que se generan cuando los individuos con lesiones bronquiales tosen provocan la diseminacion del organismo de Mtb
a personas no infectadas y susceptibles, con lo que se mantiene el ciclo de transmision.

La unica vacuna disponible actualmente contra la tuberculosis, Mycobacterium bovis (Bacille Calmette-Guérin) (BCG),
se introdujo por primera vez en 1921. La BCG se ha utilizado ampliamente y, aunque los estudios demuestran que
para algunos fines la BCG es eficaz (por ejemplo, contra la tuberculosis diseminada), se sabe que es ineficaz con
respecto a la prevencion del desarrollo, la persistencia y la reactivacion de la tuberculosis latente. Existe una necesidad
constante de desarrollar vacunas mejoradas y mas eficaces contra la tuberculosis. En particular, es necesario
desarrollar vacunas que proporcionen proteccion contra el desarrollo, el mantenimiento y/o la reactivacion de la
infeccion tuberculosa latente. Con la disponibilidad de la secuencia genémica completa de Mtb, y las herramientas
para el analisis bioinformatico y experimental de los antigenos de Mtb, en los ultimos afios se han identificado muchos
nuevos candidatos potenciales a vacunas contra Mtb. Entre ellos se encuentran los antigenos que intervienen en la
infeccion aguda, el mantenimiento de la latencia o la reactivacion de Mtb. Hay una serie de estrategias de
administracion en desarrollo clinico que se componen de combinaciones de estos y otros antigenos que han sido
probados en modelos animales y que estan actualmente o estaran pronto en ensayos clinicos.

Aunque las vacunas son a menudo eficaces para inmunizar a los individuos de forma profilactica o terapéutica contra
la infeccion de patdgenos o enfermedades humanas, existe la necesidad de mejorar las vacunas. También se
necesitan composiciones y procedimientos que produzcan una respuesta inmunitaria mejorada. Asimismo, aunque
algunos inmunoterapéuticos son utiles para modular la respuesta inmunitaria de un paciente, sigue siendo necesario
mejorar las composiciones y los procedimientos inmunoterapéuticos.

El documento US 2009/136534 describe una vacuna contra Mycobacteria tuberculois que comprende subunidades
recombinantes de Bacille-Calmette-Guerin. El documento WO 2008/124647 describe composiciones y proteinas de
fusion que contienen al menos dos antigenos de Mycobacteria sp. y polinucledtidos que codifican los mismos, asi
como procedimientos para su uso en el tratamiento, la prevencion y/o el diagnéstico de una infeccion por
tuberculosis. El documento Kaufmann S., Seminars in Immunology 25 (2013) 172-181 describe estrategias en el
desarrollo de vacunascontra la tuberculosis. EI documento WO 2014/009438 describe una vacuna
contra Mycobacteria tuberculois que comprende al menos cinco antigenos de una especie de Mycobacteria 0 una
fusion de los mismos y moléculas de acido nucleico, vectores y células huésped que codifican los mismos o
composiciones que los comprenden, asi como procedimientos de uso de los mismos para inducir o estimular una
respuesta inmunitaria contra una infeccion por Mycobacteria. EI documento US 2013/142800 describe una
composicion antigénica que comprende polipéptidos o polinucleétidos antigénicos micobacterianos.

Sumario

En un primer aspecto de la presente invencion se proporciona una proteina de fusidon que comprende una secuencia
de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos de: ESAT6-Rv1733c-Rv2626¢-RpfD o
Ag85B-ESAT6-Rv1733c-Rv2626¢-RpfD.

Convenientemente, la proteina de fusién puede comprender una secuencia de aminoacidos al menos un 95% idéntica
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a Ag85B-ESAT6-Rv1733c-Rv2626¢-RpfD.

Opcionalmente, la proteina de fusion puede ser: ESAT6-Rv1733c-Rv2626¢-RpfD o Ag85B-ESAT6E-Rv1733c-Rv2626¢-
RpfD.

En consecuencia, la proteina de fusién puede ser Ag85B-ESAT6-Rv1733c-Rv2626¢-RpfD.

En un segundo aspecto, se proporciona una composicion farmacéutica que comprende la proteina de fusiéon y un
portador farmacéuticamente aceptable.

En un tercer aspecto, se proporciona un vector que codifica la proteina de fusion.

De manera adecuada, el vector puede ser el adenovirus 4, el adenovirus 5, el adenovirus de chimpancé 3, el
adenovirus de chimpancé 63, el adenovirus de chimpancé 68, la vaccinia Ankara modificada (MVA), el virus de la
parainfluenza modificado (PI1V2) o el virus de la parainfluenza humana recombinante (rHPIV2).

En un cuarto aspecto, se proporciona una célula que comprende el vector.

En un quinto aspecto, se proporciona una composicion que comprende al menos los cuatro antigenos de
Mycobacterium tuberculosis (Mtb) ESAT6, Rv1733c, Rv2626¢ y RpfD, en la que los al menos cuatro antigenos de Mtb
estan codificados por una unica molécula de acido nucleico dentro del mismo vector como proteina de fusion.

En consecuencia, la primera y/o segunda regién transmembrana de Rv1733c puede ser eliminada.

Opcionalmente, la composicion puede comprender ademas el antigeno Ag85B Mtb, en el que la composiciéon
comprende al menos una molécula de acido nucleico que codifica al menos uno de los antigenos Mtb.

De manera adecuada, la composicion puede comprender ademas un portador farmacéuticamente aceptable.

En un sexto aspecto, se proporciona una proteina de fusidon o una composicion para su uso en la provocacion de una
respuesta inmunitaria contra Mycobacterium tuberculosis en un mamifero.

En un séptimo aspecto, se proporciona una proteina de fusion para su uso en el tratamiento o la prevencién de una
infeccion por Mycobacterium tuberculosis.

En un octavo aspecto, se proporciona una proteina de fusion que comprende al menos los cuatro antigenos de
Mycobacterium tuberculosis (Mtb) ESAT6, Rv3407¢, Rv2626¢ y RpfD, o secuencias de aminoacidos de los antigenos
que son al menos un 95% idénticas.

En un noveno aspecto, se proporciona una composicion que comprende al menos los cuatro antigenos de
Mycobacterium tuberculosis (Mtb) ESAT6, Rv1733c, Rv2626¢ y RpfD, en la que la composicion comprende al menos
una molécula de acido nucleico que codifica al menos uno de los antigenos de Mtb.

La presente divulgacion describe un casete de antigeno (y variantes especificadas) que se puede utilizar para crear
vacunas contra la tuberculosis que comprenden antigenos especificos de Mycobacterium tuberculosis (Mtb) que estan
implicados con 3 etapas identificadas de la enfermedad: 1) la infeccion o infeccion aguda, 2) la latencia o el estado
latente, y 3) la reanimacion o reactivacion de la enfermedad activa. La divulgacion también describe la combinacion
estratégica de antigenos que se incorporan a una variedad de plataformas de entrega de forma que proporcionan vias
a una matriz de combinaciones emparejadas de entrega de antigenos para obtener una respuesta inmune optimizada.
El objeto descrito en el presente documento se puede utilizar como vacuna profilactica o terapéutica contra la
tuberculosis. La seleccion inicial de antigenos para su inclusién en un casete utilizable se basé en una serie de
parametros que incluian, por ejemplo, una revision exhaustiva de la bibliografia, datos de expresion, respuestas de
las células T humanas, inclusion de regiones inmunogénicas humanas, estudios de proteccion en ratones y
conservacion en la secuencia en la mayoria de las cepas de tuberculosis con secuencias gendmicas completas. Los
antigenos especificos se probaron para asegurarse de que se podian expresar en una variedad de sistemas (BCG,
proteinas, vectores virales, acidos nucleicos), que eran inmunogénicos y que se podian hacer como fusiones en
proteinas u otros vectores para simplificar las cuestiones de fabricacion posteriores. A continuacion, se demostro que
todos los antigenos seleccionados eran inmunogénicos en ratones, bien cuando se utilizaban solos, bien en una
variedad de combinaciones, para llegar a la presente solicitud.

Las construcciones descritas en el presente documento se han integrado en una gama especifica de plataformas de
suministro que incluyen las siguientes clases (pero no exhaustivas) de plataformas de suministro representativas: 1)
sistemas de entrega de vectores virales, 2) BCG recombinante, 3) fusiones de proteinas purificadas recombinantes,
4) sistemas de vectores de plasmidos de ADN y 5) sistemas de vectores de ARN. Estas plataformas de administracion
se pueden utilizar en una sola plataforma o en combinaciones como enfoques de refuerzo de antigenos emparejados.
Ademas, el uso de estos antigenos en un unico sistema de vector rBCG, que se prevé utilizar como cebador de
antigenos emparejados para un refuerzo con cualquiera de las modalidades anteriores, que invluyen proteinas,
vectores virales, acidos nucleicos u otros.
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La presente divulgacién proporciona proteinas de fusion que comprenden al menos tres antigenos de Mycobacterium
tuberculosis (Mtb), en las que la proteina de fusién comprende: al menos un antigeno agudo de Mtb, al menos un
antigeno latente de Mtb y al menos un antigeno de resucitacion de Mtb; o al menos dos antigenos latentes de Mtb y
al menos un antigeno de resucitacion de Mtb.

La presente divulgaciéon también proporciona moléculas de acido nucleico que codifican proteinas de fusion que
comprenden al menos tres antigenos de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), en las que la proteina de fusion
comprende: al menos un antigeno agudo de Mtb, al menos un antigeno latente de Mtb y al menos un antigeno de
resucitacion de Mtb; o al menos dos antigenos latentes de Mtb y al menos un antigeno de resucitacion de Mtb.

La presente divulgacion también proporciona: composiciones que comprenden las proteinas de fusion y un portador
farmacéuticamente aceptable; vectores que codifican las proteinas de fusion; composiciones que comprenden los
vectores y un portador farmacéuticamente aceptable; células que comprenden los vectores; composiciones que
comprenden las células y un portador farmacéuticamente aceptable.

La presente divulgacion también proporciona composiciones que comprenden al menos tres antigenos
de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), en las que la composicion comprende: al menos un antigeno agudo de Mtb, al
menos un antigeno latente de Mtb y al menos un antigeno de resucitacion de Mtb; o al menos dos antigenos latentes
de Mtb y al menos un antigeno de resucitacion de Mtb.

La presente divulgacion también proporciona composiciones que comprenden al menos tres antigenos
de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), en las que la composicion comprende: al menos un antigeno de Mtb agudo, al
menos un antigeno de Mtb latente y al menos un antigeno de Mtb de reanimacion; o al menos dos antigenos de Mtb
latentes y al menos un antigeno de Mtb de reanimacion; en las que la composicion comprende al menos una molécula
de acido nucleico que codifica al menos uno de los antigenos de Mtb.

La presente divulgacion también proporciona procedimientos para provocar una respuesta inmunitaria
contra Mycobacterium tuberculosis en un mamifero que comprende administrar al mamifero una cantidad
inmunologicamente suficiente de una o mas proteinas de fusion que comprenden al menos tres antigenos
de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), en la que al menos una proteina de fusion comprende al menos un antigeno
agudo de Mtb, al menos un antigeno latente de Mtb, y al menos un antigeno de resucitacion de Mtb; o al menos dos
antigenos latentes de Mtb, y al menos un antigeno de resucitacion de Mtb.

La presente divulgacion también proporciona procedimientos para provocar una respuesta inmunitaria
contra Mycobacterium tuberculosis en un mamifero que comprende administrar al mamifero una cantidad
inmunoldgicamente suficiente de una composicion que comprende al menos tres antigenos de Mycobacterium
tuberculosis (Mtb), en la que la composicion comprende: al menos un antigeno agudo de Mtb, al menos un antigeno
latente de Mtb, y al menos un antigeno de resucitacion de Mtb; o al menos dos antigenos latentes de Mtb, y al menos
un antigeno de resucitacion de Mtb; y un portador farmacéuticamente aceptable.

La presente divulgacion también proporciona procedimientos para provocar una respuesta inmunitaria
contra Mycobacterium tuberculosis en un mamifero que comprende administrar al mamifero una cantidad
inmunoldgicamente suficiente de una composicion que comprende al menos tres antigenos de Mycobacterium
tuberculosis (Mtb), en la que la composicion comprende: al menos un antigeno de Mtb agudo, al menos un antigeno
de Mtb latente, y al menos un antigeno de Mtb de reanimacion; o al menos dos antigenos de Mtb latentes, y al menos
un antigeno de Mtb de reanimacion; y un portador farmacéuticamente aceptable; en el que la composicién comprende
al menos una molécula de acido nucleico que codifica al menos uno de los antigenos de Mtb.

La presente divulgacion también proporciona proteinas de fusion para su uso en la preparacion de un medicamento
para tratar o prevenir una infeccion por Mycobacterium tuberculosis , en el que la proteina de fusién comprende al
menos tres antigenos de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), y en el que la proteina de fusién comprende al menos un
antigeno agudo de Mtb, al menos un antigeno latente de Mtb, y al menos un antigeno de resucitacion de Mtb; o al
menos dos antigenos latentes de Mtb, y al menos un antigeno de resucitacion de Mtb.

La presente divulgacion también proporciona proteinas de fusion para su uso en el tratamiento o la prevencién de una
infeccion por Mycobacterium tuberculosis , en la que la proteina de fusion comprende al menos tres antigenos
de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), y en la que la proteina de fusion comprende: al menos un antigeno de Mtb
agudo, al menos un antigeno de Mtb latente y al menos un antigeno de Mtb de reanimacion; o al menos dos antigenos
de Mtb latentes y al menos un antigeno de Mtb de reanimacion.

La presente divulgacion también proporciona usos de una proteina de fusion en la preparacién de un medicamento
para tratar o prevenir una infeccion por Mycobacterium tuberculosis , en el que la proteina de fusién comprende al
menos tres antigenos de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), y en el que la proteina de fusién comprende al menos un
antigeno agudo de Mtb, al menos un antigeno latente de Mtb, y al menos un antigeno de resucitacion de Mtb; o al
menos dos antigenos latentes de Mtb, y al menos un antigeno de resucitacion de Mtb.

La presente divulgacion también proporciona usos de una proteina de fusion en el tratamiento o la prevencion de una
infeccion por Mycobacterium tuberculosis , en la que la proteina de fusion comprende al menos tres antigenos
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de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), y en la que la proteina de fusién comprende: al menos un antigeno agudo de
Mtb, al menos un antigeno latente de Mtb y al menos un antigeno de resucitacion de Mtb; o al menos dos antigenos
latentes de Mtb y al menos un antigeno de resucitacion de Mtb.

La presente divulgacion también proporciona composiciones para su uso en la preparacion de un medicamento para
el tratamiento o la prevencion de una infeccién por Mycobacterium tuberculosis , en las que la composicion comprende
al menos tres antigenos de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), y en las que la composicion comprende al menos un
antigeno de Mtb agudo, al menos un antigeno de Mtb latente, y al menos un antigeno de Mtb de reanimacion; o al
menos dos antigenos de Mtb latentes, y al menos un antigeno de Mtb de reanimacion; y un portador
farmacéuticamente aceptable.

La presente divulgacion también proporciona una composicion para su uso en el tratamiento o la prevencion de una
infeccion por Mycobacterium tuberculosis, en la que la composicion comprende al menos tres antigenos
de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), y en la que la composicion comprende: al menos un antigeno agudo de Mtb, al
menos un antigeno latente de Mtb y al menos un antigeno de resucitacién de Mtb; o al menos dos antigenos latentes
de Mtb y al menos un antigeno de resucitacion de Mtb; y un portador farmacéuticamente aceptable.

La presente divulgaciéon también proporciona usos de una composicion en la preparacion de un medicamento para
tratar o prevenir una infeccion por Mycobacterium tuberculosis , en la que la composicién comprende al menos tres
antigenos de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), y en la que la composicion comprende al menos un antigeno de Mtb
agudo, al menos un antigeno de Mtb latente, y al menos un antigeno de Mtb de reanimacion; o al menos dos antigenos
de Mtb latentes, y al menos un antigeno de Mtb de reanimacion; y un portador farmacéuticamente aceptable.

La presente divulgacion también proporciona usos de una composicion para tratar o prevenir una infeccion por
Mycobacterium tuberculosis , en la que la composicion comprende al menos tres antigenos de Mycobacterium
tuberculosis (Mtb), y en la que la composicion comprende: al menos un antigeno agudo de Mtb, al menos un antigeno
latente de Mtb, y al menos un antigeno de resucitacion de Mtb; o al menos dos antigenos latentes de Mtb, y al menos
un antigeno de resucitacion de Mtb; y un portador farmacéuticamente aceptable.

La presente divulgacion también proporciona composiciones para su uso en la preparacion de un medicamento para
tratar o prevenir una infeccion por Mycobacterium tuberculosis , en las que la composicion comprende al menos tres
antigenos de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), y en las que la composicion comprende al menos un antigeno de Mtb
agudo, al menos un antigeno de Mtb latente, y al menos un antigeno de Mtb de reanimacion; o al menos dos antigenos
de Mtb latentes, y al menos un antigeno de Mtb de reanimacion; y un portador farmacéuticamente aceptable; en el
que la composicién comprende al menos una molécula de acido nucleico que codifica al menos uno de los antigenos
de Mtb.

La presente divulgacion también proporciona composiciones para su uso en el tratamiento o la prevencion de una
infeccion por Mycobacterium tuberculosis, en las que la composiciéon comprende al menos tres antigenos
de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), y en las que la composicion comprende al menos un antigeno de Mtb agudo, al
menos un antigeno de Mtb latente, y al menos un antigeno de Mtb de reanimacion; o al menos dos antigenos de Mtb
latentes, y al menos un antigeno de Mtb de reanimacion; y un portador farmacéuticamente aceptable; en el que la
composicién comprende al menos una molécula de acido nucleico que codifica al menos uno de los antigenos de Mtb.

La presente divulgaciéon también proporciona usos de una composicion en la preparacion de un medicamento para
tratar o prevenir una infeccion por Mycobacterium tuberculosis , en la que la composicién comprende al menos tres
antigenos de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), y en la que la composicién comprende al menos un antigeno de Mtb
agudo, al menos un antigeno de Mtb latente, y al menos un antigeno de Mtb de reanimacion; o al menos dos antigenos
de Mtb latentes, y al menos un antigeno de Mtb de reanimacion; y un portador farmacéuticamente aceptable; en el
que la composicién comprende al menos una molécula de acido nucleico que codifica al menos uno de los antigenos
de Mtb.

La presente divulgacion también proporciona usos de una composicion para tratar o prevenir una infeccion por
Mycobacterium tuberculosis , en la que la composicion comprende al menos tres antigenos de Mycobacterium
tuberculosis (Mtb), y en la que la composicion comprende al menos un antigeno de Mtb agudo, al menos un antigeno
de Mtb latente, y al menos un antigeno de Mtb de reanimacion; o al menos dos antigenos de Mtb latentes, y al menos
un antigeno de Mtb de reanimacion; y un portador farmacéuticamente aceptable; en el que la composicién comprende
al menos una molécula de acido nucleico que codifica al menos uno de los antigenos de Mtb.

La presente divulgacion también proporciona proteinas de fusion, composiciones, células, vectores, procedimientos y
usos, como se describe en el presente documento, sustancialmente como se describe con referencia a los ejemplos
y/o figuras que se acompafian.

Breve descripcion de los dibujos

Las Figuras 1A y 1B muestran los mapas de los plasmidos utilizados para insertar los genes de interés en el
cromosoma de BCG SSI u otras cepas de BCG: (A) construcciones con la secuencia sefial Ag85B para la secrecion
de las fusiones; y (B) construcciones con la secuencia sefal 19 kDa para anclar las fusiones en la membrana.
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La Figura 2 muestra la capacidad de respuesta al antigeno in vitro tras la vacunacion con cepas de BCG que llevan
el casete de antigeno.

Las figuras 3A y 3B muestran la estimulacion in vitro: (A) mostrar la induccion de INF-y en los esplenocitos tras la
estimulacion de la proteina y el ELISpot; y (B) analisis que muestra el numero de esplenocitos que expresan INF-
y de ratones CB6F1 inmunizados dos veces con 10 ug de la proteina de fusién 5 Ag (Construct D) y un adyuvante
sintético poli I:C.

Las Figuras 4A y 4B muestran la estimulacion in vitro: (A) ELISpot; y (B) analisis de esplenocitos de ratones CB6F1
inmunizados dos veces con 3 ug de la proteina de fusion 5 Ag (Construct D) o de la proteina de fusion 4 Ag
(Construct A) y un adyuvante MPL TLR4 sintético; cuando se elimina el Ag85B de la proteina de fusion 5 Ag,
aumentan las respuestas a los otros 4 antigenos de la proteina 4 Ag.

Las Figuras 5A y 5B muestran la estimulacion in vitro : (A) ELISpot; y (B) analisis de esplenocitos de ratones CB6F1
inmunizados dos veces con 3 ug de la proteina de fusion de 5 Ag (Construct D) y las proteinas de fusion de 4 Ag
con Rv1733 de tipo salvaje o modificado o la proteina de 4 Ag con RpfD sustituido por RpfB, con RpfB en el extremo
3' 0 5' de la proteina de fusion; las proteinas fueron adyuvadas con un adyuvante sintético de poli I:C; la RpfB
induce una respuesta inmunitaria mucho mas fuerte que la RpfD, en particular cuando la RpfB esta en el extremo
5' de la proteina de fusion; ni la Rv1733 modificada ni la de tipo salvaje indujeron una respuesta inmunitaria fuerte.
Las Figuras 6Ay 6B muestran el numero de bacterias en: (A) los pulmones y (B) el bazo de ratones CB6F1 cebados
con BCG vy reforzados con la proteina de fusion 4 Ag o 5 Ag 4 semanas después de la provocacion
con Mycobacterium tuberculosis H37Rv.

Descripcion de las realizaciones

Debe entenderse que la terminologia empleada en el presente documento tiene por objeto describir realizaciones
particulares Unicamente, y no pretende ser limitativa.

Como se utiliza en el presente documento, las formas singulares "uno", "una" y "el/la" incluyen referencias plurales a
menos que el contexto dicte claramente lo contrario.

A fin de la recitacion de intervalos numéricos en el presente documento, se contempla explicitamente cada niumero
intermedio con el mismo grado de precision. Por ejemplo, para el intervalo de 6 a 9, se contemplan los nimeros 7y 8
ademas de 6y 9, y para el intervalo 6,0 a 7,0, se contemplan explicitamente los numeros 6,0, 6,1, 6,2, 6,3, 6,4, 6,5,
6,6,6,7,6,8,6,9y7,0.

Como se utiliza en el presente documento, "antigeno agudo de Mtb" significa cualquier antigeno de Mtb implicado en
la fase aguda de la infeccién tuberculosa.

Como se utiliza en el presente documento, "adyuvante" significa cualquier molécula afiadida a cualquier composiciéon
descrita en el presente documento para mejorar la inmunogenicidad de los antigenos de Mtb.

Como se utiliza en el presente documento, "secuencia codificante" o "acido nucleico codificante" significa los acidos
nucleicos (molécula de ARN o ADN) que comprenden una secuencia de nucleétidos que codifica un antigeno de Mtb.
La secuencia codificadora puede incluir ademas sefiales de iniciacion y terminacién vinculadas de forma operativa a
elementos reguladores que incluyen un promotor y una sefial de poliadenilacion capaces de dirigir la expresion en las
células de un individuo o mamifero al que se le administre el acido nucleico.

Como se utiliza en el presente documento, "consenso" o "secuencia de consenso" significa una secuencia polipeptidica
en base al analisis de una alineacién de multiples subtipos de un antigeno particular de Mtb. Se pueden preparar
secuencias de acido nucleico que codifican una secuencia polipeptidica consenso. Las vacunas que comprenden
antigenos de Mtb que comprenden secuencias de consenso y/o moléculas de acido nucleico que codifican dichos
antigenos se pueden utilizar para inducir una amplia inmunidad contra multiples subtipos o serotipos de un antigeno
particular.

Como se utiliza en el presente documento, "electroporacion” significa el uso de un pulso de campo eléctrico
transmembrana para inducir vias microscépicas (poros) en una biomembrana; su presencia permite que biomoléculas
tales como plasmidos, oligonucledtidos, ARNSsi, farmacos, iones y agua pasen de un lado a otro de la membrana
celular.

Como se utiliza en el presente documento, "fragmento" con respecto a las secuencias de acido nucleico, significa una
secuencia de acido nucleico o una porcion de la misma, que codifica una porcién de un antigeno de Mtb capaz de
provocar una respuesta inmune en un mamifero que reacciona de forma cruzada con un antigeno de Mtb de longitud
completa. Los fragmentos pueden ser fragmentos de ADN seleccionados entre al menos una de las diversas
secuencias de nucleétidos que codifican fragmentos de proteinas que se exponen a continuacion.

Como se utiliza en el presente documento, "fragmento" o "fragmento inmunogénico" con respecto a las secuencias
polipeptidicas, significa una porcion de un antigeno MTB capaz de provocar una respuesta inmunitaria en un mamifero
que reacciona de forma cruzada con un antigeno Mtb de longitud completa de la cepa salvaje. Los fragmentos de
antigenos de Mtb de consenso o de tipo salvaje pueden comprender al menos el 10%, al menos el 20%, al menos el
30%, al menos el 40%, al menos el 50%, al menos el 60%, al menos el 70%, al menos el 80%, al menos el 90% o al
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menos el 95% de un antigeno de Mtb de consenso o de tipo salvaje. Como se describe en el presente documento, los
fragmentos de proteinas de consenso pueden comprender al menos 20 aminoacidos o mas, al menos 30 aminoacidos
0 mas, al menos 40 aminoacidos o mas, al menos 50 aminoacidos o mas, al menos 60 aminoacidos o mas, al menos
70 aminoacidos o mas, al menos 80 aminoacidos o mas, al menos 90 aminoacidos o mas, al menos 100 aminoacidos
0 mas, al menos 110 aminoacidos o0 mas, al menos 120 aminoacidos o mas, al menos 130 aminoacidos o mas, al
menos 140 aminoacidos o mas, al menos 150 aminoacidos o mas, al menos 160 aminoacidos o mas, al menos 170
aminoacidos o mas, al menos 180 aminoacidos o mas de una proteina consenso o de tipo salvaje.

Como se utiliza en el presente documento, "construccién genética" se refiere a las moléculas de ADN o ARN que
comprenden una secuencia de nucleétidos que codifica un antigeno de Mtb. La secuencia codificadora incluye sefales
de iniciacién y terminacion unidas de forma operativa a elementos reguladores que incluyen un promotor y una sefial
de poliadenilacion capaces de dirigir la expresion en las células del individuo al que se le administra la molécula de
acido nucleico.

Como se utiliza en el presente documento, la "forma expresable" se refiere a las construcciones genéticas que
contienen los elementos reguladores necesarios vinculados a una secuencia codificadora que codifica un antigeno de
Mtb de forma que, cuando esta presente en la célula del individuo, la secuencia codificadora se expresara.

Como se utiliza en el presente documento, "homologia" se refiere a un grado de complementariedad. Puede haber
homologia parcial o completa (es decir, identidad). Una secuencia parcialmente complementaria que inhibe, al menos
parcialmente, la hibridacion de una secuencia completamente complementaria con un acido nucleico diana se
denomina con el término funcional "sustancialmente homadloga" Cuando se utiliza en referencia a una secuencia de
acido nucleico de doble cadena, tal como un ADNc o un clon gendémico, el término "sustancialmente homdlogo" se
refiere a una sonda que se puede hibridar con una cadena de la secuencia de acido nucleico de doble cadena en
condiciones de baja rigurosidad. Cuando se utiliza en referencia a una secuencia de acido nucleico monocatenario, el
término "sustancialmente homdlogo" se refiere a una sonda que puede hibridar con (es decir, es el complemento de)
la secuencia plantilla de acido nucleico monocatenario en condiciones de baja rigurosidad.

Como se utiliza en el presente documento, "idéntico" o "identidad" en el contexto de dos o mas &cidos nucleicos o
secuencias polipeptidicas, significa que las secuencias tienen un porcentaje especifico de residuos que son iguales
en una region especifica. El porcentaje se puede calcular por medio de la alineacion 6ptima de las dos secuencias, al
comparar las dos secuencias en la region especificada, determinar el nimero de posiciones en las que el residuo
idéntico aparece en ambas secuencias para obtener el numero de posiciones coincidentes, dividir el numero de
posiciones coincidentes por el numero total de posiciones en la region especificada y multiplicar el resultado por 100
para obtener el porcentaje de identidad de la secuencia. En los casos en los que las dos secuencias tienen longitudes
diferentes o el alineamiento produce uno o mas extremos escalonados y la regién de comparacioén especificada incluye
una sola secuencia, los residuos de la secuencia unica se incluyen en el denominador pero no en el numerador del
calculo. Al comparar el ADN y el ARN, los residuos de timina (T) y uracilo (U) se pueden considerar equivalentes. La
identificacion se puede llevar a cabo manualmente o por medio de un algoritmo informatico de secuencias tal como
BLAST o BLAST 2.0.

Como se utiliza en el presente documento, "respuesta inmunitaria" significa la activacién del sistema inmunitario de
un huésped, por ejemplo, el de un mamifero, en respuesta a la introduccion de un antigeno de Mtb. La respuesta
inmunitaria puede ser en forma de respuesta celular o humoral, 0 ambas.

Como se utiliza en el presente documento, "antigeno de Mtb latente" significa cualquier antigeno de Mtb implicado en
la infeccion de tuberculosis en fase latente.

Como se utiliza en el presente documento, "antigeno de Mtb" significa un antigeno de Mycobacterium tuberculosis, que
puede ser un antigeno aislado o un antigeno que forma parte de una proteina de fusion con otro(s) antigeno(s).

Como se utiliza en el presente documento, "acido nucleico" u "oligonucleétido" o "polinucleétido” significa al menos
dos nucledtidos unidos covalentemente. La representacion de una sola hebra también define la secuencia de la hebra
complementaria. De este modo, un acido nucleico también abarca la cadena complementaria de una cadena simple
representada. Muchas variantes de un acido nucleico se pueden utilizar para el mismo fin que un acido nucleico
determinado. De este modo, un acido nucleico también abarca los acidos nucleicos sustancialmente idénticos y sus
complementos. Una sola hebra proporciona una sonda que se puede hibridar con una secuencia objetivo en
condiciones de hibridacién estrictas. De este modo, un acido nucleico también abarca una sonda que se hibrida en
condiciones de hibridacién estrictas. Los acidos nucleicos pueden ser monocatenarios o bicatenarios, o pueden
contener porciones de secuencia bicatenario y monocatenario. El acido nucleico puede ser ADN, tanto gendmico como
ADNCc, ARN, o un hibrido, en el que el acido nucleico puede contener combinaciones de desoxirribo y ribo-nucledtidos,
y combinaciones de bases que incluyen uracilo, adenina, timina, citosina, guanina, inosina, xantina hipoxantina,
isocitosina e isoguanina. Los acidos nucleicos se pueden obtener por procedimientos de sintesis quimica o por
procedimientos recombinantes.

Como se utiliza en el presente documento, "operablemente ligado" significa que la expresion de un gen esta bajo el
control de un promotor con el que esta conectado espacialmente. Un promotor se puede situar a 5' (corriente arriba)
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0 a 3' (corriente abajo) de un gen bajo su control. La distancia entre el promotor y un gen puede ser aproximadamente
la misma que la distancia entre ese promotor y el gen que controla en el gen del que deriva el promotor. Como se
sabe en la técnica, la variacion de esta distancia se puede acomodar sin pérdida de la funcién del promotor.

Como se utiliza en el presente documento, "promotor” significa una molécula sintética o de origen natural que es capaz
de conferir, activar o potenciar la expresion de un acido nucleico en una célula. Un promotor puede comprender una
0 mas secuencias reguladoras transcripcionales especificas para mejorar aun mas la expresion y/o alterar la expresion
espacial y/o temporal de la misma. Un promotor también puede incluir elementos distales potenciadores o represores,
que pueden estar situados a varios miles de pares de bases del sitio de inicio de la transcripcién. Un promotor puede
provenir de fuentes que incluyen virus, bacterias, hongos, plantas, insectos y animales. Un promotor puede regular la
expresion de un componente génico de forma constitutiva, o de forma diferencial con respecto a la célula, el tejido u
6érgano en el que se produce la expresion o, con respecto a la etapa de desarrollo en la que se produce la expresion,
0 en respuesta a estimulos externos tales como tensiones fisiologicas, patdgenos, iones metdlicos o agentes
inductores.

Como se utiliza en el presente documento, "antigeno de Mtb de reanimacién" significa cualquier antigeno de Mtb
implicado en la reanimacion o reactivacion de una infeccion tuberculosa.

Como se utiliza en el presente documento, "péptido sefial" y "secuencia lider", utilizados indistintamente, se refieren a
una secuencia de aminoacidos que se puede unir en el extremo amino de una proteina antigénica de Mtb establecida
en el presente documento. Los péptidos sefializadores/secuencias lideres suelen dirigir la localizacion de una proteina.
Los péptidos sefializadores/secuencias lideres utilizados en el presente documento pueden facilitar la secrecion de la
proteina de la célula en la que se produce o anclarla en la membrana. Los péptidos sefializadores/secuencias lideres
se suelen escindir del resto de la proteina, a menudo denominada proteina madura, al ser secretada por la célula. Los
péptidos sefnalizadores/secuencias lideres se unen en el extremo N de la proteina.

Como se utiliza en el presente documento, "condiciones de hibridacion estrictas" significa condiciones en las que una
primera secuencia de acido nucleico (por ejemplo, la sonda) se hibridara con una segunda secuencia de acido nucleico
(por ejemplo, el objetivo), tal como en una mezcla compleja de acidos nucleicos. Las condiciones estrictas dependen
de la secuencia y seran diferentes en distintas circunstancias. Las condiciones estrictas se pueden seleccionar para
que sean entre 5 y 10 °C mas bajas que el punto de fusion térmica (Tm) para la secuencia especifica en un pH de
fuerza ionica definido. La T, puede ser la temperatura (bajo una fuerza ioénica, un pH y una concentracion nucleica
definidos) a la que el 50% de las sondas complementarias a la diana hibridan con la secuencia diana en equilibrio
(como las secuencias diana estan presentes en exceso, a la Tm, el 50% de las sondas estan ocupadas en equilibrio).
Las condiciones estrictas pueden ser aquellas en las que la concentracion de sal es inferior a aproximadamente 1,0
M de iones de sodio, tales como por ejemplo entre 0,01 y 1,0 M de concentracion de iones de sodio (u otras sales) a
un pH de 7,0 a 8,3 y la temperatura es de al menos unos 30 °C para sondas cortas (por ejemplo, de unos 10 a 50
nucledtidos) y de al menos unos 60 °C para sondas largas (por ejemplo, mayores de unos 50 nucleétidos). También
se pueden conseguir condiciones mas estrictas con la adicion de agentes desestabilizadores tales como la formamida.
A fin de la hibridacion selectiva o especifica, una sefal positiva puede ser al menos de 2 a 10 veces la hibridacién de
fondo. Algunos ejemplos de condiciones de hibridacion estrictas son los siguientes: 50% de formamida, 5x SSC, y 1%
de SDS, incubando a 42 °C, o, 5x SSC, 1% de SDS, incubando a 65 °C, con lavado en 0,2x SSC, y 0,1% de SDS a
65 °C.

Como se utiliza en el presente documento, "sustancialmente complementaria” significa que una primera secuencia es
al menos un 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98% o0 99% idéntica al complemento de una segunda
secuencia en una regién de 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55,
60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 180, 270, 360, 450, 540, 0 mas nucledtidos o aminoacidos, o que las dos secuencias
hibridan en condiciones de hibridacion estrictas.

Como se utiliza en el presente documento, "sustancialmente idéntica" significa que una primera y segunda secuencia
son al menos 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98% o0 99% idénticas en una region de 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 180,
270, 360, 450, 540 o mas nucledtidos o aminoacidos, o con respecto a los acidos nucleicos, si la primera secuencia
es sustancialmente complementaria al complemento de la segunda secuencia.

Como se utiliza en el presente documento, "variante" con respecto a un acido nucleico significa: i) una porcién o
fragmento de una secuencia de nucleétidos de referencia; ii) el complemento de una secuencia de nucleétidos de
referencia o una porcién de la misma; iii) un acido nucleico que es sustancialmente idéntico a un acido nucleico de
referencia o0 a su complemento; o iv) un acido nucleico que se hibrida en condiciones estrictas con el acido nucleico
de referencia, su complemento o una secuencia sustancialmente idéntica.

Como se utiliza en el presente documento, "variante" con respecto a un péptido o polipéptido significa que difiere en
la secuencia de aminoacidos por la insercion, supresion o sustitucion conservadora de aminoacidos, pero conserva al
menos una actividad bioldgica. Variante también puede significar una proteina con una secuencia de aminoacidos que
es sustancialmente idéntica a una proteina de referencia con una secuencia de aminoacidos que conserva al menos
una actividad biolégica. Una sustitucion conservadora de un aminoacido, es decir, la sustituciéon de un aminoacido por
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otro de propiedades similares (por ejemplo, hidrofilia, grado y distribucion de las regiones cargadas) se reconoce en
la técnica como algo que tipicamente implica un cambio menor. Se entiende que las sustituciones de aminoacidos que
son compatibles con la funcion bioldgica dependen de la similitud relativa de los aminoacidos, y en particular de las
cadenas laterales de esos aminoacidos, como revelan la hidrofobicidad, la hidrofilia, la carga, el tamafo y otras
propiedades.

Como se utiliza en el presente documento, "vector" significa una secuencia de acido nucleico que contiene un origen
de replicacidon. Un vector puede ser un vector viral, un bacteriéfago, un cromosoma artificial bacteriano o un
cromosoma artificial de levadura. Un vector puede ser de ADN o de ARN. Un vector puede ser un vector
extracromosomico autorreplicante.

La presente divulgacién proporciona proteinas de fusion que comprenden al menos tres antigenos de Mycobacterium
tuberculosis (Mtb). Como se describe en el presente documento, la proteina de fusion comprende al menos un
antigeno agudo de Mtb, al menos un antigeno latente de Mtb y al menos un antigeno de resucitacion de Mtb. Como
se describe en el presente documento, la proteina de fusién comprende al menos dos antigenos de Mtb latentes y al
menos un antigeno de Mtb de reanimacién.

Como se describe en el presente documento, la molécula de acido nucleico que codifica cualquier antigeno particular
de Mtb puede ser una secuencia micobacteriana, una secuencia bacteriana optimizada por codones (tal como una
secuencia optimizada de E. coli) o una secuencia optimizada de mamifero (tal como una secuencia optimizada
humana). Las secuencias optimizadas de E. coli se pueden utilizar, por ejemplo, para producir proteinas de fusion.
Las secuencias humanas optimizadas se pueden utilizar, por ejemplo, en vectores virales. Los procedimientos de
optimizacion de codones (tanto para bacterias como para mamiferos) son bien conocidos por el experto en la técnica.

Como se describe en el presente documento, el antigeno agudo de Mtb es Ag85B, ESAT6, MPT64, PPE15, PPE51 o
Rv3615c. Como se describe en el presente documento, el antigeno agudo de Mtb es Ag85B, ESAT6 o Rv3615¢. Como
se describe en el presente documento, el antigeno agudo de Mtb es el Ag85B o el ESAT6. Otros antigenos agudos
de Mtb son bien conocidos por el experto en la técnica.

El antigeno agudo de Mtb Ag85B también se conoce como Rv1886¢. Una secuencia de nucledtidos que codifica el
Ag85B se muestra en la Tabla 1 como SEQ ID NO:1 (secuencia micobacteriana; no optimizada para el codén), SEQ
ID NO:2 (optimizada para E. coli ), y SEQ ID NO:3 (optimizada para humanos), y una secuencia de aminoacidos del
Ag85B se muestra en la Tabla 1 como SEQ ID NO:4 (secuencia micobacteriana) y SEQ ID NO:5 (optimizada para E.
coli y humanos).

El antigeno agudo de Mtb ESAT-6 también se conoce como Rv3875. Una secuencia de nucledtidos que codifica la
ESAT-6 se muestra en la Tabla 1 como SEQ ID NO:6 (secuencia de micobacterias; no optimizada para el codoén) y
SEQ ID NO:7 (optimizada para humanos), y una secuencia de aminoacidos de la ESAT-6 se muestra en la Tabla 1
como SEQ ID NO:8.

El antigeno agudo de Mtb MPT64 también se conoce como Rv1980c. Una secuencia de nucledtidos que codifica el
antigeno agudo de Mtb MPT64 se muestra en la Tabla 1 como SEQ ID NO:9 (secuencia micobacteriana; no optimizada
para el codon) y como SEQ ID NO:10 (optimizada para humanos), y una secuencia de aminoacidos de MPT64 se
muestra en la Tabla 1 como SEQ ID NO:11.

El antigeno agudo de Mtb PPE15 también se conoce como Rv1039c. Una secuencia de nucledtidos que codifica el
antigeno agudo de Mtb PPE15 se muestra en la Tabla 1 como SEQ ID NO:12 (secuencia micobacteriana; no
optimizada para el codén) y como SEQ ID NO:13 (optimizada para humanos), y una secuencia de aminoacidos de
PPE15 se muestra en la Tabla 1 como SEQ ID NO:14.

El antigeno agudo de Mtb PPES51 también se conoce como Rv3136. Una secuencia de nucledtidos que codifica el
antigeno agudo de Mtb PPE51 se muestra en la Tabla 1 como SEQ ID NO:15 (secuencia de micobacterias; no
optimizada para el codén), SEQ ID NO:16 (optimizada para E. coli ) y como SEQ ID NO:17 (optimizada para humanos),
y una secuencia de aminoacidos de PPE51 se muestra en la Tabla 1 como SEQ ID NO:18.

Una secuencia de nucledtidos que codifica el antigeno agudo de Mtb Rv3615¢c se muestra en la Tabla 1 como SEQ
ID NO:19 (secuencia micobacteriana; no optimizada para el codén) y como SEQ ID NO:20 (optimizada para humanos),
y una secuencia de aminoacidos de Rv3615c se muestra en la Tabla 1 como SEQ ID NO:21.

Tabla 1

Construir Secuencia de nucleétidos

Secuencia de aminoacidos
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Ag85B

atgacagacgtgagccgaaagattcgagettggggacgecgattgatgatcggecacggeageggcetgtagt
ccttecgggecetggtggggcttgeecgeggageggeaaccgegggegegttctecceggeeggggetgecg
gtcgagtacctgecaggtgccgtegecgtegatgggecgegacatcaaggttcagttccagageggtgggaa

caactcacctgcggtttatctgctcgacggectgegegeccaagacgactacaacggetgggatatcaacac

cceggegttcgagtggtactaccagtcgggactgtegatagtcatgecggteggegggeagtecagettctac
agcgactggtacageccggectgeggtaaggetggetgccagacttacaagtgggaaaccttecctgaccag

cgagcetgecgeaatggttgtccgccaacagggecgtgaageccaccggeagegetgcaateggettgtega
tggceggcetegteggceaatgatcttggecgectaccacceccageagttcatctacgecggcetegetgtegge
cctgetggaccectctcaggggatgggecctagectgatcggectcgegatgggtgacgecggeggttaca
aggccgeagacatgtggggotccctcgagtgacccggeatgggagegeaacgaccectacgcageagatece
caagctggtcgcaaacaacacccggctatgggtttattgcgggaacggeaccccgaacgagttgggcggte
ccaacatacccgecgagttcttggagaacttegttegtagecagcaacctgaagttccaggatgegtacaacge
cgegggeggecacaacgecgtgttcaacttccegeccaacggeacgeacagetgggagtactggggegcet
cagctcaacgccatgaagggtgacctgecagagttegttaggegecggetga (SEQ ID NO:1)

atgtttagccgtectggectgecagttgaatacctgcaagttccgagececgtecatgggtegtgacattaaggt
geagttccagagcggceggtaacaatageccggcetgtgtacctgetggacggtetgegtgcgeaggatgatta
caacggctgggacatcaataccceggcatttgagtggtattaccagtcgggtetgageattgtgatgeeggttg
geggtcaaageagcettctatagegattggtacageccggeatgeggceaaggetggttgecaaacctacaagt
gggaaactttcttgaccagegagetgecgeaatggttgagegecaaccgtgeggtcaaaccgaccggtage
getgcetattggectgtecatggecggeageagegegatgatcettggeggcataccatccgeageagtttatcta
cgeeggtagectgagegcattgetggaccegagecaaggeatgggtecgagectgattggtetggeaatgg
gtgacgcaggtggttacaaageggecgatatgtggggcccatctagegacceggeatgggagegtaatgac
ccgacccageaaattecgaaactggtggcgaataacacgegectgtgggtetactgtgecaatggtacgeeg
aacgagctgggtggcgcgaatatccctgeggagtttctggaaaactttgttcgcageageaacctgaaattcca
ggacgcgtataacgcageceggtggtcacaatgeggttttcaatttccegecaaatggeactcatagetgggag
tactggggtgcgcagttgaacgcaatgaaaggcegatctgceaatcctctetgggtgcgegee (SEQ 1D
NO:2)

atgttctccaggecceggectgectgtegagtatctgcaggtcecctecccctecatgggecagagacatcaagg
tgcagttccaatccggaggceaacaacagecccgecgtgtatctecctegacggectgagggcetcaggacgact
acaacggctgggacatcaacaccccegecttcgagtggtactaccagtccggactgageatcgtcatgeeceg
tggocggccagagetecttctacagegactggtatageectgectgeggeaaagecggatgecagacctaca
agtgggagacctttctgaccagegaactgecccagtggetgtecgecaatagggecgtcaaacctacegget
ccgcetgecatcggactcageatggecggaagetcegetatgatcctggecgectaccaccceccageaatttat
ctacgctggeagectgtccgetcetgetggatectagecaaggceatgggecctagectceattggectggecatg
ggegatgetggeggctataaggecgecgatatgtggggccctagetcegatectgectgggagaggaatga
ccccacccageagatccccaagetggtggccaacaacacaaggetctgggtgtactgeggeaatggeacce
ccaacgaactgggeggagcecaacattcecgecgagttectggagaacttegtcaggageagcaacctgaag
ttccaggacgcctacaatgecgecggaggcecacaacgetgtgttcaacttcecctcccaacggeacccacage
tgggagtattggggcgctcagetgaacgecatgaaaggegaccteccagagetecctgggagetgga
(SEQ ID NO:3)

MTDVSRKIRAWGRRLMIGTAAAVVLPGLVGLAGGAATAGAFSRPGL
PVEYLQVPSPSMGRDIKVQFQSGGNNSPAVYLLDGLRAQDDYNGWD
INTPAFEWY YQSGLSIVMPVGGQSSFYSDWYSPACGKAGCQTYKWE
TFLTSELPQWLSANRAVKPTGSAAIGLSMAGSSAMILAAYHPQQFIY
AGSLSALLDPSQGMGPSLIGLAMGDAGGYKAADMWGPSSDPAWER
NDPTQQIPKLVANNTRLWVYCGNGTPNELGGANIPAEFLENFVRSSN
LKFQDAYNAAGGHNAVFNFPPNGTHSWEY WGAQLNAMKGDLQSSL
GAG (SEQ ID NO:4)

MFSRPGLPVEYLQVPSPSMGRDIKVQFQSGGNNSPAVYLLDGLRAQD
DYNGWDINTPAFEWYYQSGLSIVMPVGGQSSFYSDWYSPACGKAGC
QTYKWETFLTSELPQWLSANRAVKPTGSAAIGLSMAGSSAMILAAY

HPQQFIY AGSLSALLDPSQGMGPSLIGLAMGDAGGYKAADMWGPSS
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DPAWERNDPTQQIPKLVANNTRLWVYCGNGTPNELGGANIPAEFLE
NFVRSSNLKFQDAYNAAGGHNAVFNFPPNGTHSWEYWGAQLNAMK
GDLQSSLGAG (SEQ ID NO:5)

ESAT6

atgacagagcagcagtggaatttcgcgggtatcgaggecgeggcaagegeaatccagggaaatgtecacgte
cattcattccetecttgacgaggggaageagtcectgaccaagetegeageggectggggeggtageggttc
ggaggegtaccagggtgtccagcaaaaatgggacgecacggcetaccgagetgaacaacgegcetgeagaa

cctggegeggacgatcagegaageceggtcaggceaatggcttcgaccgaaggceaacgtcactgggatgtteg
catag (SEQ ID NO:6)

accgagcagceagtggaacttcgecggeatcgaagetgecgetagegecatccaaggeaacgtgaccageat
ccacagcectgetggacgagggcaageagagectgaccaagetggctgetgettgggocggatccggaage
gaagcectaccagggegtgcagcagaagtgggacgecacagecaccgagetgaacaacgecctgeagaac
ctcgecagaaccatcagegaggecggacaggcetatggecageacagagggcaatgtgaceggeatgtteg
cc (SEQ ID NO:7)

TEQQWNFAGIEAAASAIQGNVTSIHSLLDEGKQSLTKLAAAWGGSGS
EAYQGVQQKWDATATELNNALQNLARTISEAGQAMASTEGNVTGM
FA (SEQ ID NO:8)

MPT64

gtgcgeatcaagatcttcatgctggtcacggctgtegttttgctetgttgttcgggtotogccacggecgegece
aagacctactgcgaggagttgaaaggcaccgataccggecaggcgteccagattcaaatgtccgaceegge
ctacaacatcaacatcagectgceccagttactaccccgaccagaagtcgetggaaaattacatcgeccagacg
cgegacaagttectcagegeggecacategtccactccacgegaagecccctacgaattgaatatcaccteg

gecacataccagtccgegataccgecgegtggtacgecaggecgtggtgctcaaggtctaccagaacgeegg
cggcacgcacccaacgaccacgtacaaggecttcgattgggaccaggcctatcgcaagecaatcacctatg

acacgcetgtggcaggetgacaccgatccgetgecagtegtettceccattgtgcaaggtgaactgagcaage

agaccggacaacaggtatcgatagcgccgaatgecggettggacccggtgaattatcagaacttcgcagtca
cgaacgacggggtgattttcttcttcaaccegggggagttgetgccegaageagecggeccaacccaggtat
tggtcecacgttccgegatcgactegatgetggectag (SEQ ID NO:9)

atggtcaggatcaagatcttcatgetegtgaccgecegtggtgctectgtgttgttccggegtggctacegetget
cccaagacctactgecgaggagetgaagggaaccgacaccggecaggectgecagatccaaatgagegac
cccgectacaacatcaacatcteectcecctectactaccccgatcagaagtccctegagaactacatcgcetea
gaccagggacaagttcctgagegecgecacaageageacacccagagaggecccctacgagetgaacate
acctcegecacctaccagtcegcetattectcccagaggeacccaggetgtggtectcaaggtctaccaaaacg
ctggeggaacacaccecaccaccacctacaaggecttcgactgggaccaggectacaggaageccatcac
atacgacaccctgtggeaggctgataccgatccectgeccgtggtettcecccategtgecagggegagetctee
aagcagaccggccagcaagtgagceatcgeccecaatgetggactggacceegtgaactaccagaacttege
cgtcaccaacgacggcegtgatcttcttcttcaatcceggegaactgetgectgaagetgetggecccacccaa
gtectggtgcctagaagegecategactecatgetggeetga (SEQ ID NO:10)

VRIKIFMLVTAVVLLCCSGVATAAPKTYCEELKGTDTGQACQIQMSD
PAYNINISLPSY YPDQKSLENYIAQTRDKFLSAATSSTPREAPYELNITS
ATYQSAIPPRGTQAVVLKVYQNAGGTHPTTTYKAFDWDQAYRKPIT
YDTLWQADTDPLPVVFPIVQGELSKQTGQQVSIAPNAGLDPVNYQNF
AVTNDGVIFFFNPGELLPEAAGPTQVLVPRSAIDSMLA (SEQ ID
NO:11)

PPE15

atggatttcggagctttaccccctgagatcaactccgeacgeatgtacgecggegegggtgcaggaccgatg
atggcegeeggggecgeatggaacggectggecgecgagttgggtacgacggecgegtegtatgagtegg
tgatcacccggetgaccaccgagtegtggatgggteeggectegatggegatggtegecgeageecagece
tatctggcttggttgacctacaccgecgaagecegetgegeatgecggetcgecaggecatggegteggegge
cgectacgaggeggectatgegatgacagtgecgecggaggtggtegeggecaaccgggegctgctgge
ggcecctggtegegacgaacgtectggggatcaacacaccggceaatcatggegaccgaagecctetatgeeg

agatgtgooctcaggacgetctggctatgtacggctacgeggecgettcgggagecgecgggatgetgcaa
ccgttaageecgecgtegeagaccaccaacccgggegggetggecgeccagteegeegeggteggcteg
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getgecgecaccgecgecgtcaaccaggtgagegtageggacctgatcagtagectgeccaacgeggtga
gtgggctegectceccagteacatcggttctcgactcgacggggctgageggaatcattgecgacatcgacg
ccetgetegegaccecgticgtggeaaacatcatcaacagegeagtcaacaccgecgcettggtatgtcaacge
cgccatceccaccgegatattcctageaaatgeectgaacagtgggacgecggtagegatcgecgaaggcg
ccatcgaggcetgecgagggtgccgecagtgcggecgecgeggggttggeggacteggtgacgecagegg
ggcteggegeaagtttaggegaggccaccetggteggecggetgtcagtgceggeggectggtctacggee
gcaccggcegacaaccgecggegecacagegetcgaaggeageggcetggaccgtecgecgecgaagaage
cggeccagttaccgggatgatgecgggaatggectcggecgecaagggeaccggtgectatgecgggecg
cggtacggattcaagcccactgtcatgeccaaacaggtegtegtgtga (SEQ ID NO:12)

atggattttggcgccctgectcccgagatcaacagegetaggatgtatgetggegetggagecggacctatga
tggccgetggagecgectggaatggactggetgecgaactgggcacaacagecgcettcctacgagtecgtg
atcaccagactcaccacagagtcctggatgggacctgecagceatggcetatggtcgecgetgetcaaccctac

ctggectggctgacctatacagetgaagecgetgetcacgecggaagecaagetatggctagegecgeeget
tatgaggccgettatgecatgaccgtgecteccgaggtegtggetgecaacagagetctectggecgeecteg
tggctaccaacgtgetgggaatcaacaccccegcetattatggecaccgaggetctgtacgetgagatgtgegc
ccaggatgecctcgecatgtacggatacgecgetgettccggagetgetggaatgetgcagececctgtecee

cccttcccagaccaccaacceeggaggactggetgctcaaagegetgetgtgggatccgetgetgetacege
tgccgtcaatcaggtcagegtcgecgacctcatctccagectgectaacgetgtgageggactggectceect
gtcacatccgtgetcgatagecaccggectgteccggeatcatcgecgacattgatgcetetecctegecacceccttt
gtcgccaacatcatcaattccgecgtgaacaccgetgectggtacgtcaacgcetgecattcccaccgecatctt
cctegecaacgecctgaactccggagetectgtcgecatcgetgagggcgetattgaggctgctgaaggage
cgcetagegetgetgetgetggactggctgatagegtcacecctgetggactcggagetagectgggagaage
caccctggtcggeagactgtecgtgectgetgettggageaccgetgetectgetacaaccgetggagetace
getetggagggatccggatggacagtggetgetgaggaagetggacceegtgaccggaatgatgectggceat
ggcecagegetgctaagggaaccggegectatgecggacccagatacggattcaageccaccgteatgecca
agcaggtcgtegtetaa (SEQ ID NO:13)

MDFGALPPEINSARMYAGAGAGPMMAAGAAWNGLAAELGTTAAS
YESVITRLTTESWMGPASMAMVAAAQPYLAWLTYTAEAAAHAGSQ
AMASAAAYEAAYAMTVPPEVVAANRALLAALVATNVLGINTPAIM
ATEALYAEMWAQDALAMYGYAAASGAAGMLQPLSPPSQTTNPGGL
AAQSAAVGSAAATAAVNQVSVADLISSLPNAVSGLASPVTSVLDSTG
LSGIIADIDALLATPFVANIINSAVNTAAWYVNAAIPTAIFLANALNSG
APVAIAEGAIEAAEGAASAAAAGLADSVTPAGLGASLGEATLVGRLS
VPAAWSTAAPATTAGATALEGSGWTVAAEEAGPVTGMMPGMASA
AKGTGAYAGPRYGFKPTVMPKQVVYV (SEQ ID NO:14)

PPES51

atggatttcgcactgttaccaccggaagtcaactccgeccggatgtacaccggecctggggcaggatcgetgt
tggctgeegegggeggctgggattegetggecgecgagttggecaccacagecgaggcatatggatcggt

getgteccggactggecgecttgecattggegtggaccggcageggaatcgatggeggteacggecgetecct
atatcggttggctgtacacgaccgecgaaaagacacagcaaacagegatccaagecagggeggeagegct

ggcecttcgagcaageatacgcaatgaccctgecgecaccggtggtageggecaaccggatacagetgctag
cactgatcgcgacgaacttcttcggecagaacactgeggegatcgeggecaccgaggcacagtacgecga
gatgtggecccaggacgecgecgegatgtacggttacgecaccgectcageggcetgeggecctgetgaca
cegttetceccgecgeggeagaccaccaacceggecggcectgaccgetcaggecgecgeggtcagecag
gecaccgacccactgtegetgetgattgagacggtgacccaagegetgcaagegetgacgatteccgagette
atccctgaggacttcaccttecttgacgcecatattcgetggatatgccacggtaggtgtgacgecaggatgtega
gteetttgttgccgggaccatcggggecgagagcaacctaggecttttgaacgtcggegacgagaatcce
geggaggtgacaccgggegactttgggatcggcgagttggtttccgegaccagtceceggeggtggggtgte
tgegtegggteceggeggtgcggcgagegteggeaacacggtgetcgegagtgteggecgggeaaacte
gattggpcaactatcggtcccaccgagetgggecgegecctegacgegecctgteteggeattgtegeecge

cggcectgaccacacteecggggaccgacgtggecgageacgggatgecaggtgtaccgggggteccagt
ggcagceagggcgagectccggegtectacctegatacggggttcggetcacggtgatggcccacceaccee

geggeagggtaa (SEQ ID NO:15)
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atggattttgegcetgetgecgecggaagtgaacagegegegeatgtataccggecegggegegggeagect
getggeggegacgggcgactgggatagectggeggcggaactggcgaccaccgeggaagegtatggca
gegtgctgageggectggeggegetgeattggegeggeceggeggeggaaageatggeggtgaccgeg
gegcecegtatattggetggcetgtataccaccgeggaaaaaacccageagaccgegattcaggegegegegge
gecgcetggegtttgaacaggegtatgegatgacectgecgecgeeggtggtegcggcgaaccgeattcage
tgctggegctgattgegaccaacttttttggccagaacaccgeggegattgeggcgaccgaagegeagtatg
cggaaatgtgggcgcaggatgeggcggcegatgtatggctatgegaccgegagegeggeggeggegetge
tgaccccegtttageccgecgegecagaccaccaacccggegggcectgacegegeaggeggeggeggtea
gecaggegaccgatcegetgagectgetgattgaaaccgtgacccaggegetgeaggegcetgaccattceg
agctttattccggaagattttacctttctggatgcgatttttgcgggctatgcgaccgtgggegtgaccecaggatg
tggaaagctttgtggcgggceaccattggegeggaaageaacctgggectgetgaacgtgggegatgaaaac
ccggeggaagtgacccegggcegattttggcattggegaactggtgagegegaccageccggecggcggc
gtgagegegageggegegggeggegeggegagegtgggeaacaccgtgetggegagegtgggeegeg
cgaacagcattggccagcetgagegtgecgecgagetgggeggegecgageacccgeccggtgagegege
tgageceggegggectgaccaccctgecgggeaccgatgtggeggaacatggeatgeegggegtgeegg
gegtgecggtggeggegggecgegegageggegtectgecegegetatggegtgcgectgacegtgatgg
cgcatccgecggeggegggcgaattt (SEQ ID NO:16)

atggatttcgctctgetccececcgaggtgaatagegetaggatgtacacaggacccggagetggaagectc

ctggetgcetgetggaggatgggactecctggetgecgagetegetacaaccgetgaggcttacggaagegte
cteteeggectggcetgetctecattggagaggecectgetgecgagtecatggetgtcacagecgetcectacat
tggatggctgtacaccaccgecgagaagacccagcaaaccgetattcaggecagagetgecgecectggect
tcgaacaggectacgetatgacacteccecceeccctgtegtggctgecaataggatccagetectggeccteat

cgccaccaacttcttcggccaaaacaccgetgecategetgecaccgaageccagtacgecgaaatgtgee

cccaggatgecgetgetatgtacggetatgecacagetagegetgecgetgetctgetcacacccettcagece
ccccaggceaaacaaccaaccctgecggactgacageccaagetgetgecgtcagecaagetaccgaccce
ctgagcectectgatcgaaaccgtgacacaggecctgecaggecctgaccattcccagetttatccccgaggact
tcacctttctggacgctatcttcgetggctacgecaccgtgggegtgacacaagacgtegagtecttegtegee
ggcacaatcggagecgagtccaacctcggactcctcaacgtcggegacgaaaatcccgecgaagtgacac

ctggagacttcggcattggagaactcgtcagegecacatccectggeggaggagtgagegettcecggaget

ggaggagctgcttccgtgggcaataccgtgctggecagegtgggaagggccaactccattggecageteag
cgtceccccttectgggetgececcttccacaaggectgtgtecgetctcagecctgetggactgaccacactee
ctggcacagacgtggctgageatggeatgeceggagtgcctggagtecctgtggetgctggeagagettcee

ggagtcctccctaggtatggegtgaggctgacagtgatggctcatceccccgetgecggataa (SEQ ID

NO:17)

MDFALLPPEVNSARMYTGPGAGSLLAAAGGWDSLAAELATTAEAY
GSVLSGLAALHWRGPAAESMAVTAAPYIGWLYTTAEKTQQTAIQAR
AAALAFEQAYAMTLPPPVVAANRIQLLALIATNFFGQNTAAIAATEA
QYAEMWAQDAAAMYGYATASAAAALLTPFSPPRQTTNPAGLTAQA
AAVSQATDPLSLLIETVTQALQALTIPSFIPEDFTFLDAIFAGYATVGV
TQDVESFVAGTIGAESNLGLLNVGDENPAEVTPGDFGIGELVSATSPG
GGVSASGAGGAASVGNTVLASVGRANSIGQLSVPPSWAAPSTRPVSA
LSPAGLTTLPGTDVAEHGMPGVPGVPVAAGRASGVLPRYGVRLTVM
AHPPAAG (SEQ ID NO:18)

Rv3615¢

atgacggaaaacttgaccgtccageccgagegteteggtgtactggegtegeaccatgacaacgeggeggt
cgatgectectcgggegtegaagetgecgetggcctaggegaatctgtggcgatcactcacggtceegtactg

ctcacagttcaacgacacgttaaatgtgtacttgactgcccacaatgeccetgggcetegtecttgcatacggecg
gtgtcgatctcgecaaaagtcttcgaattgeggcgaagatatatagegaggecgacgaagegtggegeaag
gctatcgacggettgtttacctga (SEQ ID NO:19)

atgaccgagaacctgaccgtgcagectgagaggetgggagtgctggecagecaccacgacaacgetgecg
tggacgcttccageggagtggaggcetgctgetggactgggagagagegtggccatcacccacggacccta
ctgcagcecagttcaacgacaccctgaacgtgtacctgacageccacaacgecctgggaageagectgceata
cagccggegtggacctggcetaagtccctgaggatcgecgecaagatctacagegaggecgacgaggectg
gaggaaagccatcgacggcctgttcacctaa (SEQ ID NO:20)
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MTENLTVQPERLGVLASHHDNAAVDASSGVEAAAGLGESVAITHGP
YCSQFNDTLNVYLTAHNALGSSLHTAGVDLAKSLRIAAKIYSEADEA
WRKAIDGLFT (SEQ ID NO:21)

Como se describe en el presente documento, el antigeno latente de Mtb es Rv1733c, Rv2626¢, Rv3407 o Rv2628c.
Como se describe en el presente documento, el antigeno latente de Mtb es Rv1733c o Rv2626¢. Otros antigenos
latentes de Mtb son bien conocidos por el experto en la técnica.

Una secuencia de nucleétidos que codifica el antigeno latente de Mtb de tipo salvaje Rv1733c se muestra en la Tabla
2 como SEQ ID NO:22 (secuencia de micobacterias; no optimizada para el codén), SEQ ID NO:23(optimizada para
E. coli ), y una secuencia de aminoacidos de Rv1733c de tipo salvaje se muestra en la Tabla 2 como SEQ ID NO:24.
Estas secuencias incluyen dos regiones transmembrana de Rv1733c. Una secuencia de nucleétidos que codifica
Rv1733c, en la que se suprimen ambas regiones transmembrana, se muestra en la Tabla 2 como SEQ ID
NO:25( optimizada para E. coli ) y SEQ ID NO:26 (optimizada para humanos), y las correspondientes secuencias de
aminoacidos se muestran en la Tabla 2 como SEQ ID NO:27 ( optimizada para E. coli ) y SEQ ID NO:28 (optimizada
para humanos) (Rv1733cATM). Como se describe en el presente documento, sélo se suprime una porcion de la
primera y/o segunda o ambas regiones transmembrana. En la secuencia de nucledtidos optimizada de E. coli (SEQ
ID NO:23), se afiadié un sitio de restriccion Xmal, correspondiente a una adicién de aminoacidos PG; y se afiadio un
sitio de restriccion Xbal, correspondiente a una adicion de aminoacidos SR (véanse las secuencias anadidas
subrayadas y en negrita).

Una secuencia de nucleodtidos que codifica el antigeno latente de Mtb Rv2626¢ se muestra en la Tabla 2 como SEQ
ID NO:29 (secuencia micobacteriana; no optimizada para el codén), SEQ ID NO:30 ( optimizada para E. coli ), y SEQ
ID NO:31 (optimizada para humanos), y una secuencia de aminoacidos de Rv2626¢ se muestra en la Tabla 2 como
SEQ ID NO:32.

Una secuencia de nucledtidos que codifica el antigeno latente de Mtb Rv3407 se muestra en la Tabla 2 como SEQ ID
NO:33 (secuencia micobacteriana; no optimizada para el codon), SEQ ID NO:34 ( optimizada para E. coli ), y SEQ ID
NO:35 (optimizada para humanos), y una secuencia de aminoacidos de Rv3407 se muestra en la Tabla 2 como SEQ
ID NO:36.

Una secuencia de nucledtidos que codifica el antigeno latente de Mtb Rv2628c se muestra en la Tabla 2 como SEQ
ID NO:37 (secuencia micobacteriana; no optimizada para el codén) y como SEQ ID NO:38 (optimizada para humanos),
y una secuencia de aminoacidos de Rv2628c se muestra en la Tabla 2 como SEQ ID NO:39.

Tabla 2

Construir Secuencia de nucleétidos

Secuencia de aminoacidos

Rv1733c atgatcgccacaacccgcegatcgtgaaggagecaccatgatcacgtttaggetgegettgecgtgecggac
gatactgcgggtgttcagccgcaatcegetggtgegtgggacggatcgactcgaggeggtegteatgetge
tggecgtcacggtetcgetgetgactatceegticgecgecgeggecggeaccgeagtccaggattcecge
agccacgtctatgcccaccaggeccagacccgecatcccgeaaccgegaccgtgategatcacgagggg
gtgatcgacagcaacacgaccgecacgtcagegecgecgegeacgaagatcaccgtgectgeecgatgg
gtcgtgaacggaatagaacgcageggtgaggtcaacgcgaagecgggaaccaaatccggtgaccgegte
ggcatttgggtcgacagtgecggtcagetggtegatgaaccagetecgeeggecegtgecattgeggatge
ggccctggecgecttgggactctggttgagegtcgecgeggttgcgggegecectgetggegetcactcgg
gegattctgatcegegttcgeaacgecagttggcaacacgacatcgacagectgttctgecacgeageggtg
a (SEQ ID NO:22)

atgattgcgactaccegtgatcgtgagggcgegaccatgatcacgttcegtetgegtetgeegtgtegeacce
attttgecgegtgttttcgegtaaccegetggteegeggtaccgaccgtetggageccgttgtecatgetgetgg
cggttaccgtgagectgetgacgatcecattcgecageggeagetggeacggecgtccaagacagecgtag
ccatgtgtatgctcaccaggctcaaaccegtcacccggcetactgecactgttatcgatcacgaaggegtgatt
gactccaataccacggceaacctecgeaccgectcgcaccaagattacggttcetgegegttggetgotgaat
ggtattgaacgcageggcgaagttaatgecaaaccgggtaccaaaageggtgacegtgtgggcatcetggg
tcgatagegecggtcagetggtcgacgagecggeaccgecagegegtgegategeegatgeggegetgg
ctgeectgggtcetgtgactgagegtggecageggtegecggtgcgttgetggegetgacgegegeaattetg
atccgegttcgeaatgegagctggcageacgatattgatagectgttttgcacccaacgt (SEQ ID
NO:23)
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MIATTRDREGATMITFRLRLPCRTILRVFSRNPLVRGTDRLEAVVML
LAVTVSLLTIPFAAAAGTAVQDSRSHVYAHQAQTRHPATATVIDHE

GVIDSNTTATSAPPRTKITVPARWVVNGIERSGEVNAKPGTKSGDRV
GIWVDSAGQLVDEPAPPARAIADAALAALGLWLSVAAVAGALLAL

TRAILIRVRNASWQHDIDSLFCTQR (SEQ ID NO:24)

RV1733Catm

atgattgcgactacccgtgategtgagggcegegaccatgatcacgttecgtetgegtetgecgtgtegeace

attttgegegtgttttcgegtaacccgetggtecgeggtaccgaccgtetggaggecceegggetccaagac
agccgtagcecatgtgtatgetcaccaggcetcaaaccegtcacceggcetactgecactgttatcgatcacgaa

ggcegtgattgactccaataccacggceaacctccgeaccgectegeaccaagattacggttcctgegegttag
gtggtgaatggtattgaacgcageggegaagttaatgeccaaaccgggtaccaaaageggtgacegtgteg

geatctgggtcgatagegecggtcagetggtcgacgagecggeaccgecagegegtgegategecgatt

ctagacgegceaattctgatcecgegttegeaatgegagetggeageacgatattgatagectgttttgecaccca
acgt (SEQ ID NO:25)

atcgccaccaccagggacagggaaggcgctaccatgatcaccttcaggetgaggctecectgeaggacca
tcctgagggtettcagecaggaaccecctggtgaggggcaccgacagactggaagecgtgcaggacagea
ggagcecacgtgtatgcccaccaggetcagaccaggeacccetgetaccgecaccgtgatcgaccacgagg

gegtgatcgactccaacaccaccgecaccagegetectecccagaaccaagatcacagtgeccgecaggte
ggtggtgaacggcatcgagaggageggegaggtgaacgecaagectggaaccaagageggcgacagg
gtegocatttggotegatagegecggecagetggtggatgaacctgeteccectgecagagecategeeg

atagggccatcctgatcagggtgaggaacgecagetggcageacgacatcgacagectgttetgecaccca
aagg (SEQ ID NO:26)

MIATTRDREGATMITFRLRLPCRTILRVFSRNPLVRGTDRLEAPGVQ
DSRSHVYAHQAQTRHPATATVIDHEGVIDSNTTATSAPPRTKITVPA
RWVVNGIERSGEVNAKPGTKSGDRVGIWVDSAGQLVDEPAPPARAI
ADSRRAILIRVRNASWQHDIDSLFCTQR (SEQ ID NO:27)

IATTRDREGATMITFRLRLPCRTILRVFSRNPLVRGTDRLEAVQDSRS
HVYAHQAQTRHPATATVIDHEGVIDSNTTATSAPPRTKITVPARWYV
VNGIERSGEVNAKPGTKSGDRVGIWVDSAGQLVDEPAPPARAIADR
AILIRVRNASWQHDIDSLFCTQR (SEQ ID NO:28)

Rv2626¢

atgaccaccgcacgcgacatcatgaacgcaggtgtgacctgtgttggcgaacacgagacgctaaccgetg
ccgctcaatacatgegtgageacgacatcggegegttgecgatetgeggggacgacgaccggetgeacg
geatgctcaccgaccgegacattgtgatcaaaggectggetgegggcectagacccgaatacegecacgge
tggcgagttgecccgggacagceatctactacgtegatgegaacgcaageatccaggagatgetcaacgtc
atggaagaacatcaggtccgecgtgttceggteatctcagageaccgettggteggaategtcaccgaage
cgacatcgeccgacacctgeccgagceacgecattgtgeagttegtcaaggcaatcetgetcgeccatggeee
tegecagetag (SEQ ID NO:29)

atgaccacggcgcegtgatatcatgaatgegggtgtcacctgtgttggegagcacgaaacgttgaccgeage
agcacagtacatgcgcgaacatgatatcggegcattgecgatttgeggegacgatgatcgtctgcacggtat
getgaccgaccgegatatcgttatcaagggtctggecgeaggettggacccgaacaccgegaccgeeggt
gaactggcacgtgacagcatctattacgtcgacgegaacgecageattcaagagatgctgaacgtgatgga
agagcatcaggtgcegtcgtgtcccggttatcagegaacatcgtetggttggtatcgttaccgaagecgacate
geacgtcacctgccggageacgcegattgttcagttcgtgaaagegatttgcageccgatggegtiggegte
(SEQ ID NO:30)

acaacagccagggacatcatgaacgecggegtgacctgegtgggagageatgaaacccetcaccgecgee
gcccaatacatgagggagcacgacatcggegecctgeccatetgtggagacgacgacaggcetgcacgge
atgctgaccgacagggacatcgtgatcaagggcctggetgecggectcgatcctaacaccgetacagecg
gcgagetggecagagacageatctactacgtggacgecaacgecagceatccaggagatgcetcaacgtgat
ggaggagcaccaggtgagaaggotocctgtgatcagegageacaggcetggtgggcategtgaccgagg
ccgatatcgetaggeacctgeccgageacgecategtgeagttcgtgaaggecatctgeagecccatggct
ctggecage (SEQ ID NO:31)
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MTTARDIMNAGVTCVGEHETLTAAAQYMREHDIGALPICGDDDRL
HGMLTDRDIVIKGLAAGLDPNTATAGELARDSIYYVDANASIQEML
NVMEEHQVRRVPVISEHRLVGIVTEADIARHLPEHAIVQFVKAICSP
MALAS (SEQ ID NO:32)

Rv3407 atgcgtgctaccgttgggcttgtggaggcaatcggaatccgagaactaagacageacgeatcgegatacct
cgeecgggttgaagecggegaggaacttggegtecaccaacaaaggaagacttgtgeccegactcateceg
gtgcaggecgeggagegttctcgecgaagecctgattgaatcaggtgtectgattceggetegtegtccacaa
aaccttctcgacgtcaccgecgaaccggegegeggecgeaagegeaccctgtecgatgttctcaacgaaat
gcgegacgageagtga (SEQ 1D NO:33)

atgecgtgegactgtgggtetggttgaggcgattggeattcgegagetgegecaacatgecagecgttacttg
getegtgtcgaggeggatgaagaactgggegtgacgaataagggtegtetggtegeccgtetgattceggt
tcaggcagctgagegttctcgegaggegctgattgaatccggegtectgatcceggetegecgtecgeaaa
acctgetggacgtgacggeggagecagetegtggtecgcaaacgeacgetgtetgatgtectgaacgaaatg
cgegacgageag (SEQ ID NO:34)

atgaggocgaccgteggectggtggagecgataggtatccgggagttgegacageacgcatcacgatate
tggcacgggtggaagetggggaggaactgggegtgaccaacaaggggeggetggtcgegaggetgate
ccegtgcaggecgecgageggteccgegaagecctecatcgagtetggggtgcteattccageacgeagg
ccgcaaaatctectggacgtcactgeggageccgecagaggceagaaagaggacgetgagtgacgtactg
aacgagatgagggacgaacag (SEQ ID NO:35)

MRATVGLVEAIGIRELRQHASRYLARVEAGEELGVTNKGRLVARLI
PVQAAERSREALIESGVLIPARRPQNLLDVTAEPARGRKRTLSDVLN
EMRDEQ (SEQ ID NO:36)

Rv2628¢c atgtccacgcaacgaccgaggceactceggtattcgggctgttggeccctacgeatgggecggecgatgtyg

gtcggataggcaggtggeegotgcaccaggaggegatgatgaatctagegatatggeacccgegeaagg
tgcaatccgecaccatctatcaggtgaccgatcgetcgeacgacgggegeacageacgggtgectggtga
cgagatcactagecaccgtgtecggttggttgtcggagttggocacccaaagecegttggecgatgagettge
gegtgeggtgeggateggegactggeccgetgegtacgeaateggtgageacctgtecgttgagattgee
gttgcggtctaa (SEQ ID NO:37)

atgagcacccagagacccaggeacageggeattagggccgtgggaccttatgettgggecggcagatgc

ggaaggatcggcagatgggecgtgcaccaagaggecatgatgaacctggcecatetggeaccccaggaa

ggtgcagagcgcecaccatctaccaggtgaccgacaggagecatgacggaaggaccgecagagtgeccg
gcgatgagatcaccagceaccgtgageggctggctgagegaactgggceacccaatcecceetggetgatga
actggccagggctgtgaggatcggegattggcctgececgectatgecatcggegageatctgagegtggag
atcgecgtggecgtgtaa (SEQ ID NO:38)

MSTQRPRHSGIRAVGPYAWAGRCGRIGRWGVHQEAMMNLAIWHP
RKVQSATIYQVTDRSHDGRTARVPGDEITSTVSGWLSELGTQSPLAD
ELARAVRIGDWPAAYAIGEHLSVEIAVAYV (SEQ ID NO:39)

Como se describe en el presente documento, el antigeno de Mtb de reanimacion es RpfB, RpfD o RpfE. Como se
describe en el presente documento, el antigeno de Mtb de reanimacion es RpfB o RpfD. Otros antigenos de
reanimacion son, entre otros, Rv0867c, Rv0288, Rv1009, Rv0685, Rv0824c, Rv2744c, Rv3347¢c, Rv1130, Rv1 169c,
Rv1884c, Rv2389c y Rv2450c. Como se describe en el presente documento, el antigeno de reanimacién es Rv0867c,
Rv1884c¢ o Rv2389c. Otros antigenos de Mtb de reanimacion son bien conocidos por el experto en la técnica. Como
se describe en el presente documento, el antigeno de reanimacion no es uno o mas de los siguientes: Rv0867c,
Rv0288, Rv1009, Rv0685, Rv0824c, Rv2744c, Rv3347c, Rv1130, Rv1 169c, Rv1884c, Rv2389c, y Rv2450c. Como
se describe en el presente documento, el antigeno de reanimacion no es Rv0867¢, Rv1884¢ o Rv2389c.

El antigeno de Mtb de reanimacion RpfB también se conoce como Rv1009. Una secuencia de nucledtidos que codifica
el antigeno de Mtb de reanimacion RpfB se muestra en la Tabla 3 como SEQ ID NO:40 (secuencia de micobacterias;
sin optimizacion de codones) y SEQ ID NO:41 (secuencia de micobacterias; secuencia de sefial eliminada), y las
secuencias de aminoacidos de RpfB correspondientes a la misma se muestran en la Tabla 3 como SEQ ID NO:42 y
SEQ ID NO:43, respectivamente.
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El antigeno de Mtb de reanimacién RpfD también se conoce como Rv2389c. Una secuencia de nucledtidos que
codifica el antigeno de Mtb de reanimacién RpfD se muestra en la Tabla 3 como SEQ ID NO:44 (secuencia de
micobacterias; no optimizada en cuanto a codones), SEQ ID NO:45 (optimizada para E. coli; secuencia lider
eliminada) y SEQ ID NO:46 (optimizada para humanos; secuencia lider presente), y las secuencias de aminoacidos
de RpfD se muestran en la Tabla 3 como SEQ ID NO:47 ( optimizada para E. coli) y SEQ ID NO:48 (secuencia de
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micobacterias y optimizada para humanos).

El antigeno de Mtb de reanimacion RpfE también se conoce como Rv2450c. Una secuencia de nucledtidos que codifica
el antigeno de Mtb de reanimacion RpfE se muestra en la Tabla 3 como SEQ ID NO:49 (secuencia de micobacterias;
no se ha optimizado el coddn), y una secuencia de aminoacidos de RpfE se muestra en la Tabla 3 como SEQ ID

NO:50.
Tabla 3
Construir | Secuencia de nucleétidos
Secuencia de aminoacidos
RpfB atgttgcgectggtagteggtgegetgetgetggtgttggegticgecggtggctatgeggtegecgeatgea

aaacggtgacgttgaccgtcgacggaaccgegatgegggtgaccacgatgaaatcgegggtgatcgacate
gtcgaagagaacgggttctcagtcgacgaccgegacgacctgtatccegeggecggegtgcaggtccatga
cgecgacaccatcgtgctgeggegtagecgtecgetgeagatctegetggatggtcacgacgctaageaggt
gtggacgaccgegtecgacggtggacgaggegetggeccaactcgegatgaccgacacggegecggecge
ggcttetcgegecagecgegteecgetgteegggatggegetaccggtegtcagegecaagacggtgcage
tcaacgacggegggttggtgcgcacggtgcacttgecggeecccaatgtegeggggcetgetgagtgeggee
ggcegtgccgetgttgcaaagegaccacgtggtgecegecgegacggecccgatcgtegaaggeatgeaga
tccaggtgacccgeaatcggatcaagaaggtcaccgageggetgecgetgecgecgaacgegegtegtgte
gaggacccggagatgaacatgagecgggaggtegtcgaagacccgggggttceggggacccaggatgtg
acgttcgeggtagetgaggtcaacggegtegagaccggecgtttgeccgtegecaacgtegtggteaccee
ggeccacgaagecgtggtgcggatgeecaccaageceggtaccgaggtgeccecggtgatcgacggaag
catctgggacgcgatcgeecggctgtgaggccggtggcaactgggegatcaacaccggeaacgggtattac
ggtgotatocagtitgaccagggeacctgggaggccaacggegggctgeggtatgecaccecgegetgacct
cgecacccgegaagagceagategecegttgecgaggtgaccegactgegtecaaggttggggegectggeeg
gtatgtgctgcacgagegggtgcgegctga (SEQ ID NO:40)

geatgcaaaacggtgacgttgaccgtcgacggaaccgegatgegggtgaccacgatgaaatcgegggtgat
cgacatcgtcgaagagaacgggttctcagtcgacgaccgegacgacctgtatcecegeggeeggegtgcag

gtccatgacgecgacaccategtgetgeggegtageegteegetgeagatctegetggatggtcacgacgct
aagcaggtgtggacgaccgegtcgacggtggacgaggcegetggcccaactcgegatgaccgacacggeg
ccggeegeggcttetcgegecagecgegteccgetgteccgggatggegetaccggtegtcagegecaaga

cggtgcagcetcaacgacggegggttggtgcgeacggtgcacttgeeggeccccaatgtegeggggcetgetg
agtgcggecggegtgecgcetgttgcaaagegaccacgtggtgecegeegegacggecccgatcgtegaag
geatgcagatccaggtgacccgcaatcggatcaagaaggtcaccgageggcetgecgetgecgeecgaacge
gegtegtgtcgaggacccggagatgaacatgagecgggaggtegtecgaagaccegggggtteccggggac

ccaggatgtgacgttcgeggtagetgaggtcaacggegtcgagaccggecgtttgceegtegecaacgtegt
ggtgacceceggeccacgaageegtggtgcgggtgggcaccaageceggtaccgaggtgeccceggtgat

cgacggaagcatctgggacgcegatcgeeggetgtgaggecggtggcaactgggegatcaacaccggcaa

cgggtattacggtggtgtgcagtttgaccagggceacctgggaggccaacggegggctgeggtatgecacceee
gegcetgacctegecacccgegaagageagatcgecgttgecgaggtgacccgactgegtcaaggttgggg

cgcctggecggtatgtgctgcacgagegggtecgegctga (SEQ ID NO:41)

MLRLVVGALLLVLAFAGGYAVAACKTVILTVDGTAMRVTTMKSRV
IDIVEENGFSVDDRDDLYPAAGVQVHDADTIVLRRSRPLQISLDGHDA
KQVWTTASTVDEALAQLAMTDTAPAAASRASRVPLSGMALPVVSA
KTVQLNDGGLVRTVHLPAPNVAGLLSAAGVPLLQSDHVVPAATAPI
VEGMQIQVTRNRIKKVTERLPLPPNARR VEDPEMNMSREVVEDPGVP
GTQDVTFAVAEVNGVETGRLPVANVVVTPAHEAVVRVGTKPGTEVP
PVIDGSIWDAIAGCEAGGNWAINTGNGYYGGVQFDQGTWEANGGL
RYAPRADLATREEQIAVAEVTRLRQGWGAWPVCAARAGAR (SEQ

ID NO:42)
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ACKTVTLTVDGTAMRVTTMKSRVIDIVEENGFSVDDRDDLYPAAGV
QVHDADTIVLRRSRPLQISLDGHDAKQVWTTASTVDEALAQLAMTD
TAPAAASRASRVPLSGMALPVVSAKTVQLNDGGLVRTVHLPAPNVA
GLLSAAGVPLLQSDHVVPAATAPIVEGMQIQVTRNRIKKVTERLPLPP
NARRVEDPEMNMSREVVEDPGVPGTQDVTFAVAEVNGVETGRLPV
ANVVVTPAHEAVVRVGTKPGTEVPPVIDGSIWDAIAGCEAGGNWALI

NTGNGYYGGVQFDQGTWEANGGLRYAPRADLATREEQIAVAEVTR
LRQGWGAWPVCAARAGAR (SEQ ID NO:43)

RpfD atgacaccgggtttgcettactactgegggtgctggecgaccacgtgacaggtgcgecaggatcgtatgeacg
gtgttcatcgaaaccgecegttgtegegaccatgtttgtcgegttgttggotctgtccaccatcagetcgaaagee
gacgacatcgattgggacgecatcgegeaatgegaatceggeggcaattgggeggccaacaccggtaacg
ggttatacggtggtctgcagatcagecaggegacgtgggattccaacggtggtgtegggtegecggeggee
gegagtccccagceaacagatcgaggtcgcagacaacattatgaaaacccaaggeecgggtgegtggecga
aatgtagttcttgtagtcagggagacgcaccgcetgggetegetcacccacatectgacgttectcgeggeega

gactggagettgttcggggagcagggacgattga (SEQ ID NO:44)

aagcttttgctgggcectgagceaccattagcagcaaageggatgacatcgactgggatgegattgegeagtgtg

agagcggtggcaattggecagegaataccggeaatggectgtacggeggtctgecagatctcccaggegac

gtgggacagcaatggtggcgteggeageccggcetgecgegtecccacaacaacagatcgaggtggcagat
aacattatgaaaacgcagggtcegggtecttggccaaaatgetecagetgeagecagggtgacgeaccget

gggcagcectgacccacattctgacgttcctggecageggaaaccggtggttgtageggtagecgegatgac
(SEQ ID NO:45)

acccccggactccetcaccacagetggagetggecaggeccagagacagatgegecaggategtgtgcaccg
tgttcatcgagaccgecgtggtggctaccatgticgtggecctgetgggectgageaccatcagecageaagg
ccgacgacatcgactgggacgecatcgeccagtgtgaatcecggeggaaactgggecgecaataccggeaa
tggectgtacggeggcectgcagatcagecaggetacctgggactccaacggaggagtggeaagecctgee
getgcettcecectcageageagatcgaggtggccgacaacatcatgaagacccaaggecctggegeetggee
taagtgttccagetgtagecagggegatgetectetgggeagectgacccacatectgacctttetcgecgecg
agacaggcggatgtagcggaageagggacgactaatga (SEQ ID NO:46)

LLGLSTISSKADDIDWDAIAQCESGGNWAANTGNGLYGGLQISQAT
WDSNGGVGSPAAASPQQQIEVADNIMKTQGPGAWPKCSSCSQGDAP
LGSLTHILTFLAAETGGCSGSRDD (SEQ ID NO:47)

TPGLLTTAGAGRPRDRCARIVCTVFIETAVVATMFVALLGLSTISSKA
DDIDWDAIAQCESGGNWAANTGNGLYGGLQISQATWDSNGGVGSP
AAASPQQQIEVADNIMKTQGPGAWPKCSSCSQGDAPLGSLTHILTFL
AAETGGCSGSRDD (SEQ ID NO:48)

RpfE ttgaagaacgcccgtacgacgcetcatcgecgecgegattgeegggacgttggtgaccacgtcaccageegg
tatcgccaatgccgacgacgegggcttggacccaaacgecgeagecggeccggatgecgtgggctttgace
cgaacctgeegecggecccggacgetgeaccegtegatactcegeeggeteccggaggacgegggctttgat
cccaaccteceeccgecgetggecccggacttectgtecccgectgeggaggaagegecteeegtgeccegt

ggcctacagegtgaactgggacgegatcgegeagtgegagtecggtggaaactggtegatcaacaccggta
acggttactacggeggectgeggttcaccgecggeacctggegtgccaacggtggetcggggtecgegec

caacgcgagccgggaggagcagatccgggtggctgagaacgtgctgegttcgecagggtatcegegecetgg
ccggtetgeggecgeegeggetga (SEQ ID NO:49)

LKNARTTLIAAAIAGTLVTTSPAGIANADDAGLDPNAAAGPDAVGEFD
PNLPPAPDAAPVDTPPAPEDAGFDPNLPPPLAPDFLSPPAEEAPPVPVA
YSVNWDAIAQCESGGNWSINTGNGYYGGLRFTAGTWRANGGSGSA
ANASREEQIRVAENVLRSQGIRAWPVCGRRG (SEQ ID NO:50)

Como se describe en el presente documento, la proteina de fusion comprende al menos cuatro antigenos
de Mycobacterium tuberculosis (Mtb). Como se describe en el presente documento, la proteina de fusion comprende
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al menos cinco antigenos de Mtb. Como se describe en el presente documento, la proteina de fusion comprende al
menos seis antigenos de Mtb. Como se describe en el presente documento, la proteina de fusién comprende de al
menos tres a al menos seis antigenos de Mth. Como se describe en el presente documento, la proteina de fusién
comprende de al menos tres a al menos cinco antigenos de Mth. Como se describe en el presente documento, la
proteina de fusién comprende al menos tres o al menos cuatro antigenos de Mtb. Como se describe en el presente
documento, la proteina de fusion comprende de al menos cuatro a al menos seis antigenos de Mtb. Como se describe
en el presente documento, la proteina de fusién comprende al menos cuatro o al menos cinco antigenos de Mtb.

Como se describe en el presente documento, la proteina de fusién comprende los antigenos ESAT6, Rv1733c,
Rv2626¢c y RpfD Mtb. Como se describe en el presente documento, la proteina de fusién comprende los antigenos
ESAT6, Rv1733c, Rv2626¢c y RpfB Mtb. Como se describe en el presente documento, la proteina de fusién comprende
los antigenos RpfB, ESAT6, Rv1733c y Rv2626¢ de Mtb. Como se describe en el presente documento, la proteina de
fusién comprende los antigenos Ag85B, ESAT6, Rv1733c, Rv2626¢ y RpfD de Mtb. Como se describe en el presente
documento, la proteina de fusién comprende los antigenos Ag85B, ESAT6, Rv1733c, Rv2626¢ y RpfB de Mth. Como
se describe en el presente documento, la proteina de fusién comprende los antigenos PPE51, Rv1733c, Rv2628c y
RpfD Mtb. Como se describe en el presente documento, la proteina de fusién comprende los antigenos PPE51,
Rv1733c, Rv2628c y RpfB Mtb. Como se describe en el presente documento, la proteina de fusion comprende los
antigenos Rv3407, Rv1733c, Rv2626¢ y RpfB Mth. Como se describe en el presente documento, la proteina de fusion
comprende los antigenos Rv3407, Rv1733c, Rv2626¢ y RpfD Mtb.

En cualquiera de las descripciones de las proteinas de fusién expuestas en la presente memoria, los antigenos
individuales de Mtb pueden estar presentes en cualquier orden. Por ejemplo, para una proteina de fusion que
comprende los antigenos ESAT6, Rv1733c, Rv2626¢ y RpfD de Mtb, el primer antigeno (o N-terminal) puede ser
ESAT6, Rv1733c, Rv2626c o RpfD; el segundo antigeno puede ser ESAT6, Rv1733c, Rv2626c o RpfD; el tercer
antigeno puede ser ESAT6, Rv1733c, Rv2626¢ o RpfD; y el cuarto antigeno (o C-terminal) puede ser ESAT6, Rv1733c,
Rv2626¢ o RpfD. Lo mismo ocurre con todas las proteinas de fusién desveladas en el presente documento.

Los antigenos individuales de Mtb pueden unirse de manera C-terminal a N-terminal sin ningun enlazador (es decir,
el C-terminal de ESATG6 unido directamente al N-terminal de Rv1733c). Alternativamente, un enlazador puede estar
presente entre dos antigenos de Mtb dentro de cualquiera de las proteinas de fusién divulgadas en el presente
documento. Como se describe en el presente documento, el enlazador es un segmento de ADN o ARN que contiene
opcionalmente uno o mas sitios de restriccion, en el que el enlazador se inserta entre moléculas de acido nucleico que
codifican dos antigenos de Mtb de cualquiera de las proteinas de fusion desveladas en el presente documento. La
Tabla 5 muestra cebadores representativos de antigenos particulares de Mtb utilizados para introducir sitios de
restriccion en una construccion de proteina de fusion.

Como se describe en el presente documento, la proteina de fusiébn comprende ESAT6-Rv1733c-Rv2626c-RpfD
(Construct A; la secuencia de nucledtidos es SEQ ID NO:51(optimizada para E. coli optimizada; los sitios de restriccion
EcoRI, Sacl e Hindlll insertados, respectivamente, estan en negrita y subrayados) y SEQ ID NO:52 (optimizada para
humanos; los sitios de restriccion BstBI, Pvul y Ascl insertados, respectivamente, estan en negrita y subrayados); las
secuencias de aminoacidos correspondientes son SEQ ID NO:53( optimizada para E. coli) y SEQ ID NO:54
(optimizada para humanos); véase la Tabla 4).

Como se describe en el presente documento, la proteina de fusion comprende ESAT6-Rv1733c-Rv2626¢-RpfB
(Construct B; la secuencia de nucleétidos es SEQ ID NO:55, en la que los sitios de restriccién EcoRI, Sacl e Hindlll
insertados, respectivamente, estan en negrita y subrayados; la secuencia de aminoacidos es SEQ ID NO:56; véase la
Tabla 4).

Como se describe en el presente documento, la proteina de fusion comprende RpfB-ESAT6-Rv1733c-Rv2626¢
(Construct C; la secuencia de nucleétidos es SEQ ID NO:57, en la que los sitios de restriccion BamHI, EcoRlI y Sacl
insertados, respectivamente, estan en negrita y subrayados; la secuencia de aminoacidos es SEQ ID NO:58; véase la
Tabla 4).

Como se describe en el presente documento, la proteina de fusion comprende Ag85B-ESAT6-Rv1733c-Rv2626¢-
RpfD (Construct D; la secuencia de nucleétidos es SEQ ID NO:59(optimizada para E. coli optimizada; los sitios de
restriccion insertados BamHI, EcoRlI, Sacl e Hindlll, respectivamente, estan en negrita y subrayados) y SEQ ID NO:60
(optimizada para humanos; los sitios de restriccion insertados Xmal, BstBl, Pvul y Ascl, respectivamente, estan en
negrita y subrayados); la secuencia de aminoacidos es SEQ ID NO:61 ( optimizada para E. coli) y SEQ ID NO:62
(optimizada para humanos); véase la Tabla 4).

Como se describe en el presente documento, la proteina de fusion comprende PPE51-Rv1733c-Rv2628c-RpfD
(Construct E; la secuencia de nucleétidos es SEQ ID NO:63, en la que los sitios de restriccién EcoRI, Sacl e Hindlll
insertados, respectivamente, estan en negrita y subrayados; la secuencia de aminoacidos es SEQ ID NO:64; véase la
Tabla 4).

Como se describe en el presente documento, la proteina de fusién comprende PPES51-Rv1733c-Rv2628c-RpfB
(Construct F; la secuencia de nucleétidos es SEQ ID NO:65, en la que los sitios de restriccion EcoRlI, Sall e Hindlll
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insertados, respectivamente, estan en negrita y subrayados; la secuencia de aminoacidos es SEQ ID NO:66; véase la
Tabla 4).

Como se describe en el presente documento, la proteina de fusién comprende Rv3407-Rv1733c-Rv2626¢c-RpfB
(Construct G; la secuencia de nucledtidos es SEQ ID NO:67, en la que los sitios de restriccion EcoRI, Sacl e Hindlll
insertados, respectivamente, estan en negrita y subrayados; la secuencia de aminoacidos es SEQ ID NO:68; véase la
Tabla 4).

Como se describe en el presente documento, la proteina de fusion comprende Rv3407-Rv1733c-Rv2626¢c-RpfD
(Construct H; la secuencia de nucleodtidos es SEQ ID NO:69, en la que los sitios de restriccién EcoRlI, Sacl e Hindlll
insertados, respectivamente, estan en negrita y subrayados; la secuencia de aminoacidos es SEQ ID NO:70; véase la
Tabla 4).

Como se describe en el presente documento, la proteina de fusion comprende PPE51-Rv1733c-Rv2626¢-RpfD
(Construct I; la secuencia de nucleotidos es SEQ ID NO:71, en la que los sitios de restriccion EcoRI, Sacl e Hindlll
insertados, respectivamente, estan en negrita y subrayados; la secuencia de aminoacidos es SEQ ID NO:72; véase la
Tabla 4).

Como se describe en el presente documento, la proteina de fusion comprende PPE51-Rv1733c¢c-Rv2626¢-RpfB
(Construct J; la secuencia de nucledtidos es SEQ ID NO:73, en la que los sitios de restriccion EcoRlI, Sacl e Hindlll
insertados, respectivamente, estan en negrita y subrayados; la secuencia de aminoacidos es SEQ ID NO:74; véase la
Tabla 4).

Tabla 4
Construir | Secuencia de nucleétidos
Secuencia de aminoacidos
A atgacagagcagcagtggaatttcgcgggtatcgaggccgeggcaagegcaatccagggaaatgtcacgte

cattcattcectecttgacgaggggaageagtccctgaccaagetcgecageggectgggocggtageggttc
ggaggcegtaccagggtgtccagcaaaaatgggacgecacggetaccgagetgaacaacgegcetgeagaa

cctggegeggacgatcagegaagecggtcaggceaatggettcgaccgaaggeaacgtcactgggatgttcg
cagaattcatgattgcgactacccgtgatcgtgagggegegaccatgatcacgttcegtetgegtetgeegtgt
cgeaccattttgegegtgttttcgegtaaccegetggtecgeggtaccgacegtetggaggecceceggggtee
aagacagccgtagccatgtgtatgctcaccaggcetcaaaccegtcacceggetactgecactgttatcgatca

cgaaggcgtgattgactccaataccacggceaacctcegeaccgectcgeaccaagattacggttecetgegeg

ttgggtggtgaatggtattgaacgcageggcegaagttaatgccaaaccgggtaccaaaageggtgaccegtgt
gggceatctgggtcgatagegecggtcagetggtegacgagecggeaccgecagegegtgcegategeegat
tctagacgcgcaattctgatccgegttcgeaatgegagetggeageacgatattgatagectgttttgcacccaa
cgtgagcetcatgaccacggegegtgatatcatgaatgegggtgtcacctgtgttggcgageacgaaacgttg

accgcagcagcacagtacatgcgcgaacatgatatcggegceattgecgatttgcgecgacgatgatcgtctg

cacggtatgctgaccgaccgegatatcgttatcaagggtctggeccgeaggcttggacccgaacaccgegace
geeggtgaactggeacgtgacagcatctattacgtcgacgegaacgecagceattcaagagatgetgaacgtg
atggaagagcatcaggtgcgtegtgtcccggttatcagegaacategtetggttggtategttaccgaageeg

acatcgcacgtcacctgeccggagcacgegattgttcagttcgtgaaagegatttgcageccgatggegttgge
gtctaagettttgctgggcctgageaccattagcagecaaageggatgacatcgactgggatgegattgegea

gtgtgagagcggtgocaattgggcagegaataccggeaatggectgtacggeggtetgeagatctceccagg

cgacgtgggacagcaatggtgecgteggeageccggetgecgegteccccacaacaacagatcgaggtggc
agataacattatgaaaacgcagggtccgggtgcttggecaaaatgctccagetgeagecagggtgacgeace
getgggceagectgacccacattctgacgttcctggecageggaaaccggtggttgtageggtagecgegatga
¢ =(SEQ ID NO:51)
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atgaccgagcagcagtggaacttcgecggceatcgaagetgecgetagegecatccaaggeaacgtgacca
geatccacagectgctggacgagggcaagcagagectgaccaagetggetgetgettggggeggateegg
aagcgaagcctaccagggcgtgeageagaagtgggacgecacagecaccgagcetgaacaacgecctgea
gaacctcgecagaaccatcagegaggecggacaggctatggecageacagagggcaatgtgaccggeat
gttcgecttegaaatcgecaccaccagggacagggaaggegetaccatgatcaccttcaggetgaggcetee
cctgcaggaccatcctgagggtgttcagcaggaacceectggtgagggacaccgacagactggaageegt
gcaggacagcaggagccacgtgtatgcccaccaggetcagaccaggeaccctgetaccgecaccgtgate
gaccacgagggcgtgatcgactccaacaccaccgecaccagegetcctcccagaaccaagatcacagtge
ccgecaggtgggateotoaacggcatcgagaggageggcgaggtgaacgecaagectggaaccaagage
ggcgacagggtggocatttggotcgatagecgeeggecagetggtggatgaacctgeteceectgecagage
catcgcegatagggcecatcctgatcagggtgaggaacgecagetggcageacgacatcgacagectgttet
geacccaaaggegategacaacagcecagggacatcatgaacgecggegtgacctgegtgggagageatg
aaaccctcaccgecgecgceccaatacatgagggageacgacatcggegecectgeccatetgtggagacga
cgacaggctgeacggeatgcetgaccgacagggacatcgtgatcaagggcectggetgecggectegatecta
acaccgcetacagecggegagcetggecagagacagceatctactacgtggacgecaacgecageatccagga
gatgctcaacgtgatggaggageaccaggtgagaagggtgcctgtgatcagegageacaggetggtggaec
atcgtgaccgaggecgatatcgetaggcacctgeccgageacgecategtgcagttegtgaaggecatetge
agcecccatggetctggecageggegegeecacccecggactectcaccacagetggagetggeaggeeca

gagacagatgcegccaggatcgtgtgcaccgtgttcatcgagaccgeegtggtggctaccatgttegtggecct

getgggectgagceaccatcagecageaaggecgacgacatcgactgggacgecatcgeccagtgtgaatee

ggcggaaactgggecgecaataccggeaatggectgtacggeggectgeagatcagecaggcetacctggg
actccaacggaggagtgggaagccctgeegetgettccectcagcageagatcgaggtggecgacaacate
atgaagacccaaggcecctggegectggectaagtgticcagetgtagecagggegatgetectetgggeage
ctgacccacatcctgacctttctcgecgecgagacaggeggatgtageggaageagggacgactaatgatag
(SEQ ID NO:52)

MTEQQWNFAGIEAAASAIQGNVTSIHSLLDEGKQSLTKLAAAWGGS
GSEAYQGVQQKWDATATELNNALQNLARTISEAGQAMASTEGNVT
GMFAEFMIATTRDREGATMITFRLRLPCRTILR VFSRNPLVRGTDRLE
APGVQDSRSHVYAHQAQTRHPATATVIDHEGVIDSNTTATSAPPRTKI
TVPARWVVNGIERSGEVNAKPGTKSGDRVGIWVDSAGQLVDEPAPP
ARATADSRRAILIRVRNASWQHDIDSLFCTQRELMTTARDIMNAGVT
CVGEHETLTAAAQYMREHDIGALPICGDDDRLHGMLTDRDIVIKGLA
AGLDPNTATAGELARDSIYYVDANASIQEMLNVMEEHQVRRVPVISE
HRLVGIVTEADIARHLPEHAIVQFVKAICSPMALASKLLLGLSTISSKA
DDIDWDAIAQCESGGNWAANTGNGLY GGLQISQATWDSNGGVGSP
AAASPQQQIEVADNIMKTQGPGAWPKCSSCSQGDAPLGSLTHILTFL
AAETGGCSGSRDD (SEQ ID NO:53)

MTEQQWNFAGIEAAASAIQGNVTSIHSLLDEGKQSLTKLAAAWGGS
GSEAYQGVQQKWDATATELNNALNLARTISEAGQAMASTEGNVTG
MFAFEIATTRDREGATMITFRLRLPCRTILRVFSRNPLVRGTDRLEAV
QDSRSHVYAHQAQTRHPATATVIDHEGVIDSNTTATSAPPRTKITVPA
RWVVNGIERSGEVNAKPGTKSGDRVGIWVDSAGQLVDEPAPPARAI
ADRAILIRVRNASWQHDIDSLFCTQRRSTTARDIMNAGVTCVGEHET
LTAAAQYMREHDIGALPICGDDDRLHGMLTDRDIVIKGLAAGLDPNT
ATAGELARDSIYYVDANASIQEMLNVMEEHQVRRVPVISEHRLVGIV
TEADIARHLPEHATIVQFVKAICSPMALASGAPTPGLLTTAGAGRPRDR
CARIVCTVFIETAVVATMFVALLGLSTISSKADDIDWDAIAQCESGGN
WAANTGNGLYGGLQISQATWDSNGGVGSPAAASPQQQIEVADNIMK
TQGPGAWPKCSSCSQGDAPLGSLTHILTFLAAETGGCSGSRDD (SEQ
ID NO:54)
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atgacagagcagcagtggaatttcgcgggtatcgaggccgeggcaagegcaatccagggaaatgtcacgtc
cattcattccctecttgacgaggggaageagteccctgaccaagetecgeageggectggggeggtageggttc
ggaggcgtaccagggtgtccagcaaaaatgggacgecacggctaccgagetgaacaacgegetgcagaa
cctggegeggacgatcagegaagecggtcaggcaatggettcgaccgaaggcaacgtcactgggatgtteg
cagaattcatgattgcgactaccegtgatcgtgagggegegaccatgatcacgttcegtetgegtetgeegtgt
cgcaccattttgecgegtgttttcgegtaacccgetggtecgeggtaccgaccgtetggaggecgttgteatget
getggeggttaccgtgagectgetgacgateccattcgecageggeagetggeacggecgteccaagacagee
gtagccatgtgtatgctcaccaggetcaaaccegtcacceggetactgecactgttatcgatcacgaaggegt
gattgactccaataccacggcaacctccgeaccgectcgeaccaagattacggticetgegegttggeteete
aatggtattgaacgcagcggcegaagttaatgccaaaccgggtaccaaaageggtgaccgtgtgggcatctg
ggtegatagegeceggtecagetggtegacgagecggeaccgecagegegtgegategecgatgeggegcet
ggetgeectgggtetgtgoctgagegtggeageggtegeeggtgegttgetggegetgacgegegeaattet
gatccgegttcgeaatgegagetggeageacgatattgatagectgttttgcacccaacgtgageteatgace
acggcgegtgatatcatgaatgegggtgtcacctgtgttggcgageacgaaacgttgaccgcageageaca
gtacatgcgcgaacatgatatcggegceattgecgatttgeggegacgatgategtctgeacggtatgetgace
gaccgcgatatcgttatcaagggtctggecgeaggcettggaccecgaacaccgegaccgecggtgaactgge
acgtgacagcatctattacgtcgacgcgaacgccagcattcaagagatgctgaacgtgatggaagagcatca
ggtgcgtegtgteceggttatcagegaacategtetggttggtatcgttaccgaagecgacategeacgteace
tgccggageacgegattgttcagttcgtgaaagegatttgcageccgatggegttggegtetcgtcaaaaggg
cgacacaaaatttattctaaatgcaaagettgcatgcaaaacggtgacgttgaccgtcgacggaaccgegatg

cgggtgaccacgatgaaatcgegggtgatcgacatcgtcgaagagaacgggttctcagtcgacgaccgega
cgacctgtatccegeggeceggegtgeaggtccatgacgecgacaccategtgetgeggegtagecegteege
tgcagatctcgetggatggtcacgacgcetaageaggtgtggacgaccgegtegacggtggacgaggegetg
gececaactegegatgaccgacacggegecggecgeggcttetcgegecagecgegteeegetgtecggga
tggcgcetaccggtegtcagegecaagacggtgeagetcaacgacggegggttggtagcgeacggtgcacttg
ccggceccccaatgtegeggggetgetgagtgcggecggegtgecgetgttgcaaagegaccacgtggtge
ccgeegegacggecccegatcgtegaaggceatgeagatccaggtgacccgeaatcggatcaagaaggtcac
cgagceggcetgeegetgecgecgaacgegegtegtgtcgaggacceggagatgaacatgagecgggaggat
cgtcgaagaccegggggttccggggacccaggatgtgacgttcgeggtagetgaggtcaacggegtegag
accggccgtttgececgtegecaacgtegtggtgaccecggeccacgaageegtggtecgggtgggcacca
agcccggtaccgaggtgeccecggtgatcgacggaageatctgggacgegatcgecggctgtgaggecg
gtggcaactgggegatcaacaccggeaacgggtattacggtggtotecagtttgaccagggcacctgggag
gecaacggegggctgeggtatgecacceccgegetgacctegecaccegegaagageagategecgttgeeg
aggtgacccgactgegtcaaggttgggacgectggecggtatgtgetgcacgagegggtgegegetga
(SEQ ID NO:55)

MTEQQWNFAGIEAAASAIQGNVTSIHSLLDEGKQSLTKLAAAWGGS
GSEAYQGVQQKWDATATELNNALQNLARTISEAGQAMASTEGNVT
GMFAEFMIATTRDREGATMITFRLRLPCRTILR VFSRNPLVR GTDRLE
AVVMLLAVTVSLLTIPFAAAAGTAVQDSRSHVYAHQAQTRHPATAT
VIDHEGVIDSNTTATSAPPRTKITVPARWVVNGIERSGEVNAKPGTKS
GDRVGIWVDSAGQLVDEPAPPARAIADAALAALGLWLSVAAVAGA
LLALTRAILIRVRNASWQHDIDSLFCTQRELMTTARDIMNAGVTCVG
EHETLTAAAQYMREHDIGALPICGDDDRLHGMLTDRDIVIKGLAAGL
DPNTATAGELARDSIYYVDANASIQEMLNVMEEHQVRRVPVISEHRL
VGIVTEADIARHLPEHAIVQFVKAICSPMALASRQKGDTKFILNAKLA
CKTVTLTVDGTAMRVTTMKSRVIDIVEENGFSVDDRDDLYPAAGVQ
VHDADTIVLRRSRPLQISLDGHDAKQVWTTASTVDEALAQLAMTDT
APAAASRASRVPLSGMALPVVSAKTVQLNDGGLVRTVHLPAPNVAG
LLSAAGVPLLQSDHVVPAATAPIVEGMQIQVTRNRIKKVTERLPLPPN
ARRVEDPEMNMSREVVEDPGVPGTQDVTFAVAEVNGVETGRLPVA
NVVVTPAHEAVVRVGTKPGTEVPPVIDGSIWDAIAGCEAGGNWAINT
GNGYYGGVQFDQGTWEANGGLRY APRADLATREEQIAVAEVTRLR
QGWGAWPVCAARAGAR (SEQ ID NO:56)
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atgaagcttgcatgcaaaacggtgacgttgaccgtcgacggaaccgegatgegggtgaccacgatgaaate
gegggteatcgacategtcgaagagaacgggttctcagtcgacgaccgegacgacctgtatccegeggeeg
gegtgeaggtecatgacgecgacaccatcgtgctgcggegtagecgtccgetgcagatctegetggatggte
acgacgctaagcaggtgtggacgaccgegtegacggtggacgaggegetggeccaactegegatgaceg
acacggcegcecggecgeggcettctcgegecagecgegteccgetgteccgggatggegetaceggtegtcag
cgccaagacggtgcagcetcaacgacggegggttggtgcgcacggtgcacttgecggeccccaatgtegeg
gggetgctgagtgeggecggegtgecgetgttgcaaagegaccacgtggtgeccgecgegacggecccg
atcgtcgaaggcatgcagatccaggtgacccgcaatcggatcaagaaggtcaccgageggetgecgetgee
gecgaacgegegtegtgtcgaggacceggagatgaacatgagecgggaggtegtegaagaceegggggt
tccggggacccaggatgtgacgttcgeggtagetgaggtcaacggegtegagaccggecgtttgeccgteg
ccaacgtcgtggtgaccecggeccacgaageegtggtegcgggtgggcaccaageceggtaccgaggtac
ccccggtgatcgacggaagcatctgggacgegategecggetgtgaggecggtggcaactgggcgatcaa
caccggcaacgggtattacggtggtotocagtttgaccagggcacctgggaggecaacggegggetgcgg
tatgcacccegegetgacctcgecaccegegaagageagategecegttgecgaggtgacccgactgegtea
aggttgggecgcectggecggtatgtgctgeacgagegggtecgcgeggatecatgacagageageagtgg
aatttcgcgggtatcgaggecgeggcaagegeaatccagggaaatgtcacgtecattcattccctecttgacg
aggggaagcagtccctgaccaagetcgeageggectggggeggtageggticggaggegtaccagggtat
ccagcaaaaatgggacgecacggcetaccgagetgaacaacgegetgecagaacctggegeggacgatcag
cgaagccggtcaggcaatggcttcgaccgaaggcaacgtcact atgttcgcagaattcatgattgcgac

tacccgtgatcgtgagggcgegaccatgatcacgttcegtetgegtetgecgtgtegeaccattttgegegtgtt
ttcgegtaaccegetggtecgeggtaccgaccgtctggaggecgttgtcatgetgetggeggttacegtgage
ctgetgacgatcccattcgecageggcagetggeacggecgtecaagacagecgtagecatgtgtatgetcac
caggctcaaacccgtecacceggetactgecactgttatcgatcacgaaggegtgattgactccaataccacgg
caacctcegeaccgectcgeaccaagattacggttectgegegttgeetogteaatggtattgaacgcageg

gcgaagttaatgccaaaccgggtaccaaaageggtgaccgtgtgggcatctgggtegatagegeeggteag
ctggtcgacgagecggeaccgecagegegtgegategecgatgeggegetggetgecctgggtetgtgget
gagcegtggcageggtegecggtgegttgetggcgetgacgegegeaattetgatcegegttcgecaatgega

getggeagceacgatattgatagectgttttgcacccaacgtgageteatgaccacggegegtgatatcatgaat
gegggtetcacctgtgttggecgagecacgaaacgttgaccgcageageacagtacatgcgegaacatgatatc
ggcgcattgecgatttgeggegacgatgatcgtetgecacggtatgetgaccgaccgegatatcgttatcaagg
gtetggecgeaggcettggaccecgaacaccgegaccgecggtgaactggcacgtgacagceatctattacgte

gacgcgaacgcecagcattcaagagatgctgaacgtgatggaagagcatcaggtgcgtegtgteccggttate
agcgaacatcgtctggttggtatcgttaccgaagecgacatcgeacgtcacctgecggageacgegattgtte
agttcgtgaaagegatttgecageccgatggegttggegtetcgtcaaaagggcgacacaaaatttattctaaat

gcatga (SEQ 1D NO:57)

MKLACKTVTLTVDGTAMRVTTMKSRVIDIVEENGFSVDDRDDLYPA
AGVQVHDADTIVLRRSRPLQISLDGHDAKQVWTTASTVDEALAQLA
MTDTAPAAASRASRVPLSGMALPVVSAKTVQLNDGGLVRTVHLPAP
NVAGLLSAAGVPLLQSDHVVPAATAPIVEGMQIQVTRNRIKKVTERL
PLPPNARRVEDPEMNMSREVVEDPGVPGTQDVTFAVAEVNGVETGR
LPVANVVVTPAHEAVVRVGTKPGTEVPPVIDGSIWDAIAGCEAGGN
WAINTGNGYYGGVQFDQGTWEANGGLRYAPRADLATREEQIAVAE
VTRLRQGWGAWPVCAARAGARGSMTEQQWNFAGIEAAASAIQGNV
TSIHSLLDEGKQSLTKLAAAWGGSGSEAYQGVQQKWDATATELNNA
LQNLARTISEAGQAMASTEGNVTGMFAEFMIATTRDREGATMITFRL
RLPCRTILRVFSRNPLVRGTDRLEAVVMLLAVTVSLLTIPFAAAAGTA
VQDSRSHVYAHQAQTRHPATATVIDHEGVIDSNTTATSAPPRTKITVP
ARWVVNGIERSGEVNAKPGTKSGDRVGIWVDSAGQLVDEPAPPARA
IADAALAALGLWLSVAAVAGALLALTRAILIRVRNASWQHDIDSLFC
TQRELMTTARDIMNAGVTCVGEHETLTAAAQYMREHDIGALPICGD
DDRLHGMLTDRDIVIKGLAAGLDPNTATAGELARDSIYY VDANASIQ
EMLNVMEEHQVRRVPVISEHRLVGIVTEADIARHLPEHAIVQFVKAIC
SPMALASRQKGDTKFILNA (SEQ ID NO:58)
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atgtttagccgtectggectgecagttgaatacctgcaagttccgageccgtecatgggtegtgacattaaggt
geagttccagagecggeggtaacaatagececggcetgtgtacctgetggacggtetgegtgcgeaggatgatta
caacggctgggacatcaataccccggceatttgagtggtattaccagtcgggictgagceattgtgatgccggttg
geggtcaaagcagcttctatagegattggtacageccggeatgeggeaaggctggttgeccaaacctacaagt
gggaaactttcttgaccagegagetgccgeaatggttgagegecaaccgtgeggtcaaaccgaccggt
agcgctgctattggectgtecatggecggeageagegegatgatcttggeggeataccatcecgeageagttta
tctacgccggtagectgagegeattgetggacccgagecaaggeatgggtcecgagectgattggtetggeaa
tggetgacgcaggtggttacaaageggccgatatgtgggocccatctagegacceggeatgggagegtaat
gacccgacccagcaaattccgaaactggtggcgaataacacgegectgtgggtctactgtggcaatggtacg
ccgaacgagcetgggtegcgegaatatcectgeggagtttctggaaaactttgttcgcagecagceaacctgaaat
tccaggacgegtataacgcagecggtggtcacaatgeggttticaatttcccgecaaatggeactcatagetgg
gagtactggggtocgcagttgaacgcaatgaaaggegatctgeaatectetetgggtgegggeggatecatg
acagagcagcagtggaatttcgcgggtatcgaggccgeggceaagegcaatccagggaaatgtcacgtcceat
tcattcectecttgacgaggggaagceagtcectgaccaagetegeageggectgggecggtageggttegg
aggcgtaccagggtgtccagecaaaaatgggacgecacggetaccgagetgaacaacgegetgcagaacct
ggcgeggacgatcagegaagecggteaggeaatggettcgaccgaaggceaacgtcactgggatgttcgea
gaattcatgattgcgactaccegtgategtgagggegegaccatgatcacgtteegtetgegtetgeegtgte
geaccattttgegegtgttttcgegtaaccegetggtecgeggtaccgaccgtetggaggeccceggggteca

agacagccgtagecatgtgtatgctcaccaggcetcaaacccgtcacccggetactgecactgttatcgatcac
gaaggcgtgattgactccaataccacggcaacctecgeaccgectcgecaccaagattacggttectgegegtt
gggotootoaatggtattgaacgcageggcgaagttaatgeccaaaccgggtaccaaaageggtgaccegtgtg
ggcatctgggtcgatagegeeggteagetggtegacgageeggeaccgecagegegtgegatcgecgatt
ctagacgcegcaattctgatccgegticgeaatgegagetggeageacgatattgatagectgttttgecacccaa
cgtgageteatgaccacggegegtgatatcatgaatgegggtgtcacctgtgttggegageacgaaacgttg
accgcagcagceacagtacatgegegaacatgatatcggegeattgecgatttgeggegacgatgategtetg
cacggtatgctgaccgaccgcgatatcgttatcaagggtctggccgcaggcttggaccegaacaccgegace
geeggtgaactggeacgtgacagceatctattacgtcgacgegaacgecageattcaagagatgetgaacgtg
atggaagagcatcaggtgcegtegtgtcccggttatcagegaacategtetggttggtategttaccgaagecg
acatcgcacgtcacctgecggageacgegattgttcagttcgtgaaagegatttgecageccgatggegttgge
gtctaagettttgetgggcctgageaccattagcageaaageggatgacatcgactgggatgegattgegea
gtgteagageggtggcaattgggcagegaataccggeaatggectgtacggeggtetgeagatetecccagg

cgacgtgggacagcaatggtggcgtcggeageccggetgeecgegtececcacaacaacagatcgaggteec
agataacattatgaaaacgcagggtccgggtgcttggccaaaatgetccagetgeagecagggtgacgeace

getgggeagectgaccceacattetgacgttcctggecageggaaaccggtggttgtageggtagecgegatga
¢ (SEQ ID NO:59)
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atgttctccaggeccggectgectgtegagtatctgcaggtcecctececctecatgggecagagacatcaagg
tgcagttccaatceggaggcaacaacagecccgecgtgtatctecctecgacggectgagggctcaggacgact
acaacggctgggacatcaacacccecgecttcgagtggtactaccagtccggactgageatcgtcatgeeceg
tgggcggccagagctecttctacagegactggtatagecctgectgeggeaaagecggatgecagacctaca
agtgggagacctttctgaccagecgaactgeccccagtggctgteccgecaatagggecgtcaaacctacegget
ccgctgecatcggactcageatggecggaagetccgetatgatectggecgectaccacccccageaatttat
ctacgctggeagectgtecgetcetgetggatcctagecaaggeatgggecctagecteattggectggecatg
ggcgatgctggeggctataaggecgecgatatgtggggccctagetccgatectgectgggagaggaatga
ccccacccageagatccccaagetggtggccaacaacacaaggetctgggtatactgeggcaatggcacce
ccaacgaactgggcggagccaacattcccgecgagttcctggagaacttcgtcaggageageaacctgaag
ttccaggacgcectacaatgecgecggaggcecacaacgcetgtgttcaacttccctcccaacggeacccacage
tgggagtattgggocgetcagetgaacgecatgaaaggegacctccagagetcectgggagetggacceeg
ggaccgageagceagtggaacttcgecggeatcgaagetgecgetagegecatccaaggeaacgtgaccag
catccacagcctgetggacgagggcaagcagagectgaccaagetggetgctgcttggggocggatcegga
agcgaagcectaccagggegtgcageagaagtgggacgecacagecaccgagetgaacaacgecctgeag
aacctcgccagaaccatcagegaggecggacaggctatggccageacagagggcaatgtgaccggceatgt
tcgecttegaaatcgecaccaccagggacagggaaggcgctaccatgatcaccttcaggetgaggetcece
tgcaggaccatcctgagggtgttcagecaggaacceccctggtgaggggcaccgacagactggaagecgtge
aggacagcaggagccacgtgtatgcccaccaggetcagaccaggceaccctgetaccgecaccegtgatega
ccacgagggcgtgatcgactccaacaccaccgecaccagegetectcccagaaccaagatcacagtgece
gccaggtgggtgotoaacggcatcgagaggageggegaggtgaacgecaagectggaaccaagagegg
cgacagggtggocatttggetcgatagegecggecagetggtggatgaacctgetececctgecagageca
tcgecgatagggccatcctgatcagggtgaggaacgecagetggceageacgacatcgacagectgttetge
acccaaaggegatcgacaacagecagggacatcatgaacgeeggegtgacctgegtgggagageatgaa
accctcaccgecgecgeccaatacatgagggageacgacatcggegecctgeccatctgtggagacgacg
acaggctgcacggeatgetgaccgacagggacatcgtgatcaagggectggetgecggectegatectaac
accgctacagecggegagetggecagagacagceatctactacgtggacgecaacgecageatccaggaga
tgctcaacgtgatggaggagcaccaggtgagaagggtecctgtgatcagegageacaggetggtgggcate
gtgaccgaggcecgatatcgetaggeacctgeccgageacgecategtgeagttegtgaaggecatctgeag
ccccatggetctggecageggegegeccacccccggactectcaccacagetggagetggeaggeccaga
gacagatgcgccaggatcgtgtgcaccgtgttcatcgagaccgecegtggtggetaccatgticgtggccectge
tgggcectgageaccatcageagcaaggecgacgacatcgactgggacgcecatcgeccagtgtgaatcegg
cggaaactgggccgcecaataccggeaatggectgtacggeggectgcagatcagecaggetacctgggact
ccaacggaggagtoggaagecctgecgetgetteccctcagecageagatcgaggtggccgacaacatcatg

aagacccaaggcecctggegectggectaagtgttccagetgtagecagggegatgetectetgggeagectg
acccacatcctgacctttctcgecgecgagacaggeggatgtageggaageagggacgactaatgatag
(SEQ ID NO:60)

MESRPGLPVEYLQVPSPSMGRDIKVQFQSGGNNSPAVYLLDGLRAQD
DYNGWDINTPAFEWYYQSGLSIVMPVGGQSSFYSDWYSPACGKAGC
QTYKWETFLTSELPQWLSANRAVKPTGSAAIGLSMAGSSAMILAAY
HPQQFIY AGSLSALLDPSQGMGPSLIGLAMGDAGGYKAADMWGPSS
DPAWERNDPTQQIPKLVANNTRLWVYCGNGTPNELGGANIPAEFLE
NFVRSSNLKFQDAYNAAGGHNAVFNFPPNGTHSWEY WGAQLNAMK
GDLQSSLGAGGSMTEQQWNFAGIEAAASAIQGNVTSIHSLLDEGKQS
LTKLAAAWGGSGSEAYQGVQQKWDATATELNNALQNLARTISEAG
QAMASTEGNVTGMFAEEMIATTRDREGATMITFRLRLPCRTILR VESR
NPLVRGTDRLEAPGVQDSRSHVYAHQAQTRHPATATVIDHEGVIDSN
TTATSAPPRTKITVPARWVVNGIERSGEVNAKPGTKSGDRVGIWVDS
AGQLVDEPAPPARAIADSRRAILIRVRNASWQHDIDSLFCTQRELMTT
ARDIMNAGVTCVGEHETLTAAAQYMREHDIGALPICGDDDRLHGML
TDRDIVIKGLAAGLDPNTATAGELARDSIYY VDANASIQEMLNVMEE
HQVRRVPVISEHRLVGIVTEADIARHLPEHATVQFVKAICSPMALASK
LLLGLSTISSKADDIDWDAIAQCESGGNWAANTGNGLYGGLQISQAT
WDSNGGVGSPAAASPQQQIEVADNIMK TQGPGAWPKCSSCSQGDAP
LGSLTHILTFLAAETGGCSGSRDD (SEQ ID NO:61)
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MFSRPGLPVEYLQVPSPSMGRDIKVQFQSGGNNSPAVYLLDGLRAQD
DYNGWDINTPAFEWYYQSGLSIVMPVGGQSSFYSDWYSPACGKAGC
QTYKWETFLTSELPQWLSANRAVKPTGSAAIGLSMAGSSAMILAAY
HPQQFIY AGSLSALLDPSQGMGPSLIGLAMGDAGGYKAADMWGPSS
DPAWERNDPTQQIPKLVANNTRLWVYCGNGTPNELGGANIPAEFLE
NFVRSSNLKFQDAYNAAGGHNAVENFPPNGTHSWEY WGAQLNAMK
GDLQSSLGAGPGTEQQWNFAGIEAAASAIQGNVTSIHSLLDEGKQSL
TKLAAAWGGSGSEAYQGVQQKWDATATELNNALQNLARTISEAGQ
AMASTEGNVTGMFAFEIATTRDREGATMITFRLRLPCRTILR VFSRNP
LVRGTDRLEAVQDSRSHVYAHQAQTRHPATATVIDHEGVIDSNTTAT
SAPPRTKITVPARWVVNGIERSGEVNAKPGTKSGDRVGIWVDSAGQL
VDEPAPPARAIADRAILIRVRNASWQHDIDSLFCTQRRSTTARDIMNA
GVTCVGEHETLTAAAQYMREHDIGALPICGDDDRLHGMLTDRDIVIK
GLAAGLDPNTATAGELARDSIYYVDANASIQEMLNVMEEHQVRRVP
VISEHRLVGIVTEADIARHLPEHAIVQFVKAICSPMALASGAPTPGLLT
TAGAGRPRDRCARIVCTVFIETAVVATMFVALLGLSTISSKADDIDW
DAIAQCESGGNWAANTGNGLYGGLQISQATWDSNGGVGSPAAASPQ
QQIEVADNIMKTQGPGAWPKCSSCSQGDAPLGSLTHILTFLAAETGG
CSGSRDD (SEQ ID NO:62)

atggattttgegcetgetgecgecggaagtgaacagegegegeatgtataccggeccgggegegggcagect
getggeggeggegggeggctgggatagectggeggeggaactggegaccaccgeggaagegtatggea
gegtgctgageggectggeggegetgeattggegeggeccggeggeggaaageatggeggtgaccgeg

gegecegtatattggetggctgtataccaccgeggaaaaaacccageagaccgegattcaggegegegegec
ggcgcetggegtttgaacaggegtatgegatgaccctgecgecgecggteggtggcggcgaaccgeattcage
tgctggegcetgattgegaccaacttttttggccagaacaccgeggcegattgeggegaccgaagegeagtatg

cggaaatgtggocgcaggatgecggeggcgatgtatggctatgegaccgegagegeggeggeggegctge
tgacccecegtttageccgecgegecagaccaccaacceggegggectgaccgegeaggeggeggeggtga
gecaggegaccgatcegcetgagectgetgattgaaaccgtgacccaggegetgecaggegetgaccattceg
agctttattccggaagattttacctttctggatgcgatttttgegggctatgecgaccgtgggcgtgacccaggatg

tggaaagcetttgtggcgggcaccattggegeggaaageaacctgggectgctgaacgtgggcegatgaaaac
ccggeggaagtgaccecgggcgattttggcattggcgaactggtgagegegaccageccgggegecegec
gtgagegegageggegegggeggegeggegagegtgggraacaccgtgetggegagegtgggecgeg
cgaacagcattggccagetgagegtgccgecgagetgggeggegeegageaccegeccggtgagegege
tgagcceggegggcectgaccaccctgecgggcaccgatgtggcggaacatggeatgeegggegtgecgg
gegtgeeggtggeggegggeegegegageggegtgetgeegegetatggegtgegeetgaccgtgatgg
cgeatcegeeggeggegggcgaatteatgattgecgactaccegtgategtgagggcgegaccatgatcacg
tteegtetgegtetgecgtgtegeaccattttgegegtgttttcgegtaacccgetggtecgeggtaccgacegt
ctggaggccgttgtcatgetgetggeggttacecgtgagectgetgacgatcccattcgecageggeagetgge
acggcecgtccaagacagecgtagecatgtgtatgctcaccaggetcaaacccgtcacceggetactgecact
gttatcgatcacgaaggcegtgattgactccaataccacggceaacctccgeaccgectcgeaccaagattacgg
tteetgegegttgggtggtgaatggtattgaacgcageggegaagttaatgeccaaaccgggtaccaaaageg
gtgaccgtgtgggcatctgggtecgatagegecggtecagetggtegacgagecggeaccgecagegegtec
gatcgecgatgeggegetggetgeectgggtcetgtgoctgagegtggeageggtegeeggtgegttgetgg
cgctgacgegcegcaattctgatccgegttcgcaatgegagetggcageacgatattgatagectgttttgeace
caacgtgagcetcatgtccacgcaacgaccgaggeactceggtattcgggctgttggeccctacgeatgggee
ggccgatgtggteggataggcaggtgggoootocaccaggaggcegatgatgaatctagegatatggeace
cgegceaaggtgcaatccgecaccatctatcaggtgaccgatcgetcgeacgacgggegeacageacgggt
gcctggtgacgagatcactageaccgtgteeggttggttgtcggagttggacacccaaagecegttggeega
tgagcettgegegtecggtgeggatecggegactggeccgetgegtacgcaatcggtgageacctgtecgttga
gattgccgttgeggtcaagettttgctgggcctgageaccattagcagcaaageggatgacatcgactgggat
gegattgegeagtgtgagageggtggcaattgggcagegaataccggcaatggectgtacggeggtetgea
gatctcccaggegacgtgggacageaatggtggcgtecggcageccggcetgecgegtececcacaacaacag
atcgaggtggcagataacattatgaaaacgcagggtecgggtgcttggccaaaatgcteccagetgeagecag

ggtgacgceaccgetgggeagectgacccacattetgacgttcetggecageggaaaccggtggttgtageggat
agccgcegatgactga (SEQ ID NO:63)
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MDFALLPPEVNSARMYTGPGAGSLLAAAGGWDSLAAELATTAEAY
GSVLSGLAALHWRGPAAESMAVTAAPYIGWLYTTAEKTQQTAIQAR
AAALAFEQAYAMTLPPPVVAANRIQLLALIATNFFGQNTAAIAATEA
QYAEMWAQDAAAMYGYATASAAAALLTPFSPPRQTTNPAGLTAQA
AAVSQATDPLSLLIETVTQALQALTIPSFIPEDFTFLDAIFAGYATVGVY
TQDVESFVAGTIGAESNLGLLNVGDENPAEVTPGDFGIGELVSATSPG
GGVSASGAGGAASVGNTVLASVGRANSIGQLSVPPSWAAPSTRPVSA
LSPAGLTTLPGTDVAEHGMPGVPGVPVAAGRASGVLPRYGVRLTVM
AHPPAAGEFEFMIATTRDREGATMITFRLRLPCRTILRVFSRNPLVRGT
DRLEAVVMLLAVTVSLLTIPFAAAAGTAVQDSRSHVYAHQAQTRHP
ATATVIDHEGVIDSNTTATSAPPRTKITVPARWVVNGIERSGEVNAKP
GTKSGDRVGIWVDSAGQLVDEPAPPARAIADAALAALGLWLSVAAV
AGALLALTRAILIRVRNASWQHDIDSLFCTQRELMSTQRPRHSGIRAV
GPYAWAGRCGRIGRWGVHQEAMMNLATWHPRKVQSATIYQVTDRS
HDGRTARVPGDEITSTVSGWLSELGTQSPLADELARAVRIGDWPAAY
AIGEHLSVEIAVAVKLLLGLSTISSKADDIDWDAIAQCESGGNWAAN
TGNGLYGGLQISQATWDSNGGVGSPAAASPQQQIEVADNIMKTQGP
GAWPKCSSCSQGDAPLGSLTHILTFLAAETGGCSGSRDD (SEQ ID
NO:64)

atggattttgegetgetgecgecggaagtgaacagegegegceatgtataccggecegggegegggeagect
getggeggeggeggecggcetgggatagectggeggeggaactggegaccaccgeggaagegtatggea
gegtgetgageggectggeggegetgeattggcgeggeccggeggeggaaageatggeggtgaccgeg

gegecgtatattggetggctgtataccaccgeggaaaaaacccageagaccgcgattcaggegegegeggc
gecgetggegtttgaacaggegtatgegatgaccctgeecgecgecggtggtggeggegaaccgeattcage
tgetggegcetgattgegaccaacttttttggccagaacaccgeggegattgeggegaccgaagegeagtatg

cggaaatgtggecgeaggatgeggeggegatgtatggetatgcgaccgegagegeggeggeggegctge
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tgaccccgtttageccgecgegecagaccaccaacceggegggectgaccgegeaggeggeggeggtea
gecaggcegaccgatccgetgagectgetgattgaaaccgtgacccaggegetgeaggegetgaccatteeg
agctttattccggaagattttacctttctggatgegatttttgegggctatgegaccgtgggegtgacccaggatg
tggaaagcetttgtggcgggcaccattggegeggaaagceaacctgggectgetgaacgtgggcgatgaaaac
ccggeggaagtgaccecgggcegattttgecattggcgaactggtgagegegaccageccggecgecggc

gtgagegegageggegegggeggegeggegagegtgggeaacacegtgetggegagegtgggeegeg

cgaacagcattggccagcetgagegtgecgecgagetgggeggcgecgageacccgeecggtgagegege
tgageceggegggcectgaccaccetgecgggeaccgatgtggeggaacatggeatgecgggegtgecgg

gegtgeeggtggeggegggeegegegageggegtgetgeegegetatggegtgegeetgacegtgatgg

cgeatccgecggeggegggegaattcatgattgegactaccegtgatcgtgagggcgegaccatgatcacg
ttcegtetgegtetgecgtgtegeaccattttgegegtgttttcgegtaaccegetggtecgeggtacecgacegt

ctggaggcecgttgtcatgetgctggeggttaccgtgagectgetgacgatcecattcgecageggeagetgge

acggccgtccaagacagecgtagecatgtgtatgctcaccaggetcaaacccgtcacceggcetactgecact
gttatcgatcacgaaggcgtgattgactccaataccacggcaacctcecgeaccgectcgeaccaagattacgg
ttectgegegttgggtggtgaatggtattgaacgcageggegaagttaatgeccaaaccgggtaccaaaageg

gtgaccgtgtgggcatctgggtegatagegeeggtcagetggtcgacgageeggeaccgecagegegtace

gatcgcegatgeggegetggetgecctgggtetgtggctgagegtggcageggtegeeggtgegttgetgg

cgetgacgegegceaattctgatcegegttcgeaatgegagetggcageacgatattgatagectgttttgeace
caacgtgagcetcatgtccacgeaacgaccgaggeactecggtattcgggcetgttggeccctacgeatgggec
ggccgatgtggtcggataggeaggtgggggotocaccaggaggcgatgatgaatctagegatatggeacc

cgcgceaaggtgcaatccgecaccatctatcaggtgaccgatcgetegeacgacgggegeacageacgggt

gectggtgacgagatcactageaccgtgtecggttggttgtcggagttggacacccaaageccegttggecga
tgagcettgegegtacggtgeggatcggegactggeccgetgegtacgcaatcggtgageacctgtecgttga
gattgecegttgeggtcaagettgcatgeaaaacggtgacgttgaccgtcgacggaaccgegatgegggtga

ccacgatgaaatcgecgggtgatcgacatcgtcgaagagaacgggttctcagtcgacgaccgegacgacctg
tatccecgeggecggcegtgcaggtccatgacgecgacaccategtgetgeggegtagecgtecgetgeagat

ctcgetggatggtcacgacgctaagcaggtgtggacgaccgegtecgacggtggacgaggegcetggeccaa
ctcgegatgaccgacacggegecggecgeggettetcgegecagecegegtecegetgtecegggatggege
taccggtcgtcagegecaagacggtgcagetcaacgacggegggttggtgcgeacggtgeacttgeegge

ccccaatgtcgegggectgetgagtgcggecggegtgecgetgttgcaaagegaccacgtggtgeccgee

gegacggecccgategtegaaggceatgeagatccaggtgaccegeaatcggatcaagaaggtcaccgage
ggctgeegetgecgecgaacgegegtegtgtcgaggacccggagatgaacatgagecgggaggtegteg

aagacccgggeettccggggacceaggatgtgacgticgeggtagetgaggtcaacggegtegagacegg
cegtttgececgtegecaacgtegtggtgaccceggeccacgaagecgtggtgcgggtggecaccaagece

ggtaccgaggtgcccccggtgatcgacggaageatetgggacgegategecggcetgtgaggecggtggca
actgggcgatcaacaccggcaacgggtattacggtggtgtgcagtttgaccagggeacctgggaggecaac
ggeggectgeggtatgecaccecgegetgacctcgecacccgegaagageagatcgecgttgecgaggtga
ccegactgegtcaaggttgggecgectggecggtatgtgetgecacgagegggtgegegetga (SEQ ID
NO:65)

MDFALLPPEVNSARMYTGPGAGSLLAAAGGWDSLAAELATTAEAY
GSVLSGLAALHWRGPAAESMAVTAAPYIGWLYTTAEKTQQTAIQAR
AAALAFEQAYAMTLPPPVVAANRIQLLALIATNFFGQNTAAIAATEA
QYAEMWAQDAAAMYGYATASAAAALLTPFSPPRQTTNPAGLTAQA
AAVSQATDPLSLLIETVTQALQALTIPSFIPEDFTFLDAIFAGYATVGV
TQDVESFVAGTIGAESNLGLLNVGDENPAEVTPGDFGIGELVSATSPG
GGVSASGAGGAASVGNTVLASVGRANSIGQLSVPPSWAAPSTRPVSA
LSPAGLTTLPGTDVAEHGMPGVPGVPVAAGRASGVLPRYGVRLTVM
AHPPAAGEFMIATTRDREGATMITFRLRLPCRTILRVFSRNPLVRGTD
RLEAVVMLLAVTVSLLTIPFAAAAGTAVQDSRSHVYAHQAQTRHPA
TATVIDHEGVIDSNTTATSAPPRTKITVPARWVVNGIERSGEVNAKPG
TKSGDRVGIWVDSAGQLVDEPAPPARAIADAALAALGLWLSVAAVA
GALLALTRAILIRVRNASWQHDIDSLFCTQRELMSTQRPRHSGIRAVG
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PYAWAGRCGRIGRWGVHQEAMMNLAIWHPRKVQSATIYQVTDRSH
DGRTARVPGDEITSTVSGWLSELGTQSPLADELARAVRIGDWPAAYA
IGEHLSVEIAVAVKLACKTVTLTVDGTAMRVTTMKSRVIDIVEENGF
SVDDRDDLYPAAGVQVHDADTIVLRRSRPLQISLDGHDAKQVWTTA
STVDEALAQLAMTDTAPAAASRASRVPLSGMALPVVSAKTVQLNDG
GLVRTVHLPAPNVAGLLSAAGVPLLQSDHVVPAATAPIVEGMQIQVT
RNRIKKVTERLPLPPNARRVEDPEMNMSREVVEDPGVPGTQDVTFAV
AEVNGVETGRLPVANVVVTPAHEAVVRVGTKPGTEVPPVIDGSIWD
ATAGCEAGGNWAINTGNGYYGGVQFDQGTWEANGGLRYAPRADLA
TREEQIAVAEVTRLRQGWGAWPVCAARAGAR (SEQ ID NO:66)

atgcgtgegactgtgggtetggttgaggcgattggeattcgecgagetgegecaacatgecagecgttacttgg
ctegtgtcgaggegggtgaagaactgggcgtgacgaataagggtegtetggtecgecegtetgattcecggttca
ggcagcetgagegttetcgegaggegetgattgaatceggegtectgatcceggetegecgtecgeaaaacct
getggacgtgacggeggagecagetegtggtegcaaacgeacgetgtetgatgtectgaacgaaatgegeg
acgagcaggaattcatgattgcgactaccegtgategtgagggegegaccatgatcacgttcegtetgegtet
geegtgtegeaccattttgegegtgttttcgegtaaccegetggtecgeggtaccgacegtetggaggeegttg
tcatgetgcetggeggttaccgtgagectgetgacgateccatticgecageggeagetggeacggecgtccaag
acagccgtagecatgtgtatgctcaccaggetcaaacccgtcacccggcetactgecactgttatcgatcacga
aggcegtgattgactccaataccacggcaacctccgeaccgectcgeaccaagattacggttcetgegegttgg
gtggtoaatggtattgaacgcageggcgaagttaatgecaaaccgggtaccaaaageggtgacegtgtgeg
catctgggtcgatagegeceggtecagetggtegacgagecggeaccgecagegegtgegategeegatgeg
gegetggetgecctgggtetgtggctgagegtggeageggtegecggtgcgttgetggegetgacgegege
aattctgatccgegttcgcaatgegagetggeageacgatattgatagectgttttgcacccaacgtgageteat
gaccacggcegegtgatatcatgaatgegggtgtcacctgtgttggcgageacgaaacgttgaccgeageag
cacagtacatgcgcgaacatgatatcggegceattgeegatttgeggegacgatgatcgtetgeacggtatget
gaccgaccgcegatatcgttatcaagggtctggecgeaggettggacccgaacaccgegaccgecggtgaac
tggcacgtgacagcatctattacgtcgacgcgaacgecageattcaagagatgctgaacgtgatggaagage
atcaggtgcgtcgtgtcceggttatcagegaacategtetggttggtatcgttaccgaagecgacatcgeacgt
cacctgecggageacgcegattgttcagttcgtgaaagegatttgcageccgatggegttggegtetcgtcaaa
agggcgacacaaaatttattctaaatgcaaagcettgcatgcaaaacggtgacgttgaccgtegacggaaccg
cgatgegggtgaccacgatgaaatcgegggtgatcgacatcgtcgaagagaacgggttctcagtegacgac
cgegacgacctgtatccegeggecggegtgcaggtecatgacgecgacaccategtgetgeggegtagee
gtcegetgecagatetegetggatggtcacgacgetaageaggtgtggacgaccgegtegacggtggacgag
gegetggeccaactcgegatgaccgacacggegecggecgeggcettetegegecageegegteccgetgt
ccgggatggegetaccggtegtcagegecaagacggtgcagetcaacgacggegggttggtgcgecacggt
geacttgeeggeccccaatgtegeggggctgetgagtgeggeeggegtgecgetgttgecaaagegaccac
gtggtocccgecgegacggecccgatcgtegaaggceatgcagatccaggtgacccgcaatcggatcaaga
aggtcaccgageggctgecgetgecgecgaacgegegtegtgtcgaggacceggagatgaacatgagee
gggaggtcgtcgaagaccegggggticcggggacccaggatgtgacgticgeggtagetgaggtcaacgg
cgtcgagaccggecgtttgeccgtegecaacgtegtggtgaccceggeccacgaageegtggtgegggty
ggeaccaageccggtaccgaggtgeccceggtgatecgacggaageatctgggacgegategeeggetgtg
aggccggtggcaactgggcgatcaacaccggcaacgggtattacggtggtetgcagtitgaccagggeacce
tgggaggccaacggegggcetgeggtatgecaccecgegetgacctegecacccgegaagageagatcgee
gttgccgaggtgaccegactgegtcaaggttgggocgectggecggtatgtgctgeacgagegggtgegeg
ctga (SEQ ID NO:67)

MRATVGLVEAIGIRELRQHASRYLARVEAGEELGVTNKGRLVARLIP
VQAAERSREALIESGVLIPARRPQNLLDVTAEPARGRKRTLSDVLNE
MRDEQEFMIATTRDREGATMITFRLRLPCRTILRVFSRNPLVRGTDRL
EAVVMLLAVTVSLLTIPFAAAAGTAVQDSRSHVYAHQAQTRHPATA
TVIDHEGVIDSNTTATSAPPRTKITVPARWVVNGIERSGEVNAKPGTK
SGDRVGIWVDSAGQLVDEPAPPARAIADAALAALGLWLSVAAVAGA
LLALTRAILIRVRNASWQHDIDSLFCTQRELMTTARDIMNAGVTCVG
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EHETLTAAAQYMREHDIGALPICGDDDRLHGMLTDRDIVIKGLAAGL
DPNTATAGELARDSIYYVDANASIQEMLNVMEEHQVRRVPVISEHRL
VGIVTEADIARHLPEHAIVQFVKAICSPMALASRQKGDTKFILNAKLA
CKTVILTVDGTAMRVTTMKSRVIDIVEENGFSVDDRDDLYPAAGVQ
VHDADTIVLRRSRPLQISLDGHDAKQVWTTASTVDEALAQLAMTDT
APAAASRASRVPLSGMALPVVSAKTVQLNDGGLVRTVHLPAPNVAG
LLSAAGVPLLQSDHVVPAATAPIVEGMQIQVTRNRIKKVTERLPLPPN
ARRVEDPEMNMSREVVEDPGVPGTQDVTFAVAEVNGVETGRLPVA
NVVVTPAHEAVVRVGTKPGTEVPPVIDGSIWDAIAGCEAGGNWAINT
GNGYYGGVQFDQGTWEANGGLRYAPRADLATREEQIAVAEVTRLR
QGWGAWPVCAARAGAR (SEQ ID NO:68)

atgcgtgcgactgtgggtctggttgaggcgattggeattcgegagetgegecaacatgecagecgttacttgg
ctegtgtcgaggcgggtgaagaactgggegtgacgaataagggtegtetggtegeccgtetgattceggttca
ggcagctgagegttctecgegaggegetgattgaatceggegtectgatececeggetegecgtecgeaaaacct
gctggacgtgacggcggagecagetegtggtcgcaaacgeacgetgtetgatgtectgaacgaaatgegeg
acgagcaggaattcatgattgecgactaccegtgatcgtgagggegegaccatgatcacgttecgtetgegtet
geegtgtegeaccattttgegegtgttttcgegtaaccegetggtecgeggtaccgaccgtetggaggccegttg
tcatgetgetggeggttaccgtgagectgetgacgatcccattcgecageggeagetggeacggecgtccaag
acagccgtagccatgtgtatgctcaccaggctcaaacccgtcacccggetactgecactgttatcgatcacga
aggcgtgattgactccaataccacggcaacctccgeaccgectcgeaccaagattacggttcetgegegttgg
gtggtgaatggtattgaacgcageggegaagttaatgccaaaccgggtaccaaaageggtgacegtgtggge
catctgggtcgatagegecggtcagetggtegacgagecggeaccgecagegegtgegategecgatgeg
gegcetggetgeectgggtetgtggctgagegtggcageggtegeeggtgegttgctggegetgacgegege
aattctgatccgcegttcgcaatgegagetggeageacgatattgatagectgttttgcacccaacgtgagetceat
gaccacggcegegtgatatcatgaatgegggtgtcacctgtgttgecgagcacgaaacgttgaccgeageag
cacagtacatgcgcgaacatgatatcggegceattgecgatttgeggegacgatgatcgtcetgecacggtatget
gaccgaccgcegatatcgttatcaagggtctggeccgeaggettggacccgaacaccgegaccgecggtgaac
tggcacgtgacagcatctattacgtcgacgcgaacgecageattcaagagatgetgaacgtgatggaagage
atcaggtgcgtcgtgtcccggttatcagegaacatcgtetggttggtatcgttaccgaagecgacategeacgt
cacctgecggageacgcegattgttcagttcgtgaaagegatttgcageccgatggegttggegtctegtcaaa
agggcgacacaaaatttattctaaatgcaaagettttgctgggcectgageaccattagcagecaaageggatga
catcgactgggatgcgattgcgcagtgtgagageggtggcaattggocagegaataccggcaatggectgt
acggeggtctgcagatctcccaggegacgtgggacageaatggtggcgteggeageccggetgecgegte
cccacaacaacagatcgaggtgecagataacattatgaaaacgcagggtecgggtgcttggccaaaatgete
cagctgcagecagggtgacgeaccgetgggcagectgacccacattctgacgttecctggecageggaaaccg
gtegttatageggtagecgegatgactga (SEQ ID NO:69)

MRATVGLVEAIGIRELRQHASRYLARVEAGEELGVTNKGRLVARLIP
VQAAERSREALIESGVLIPARRPQNLLDVTAEPARGRKRTLSDVLNE
MRDEQEFMIATTRDREGATMITFRLRLPCRTILRVFSRNPLVRGTDRL
EAVVMLLAVTVSLLTIPFAAAAGTAVQDSRSHVYAHQAQTRHPATA
TVIDHEGVIDSNTTATSAPPRTKITVPARWVVNGIERSGEVNAKPGTK
SGDRVGIWVDSAGQLVDEPAPPARAIADAALAALGLWLSVAAVAGA
LLALTRAILIRVRNASWQHDIDSLFCTQRELMTTARDIMNAGVTCVG
EHETLTAAAQYMREHDIGALPICGDDDRLHGMLTDRDIVIKGLAAGL
DPNTATAGELARDSIYYVDANASIQEMLNVMEEHQVRRVPVISEHRL
VGIVTEADIARHLPEHAIVQFVKAICSPMALASRQKGDTKFILNAKLL
LGLSTISSKADDIDWDAIAQCESGGNWAANTGNGLYGGLQISQATW
DSNGGVGSPAAASPQQQIEVADNIMKTQGPGAWPKCSSCSQGDAPL
GSLTHILTFLAAETGGCSGSRDD (SEQ ID NO:70)

atggattttgegetgetgecgecggaagtgaacagegegegceatgtataccggeecgggegegggcagect
getggeggeggegggeggctgggatagectggeggeggaactggegaccaccgeggaagegtatggea
gegtgctgageggectggeggegetgeattggegeggeccggeggeggaaageatggeggtgaccegeg
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gegceegtatattggetggctgtataccaccgeggaaaaaacccageagaccgegattcaggegegegeggce
ggcgcetggegtttgaacaggegtatgegatgaccetgecgecgeeggtggtggeggegaaccgeattcage
tgctggegcetgattgcgaccaacttttttggccagaacaccgeggegattgeggegaccgaagegeagtatg
cggaaatgtggocgcaggatgeggcggegatgtatggctatgegaccgegagegeggeggeggegetge
tgacccegtttageccgecgegecagaccaccaacceggegggectgaccgegeaggeggeggeggtea
gececaggcegaccgatcegetgagectgetgattgaaaccgtgacccaggegetgecaggegcetgaccattceg
agctttattccggaagattttacctttctggatgegatttttgecgggctatgegaccgtgggegtgacccaggatg
tggaaagctttgtggcgggcaccattggegeggaaagcaacctgggectgetgaacgtgggcgatgaaaac
ccggeggaagtgaccecgggegattttggcattggegaactggtgagegegaccageecgggegecgec
gtgagogegageggrgrggerggrgrggegagegtgggraacaccgtgctggegagegtgegccgcg
cgaacagcattggccagcetgagegtgecgecgagetgggeggegecgageaccegeccggtgagegeee
tgagececggegggectgaccaccctgecgggeaccgatgtggeggaacatggeatgeegggegtgecgg
gegtgeeggtggeggegggeegegegageggegtgetgeegegetatggegtgegeetgacegtgatgg
cgcatccgecggeggegggcegaatttatgacagageageagtggaatttcgegggtatcgaggeegeggce
aagcgcaatccagggaaatgtcacgtccattcattcectecttgacgaggggaageagtcectgaccaagcete
gcageggcectggggcggtageggticggaggegtaccagggtgtccagcaaaaatgggacgecacggct
accgagctgaacaacgcegcetgcagaacctggegeggacgatcagegaagecggtcaggceaatggcettcga
ccgaaggcaacgtcactgggatgtticgcagaattcatgattgegactaceogtgategtgagggegegacca
tgatcacgttcegtetgegtetgeegtgtegeaccattttgegegtgttttcgegtaaccegetggtecgeggtac
cgaccgtctggaggecgttgtcatgetgetggeggttaccgtgagectgetgacgatcccattcgecageggea
getggcacggecgtccaagacagecgtagecatgtgtatgetcaccaggetcaaacccgtcacccggetact
gecactgttatcgatcacgaaggegtgattgactccaataccacggeaacctcegeaccgectegeaccaag
attacggttcctgegegttgggtegtgaatggtattgaacgcageggegaagttaatgecaaaccgggtacca
aaagcggtgaccgtgtgggcatctgggtegatagegecggtcagetggtegacgagecggeaccgecage
gegtgegatcgecgatgeggegcetggetgecctgggtetgtggactgagegtggcageggtegeeggtgegt
tgctggegetgacgegegcaattctgatcegegttcgecaatgegagetggeageacgatattgatagectgttt
tgcacccaacgtgagetcatgaccacggegegtgatatcatgaatgegggtgtecacctgtgttggegageac
gaaacgttgaccgcagcagcacagtacatgcgcgaacatgatatcggegeattgecgatttgeggegacgat
gatcgtctgecacggtatgctgaccgaccgegatatcgttatcaagggtctggeccgeaggettggacccgaac
accgegaccgceceggtgaactggeacgtgacagceatctattacgtcgacgegaacgecagceattcaagagat
gctgaacgtgatggaagageatcaggtgegtegtgteccggttatcagegaacategtetggttggtategtta
ccgaagecgacatcgceacgtcacctgecggageacgegattgttcagttcgtgaaagegatttgecageccga
tggcegttggegtetcgtcaaaagggcgacacaaaatttattctaaatgcaaagettttgctgggocctgageace
attagcagcaaagcggatgacatcgactgggatgcgattgcgcagtgtgagageggtggcaattgggcage
gaataccggcaatggectgtacggeggtetgcagatctcccaggegacgtgggacageaatggtgecgteg
geagceccggcetgecgegtccccacaacaacagatcgaggtggcagataacattatgaaaacgcagggteeg
ggtgcttggccaaaatgetccagetgcagecagggtgacgeaccgetgggeagectgacccacattctgac
gttcctggeageggaaaceggtggttgtageggtagecgegatgactga (SEQ ID NO:71)

MDFALLPPEVNSARMYTGPGAGSLLAAAGGWDSLAAELATTAEAY
GSVLSGLAALHWRGPAAESMAVTAAPYIGWLYTTAEKTQQTAIQAR
AAALAFEQAYAMTLPPPVVAANRIQLLALIATNFFGQNTAAIAATEA
QYAEMWAQDAAAMYGYATASAAAALLTPFSPPRQTTNPAGLTAQA
AAVSQATDPLSLLIETVTQALQALTIPSFIPEDFTFLDAIFAGYATVGV
TQDVESFVAGTIGAESNLGLLNVGDENPAEVTPGDFGIGELVSATSPG
GGVSASGAGGAASVGNTVLASVGRANSIGQLSVPPSWAAPSTRPVSA
LSPAGLTTLPGTDVAEHGMPGVPGVPVAAGRASGVLPRYGVRLTVM
AHPPAAGEFMIATTRDREGATMITFRLRLPCRTILRVFSRNPLVRGTD
RLEAVVMLLAVTVSLLTIPFAAAAGTAVQDSRSHVYAHQAQTRHPA
TATVIDHEGVIDSNTTATSAPPRTKITVPARWVVNGIERSGEVNAKPG
TKSGDRVGIWVDSAGQLVDEPAPPARAIADAALAALGLWLSVAAVA
GALLALTRAILIRVRNASWQHDIDSLFCTQRELMTTARDIMNAGVTC
VGEHETLTAAAQYMREHDIGALPICGDDDRLHGMLTDRDIVIKGLAA
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GLDPNTATAGELARDSIYYVDANASIQEMLNVMEEHQVRRVPVISEH
RLVGIVTEADIARHLPEHAIVQFVKAICSPMALASRQKGDTKFILNAK
LLLGLSTISSKADDIDWDAIAQCESGGNWAANTGNGLYGGLQISQAT
WDSNGGVGSPAAASPQQQIEVADNIMKTQGPGAWPKCSSCSQGDAP
LGSLTHILTFLAAETGGCSGSRDDKMK (SEQ ID NO:72)

atggattttgcgctgctgecgecggaagtgaacagegegegeatgtataccggeeegggegegggceagect
getggeggeggegggceggctgggatagectggeggeggaactggegaccaccgeggaagegtatggea
gegtgetgageggectggeggegcetgeattggegeggeecggeggeggaaageatggeggtgaccgeg
gegecgtatattggetggetgtataccaccgeggaaaaaacccageagaccgegattcaggegegegegge
ggegetggcegtttgaacaggegtatgegatgaccectgecgecgecggtggtggeggegaaccgeattcage
tgctggcgetgattgegaccaacttttttggccagaacaccgeggegattgeggegaccgaagegeagtatg
cggaaatgtgggcgeaggatgcggcggcgatgtatggctatgecgaccgegagegeggeggeggcgctec
tgacccegtttageecgeegegecagaccaccaacccggegggectgacegegeaggeggeggeggtga
gecaggegaccgatccgetgagectgetgattgaaaccgtgacccaggegetgeaggegcetgaccatticeg
agctttattccggaagattttaccttictggatgcgatttitgegggctatgegaccgtgggcgtgacccaggatg
tggaaagctttgtggcggacaccattggegeggaaageaacctgggcectgctgaacgtggacgatgaaaac
ccggeggaagtgaccecgggcegattttggeattggegaactggtgagegegaccageecgggegecgac
gtgagegegageggcgeggeegecgogeegagegtgggcaacaccgtgetggegagegtgggeegeg
cgaacagcattggccagctgagegtgecgeegagetgggeggegecgageaccegeccggtgagegegce
tgagccecggegggcectgaccaccetgecgggeacegatgtggeggaacatggeatgecgggegtgecgg
gegtgeeggtggeggegggeegegegageggegtgetgeegegetatggegtgegectgacegtgatgg
cgeatcecgeeggeggegggcegaatttatgacagageageagtggaatttcgegggtatcgaggeegeggce
aagcgcaatccagggaaatgtcacgtccattcattcectecttgacgaggggaageagteectgaccaagete
gcageggcectggggcggtageggttcggaggegtaccagggtgtccagcaaaaatgggacgecacggcet
accgagctgaacaacgegcetgcagaacctggegeggacgatcagegaagecggtcaggceaatggettega
ccgaaggeaacgtcactgggatgticgcagaattcatgattgcgactaccegtgategtgagggegegacca
tgatcacgttcegtetgegtetgecgtgtegeaccattttgegegtgttttcgegtaaccegetggtecgeggtac
cgaccgtctggaggccgttgtcatgetgetggeggttaccgtgagectgetgacgatcecattcgecageggea
getggeacggecegtccaagacagecgtagecatgtgtatgetcaccaggetcaaaccegtecacceggetact
gecactgttatcgatcacgaaggegtgattgactccaataccacggceaacctcecgeaccgectegeaccaag
attacggttcctgegegttggatggtgaatggtattgaacgcageggegaagttaatgeccaaaccgggtacca
aaagcggtgaccgtgtggocatctgggtcgatagegecggtecagetggtegacgageeggeaccgecage
gegtgegatcgecgatgeggegetggetgecctgggtetgtggetgagegtggecageggtegeeggtgegt
tgctggegetgacgegegceaattetgatccgegttcgcaatgegagetggcageacgatattgatagectgttt
tgcacccaacgtgagetcatgaccacggegegtgatatcatgaatgegggtetcacctgtgttggcgageac
gaaacgttgaccgcageageacagtacatgcgegaacatgatatcggegeattgecgatttgeggegacgat
gatcgtctgeacggtatgetgaccgaccgegatategttatcaagggtetggecgeaggettggacccgaac
accgcegaccgecggtgaactggcacgtgacageatctattacgtcgacgegaacgecageattcaagagat
getgaacgtgatggaagagceatcaggtgegtegtgtecccggttatcagegaacategtetggttggtatcgtta
ccgaagcecgacatcgeacgtcacctgecggageacgegattgttcagttcgtgaaagegatttgecagecega
tggcgttggegtetcgtcaaaagggcegacacaaaatttattctaaatgcaaagcettgcatgcaaaacggtgac
gttgaccgtcgacggaaccgegatgegggtgaccacgatgaaatcgegggtgatcgacatcgtcgaagaga
acgggttctcagtcgacgaccgegacgacctgtatcecgeggeeggegtgecaggtecatgacgecgacace
atcgtgetgecggcegtagecegtecgetgeagatctecgetggatggtcacgacgcetaageaggtgtggacgace
gegtegacggtggacgaggcgetggeccaactcgegatgaccgacacggegecggecgeggcettetege
gecagecgegteccgetgtecgggatggcgetaccggtegtcagegecaagacggtgcagetcaacgacg
gegggttggtgcgcacggtgcacttgecggeccccaatgtegegggectgetgagtgeggecggegtgce
getgttgcaaagegaccacgtggtgecccgecgegacggecccgategtecgaaggeatgeagatccaggty
acccgceaatcggatcaagaaggtcaccgageggetgecgetgecgecgaacgegegtegtgtcgaggacce
cggagatgaacatgagecgggaggtegtcgaagaccegggggttcecggggaccecaggatgtgacgttege
ggtagctgaggtcaacggegtcgagaccggecgtttgccegtegecaacgtegtggtgacceceggeccacg
aagcecgtggtecgggtopocaccaageccggtaccgaggteccceccggtgatcgacggaageatctggg

acgcgatecgecggetgtgaggecggtggeaactgggegatcaacaccggeaacgggtattacggtggotote

cagtttgaccagggcacctgggaggccaacggegggctgeggtatgcacccegegetgacctegecacce

gcgaagagcagatcgecgttgecgaggtgacccgactgegtcaaggttgggacgectggecggtatgtact
geacgagegggtgegegetga (SEQ ID NO:73)
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MDFALLPPEVNSARMYTGPGAGSLLAAAGGWDSLAAELATTAEAY
GSVLSGLAALHWRGPAAESMAVTAAPYIGWLYTTAEKTQQTAIQAR
AAALAFEQAYAMTLPPPVVAANRIQLLALIATNFFGQNTAAIAATEA
QYAEMWAQDAAAMYGYATASAAAALLTPFSPPRQTTNPAGLTAQA
AAVSQATDPLSLLIETVTQALQALTIPSFIPEDFTFLDAIFAGYATVGV
TQDVESFVAGTIGAESNLGLLNVGDENPAEVTPGDFGIGELVSATSPG
GGVSASGAGGAASVGNTVLASVGRANSIGQLSVPPSWAAPSTRPVSA
LSPAGLTTLPGTDVAEHGMPGVPGVPVAAGRASGVLPRYGVRLTVM
AHPPAAGEFMIATTRDREGATMITFRLRLPCRTILRVFSRNPLVRGTD
RLEAVVMLLAVTVSLLTIPFAAAAGTAVQDSRSHVYAHQAQTRHPA
TATVIDHEGVIDSNTTATSAPPRTKITVPARWVVNGIERSGEVNAKPG
TKSGDRVGIWVDSAGQLVDEPAPPARAIADAALAALGLWLSVAAVA
GALLALTRAILIRVRNASWQHDIDSLFCTQRELMTTARDIMNAGVTC
VGEHETLTAAAQYMREHDIGALPICGDDDRLHGMLTDRDIVIKGLAA
GLDPNTATAGELARDSIYYVDANASIQEMLNVMEEHQVRRVPVISEH
RLVGIVTEADIARHLPEHAIVQFVKAICSPMALASRQKGDTKFILNAK
LACKTVTLTVDGTAMRVTTMKSRVIDIVEENGFSVDDRDDLYPAAG
VQVHDADTIVLRRSRPLQISLDGHDAKQVWTTASTVDEALAQLAMT
DTAPAAASRASRVPLSGMALPVVSAKTVQLNDGGLVRTVHLPAPNV
AGLLSAAGVPLLQSDHVVPAATAPIVEGMQIQVTRNRIKKVTERLPLP
PNARRVEDPEMNMSREVVEDPGVPGTQDVTFAVAEVNGVETGRLPV
ANVVVTPAHEAVVRVGTKPGTEVPPVIDGSIWDAIAGCEAGGNWAI
NTGNGYYGGVQFDQGTWEANGGLRYAPRADLATREEQIAVAEVTR
LRQGWGAWPVCAARAGAR (SEQ ID NO:74)

Cualquier antigeno de Mtb, incluido cualquier antigeno de Mtb dentro de cualquiera de las proteinas de fusion descritas
en el presente documento, puede tener una secuencia de aminoacidos que sea 100%, o de 70% a 99,9%, idéntica a
la secuencia de aminoacidos particular enumerada en las Tablas 1 a 4. La secuencia de aminoacidos de cualquier
antigeno individual de Mtb, que incluye cualquier antigeno de Mtb dentro de cualquiera de las proteinas de fusion
descritas en el presente documento, puede ser al menos un 70%, al menos un 75%, al menos un 80%, al menos un
85%, al menos un 90%, al menos un 95%, al menos un 96%, al menos un 97%, al menos un 98%, o al menos un 99%
idéntica a la secuencia de aminoacidos particular enumerada en las Tablas 1 a 4. La identidad o la similitud con
respecto a una secuencia de aminoacidos o de nucleétidos se define en el presente documento como el porcentaje
de residuos de aminoécidos (o de residuos de nucleotidos, segun sea el caso) en el antigeno de Mtb particular que
son idénticos (es decir, el mismo residuo) con la secuencia de aminoacidos o de nucleétidos para el antigeno de Mtb
que se muestra en las Tablas 1 a 4, después de alinear las secuencias e introducir huecos, si es necesario, para lograr
el maximo porcentaje de identidad de secuencia. El porcentaje de identidad de la secuencia se puede determinar, por
ejemplo, con el programa Gap (Wisconsin Sequence Analysis Package, Version 8 for Unix, Genetics Computer Group,
University Research Park, Madison WI), mediante el uso de la configuracion por defecto, que utiliza el algoritmo
de Smith y Waterman (Adv. Appl. Math., 1981, 2, 482-489). Cualquier numero de aminoacido calculado como % de
identidad se puede redondear hacia arriba o hacia abajo, segun el caso, al nUmero entero mas cercano.

Cualquier antigeno de Mtb, que incluye cualquier antigeno de Mtb dentro de cualquiera de las proteinas de fusién
descritas en el presente documento, puede ser fragmentos de la secuencia particular de aminoacidos enumerada en
las Tablas 1 a 3. La secuencia de aminoacidos de cualquier antigeno de Mtb individual, incluido cualquier antigeno de
Mtb dentro de cualquiera de las proteinas de fusion descritas en el presente documento, puede carecer de aminoacidos
consecutivos que constituyan al menos el 20%, al menos el 15%, al menos el 10%, al menos el 5%, al menos el 4%,
al menos el 3%, al menos el 2%, o al menos el 1%, de la secuencia de aminoacidos particular enumerada en las
Tablas 1 a 3. Los aminoacidos consecutivos omitidos pueden ser de la porcion C-terminal o N-terminal del antigeno.
Alternativamente, los aminoacidos consecutivos omitidos pueden ser de la porcion interna del antigeno, para de este
modo conservar al menos sus aminoacidos C-terminal y N-terminal del antigeno.

Cualquier antigeno de Mtb, que incluye cualquier antigeno de Mtb dentro de cualquiera de las proteinas de fusién
descritas en el presente documento, puede tener una o mas adiciones, supresiones o sustituciones de aminoacidos
en comparacion con la secuencia particular de aminoacidos enumerada en las Tablas 1 a 3. Cualquier antigeno
individual de Mtb, que incluye cualquier antigeno de Mtb dentro de cualquiera de las proteinas de fusion descritas en
el presente documento, puede tener al menos uno, al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al menos cinco, al
menos seis, al menos siete, al menos ocho, al menos nueve, al menos diez, al menos once o al menos doce adiciones,
supresiones o sustituciones de aminoacidos en comparacién con la secuencia particular de aminoacidos enumerada
en las Tablas 1 a 3. Las adiciones, supresiones o sustituciones de aminoacidos pueden tener lugar en cualquier
posicion de aminoéacidos dentro del antigeno de Mtb.
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Cuando un antigeno particular de Mtb, que incluye cualquier antigeno de Mtb dentro de cualquiera de las proteinas de
fusion descritas en el presente documento, comprende al menos una o mas sustituciones, el/llos aminoacido(s)
sustituido(s) puede(n) ser, independientemente, cualquier aminoacido de origen natural o cualquier aminoacido de
origen no natural. De este modo, un antigeno de Mtb particular puede comprender una o mas sustituciones de
aminoacidos que son aminoacidos naturales y/o una o mas sustituciones de aminoacidos que son aminoacidos no
naturales. Las sustituciones individuales de aminoacidos se seleccionan entre cualquiera de las siguientes: 1) el
conjunto de aminoacidos con cadenas laterales no polares, por ejemplo, Ala, Cys, lle, Leu, Met, Phe, Pro, Val; 2) el
conjunto de aminoacidos con cadenas laterales cargadas negativamente, por ejemplo, Asp, Glu 3) el conjunto de
aminoacidos con cadenas laterales cargadas positivamente, por ejemplo, Arg, His, Lys; y 4) el conjunto de
aminoacidos con cadenas laterales polares no cargadas, por ejemplo, Asn, Cys, GIn, Gly, His, Met, Phe, Ser, Thr, Trp,
Tyr, a los que se afiaden Cys, Gly, Met y Phe. Las sustituciones de un miembro de una clase por otro miembro de la
misma clase se contemplan en el presente documento. Entre los aminoacidos naturales se encuentran, por ejemplo,
alanina (Ala), arginina (Arg), asparagina (Asn), acido aspartico (Asp), cisteina (Cys), glutamina (GIn), acido glutamico
(Glu), glicina (Gly) histidina (His), isoleucina (lle), leucina (Leu), lisina (Lys), metionina (Met), fenilalanina (Phe), prolina
(Pro), serina (Ser), treonina (Thr), triptéfano (Trp), tirosina (Tyr) y valina (Val). Los aminoacidos no naturales incluyen,
por ejemplo, norleucina, omitina, norvalina, homoserina y otros residuos de aminoacidos analogos tales como los
descritos en Ellman et al., Meth. Enzym., 1991, 202, 301-336. A fin de generar estos residuos de aminoacidos no
naturales, los procedimientos de Noren et al., Science, 1989, 244, 182y Ellman et al., supra, se pueden utilizar.
Brevemente, estos procedimientos implican la activacién quimica de un ARNt supresor con un residuo de aminoacido
no natural, seguido de la transcripcién y traduccion in vitro del ARN.

Los antigenos de Mtb, incluido cualquier antigeno de Mtb dentro de cualquiera de las proteinas de fusion descritas en
el presente documento, que se modifican como se describe en el presente documento, conservan su capacidad de
provocar una respuesta inmunitaria contra Mycobacterium tuberculosis. Es decir, la modificacion de un antigeno
particular de Mtb, incluido cualquier antigeno de Mtb dentro de cualquiera de las proteinas de fusiéon descritas en el
presente documento, seguira permitiendo que el antigeno de Mtb resultante, o la proteina de fusion que lo comprende,
provoque una respuesta inmunitaria contra Mycobacterium tuberculosis.

La presente divulgacion también proporciona moléculas de acido nucleico que codifican cualquiera de las proteinas
de fusion descritas en el presente documento que comprenden al menos tres antigenos de Mycobacterium
tuberculosis (Mtb). Como se describe en el presente documento, la proteina de fusion comprende al menos un
antigeno agudo de Mtb, al menos un antigeno latente de Mtb y al menos un antigeno de resucitacion de Mtb. Como
se describe en el presente documento, la proteina de fusién comprende al menos dos antigenos de Mtb latentes y al
menos un antigeno de Mtb de reanimacion.

Las moléculas de acido nucleico descritas en el presente documento y en las Tablas 1 a 4 son representativas. Es
decir, las secuencias especificas recitadas en las Tablas 1 a 4 son simplemente un ejemplo de una molécula de acido
nucleico que puede codificar un antigeno particular de Mtb dentro de una proteina de fusion. Un experto en la técnica
que conozca el cédigo genético puede preparar y diseiar rutinariamente una plétora de moléculas de acido nucleico
que codifiqguen el mismo antigeno de Mtb. La longitud y el contenido de nucleétidos de cualquier molécula de acido
nucleico en particular estan dictados por la secuencia de aminoacidos deseada del antigeno de Mtb codificado. Las
secuencias de moléculas de acido nucleico mostradas en las Tablas 1 a 4 son de ADN, aunque también se contemplan
moléculas de acido nucleico de ARN.

Tabla 5

Nombre de la cartilla Secuencia

85B Para Ndel ata gat cat atg ttt agc cgt cct ggc ctg ¢ (SEQ ID NO:75)

85B Rev EcoRlI nostop tta aga gaa ttc gcc cgc acc cag aga gga t (SEQ ID NO:76)

ESAT-6 Para BamHI aac gtt gga tcc atg aca gag cag cag tgg aa (SEQ ID NO:77)

ESAT-6 Rev EcoRlI ns ata cta gaa ttc tgc gaa cat ccc agt gac gt (SEQ ID NO:78)

1733 Para EcoRI aac tta gaa ttc atg att gcg act cgt gat (SEQ ID NO:79)

1733 In1 Rev Xma gat ata ccc ggg ggc ctc cag acg gtc ggt (SEQ 1D NO:80)

1733 Fuera para Xma aac gaa ccc ggg gtc caa gac agc cgt age ¢ (SEQ ID NO:81)

1733 Fuera Rev Xba taa gta tct aga atc ggc gat cgc acg cgc t (SEQ ID NO:82)
1733 In2 Para Xba ata gaa tct aga cgc gca att ctg atc cge gt (SEQ ID NO:83)
1733 Rev ns Sacl aga taa gag ctc acg ttg ggt gca aaa cag gc (SEQ ID NO:84)
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2626 Para Sacl ata gaa gag ctc atg acc acg gcg cgt gat a (SEQ ID NO:85)
2626 Rev Hindlll ns taa aga aag ctt tgc att tag aat aaa ttt tgt gtc (SEQ ID NO:86)
RpfD Para Hindlll taa cta aag ctt ttg ctg ggc ctg agc acc (SEQ ID NO:87)
RpfD Rev Xhol stop atc taa ctc gag cta gtc atc gcg get acc get (SEQ ID NO:88)
ESAT6 Para Ndel taa gat cat atg aca gag cag tgg aat ttc (SEQ ID NO:89)
ESAT-6 Rev EcoRlI ns ata cta gaa ttc tgc gaa cat ccc agt gac gt (SEQ ID NO:90)

La presente divulgacién también proporciona vectores que codifican cualquiera de los antigenos de Mtb, que incluyen
antigenos de Mtb dentro de cualquiera de las proteinas de fusion descritas en el presente documento, que incluyen
cualquiera de las versiones modificadas descritas en el presente documento. El vector puede ser capaz de expresar
un antigeno de Mtb en la célula de un mamifero en una cantidad eficaz para provocar una respuesta inmunitaria en el
mamifero. El vector puede ser recombinante. El vector puede comprender acido nucleico heterdlogo que codifica el
antigeno. El vector puede ser un plasmido. El vector puede ser util para transfectar células con acido nucleico que
codifica un antigeno de Mtb, que la célula huésped transformada se cultiva y mantiene en condiciones en las que tiene
lugar la expresion del antigeno.

Como se describe en el presente documento, las secuencias de codificacion se pueden optimizar para lograr
estabilidad y altos niveles de expresion. En algunos casos, los codones se seleccionan para reducir la formacion de
la estructura secundaria del ARN, tales como la que se forma debido al enlace intramolecular.

Como se describe en el presente documento, los vectores pueden comprender elementos reguladores para la
expresion génica de las secuencias codificantes del acido nucleico. Los elementos reguladores pueden ser un
promotor, un potenciador, un codon de iniciacién, un codén de parada o una sefial de poliadenilacién. Como se
describe en el presente documento, el vector puede comprender acido nucleico heterélogo que codifica un antigeno
de Mtb y puede comprender ademas un codon de iniciacion, que esta corriente arriba de la secuencia de codificacion
del antigeno, y un coddn de parada, que esta corriente abajo de la secuencia de codificacion del antigeno. El codén
de iniciacion y terminacion estan en el marco de la secuencia de codificacion del antigeno.

El vector también puede comprender un promotor que esta operablemente unido a la secuencia codificadora del
antigeno. El promotor operativamente unido a la secuencia codificadora del antigeno de Mtb puede ser un promotor
del virus simio 40 (SV40), un promotor del virus del tumor mamario del ratén (MMTV), un promotor del virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) como el promotor de la repeticion terminal larga (LTR) del virus de la
inmunodeficiencia bovina (BIV), un promotor del virus Moloney, un promotor del virus de la leucosis aviar (ALV), un
promotor del citomegalovirus (CMV) como el promotor temprano inmediato del CMV, un promotor del virus de Epstein
Barr (EBV) o un promotor del virus del sarcoma de Rous (RSV), o similares. El promotor también puede ser un promotor
de un gen humano tal como actina humana, miosina humana, hemoglobina humana, creatina muscular humana o
metalotioneina humana. El promotor también puede ser un promotor especifico del tejido, tal como un promotor
especifico del musculo o de la piel, natural o sintético. Ejemplos representativos de promotores incluyen el promotor
del bacteriéfago T7, el promotor del bacteriéfago T3, el promotor SP6, el operador-promotor lac, el promotor tac, el
promotor Hsp60 de las micobacterias, el promotor tardio de SV40, el promotor temprano de SV40, el promotor RSV-
LTR, el promotor IE de CMV, el promotor temprano de SV40 o el promotor tardio de SV40 y el promotor IE de CMV.

El vector también puede comprender una sefial de poliadenilacion, que puede estar corriente abajo de la secuencia
codificadora del antigeno. La sefial de poliadenilacién puede ser una sefial de poliadenilacién de SV40, una sefal de
poliadenilacion de LTR, una sefal de poliadeilacion de CMV, una sefial de poliadenilacién de la hormona de
crecimiento bovina (bGH), una sefial de poliadenilacion de la hormona de crecimiento humana (hGH) o una sefal de
poliadenilacion de la B-globina humana. La sefal de poliadenilacién del SV40 puede ser una sefial de poliadenilacion
de un vector pCEP4 (Invitrogen, San Diego, CA).

El vector también puede comprender un potenciador corriente arriba de las secuencias consenso de antigeno BoNT-
A, BoNT-B, BoNT-E y BoNT-F. El potenciador puede ser necesario para la expresion del ADN. El potenciador puede
ser actina humana, miosina humana, hemoglobina humana, creatina muscular humana o un potenciador viral tal como
uno de CMV, HA, RSV o EBV. Las mejoras de la funcién de los polinucleétidos se describen en el documento Patente
de EE.UU. Num. 5.593.972, 5,962,428y en el documento WO94/016737.

El vector también puede comprender un origen de replicacion de mamifero para mantener el vector extracromosémico
y producir multiples copias del vector en una célula. El vector puede ser pVAX1, pCEP4 o pREP4 de Invitrogen (San
Diego, CA), que puede comprender el origen de replicacion del virus de Epstein Barr y la regiéon de codificacion del
antigeno nuclear EBNA-1, que puede producir una replicacion episomal de alta copia sin integracion. El vector puede
ser pVAX1 o una variante de pVax1 con cambios, tal como el plasmido variante descrito en el presente documento.
La variante del plasmido pVax1 es una variante de 2998 pares de bases del plasmido vectorial pVAX1 (Invitrogen,
Carlsbad CA). El promotor del CMV se encuentra en las bases 137 a 724. El sitio promotor/de cebado de T7 esta en
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las bases 664 a 683. Los sitios de clonacion multiple estan en las bases 696 a 811. La sefial de poliadenilacion de la
GH bovina se encuentra en las bases 829 a 1053. El gen de resistencia a la kanamicina se encuentra en las bases
1226 a 2020. El origen del pUC esté en las bases 2320 a 2993.

El vector también puede comprender una secuencia reguladora, que puede ser muy adecuada para la expresion del
gen en una célula de mamifero o humana en la que se administra el vector. La secuencia codificadora consensuada
puede incluir un codén, que puede permitir una transcripcion mas eficiente de la secuencia codificadora en la célula
huésped.

El vector puede ser pSE420 (Invitrogen, San Diego, Calif.) o pET28b (EMD Millipore, Billerca, Mass.), que se puede
utilizar para la produccion de proteinas en Escherichia coli (E. coli). El vector también puede ser pYES2 (Invitrogen,
San Diego, California), que se puede utilizar para la produccién de proteinas en cepas de levadura Saccharomyces
cerevisiae . El vector también puede ser del sistema completo de expresion de baculovirus MAXBAC™ (Invitrogen,
San Diego, California), que se puede utilizar para la produccién de proteinas en células de insectos. El vector también
puede ser pcDNA | o pcDNA3 (Invitrogen, San Diego, California), que se puede utilizar para la produccion de proteinas
en células de mamiferos tales como las células de ovario de hamster chino (CHO). El vector puede ser vectores de
expresion o sistemas para producir proteinas por medio de técnicas rutinarias y materiales de partida facilmente
disponibles, entre ellos Sambrook et al., Molecular Cloning and Laboratory Manual, Second Ed., Cold Spring Harbor
(1989).

Como se describe en el presente documento, el vector es un vector viral. Los vectores virales adecuados incluyen,
entre otros, un vector de adenovirus, un vector de virus de vaccinia y un vector de paramixovirus. Los vectores de
adenovirus adecuados incluyen, pero no se limitan a, adenovirus 4, adenovirus 5, adenovirus de chimpancé 3,
adenovirus de chimpancé 63 y adenovirus de chimpancé 68. Un vector de virus vaccinia adecuado incluye, pero no
se limita a, la vaccinia Ankara modificada (MVA). Los vectores de paramixovirus adecuados incluyen, entre otros, el
virus de la parainfluenza modificado (PIV2) y el virus de la parainfluenza humana recombinante (rHPIV2). Como se
describe en el presente documento, el vector esta presente dentro de una composicién que comprende un portador
farmacéuticamente aceptable. Un experto en la técnica esta facilmente familiarizado con numerosos vectores, muchos
de los cuales estan disponibles en el mercado.

a presente divulgacion también proporciona células huésped que comprenden cualquiera de las moléculas de acido
nucleico o vectores divulgados en el presente documento. Las células huésped se pueden utilizar, por ejemplo, para
expresar los antigenos de Mtb, o fragmentos de los mismos. Los antigenos de Mtb, o sus fragmentos, también se
pueden expresar en células in vivo. La célula huésped que se transforma (por ejemplo, se transfecta) para producir
los antigenos de Mtb, o fragmentos de los mismos, puede ser una linea celular de mamifero inmortalizada, tal como
las de origen linfoide (por ejemplo, una linea celular de mieloma, hibridoma, trioma o cuadroma). La célula huésped
también puede incluir células linfoides normales, tales como las células B, que han sido inmortalizadas por
transformacion con un virus (por ejemplo, el virus de Epstein-Barr).

Como se describe en el presente documento, las células huésped incluyen, pero no se limitan a: células bacterianas,
tales como E. coli, Caulobacter crescentus, especies de Streptomycesy Salmonella typhimurium; células de levadura,
tales como Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Pichia pastoris, Pichia methanolica; lineas
celulares de insectos, tales como las de Spodoptera frugiperda (por ejemplo, lineas celulares Sf9 y Sf21, y células
expresSF™ (Protein Sciences Corp, Meriden, CT, EE.UU.), células S2 de Drosophilay Trichoplusia en células High
Five® (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.); y células de mamifero, tales como células COS1 y COS7, células de ovario
de hamster chino (CHO), células de mieloma NSO, células NIH 3T3, células 293, células Procell92S, perC6, células
HEPG2 Células Hela, células L, HeLa, MDCK, HEK293, WI38, lineas celulares ES murinas (por ejemplo, de las cepas
129/SV, C57/BL6, DBA-1, 129/SVJ), K562, células Jurkat y BW5147. Otras lineas celulares de mamiferos utiles son
bien conocidas y estan disponibles en la American Type Culture Collection ("ATCC") (Manassas, VA, EE.UU.) y en el
National Institute of General Medical Sciences (NIGMS) Human Genetic Cell Repository at the Coriell Cell Repositories
(Camden, NJ, EE.UU.). Como se describe en este documento, la célula es un BCG recombinante. Estos tipos de
células son solo representativos y no pretenden ser una lista exhaustiva.

Entre otras consideraciones, algunas de las cuales se han descrito anteriormente, se puede elegir una cepa de células
huésped por su capacidad de procesar los antigenos de Mtb expresados, o fragmentos de los mismos, de la forma
deseada. Las modificaciones postraduccionales del polipéptido incluyen, pero no se limitan a, glicosilacién, acetilacion,
carboxilacién, fosforilacion, lipidacion y acilacion, y es un aspecto de la presente divulgacion proporcionar antigenos
de Mtb con una o mas de estas modificaciones postraduccionales.

Como se describe en el presente documento, el BCG recombinante ha sido disefiado genéticamente para expresar
una proteina endosomalitica funcional que es bioactiva a valores de pH cercanos a la neutralidad (por ejemplo,
alrededor de pH 6-8 o alrededor de 6,5 a 7,5). La proteina endosomalitica es activa dentro de los endosomas que
contienen micobacterias, que suelen tener un pH interno cercano a la neutralidad. La actividad de la proteina
endosomalitica producida por el rBCG provoca la ruptura del endosoma, lo que permite que el rBCG escape del
endosoma y pase al citoplasma de la célula.

Como se describe en el presente documento, la proteina endosomalitica que se introduce en el rBCG por ingenieria
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genética es la Perfringolisina O (PfoA) de Clostridium perfringens o un mutante de la misma, tal como PfoAg137q, como
se describe en WO 2007/058663.

Como se describe en el presente documento, las micobacterias estan atenuadas, como se ejemplifica con el BCG.
Sin embargo, los expertos en la técnica reconoceran que existen otras micobacterias atenuadas y no atenuadas que
también serian adecuadas para su uso en el presente documento. Entre los ejemplos de tipos adicionales
de micobacterias se incluyen, entre otros, la cepa M. tuberculosis CDC1551, la cepa M. tuberculosis Beijing, la
cepa M. tuberculosis H37Ra (ATCC#:25177), la cepa M. tuberculosis H37Rv (ATCC#:25618), M. bovis
(ATCC#:19211 'y 27291), M. fortuitum (ATCC#:15073), M. smegmatis (ATCC#:12051 y 12549), M.
intracellulare (ATCC#:35772 y 13209), M. kansasii (ATCC#:21982 y 35775) M. avium (ATCC#:19421 y 25291),
M. gallinarum (ATCC#:19711), M. vaccae (ATCC#:15483 y 23024), M. leprae (ATCC#:), M. marinarum (ATCC#:
11566 y 11567), y M. microtti (ATCC#:11152).

Los ejemplos de cepas de Mycobacterium atenuadas incluyen, pero no se limitan a, la cepa auxiliar de pantotenato de
M. tuberculosis , la cepa mutante rpoV de M. tuberculosis , la cepa auxiliar de leucina de M. tuberculosis , la cepa
danesa de BCG (ATCC # 35733), la cepa japonesa de BCG (ATCC # 35737), la cepa de Chicago de BCG (ATCC #
27289), la cepa de Copenhague de BCG (ATCC #: 27290), la cepa BCG Pasteur (ATCC #: 35734), la cepa BCG Glaxo
(ATCC #: 35741), la cepa BCG Connaught (ATCC # 35745), la cepa BCG Montreal (ATCC # 35746), la cepa BCG1331,
la cepa BCG Tokyo, la cepa BCG Moreau, la cepa BCG-Pasteur Aeras y la cepa BCG Moscow.

Como se describe en el presente documento, la célula que comprende uno o mas vectores esta presente dentro de
una composicion que comprende un portador farmacéuticamente aceptable.

Como se describe en el presente documento, el antigeno de Mtb, o un fragmento del mismo, esta marcado con un
marcador detectable. Los marcadores detectables incluyen, entre otros, isétopos radiactivos (tales como P32 y S35),
enzimas (tales como la peroxidasa de rabano picante, la cloranfenicol acetiltransferasa (CAT), la B-galactosidasa (-
gal) y similares), fluorocromos, cromdforos, oro coloidal, tintes y biotina. Los antigenos de Mtb marcados, o sus
fragmentos, se pueden utilizar para llevar a cabo procedimientos de diagnéstico en una variedad de tipos de células o
tejidos. A fin de los procedimientos de obtencién de imagenes, in vitro o in vivo, los antigenos de Mtb se pueden marcar
con agentes adicionales, tales como agentes de contraste de RMN, agentes de contraste de rayos X o puntos
cuanticos. Los procedimientos para unir un agente detectable a los polipéptidos son conocidos en la técnica. Los
antigenos de Mtb también se pueden unir a un soporte insoluble (tal como una perla, un portaobjetos de vidrio o
plastico, o similar).

Como se describe en el presente documento, los antigenos de Mtb, o fragmentos de los mismos, se pueden conjugar
con un agente terapéutico que incluye, pero no se limita a, radiois6topos (tales como "'In o 90Y), toxinas (tales como
toxoide tetanico o ricina), toxoides y agentes quimioterapéuticos.

Como se describe en el presente documento, los antigenos de Mtb, o fragmentos de los mismos, se pueden conjugar
con un agente de imagen. Los agentes de imagen incluyen, por ejemplo, una fraccién de etiquetado (tal como biotina,
fracciones fluorescentes, fracciones radiactivas, etiqueta de histidina u otras etiquetas peptidicas) para facilitar el
aislamiento o la deteccion.

La presente divulgacion también proporciona composiciones que comprenden al menos tres antigenos
de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), en las que la composicion comprende: al menos un antigeno de Mtb agudo, al
menos un antigeno de Mtb latente y al menos un antigeno de Mtb de reanimacion; o al menos dos antigenos de Mtb
latentes y al menos un antigeno de Mtb de reanimacion. Como se describe en el presente documento, los al menos
tres antigenos de Mtb no estan presentes en una proteina de fusion. Como se describe en el presente documento, los
al menos tres antigenos de Mtb estan en forma de proteina y no de moléculas de acido nucleico que codifican los
antigenos de Mtb.

Como se describe en el presente documento, el antigeno agudo de Mtb es Ag85B, ESAT6, MPT64, PPE15, PPE51 o
Rv3615¢c. Como se describe en el presente documento, el antigeno latente de Mtb es Rv1733c, Rv2626¢, Rv3407 o
Rv2628c. Como se describe en el presente documento, la primera y/o la segunda regién transmembrana de Rv1733c
se elimina (Rv1733cATM). Como se describe en el presente documento, el antigeno de Mtb de reanimacion es RpfB,
RpfD o RpfE. Como se describe en el presente documento, la composicion comprende al menos cuatro antigenos de
Mtb. Como se describe en el presente documento, la composicion comprende: Antigenos de Mtb ESAT6, Rv1733c,
Rv2626¢ y RpfD; antigenos de Mtb ESAT6, Rv1733c, Rv2626¢ y RpfB; antigenos de Mtb RpfB, ESAT6, Rv1733c y
Rv2626¢; antigenos de Mtb Ag85B, ESAT6, Rv1733c, Rv2626¢ y RpfD; Ag85B, ESAT6, Rv1733c, Rv2626¢, y RpfB
antigenos de Mtb; PPE51, Rv1733c, Rv2628¢, y RpfD antigenos de Mtb; PPE51, Rv1733¢, Rv2628c y antigenos RpfB
Mtb; Rv3407, Rv1733c, Rv2626¢c y antigenos RpfB Mtb; o Rv3407, Rv1733c, Rv2626¢ y antigenos RpfD Mtb. Como
se describe en el presente documento, la composicion comprende ademas un portador farmacéuticamente aceptable.

La presente divulgacion también proporciona composiciones que comprenden al menos tres antigenos
de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), en las que la composicion comprende: al menos un antigeno de Mtb agudo, al
menos un antigeno de Mtb latente y al menos un antigeno de Mtb de reanimacién; o al menos dos antigenos de Mtb
latentes y al menos un antigeno de Mtb de reanimacion; en las que la composicion comprende al menos una molécula
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de acido nucleico que codifica al menos uno de los antigenos de Mtb. Como se describe en el presente documento,
la composicién comprende un antigeno de Mtb en forma de proteina y una o dos moléculas de acido nucleico que
codifican dos antigenos de Mtb. Como se describe en el presente documento, la composicion comprende dos
antigenos de Mtb en forma de proteina, opcionalmente como proteina de fusion, y una molécula de acido nucleico que
codifica un antigeno de Mtb. De este modo, la presente composicién es una mezcla de un antigeno(s) proteico de Mtb
y una molécula(s) de acido nucleico que codifica(n) un antigeno(s) de Mtb.

Como se describe en el presente documento, al menos dos antigenos de Mtb estan codificados por una o mas
moléculas de acido nucleico dentro de uno o mas vectores. Como se describe en el presente documento, el uno o
mas vectores es uno o mas vectores virales. Como se describe en el presente documento, los uno o mas vectores
virales son uno o mas de los vectores de adenovirus, vectores de virus de vaccinia o vectores de paramixovirus. Como
se describe en el presente documento, el vector de adenovirus es el adenovirus 4, el adenovirus 5, el adenovirus de
chimpancé 3, el adenovirus de chimpancé 63 o el adenovirus de chimpancé 68. Como se describe en el presente
documento, el uno o mas vectores de virus vaccinia es el Ankara vaccinia modificado (MVA). Como se describe en el
presente documento, los uno o mas vectores de paramixovirus son uno 0 mas de los virus de la parainfluenza
modificados (PIV2 o PIV3) o del virus de la parainfluenza humana recombinante (rHPIV2). Como se describe en el
presente documento, los al menos dos antigenos de Mtb estan codificados por una Unica molécula de acido nucleico
dentro del mismo vector de expresién como proteina de fusion.

Como se describe en el presente documento, el antigeno agudo de Mtb es Ag85B, ESAT6, MPT64, PPE15, PPE51 o
Rv3615¢c. Como se describe en el presente documento, el antigeno latente de Mtb es Rv1733c, Rv2626¢, Rv3407 o
Rv2628c. Como se describe en el presente documento, la primera y/o la segunda regién transmembrana de Rv1733c
se elimina. Como se describe en el presente documento, el antigeno de Mtb de reanimacion es RpfB, RpfD o RpfE.
Como se describe en el presente documento, la composicion comprende al menos cuatro antigenos de Mtb. Como se
describe en el presente documento, la composicion comprende: Antigenos de Mtb ESAT6, Rv1733c, Rv2626¢ y RpfD;
antigenos de Mtb ESAT6, Rv1733c, Rv2626¢ y RpfB; antigenos de Mtb RpfB, ESAT6, Rv1733c y Rv2626¢; Ag85B,
ESAT6, Rv1733c, Rv2626¢ y RpfD antigenos de Mtb; Ag85B, ESAT6, Rv1733c, Rv2626¢ y RpfB antigenos de Mtb;
PPE51, Rv1733c, Rv2628c, y RpfD antigenos de Mtb; PPE51, Rv1733c, Rv2628¢, y RpfB antigenos de Mtb; Rv3407,
Rv1733c, Rv2626¢, y RpfB antigenos de Mtb; o Rv3407, Rv1733c, Rv2626c¢c, y RpfD antigenos de Mtb; en los que dos
0 mas antigenos de Mtb pueden estar dentro de una proteina de fusion. Como se describe en el presente documento,
la composicion comprende al menos cuatro antigenos de Mtb. Como se describe en el presente documento, la
composicion comprende ademas un portador farmacéuticamente aceptable.

Como se describe en el presente documento, cuando se utiliza un rBCG como portador para entregar los antigenos
de Mtb, o las proteinas de fusion, o los acidos nucleicos y o los vectores que comprenden o codifican los mismos, la
expresion de todo o parte del regulador Dos R no se regula al alza en el rBCG. Como se describe en el presente
documento, uno o mas de los siguientes antigenos del regulon Dos R no estan regulados al alza en el rBCG: Rv1738,
Rv2623, Rv2031c, Rv2032, Rv2626¢c, Rv2005c, Rv3127, Rv1733c, Rv1996, Rv2628c, Rv0079, Rv3130c, Rv3131,
Rv1813c, Rv2006, Rv2029c, Rv2627c, Rv2030c, Rv3132c y Rv2629. Como se describe en el presente documento, el
rBCG no comprende la regulacion al alza de: 1) uno o mas antigenos de Mtb, incluidos los antigenos "clasicos" de Mtb
tales como el 85A,
el 85B y el TB 10.4; y 2) al menos un antigeno de resucitacion de Mtb seleccionado entre el Rv0867c, el Rv1009, el
Rv1884c, el Rv2389c, el Rv2450c, el Rv0288, el Rv1009, el Rv0685, el Rv0824c, el Rv1349, el Rv2744c, el Rv3347c,
el Rv1130 y el Rv1169c. Como se describe en este documento, el rBCG no incluye la expresion de las siguientes
combinaciones: antigenos clasicos Rv1886c, Rv3804c;
antigenos de reanimacion Rv0867¢, Rv1884c, Rv2389c; y antigeno especifico de Mtb Rv3407. Como se describe en
el presente documento, el rBCG no incluye la expresion de la siguiente combinacion: Rv3804c, Rv1886¢ y Rv3407, o
ademas con Rv3133c, y con la combinacion de Rv0867c, Rv1884c y Rv2389c. Como se describe en el presente
documento, el rBCG no incluye la expresion de la siguiente combinacién: TB10.4, Ag85B, Ag85A y Rv3407. Como se
describe en el presente documento, la célula no es un rBCG.

La presente divulgacion también proporciona composiciones que comprenden una o mas de las proteinas de fusion,
antigenos de Mtb, moléculas de acido nucleico que codifican antigenos de Mtb, que incluyen proteinas de fusion de
los mismos, células y/o vectores y un portador farmacéuticamente aceptable. Las composiciones incluyen, por
ejemplo, composiciones farmacéuticas. Un portador farmacéuticamente aceptable se refiere a al menos un
componente de una preparaciéon farmacéutica que normalmente se utiliza para la administracion de ingredientes
activos. Como tal, un portador puede contener cualquier excipiente farmacéutico utilizado en la técnica y cualquier
forma de portador para la administracion. Los portadores incluyen, entre otros, solucién salina tamponada con fosfato,
solucion salina fisiolégica, agua, formulaciones de citrato/sacarosa/Tween y emulsiones tales como, por ejemplo,
emulsiones de aceite/agua.

Las composiciones también pueden incluir un agente terapéutico activo y una variedad de otros componentes
farmacéuticamente aceptables. Véase Remington's Pharmaceutical Science (15th ed., Mack Publishing Company,
Easton, Pennsylvania (1980)). La forma deseada depende del modo de administracion previsto y de la aplicacion
terapéutica. Las composiciones también pueden incluir, dependiendo de la formulacion deseada, portadores o
diluyentes farmacéuticamente aceptables y no toxicos, que se definen como portadores comunmente utilizados para
formular composiciones farmacéuticas para la administracion animal o humana. El diluyente se selecciona de forma
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que no afecte a la actividad biolégica de la combinacion. Ejemplos de tales diluyentes incluyen, pero no se limitan a,
agua destilada, solucién salina fisiolégica tamponada con fosfato, soluciones de Ringer, solucién de dextrosa y
soluciéon de Hank. Ademas, la composicion o formulacion farmacéutica también puede incluir otros portadores,
adyuvantes o estabilizadores no toxicos, no terapéuticos, no inmunogénicos y similares.

Las formulaciones sélidas de las composiciones para administracion oral pueden contener portadores o excipientes
adecuados, tales como almidén de maiz, gelatina, lactosa, acacia, sacarosa, celulosa microcristalina, caolin, manitol,
fosfato dicalcico, carbonato de calcio, cloruro de sodio o acido alginico. Los desintegradores que se pueden utilizar
incluyen, sin limitacién, celulosa microcristalina, almidén de maiz, glicolato de almidén de sodio y acido alginico. Los
aglutinantes de los comprimidos que se pueden utilizar son la acacia, la metilcelulosa, la carboximetilcelulosa sddica,
la polivinilpirrolidona (Povidone™), la hidroxipropilmetilcelulosa, la sacarosa, el almidon y la etilcelulosa. Entre los
lubricantes que se pueden utilizar estan los estearatos de magnesio, el acido estearico, el liquido de silicona, el talco,
las ceras, los aceites y la silice coloidal. Los excipientes adicionales incluyen, por ejemplo, colorantes, agentes de
enmascaramiento del sabor, auxiliares de solubilidad, agentes de suspensién, agentes de compresion, recubrimientos
entéricos, auxiliares de liberacién sostenida y similares.

Como se describe en el presente documento, las composiciones se pueden administrar en forma de inyeccion de
depodsito o preparacion de implante, que se puede formular de forma que permita una liberacién sostenida. Una
composicion ejemplar comprende una o mas de las composiciones descritas en el presente documento formuladas
en un tampon acuoso.

Como se describe en el presente documento, las formulaciones liquidas de una composicion farmacéutica para
administracion oral preparadas en agua u otros portadores acuosos pueden contener diversos agentes de suspension,
tales como metilcelulosa, alginatos, tragacanto, pectina, kelgin, carragenina, acacia, polivinilpirrolidona y alcohol
polivinilico. Las formulaciones liquidas de las composiciones farmacéuticas también pueden incluir soluciones,
emulsiones, jarabes y elixires que contengan, junto con el o los compuestos activos, agentes humectantes,
edulcorantes y agentes colorantes y aromatizantes. Varias formulaciones liquidas y en polvo de las composiciones
farmacéuticas se pueden preparar por procedimientos convencionales para su inhalacion en los pulmones del
mamifero a tratar.

Como se describe en el presente documento, las formulaciones liquidas de una composicién farmacéutica inyectable
pueden comprender diversos portadores tales como aceites vegetales, dimetilacetamida, dimetilformamida, lactato de
etilo, carbonato de etilo, miristato de isopropilo, etanol, polioles tales como, por ejemplo, glicerol, propilenglicol,
polietilenglicol liquido y similares. Como se describe en el presente documento, la composicion incluye un portador de
citrato/sacarosa/tween. En el caso de las inyecciones intravenosas, las versiones hidrosolubles de las composiciones
se pueden administrar por el procedimiento de goteo, por medio del cual se infunde una formulacion farmacéutica que
contiene el agente antifingico y un excipiente fisioldgicamente aceptable. Los excipientes fisioldgicamente aceptables
pueden incluir, por ejemplo, dextrosa al 5%, solucion salina al 0,9%, solucion de Ringer u otros excipientes adecuados.
Una forma insoluble adecuada de la composicion se puede preparar y administrar como una suspension en una base
acuosa o una base oleosa farmacéuticamente aceptable, tal como un éster de un acido graso de cadena larga tal
como, por ejemplo, el oleato de etilo.

Las composiciones pueden ser, por ejemplo, soluciones inyectables, suspensiones o soluciones acuosas,
suspensiones o soluciones no acuosas, formulaciones orales sélidas y liquidas, balsamos, geles, unglentos, parches
intradérmicos, cremas, lociones, comprimidos, capsulas, formulaciones de liberacién sostenida y similares. Como se
describe en el presente documento, para aplicaciones tdpicas, las composiciones farmacéuticas se pueden formular
en una pomada adecuada. Como se describe en el presente documento, una formulacion tépica de pomada semisolida
comprende tipicamente una concentracion del ingrediente activo de aproximadamente 1 a 20%, o de 5 a 10%, en un
portador, tal como una base de crema farmacéutica. Algunos ejemplos de formulaciones de una composicién para uso
tépico incluyen, pero no se limitan a, gotas, tinturas, lociones, cremas, soluciones y ungliientos que contienen el
ingrediente activo y varios soportes y portadores.

Tipicamente, las composiciones se preparan como inyectables, ya sea como soluciones liquidas o suspensiones;
también se pueden preparar formas solidas adecuadas para la solucidn en, o la suspension en, portadores liquidos
antes de la inyeccion. El preparado también se puede emulsionar o encapsular en liposomas o microparticulas tales
como polilactida, poliglicolida o copolimero para mejorar el efecto adyuvante (véase Langer, Science, 1990, 249,
1527 y Hanes, Advanced Drug Delivery Reviews, 1997, 28, 97). También se puede preparar una preparacion
inyectable estéril tal como, por ejemplo, una suspensién acuosa u oleaginosa inyectable. Estas suspensiones se
pueden formular de acuerdo con técnicas conocidas en la técnica mediante el uso de agentes de dispersion o
humedecimiento adecuados y agentes de suspensién. Como se describe en el presente documento, la composiciéon
farmacéutica se puede administrar en un dispositivo de microencapsulacion para reducir o prevenir una respuesta
inmunitaria del huésped contra la proteina.

Las dosis efectivas de las composiciones de la presente divulgacion, para el tratamiento de una condicién varian y
dependen de muchos factores diferentes, que incluyen los medios de administracién, el sitio de destino, el estado
fisioldgico del individuo, si el individuo es humano o un animal, otros medicamentos administrados, y si el tratamiento
es profilactico o terapéutico. Por lo general, el individuo es un humano, pero también se pueden tratar mamiferos no
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humanos, incluidos los transgénicos.

Como se describe en el presente documento, las composiciones se pueden administrar a un individuo por inyeccion
intravenosa, subcuténea, intraperitoneal, intramuscular, intramedular, intraventricular, intraepidural, intraarterial,
intravascular, intraarticular, por via intrasinovial, intrasternal, intratecal, intrahepatica, intraespinal, intratumoral,
intracraneal, enteral, intrapulmonar, transmucosa, intrauterina, sublingual, o localmente en sitios de inflamacion o
crecimiento tumoral mediante el uso de procedimientos estandar. Alternativamente, las composiciones se pueden
administrar a un individuo por vias que incluyen la oral, nasal, oftalmica, rectal o tépica. La via de administracion mas
tipica es la intravascular, subcutanea o intramuscular, aunque otras vias pueden ser eficaces. Como se describe en
el presente documento, las composiciones se administran como una composicién o dispositivo de liberacion sostenida,
tal como un dispositivo Medipad™. La composicion también se puede administrar a través de las vias respiratorias, por
ejemplo, mediante el uso de un dispositivo de inhalacion de polvo seco, un nebulizador o un inhalador de dosis medida.
La composicion también se puede administrar por medio de jeringuillas tradicionales, dispositivos de inyeccién sin
aguja, "pistolas de bombardeo de microproyectos" u otros procedimientos fisicos tales como la electroporacion ("EP"),
el "procedimiento hidrodinamico" o los ultrasonidos.

Como se describe en el presente documento, la composicién se puede administrar a un individuo por medio de una
administracion de liberacidon sostenida, por medios tales como inyecciones de depdsito de implantes erodables
aplicados directamente durante la cirugia o por medio de la implantacién de una bomba de infusion o un implante
biocompatible de liberacion sostenida en el individuo. Alternativamente, la composicién se puede administrar a un
individuo por vias de administracion de depdsito inyectables, como por ejemplo mediante el uso de materiales y
procedimientos inyectables o biodegradables de depésito de 1, 3 0 6 meses, o la aplicacion a la piel del individuo de
un parche transdérmico que contenga la composicion, y dejar el parche en contacto con la piel del individuo,
generalmente de 1 a 5 horas por parche.

Como se describe en el presente documento, las composiciones comprenden desde aproximadamente 1 nanogramo
hasta aproximadamente 10 mg de acido nucleico. Como se describe en el presente documento, las composiciones
comprenden: 1) al menos 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o 100 nanogramos, o al
menos 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95,100, 105, 110, 115, 120, 125, 130 135,
140, 145, 150, 155, 160, 165, 170, 175, 180, 185, 190, 195, 200, 205, 210, 215, 220, 225, 230, 235, 240, 245, 250,
255, 260, 265, 270, 275, 280, 285, 290, 295, 300, 305, 310, 315, 320, 325, 330, 335, 340, 345, 350, 355, 360, 365,
370, 375, 380, 385, 390, 395, 400, 405, 410, 415, 420, 425, 430, 435, 440, 445, 450, 455, 460, 465, 470, 475, 480,
485, 490, 495, 500, 605, 610, 615, 620, 625, 630, 635, 640, 645, 650, 655, 660, 665, 670, 675, 680, 685, 690, 695,
700, 705, 710, 715, 720, 725, 730, 735, 740, 745, 750, 755, 760, 765, 770, 775, 780, 785, 790, 795, 800, 805, 810,
815, 820, 825, 830, 835, 840, 845, 850, 855, 860, 865, 870, 875, 880, 885, 890, 895. 900, 905, 910, 915, 920, 925,
930, 935, 940, 945, 950, 955, 960, 965, 970, 975, 980, 985, 990, 995 o 1000 microgramos, o al menos 1,5, 2, 2,5, 3,
3,5,4,45,5,55,6,6,57,7,5,8,8,5,9, 950 10 mg o mas; y 2) hasta 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70,
75, 80, 85, 90, 95 o 100 nanogramos, o hasta 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90,
95,100, 105, 110 115, 120, 125, 130, 135, 140, 145, 150, 155, 160, 165, 170, 175, 180, 185, 190, 195, 200, 205, 210,
215, 220, 225, 230, 235, 240, 245, 250, 255, 260, 265, 270, 275, 280, 285, 290, 295, 300, 305, 310, 315, 320, 325,
330, 335, 340, 345, 350, 355, 360, 365, 370, 375, 380, 385, 390, 395, 400, 405, 410, 415, 420, 425, 430, 435, 440,
445, 450, 455, 460, 465, 470, 475, 480, 485, 490, 495, 500, 605, 610, 615, 620, 625, 630, 635, 640, 645, 650, 655,
660, 665, 670, 675, 680, 685, 690, 695, 700, 705, 710, 715, 720, 725, 730, 735, 740, 745, 750, 755, 760, 765, 770,
775, 780, 785, 790, 795, 800, 805, 810, 815, 820, 825, 830, 835, 840, 845, 850, 855, 860, 865, 870, 875, 880, 885,
890, 895. 900, 905, 910, 915, 920, 925, 930, 935, 940, 945, 950, 955, 960, 965, 970, 975, 980, 985, 990, 995 o 1000
microgramos, o hasta 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5,4,4,5,5,5,5,6,6,5,7,7,5, 8,85, 9, 9,50 10 mg.

Como se describe en el presente documento, las composiciones comprenden de unos 5 nanogramos a unos 10 mg
de molécula de acido nucleico. Como se describe en el presente documento, las composiciones comprenden desde
aproximadamente 25 nanogramos hasta aproximadamente 5 mg de molécula de acido nucleico. Como se describe en
el presente documento, las composiciones contienen entre aproximadamente 50 nanogramos y 1 mg de molécula de
acido nucleico. Como se describe en el presente documento, las composiciones contienen entre aproximadamente
0,1 y 500 microgramos de molécula de acido nucleico. Como se describe en el presente documento, las composiciones
contienen entre aproximadamente 1 y 350 microgramos de molécula de acido nucleico. Como se describe en el
presente documento, las composiciones contienen entre aproximadamente 5 y 250 microgramos de molécula de acido
nucleico. Como se describe en el presente documento, las composiciones contienen entre aproximadamente 10 y 200
microgramos de molécula de acido nucleico. Como se describe en el presente documento, las composiciones
contienen entre aproximadamente 15 y 150 microgramos de molécula de acido nucleico. Como se describe en el
presente documento, las composiciones contienen entre aproximadamente 20 y 100 microgramos de molécula de
acido nucleico. Como se describe en el presente documento, las composiciones contienen entre aproximadamente 25
y 75 microgramos de molécula de acido nucleico. Como se describe en el presente documento, las composiciones
contienen entre aproximadamente 30 y 50 microgramos de molécula de acido nucleico. Como se describe en el
presente documento, las composiciones contienen entre aproximadamente 35 y 40 microgramos de molécula de acido
nucleico. Como se describe en el presente documento, las composiciones contienen entre aproximadamente 100 y
200 microgramos de molécula de acido nucleico. Como se describe en el presente documento, las composiciones
comprenden entre aproximadamente 10 y aproximadamente 100 microgramos de molécula de acido nucleico. Como
se describe en el presente documento, las composiciones comprenden entre aproximadamente 20 y aproximadamente
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80 microgramos de molécula de acido nucleico. Como se describe en el presente documento, las composiciones
comprenden entre aproximadamente 25 y aproximadamente 60 microgramos de molécula de acido nucleico. Como
se describe en el presente documento, las composiciones comprenden entre aproximadamente 30 nanogramos y 50
microgramos de molécula de acido nucleico. Como se describe en el presente documento, las composiciones
comprenden entre aproximadamente 35 nanogramos y 45 microgramos de molécula de acido nucleico. Como se
describe en el presente documento, las composiciones contienen entre aproximadamente 0,1 y 500 microgramos de
molécula de acido nucleico. Como se describe en el presente documento, las composiciones contienen entre
aproximadamente 1 y 350 microgramos de molécula de acido nucleico. Como se describe en el presente documento,
las composiciones contienen entre aproximadamente 25 y 250 microgramos de molécula de acido nucleico. Como se
describe en el presente documento, las composiciones contienen entre aproximadamente 100 y 200 microgramos de
molécula de acido nucleico.

Las composiciones se pueden formular de acuerdo con el modo de administracion que se vaya a utilizar. En los casos
en que las composiciones son composiciones farmacéuticas inyectables, son estériles, libres de pirdgenos y de
particulas. Se puede utilizar una formulacién isotdnica. Generalmente, los aditivos para la isotonicidad pueden incluir
cloruro de sodio, dextrosa, manitol, sorbitol y lactosa. En algunos casos, son adecuadas las soluciones isotonicas,
tales como la solucion salina tamponada con fosfato. Los estabilizadores incluyen la gelatina y la albumina. Como se
describe en este documento, se aflade un agente vasoconstrictor a la formulacion.

Las composiciones pueden comprender ademas un excipiente farmacéuticamente aceptable. El excipiente
farmacéuticamente aceptable puede ser moléculas funcionales tales como portadores, adyuvantes, portadores o
diluyentes. El excipiente farmacéuticamente aceptable puede ser un agente facilitador de la transfeccion, que puede
incluir agentes activos de superficie, tales como complejos inmunoestimulantes (ISCOMS), adyuvante incompleto de
Freund, analogo del LPS, incluido el monofosforilipido A péptidos de muramil, analogos de quinona, vesiculas tales
como escualeno y escualano, acido hialurénico, lipidos, liposomas, iones de calcio, proteinas virales, polianiones,
policationes o nanoparticulas, u otros agentes facilitadores de la transfeccion conocidos.

El agente facilitador de la transfeccion es un polianién, un polication, incluido el poli-L-glutamato (LGS), o un lipido. El
agente facilitador de la transfeccion es poli-L-glutamato, y mas convenientemente, el poli-L-glutamato esta presente
en la composicion a una concentracion inferior a 6 mg/ml. El agente facilitador de la transfecciéon también puede incluir
agentes activos de superficie tales como complejos inmunoestimulantes (ISCOMS), adyuvante incompleto de Freunds,
analogo de LPS que incluye el lipido monofosforil A, péptidos de muramilo, analogos de quinona y vesiculas tales
como el escualeno y el escualano, y el acido hialurénico también se puede utilizar administrado junto con la
construccion genética. Como se describe en el presente documento, las composiciones de plasmidos también pueden
incluir un agente facilitador de la transfeccion tales como lipidos, liposomas, que incluyen liposomas de lecitina u otros
liposomas conocidos en la técnica, como una mezcla de ADN-liposoma (véase por ejemplo el
documento W09324640), iones de calcio, proteinas virales, polianiones, policationes o nanoparticulas, u otros
agentes facilitadores de la transfecciéon conocidos. Como se describe en el presente documento, el agente facilitador
de la transfeccion es un polianion, un polication, que incluye el poli-L-glutamato (LGS), o un lipido. La concentracion
del agente de transfeccion en la composicion es inferior a 4 mg/ml, inferior a 2 mg/ml, inferior a 1 mg/ml, inferior a
0,750 mg/ml, inferior a 0,500 mg/ml, inferior a 0,250 mg/ml, inferior a 0,100 mg/ml, inferior a 0,050 mg/ml o inferior a
0,010 mg/ml.

El excipiente farmacéuticamente aceptable puede ser un adyuvante. El adyuvante puede ser otros genes que se
expresan en el plasmido alternativo o se entregan como proteinas en combinacién con el plasmido anterior. El
adyuvante se puede seleccionar del grupo formado por: a-interferén (IFN-a), B-interferon (IFN-B), y-interferon, factor
de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), TNFa, TNFB, GM-CSF, factor de crecimiento epidérmico (EGF),
quimioquina atrayente de células T cutaneas (CTACK) quimioquina expresada por el timo epitelial (TECK),
quimioquina epitelial asociada a la mucosa (MEC), IL-12, IL-15, MHC, CD80,CD86, incluida la IL-15 con la secuencia
de sefal suprimida y opcionalmente con el péptido sefal de la IgE. El adyuvante puede ser IL-12, IL-15, IL-28, CTACK,
TECK, factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), TNFa, TNFB, GM-CSF, factor de crecimiento
epidérmico (EGF), IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, IL-18, 0 una combinacién de ellos.

Otros genes que pueden ser adyuvantes utiles incluyen los que codifican MCP-1, MIP-la, MIP-1p, IL-8, L-selectina, P-
selectina, E-selectina, CD34, GlyCAM-1, MadCAM-1, LFA-1, VLA-1, Mac-1, pl50.95, PECAM, ICAM-1, ICAM-2, ICAM-
3, CD2, LFA-3, M-CSF, G-CSF, IL-4, formas mutantes de IL-18, CD40, CD40L, factor de crecimiento vascular, factor
de crecimiento de fibroblastos, IL-7, factor de crecimiento nervioso, factor de crecimiento endotelial vascular, Fas,
receptor del TNF, Flt, Apo-1, p55, WSL-1, DR3, TRAMP, Apo-3, AIR, LARD, NGRF, DR4, DR5, KILLER, TRAIL-R2,
TRICK2, DR6, Caspasa ICE, Fos, c-jun, Sp-1, Ap-1, Ap-2, p38, p65Rel, MyD88, IRAK, TRAFG6, kB, Inactive NIK, SAP
K, SAP-1, JNK, genes de respuesta al interferon, NFkB, Bax, TRAIL, TRAILrec, TRAILrecDRC5, TRAIL-R3, TRAIL-
R4, RANK, RANK LIGAND, Ox40, Ox40 LIGAND, NKG2D, MICA, MICB, NKG2A, NKG2B, NKG2C, NKG2E, NKG2F,
TAP1, TAP2 y sus fragmentos funcionales.

Las composiciones plasmidicas pueden comprender ademas un agente facilitador de vacunas genéticas como se
describe en U.S. Serial No. 021,579 presentado el 1 de abril de 1994.

La presente divulgacion también proporciona kits que comprenden cualquiera de los antigenos de Mtb, fragmentos de
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los mismos, proteinas de fusion, moléculas de acido nucleico, vectores o células, descritos en el presente documento.
El kit puede incluir, por ejemplo, contenedor(es), paquete(s) o dispensador(es) junto con etiquetas e instrucciones de
administracion o uso.

La presente divulgacion también proporciona procedimientos para provocar una respuesta inmunitaria
contra Mycobacterium tuberculosis en un mamifero que comprende administrar al mamifero una cantidad
inmunologicamente suficiente de una o mas proteinas de fusion que comprenden al menos tres antigenos
de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), en la que al menos una proteina de fusion comprende al menos un antigeno
agudo de Mtb, al menos un antigeno latente de Mtb, y al menos un antigeno de resucitacion de Mtb; o al menos dos
antigenos latentes de Mtb, y al menos un antigeno de resucitacién de Mtb. Se puede administrar cualquiera de las
proteinas de fusion descritas en el presente documento. Como se describe en el presente documento, la proteina de
fusién comprende al menos cuatro antigenos de Mtb.

La presente divulgacion también proporciona procedimientos para provocar una respuesta inmunitaria
contra Mycobacterium tuberculosis en un mamifero que comprende administrar al mamifero una cantidad
inmunoldgicamente suficiente de una composicion que comprende al menos tres antigenos de Mycobacterium
tuberculosis (Mtb), en la que la composicion comprende: al menos un antigeno agudo de Mtb, al menos un antigeno
latente de Mtb, y al menos un antigeno de resucitacion de Mtb; o al menos dos antigenos latentes de Mtb, y al menos
un antigeno de resucitacion de Mtb; y un portador farmacéuticamente aceptable. Se puede administrar cualquiera de
las composiciones que comprenden tres 0 mas antigenos de Mtb. Como se describe en el presente documento, la
composicion comprende al menos cuatro antigenos de Mtb.

La presente divulgacion también proporciona procedimientos para provocar una respuesta inmunitaria
contra Mycobacterium tuberculosis en un mamifero que comprende administrar al mamifero una cantidad
inmunoldgicamente suficiente de una composicion que comprende al menos tres antigenos de Mycobacterium
tuberculosis (Mtb), en la que la composicién comprende: al menos un antigeno de Mtb agudo, al menos un antigeno
de Mtb latente, y al menos un antigeno de Mtb de reanimacion; o al menos dos antigenos de Mtb latentes, y al menos
un antigeno de Mtb de reanimacion; y un portador farmacéuticamente aceptable; en el que la composicién comprende
al menos una molécula de acido nucleico que codifica al menos uno de los antigenos de Mtb. Se puede administrar
cualquiera de las composiciones que comprenden una mezcla de una o mas proteinas de antigeno de Mtb y una o
mas moléculas de acido nucleico que codifican uno o mas antigenos de Mtb descritos en el presente documento.

Las proteinas de fusién y las composiciones descritas en el presente documento se pueden utilizar para tratar o
prevenir la tuberculosis. Como se describe en el presente documento, el procedimiento comprende la administracion
a un ser humano de una cantidad terapéutica o profilacticamente eficaz de cualquiera de las proteinas de fusion o
composiciones descritas en el presente documento, de forma que se disminuya o prevenga la infeccion por
tuberculosis.

Como se describe en el presente documento, el individuo a tratar habra sido diagnosticado previamente de
tuberculosis. De este modo, estos individuos habran sido diagnosticados como necesitados de dicho tratamiento.
Alternativamente, el tratamiento puede estar destinado a prevenir una infeccion de tuberculosis en un individuo que
todavia no tiene tuberculosis o a un individuo que viaja a una zona donde la tuberculosis es prevalente.

El tratamiento de un individuo que sufre de tuberculosis puede ser monitoreado mediante el uso de procedimientos
estandar. Algunos procedimientos implican la determinacion de un valor de referencia, por ejemplo, de un nivel o perfil
de anticuerpos en un individuo, antes de administrar una dosis de agente, y su comparacién con un valor del perfil o
nivel después del tratamiento. Un aumento significativo como, por ejemplo, mayor que el margen tipico de error
experimental en las mediciones repetidas de la misma muestra, expresado como una desviacién estandar de la media
de dichas mediciones en valor del nivel o perfil sefiala un resultado positivo del tratamiento (es decir, que la
administracion del agente ha logrado una respuesta deseada). Si el valor de la respuesta inmunitaria no cambia
significativamente, o disminuye, se indica un resultado negativo del tratamiento.

Como se describe en el presente documento, se determina un valor de control, tal como una media y una desviacion
estandar, de nivel o perfil para una poblacién de control. Normalmente, los individuos de la poblacion de control no
han recibido tratamiento previo. Los valores medidos del nivel o perfil en un individuo tras la administracion de un
agente terapéutico se comparan entonces con el valor de control. Un aumento significativo en relacion con el valor de
control, tal como una desviacion estandar de la media, indica un resultado positivo o suficiente del tratamiento. La
ausencia de un aumento significativo o una disminucién sefiala un resultado negativo o insuficiente del tratamiento.
La administracion de la terapéutica se continia generalmente mientras el nivel aumenta en relacién con el valor de
control. Al igual que antes, la consecucion de una meseta en relacion con los valores de control es un indicador de
que la administracion del tratamiento se puede interrumpir o reducir en dosis y/o frecuencia.

Como se describe en el presente documento, un valor de control del nivel o perfil, tal como una media y una desviacién
estandar, se determina a partir de una poblacion de control de individuos que se han sometido a un tratamiento con
un agente terapéutico y cuyos niveles o perfiles se han estabilizado en respuesta al tratamiento. Los valores medidos
de los niveles o perfiles en un individuo se comparan con el valor de control. Si el nivel medido en un individuo no es
significativamente diferente, por ejemplo, en mas de una desviacion estandar, del valor de control, el tratamiento puede
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ser interrumpido. Si el nivel en un individuo es significativamente inferior al valor de control, se justifica la administracion
continuada del agente. Si el nivel en el individuo persiste por debajo del valor de control, puede estar indicado un
cambio de tratamiento.

Como se describe en el presente documento, un individuo que no esta recibiendo actualmente un tratamiento, pero
que ha sido sometido a un curso de tratamiento anterior, es monitoreado para los niveles o perfiles de anticuerpos
para determinar si se requiere una reanudacion del tratamiento. El nivel o perfil medido en el individuo puede
compararse con un valor previamente alcanzado en el individuo tras un curso de tratamiento anterior. Una disminucion
significativa con respecto a la medicion anterior, por ejemplo, mayor que un margen de error tipico en las mediciones
repetidas de la misma muestra, es una indicacion de que se puede reanudar el tratamiento. Alternativamente, el valor
medido en un individuo se puede comparar con un valor de control (media mas desviacion estandar) determinado en
una poblacién de individuos después de someterse a un curso de tratamiento. Alternativamente, el valor medido en
un individuo se puede comparar con un valor de control en poblaciones de individuos tratados profilacticamente que
permanecen libres de sintomas de la enfermedad, o poblaciones de individuos tratados terapéuticamente que
muestran una mejora de las caracteristicas de la enfermedad. En todos estos casos, una disminucién significativa en
relacion con el nivel de control, tal como mas de una desviacion estandar, es un indicador de que el tratamiento debe
reanudarse en un individuo.

En algunos procedimientos, se lleva a cabo una medicion de referencia de los anticuerpos contra un antigeno dado
en el individuo antes de la administracién, se lleva a cabo una segunda medicidon poco después para determinar el
nivel maximo de anticuerpos, y se llevan a cabo una o mas mediciones adicionales a intervalos para controlar la
disminucién de los niveles de anticuerpos. Cuando el nivel de anticuerpos ha disminuido hasta la linea de base o un
porcentaje predeterminado del pico menos la linea de base, tal como el 50%, el 25% o el 10%, se administra otra dosis
de antigeno. Como se describe en el presente documento, los niveles maximos o subsiguientes medidos menos el
fondo se comparan con los niveles de referencia previamente determinados para constituir un régimen de tratamiento
profilactico o terapéutico beneficioso en otros individuos. Si el nivel de anticuerpos medido es significativamente inferior
a un nivel de referencia, tal como por ejemplo inferior a la media menos una desviaciéon estandar del valor de referencia
en la poblacién de individuos que se benefician del tratamiento, esta indicada la administracion de una dosis adicional
de antigeno.

Como se describe en el presente documento, el/los individuo(s) que puede(n) ser tratado(s) por los procedimientos
descritos anteriormente es un animal, tal como un mamifero, que incluye, pero no se limita a, humanos, primates no
humanos, roedores (que incluyen ratas, ratones, hamsters y cobayas) vaca, caballo, oveja, cabra, cerdo, perro y gato.
En la mayoria de las instancias, el mamifero es un ser humano.

La presente divulgacion también proporciona proteinas de fusion para su uso en la preparacion de un medicamento
para tratar o prevenir una infeccion por Mycobacterium tuberculosis , en el que la proteina de fusién comprende al
menos tres antigenos de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), y en el que la proteina de fusién comprende al menos un
antigeno agudo de Mtb, al menos un antigeno latente de Mtb, y al menos un antigeno de resucitacion de Mtb; o al
menos dos antigenos latentes de Mtb, y al menos un antigeno de resucitacion de Mtb.

La presente divulgacion también proporciona proteinas de fusion para su uso en el tratamiento o la prevencién de una
infeccion por Mycobacterium tuberculosis , en la que la proteina de fusion comprende al menos tres antigenos
de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), y en la que la proteina de fusion comprende: al menos un antigeno de Mtb
agudo, al menos un antigeno de Mtb latente y al menos un antigeno de Mtb de reanimacion; o al menos dos antigenos
de Mtb latentes y al menos un antigeno de Mtb de reanimacion.

La presente divulgacion también proporciona usos de una proteina de fusion en la preparacién de un medicamento
para tratar o prevenir una infeccion por Mycobacterium tuberculosis , en el que la proteina de fusién comprende al
menos tres antigenos de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), y en el que la proteina de fusién comprende al menos un
antigeno agudo de Mtb, al menos un antigeno latente de Mtb, y al menos un antigeno de resucitacion de Mtb; o al
menos dos antigenos latentes de Mtb, y al menos un antigeno de resucitacion de Mtb.

La presente divulgacion también proporciona usos de una proteina de fusion en el tratamiento o la prevencion de una
infeccion por Mycobacterium tuberculosis , en la que la proteina de fusion comprende al menos tres antigenos
de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), y en la que la proteina de fusién comprende: al menos un antigeno agudo de
Mtb, al menos un antigeno latente de Mtb y al menos un antigeno de resucitacion de Mtb; o al menos dos antigenos
latentes de Mtb y al menos un antigeno de resucitacion de Mtb.

La presente divulgacion también proporciona composiciones para su uso en la preparacion de un medicamento para
el tratamiento o la prevencion de una infeccién por Mycobacterium tuberculosis , en las que la composicion comprende
al menos tres antigenos de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), y en las que la composicion comprende al menos un
antigeno de Mtb agudo, al menos un antigeno de Mtb latente, y al menos un antigeno de Mtb de reanimacion; o al
menos dos antigenos de Mtb latentes, y al menos un antigeno de Mtb de reanimacion; y un portador
farmacéuticamente aceptable.

La presente divulgacion también proporciona composiciones para su uso en el tratamiento o la prevencion de una
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infeccion por Mycobacterium tuberculosis, en las que la composicién comprende al menos tres antigenos
de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), y en las que la composicion comprende: al menos un antigeno agudo de Mtb,
al menos un antigeno latente de Mtb y al menos un antigeno de resucitacion de Mtb; o al menos dos antigenos latentes
de Mtb y al menos un antigeno de resucitacion de Mtb; y un portador farmacéuticamente aceptable.

La presente divulgaciéon también proporciona usos de una composicion en la preparacion de un medicamento para
tratar o prevenir una infeccion por Mycobacterium tuberculosis , en la que la composicién comprende al menos tres
antigenos de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), y en la que la composicion comprende al menos un antigeno de Mtb
agudo, al menos un antigeno de Mtb latente, y al menos un antigeno de Mtb de reanimacion; o al menos dos antigenos
de Mtb latentes, y al menos un antigeno de Mtb de reanimacion; y un portador farmacéuticamente aceptable.

La presente divulgacion también proporciona usos de una composicion para tratar o prevenir una infeccion por
Mycobacterium tuberculosis , en la que la composicion comprende al menos tres antigenos de Mycobacterium
tuberculosis (Mtb), y en la que la composicion comprende: al menos un antigeno agudo de Mtb, al menos un antigeno
latente de Mtb, y al menos un antigeno de resucitacion de Mtb; o al menos dos antigenos latentes de Mtb, y al menos
un antigeno de resucitacion de Mtb; y un portador farmacéuticamente aceptable.

La presente divulgacion también proporciona composiciones para su uso en la preparacion de un medicamento para
tratar o prevenir una infeccion por Mycobacterium tuberculosis , en las que la composicion comprende al menos tres
antigenos de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), y en las que la composicion comprende al menos un antigeno de Mtb
agudo, al menos un antigeno de Mtb latente, y al menos un antigeno de Mtb de reanimacion; o al menos dos antigenos
de Mtb latentes, y al menos un antigeno de Mtb de reanimacion; y un portador farmacéuticamente aceptable; en el
que la composicién comprende al menos una molécula de acido nucleico que codifica al menos uno de los antigenos
de Mtb.

La presente divulgacion también proporciona composiciones para su uso en el tratamiento o la prevencion de una
infeccion por Mycobacterium tuberculosis, en las que la composicién comprende al menos tres antigenos
de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), y en las que la composicion comprende al menos un antigeno de Mtb agudo, al
menos un antigeno de Mtb latente, y al menos un antigeno de Mtb de reanimacién; o al menos dos antigenos de Mtb
latentes, y al menos un antigeno de Mtb de reanimacion; y un portador farmacéuticamente aceptable; en el que la
composicién comprende al menos una molécula de acido nucleico que codifica al menos uno de los antigenos de Mtb.

La presente divulgaciéon también proporciona usos de una composicion en la preparacion de un medicamento para
tratar o prevenir una infeccion por Mycobacterium tuberculosis , en la que la composicién comprende al menos tres
antigenos de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), y en la que la composicion comprende al menos un antigeno de Mtb
agudo, al menos un antigeno de Mtb latente, y al menos un antigeno de Mtb de reanimacion; o al menos dos antigenos
de Mtb latentes, y al menos un antigeno de Mtb de reanimacion; y un portador farmacéuticamente aceptable; en el
que la composicién comprende al menos una molécula de acido nucleico que codifica al menos uno de los antigenos
de Mtb.

La presente divulgacion también proporciona usos de una composicion para tratar o prevenir una infeccion por
Mycobacterium tuberculosis , en la que la composicion comprende al menos tres antigenos de Mycobacterium
tuberculosis (Mtb), y en la que la composicion comprende al menos un antigeno de Mtb agudo, al menos un antigeno
de Mtb latente, y al menos un antigeno de Mtb de reanimacion; o al menos dos antigenos de Mtb latentes, y al menos
un antigeno de Mtb de reanimacion; y un portador farmacéuticamente aceptable; en el que la composicién comprende
al menos una molécula de acido nucleico que codifica al menos uno de los antigenos de Mtb.

La presente divulgacion también proporciona cualquiera de las proteinas de fusién descritas en el presente documento,
0 cualquiera de las composiciones descritas en el presente documento, o cualquiera de las células descritas en el
presente documento, o cualquiera de los vectores descritos en el presente documento, o cualquiera de los
procedimientos descritos en el presente documento, o cualquiera de los usos descritos en el presente documento,
sustancialmente como se describe con referencia a los ejemplos y/o figuras adjuntos.

A fin de que el objeto divulgado en el presente documento pueda ser comprendido mas eficazmente, a continuacion
se proporcionan ejemplos. Debe entenderse que estos ejemplos son sélo para fines ilustrativos y no se deben
interpretar como una limitacion de la técnica reivindicada de ninguna manera. A lo largo de estos ejemplos, las
reacciones de clonaciéon molecular, y otras técnicas estandar de ADN recombinante, se llevaron a cabo de acuerdo
con los procedimientos descritos en Maniatis et al., Molecular Cloning - A Laboratory Manual, 2nd ed., Cold Spring
Harbor Press (1989), mediante el uso de reactivos disponibles en el mercado, salvo que se indique lo contrario.

Ejemplos

Ejemplo 1: Construccion del casete de antigeno como herramienta basica para la posterior insercion de la
plataforma

El casete de 5 antigenos (Construct D), que fue optimizado para el codén humano, fue sintetizado comercialmente por
Aldevron y clonado en pVAX-1. Para su uso en vectores MVA, el antigeno 85B se sintetizd con su secuencia lider
nativa. En el caso de los vectores virales distintos del MVA, el antigeno 85B se sustituyd por genes que contenian o
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no la secuencia lider, lo que se consiguié mediante el uso de las secuencias Unicas de la nucleasa EcoRI y Xmal.
Para clonar el casete de 5 antigenos en vectores adenovirales o CMV, se utilizaron cebadores con brazos de
homologia para amplificar el casete por PCR, y este producto de PCR se recombiné en la region apropiada del BAC.

Para la expresion de la proteina recombinante del constructo D, los genes 85B, Rv1733, Rv2626 y RpfD fueron
sintetizados por DNA2.0 y optimizados en codones para la expresion de E. coli. El antigeno 85B y el RpfD se
sintetizaron sin las secuencias lideres nativas. Cada gen se amplificd por PCR a partir del vector DNA2.0 respectivo
con los sitios de restriccion adecuados afiadidos y se clon6 en pET28b de forma secuencial. La ESAT-6 se amplificd
por PCR a partir del ADN del H37Rv.

Mas concretamente, los genes que codifican los antigenos proteicos se amplificaron por PCR mediante el uso de los
cebadores de la Tabla 5 y se clonaron en el vector pET28b (Novagen) a través de los sitios de enzimas de restriccion
indicados. ESAT6 se amplifico por PCR a partir de Mtb y se clond primero en el vector pET23b (Novagen).
Posteriormente se amplificé por PCR y se clon6 en pET28b. Los genes del antigeno 85B, Rv1733c, Rv2626¢ y RpfD
fueron sintetizados con sus codones optimizados para la expresion en E. coli (DNA2.0). El antigeno Ag85B y el rpfD
se sintetizaron sin las bases que codifican la secuencia sefial N-terminal, y el rpfB se amplificé por PCR a partir de
Mtb sin la secuencia sefial N-terminal. Los genes optimizados para el codén se amplificaron por PCR y se clonaron
en pET28b creando proteinas de fusion N-terminal marcadas con 6xHis. Los genes se clonaron sin secuencias
espaciadoras, solo con los sitios de enzimas de restriccion entre cada gen. Para eliminar las 2 regiones transmembrana
del Rv1733c, se amplifico por PCR en 3 trozos que se ligaron entre si.

En otra realizacion, las proteinas 4 Ag y 5 Ag se construyeron con Rv1733c de tipo salvaje que incluyen las regiones
transmembrana. Las construcciones pET28b se clonaron en cepas de clonacién de E. coli, se examinaron por medio
de digestion de restriccidn y se secuenciaron para verificar cada construccion.

Ejemplo 2: Construccion de cepas de BCG recombinante (rBCG)

Se construyeron cepas de rBCG que sobreexpresan antigenos relacionados con la infeccion activa, la latencia y la
reanimacion. Los genes de interés se clonaron primero en un plasmido que permite su insercion en el cromosoma de
BCG en el sitio de integracién attB (pJFINT-RIAR). Como este plasmido tiene tres sitios de clonacion diferentes, los 5
genes no se fusionaron, sino que se dividieron en tres grupos. Ag85B se fusiond con ESAT-6 (Ag85B-ESAT6; SEQ
ID NO:91 (nucledtido) y SEQ ID NO:92 (aminoacido) con la secuencia sefal de Ag85B; SEQ ID NO:93 (nucledétido) y
SEQ ID NO:94 (aminoacido) con la secuencia sefial de la lipoproteina de 19 kDa) y se coloco en el primer sitio de
clonacion, Rv1733c se clond por si mismo, y Rv2626¢ se fusiond con RpfD (Rv2626¢-RpfD; SEQ ID NO:95 y SEQ ID
NO:96 con la secuencia de sefal de Ag85B; SEQ ID NO:97 y SEQ ID NO:98 con la secuencia de sefal de la
lipoproteina de 19 kDa) y luego se coloco en el tercer sitio para crear la siguiente construccion: Ag85B-ESAT6 +
Rv1733c + Rv2626¢-RpfD. Cada inserto se colocé bajo el control del promotor Hsp60 y se afiadié una secuencia de
sefial a ambas fusiones, excepto a Rv1733c, dado que es una proteina de membrana micobacteriana. Se hicieron
construcciones con dos secuencias de sefal diferentes; la secuencia de sefal Ag85B, que permite la secrecion de las
fusiones, y la secuencia de sefial de la lipoproteina de 19 kDa, que las ancla en la membrana, para examinar cual
permitiria una mejor expresion y/o inmunogenicidad de los antigenos. Se construyeron versiones replicantes y no
replicantes de esas cepas rBCG. Los mapas de los plasmidos que se utilizaron para construir las cepas rBCG se
muestran en la Figura 1A (fusiones con la secuencia sefial Ag85B) y 1B (fusiones con la secuencia sefal 19 kDa).

Después de construir las cepas rBCG por medio de la integraciéon de los plasmidos lanzadera en el cromosoma de
BCG SSI, BCG SSIAPanCD u otras cepas BCG, se prepararon lisados y sobrenadantes celulares para evaluar la
expresion relativa de los diferentes antigenos, asi como su localizacion en las células rBCG. Los datos de Western
blot mediante el uso de un anticuerpo monoclonal contra ESAT-6 como sonda mostraron lo siguiente el control BCG
SSI, que no tiene el gen para ESAT-6, no mostro reactividad con el anticuerpo monoclonal ni en el lisado celular ni en
el sobrenadante del cultivo; en el caso del rBCG que expresa la fusion Ag85B-ESATG6 unida a la secuencia sefial de
19 kDa, se detectaron bajos niveles de la fusion, pero sélo en los lisados celulares y no en el sobrenadante de cultivo
de las cepas de rBCG replicantes y no replicantes, lo que demuestra que esta secuencia sefial no da lugar a la
secrecion de la fusidon, como se esperaba la cepa rBCG que expresa la fusion Ag85B-ESAT6 unida a la secuencia
sefial Ag85B mostré un nivel muy alto de expresién tanto en el lisado celular como en el sobrenadante de cultivo, lo
que confirma que esta secuencia sefial si da lugar a la secrecion de esta fusion (datos no mostrados).

Tras los estudios de expresion del antigeno, se llevo a cabo un experimento preliminar de inmunogenicidad en ratones
C57/BL6 al comparar el control BCG SSly las cepas rBCG que expresaban las fusiones con las dos secuencias de
sefial diferentes. Los ratones fueron inmunizados una vez sc con 10% 0 108 UFC de las diferentes cepas de BCG y
fueron sacrificados 6 semanas después. Los esplenocitos fueron estimulados durante 72 horas con las proteinas
recombinantes Ag85B o ESAT-6 y se midieron los niveles de IFNy especifico del antigeno liberado en los
sobrenadantes del cultivo por medio de un ensayo ELISA. Se obtuvieron los siguientes resultados con las fusiones
Ag85B-ESATG6 (ver, Figura 2): el control BCG SSI administrado a la dosis mas baja mostro niveles de fondo de IFNy,
similares a los obtenidos con los ratones sin tratamiento, mientras que los ratones a los que se les administré la dosis
mas alta mostraron niveles mas altos de IFNy especifico de Ag85B, pero ninguna respuesta especifica de ESATS, lo
que era de esperar dado que el control BCG SSI no tiene el gen para ESAT-6; por el contrario, la cepa rBCG que
expresa la fusion Ag85B-ESATG6 unida a la secuencia sefial de Ag85B dio una respuesta especifica de Ag85B mucho
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mas fuerte en ambas dosis, pero una respuesta de ESAT-6 por encima del fondo solo en la dosis mas alta; se
obtuvieron resultados similares con la cepa rBCG que expresa la fusiéon unida a la secuencia sefial de 19 kDa, pero
so6lo en la dosis mas alta, lo que no es sorprendente teniendo en cuenta que los niveles de expresion eran mucho mas
bajos en esa cepa (datos no mostrados).

Secuencia de ADN de la fusién Ag85B-ESATG6 con la secuencia sefal de Ag85B
atgacagacgtgagccgaaagattcgagettggggacgecgattgatgatcggeacggeageggetgtagtecticcgggectggtggg
gettgeeggeggageggeaaccgegggegegttetcecggecggggetgecggtegagtacctgeaggtgeegtegeegtegatgggce
cgcgacatcaaggttcagttccagageggtgggaacaactcacctgeggtttatctgetcgacggectgegegeccaagacgactacaac
ggctgggatatcaacaccccggegticgagtggtactaccagtcgggactgtegatagtcatgecggteggegggcagtccagcettctaca
gegactggtacageccggectgeggtaaggetggctgecagacttacaagtgggaaaccttcctgaccagegagetgecgeaatggttgt
ccgecaacagggcecgtgaageccaccggeagegcetgcaateggettgtecgatggecggetegteggcaatgatcttggecgectaccac
ccccagceagttcatctacgecggcetcgetgteggecctgetggaccectetcaggggatggegcctagectgatcggectegegatgggt
gacgceggeggttacaaggecgeagacatgtgggotecctegagtgacceggeatgggagegeaacgaccctacgeageagatcece
aagctggtcgcaaacaacacceggcetatgggtttattgcgggaacggeaccecgaacgagttgggeggtgccaacataccegecgagtte
ttggagaacttcgttcgtagcagcaacctgaagttccaggatgegtacaacgecgegggegggcacaacgecgtgttcaacttccecgeeca
acggcacgcacagcetgggagtactggggocgctcagetcaacgecatgaagggtgacctgcagagttcgttaggegecggeatgacaga
geagcagtggaatttcgecgggtatcgaggecgeggcaagegeaatccagggaaatgtcacgtecattcattcectecttgacgaggggaa
geagtccctgaccaagetcgeageggectggggeggtageggticggaggegtaccagggtgtccagcaaaaatgggacgecacggct
accgagctgaacaacgegetgeagaacctggegeggacgatcagegaagecggtcaggceaatggcettcgaccgaaggceaacgteactg
ggatgttcgeatga (SEQ ID NO:91).

Secuencia de aminoacidos de la fusion Ag85B-ESATG6 con la secuencia sefial de Ag85B
MTDVSRKIRAWGRRLMIGTAAAVVLPGLVGLAGGAATAGAFSRPGLPVEYLQVPSPSM
GRDIKVQFQSGGNNSPAVYLLDGLRAQDDYNGWDINTPAFEWYYQSGLSIVMPVGGQS
SFYSDWYSPACGKAGCQTYKWETFLTSELPQWLSANRAVKPTGSAAIGLSMAGSSAMI
LAAYHPQQFIYAGSLSALLDPSQGMGPSLIGLAMGDAGGYKAADMWGPSSDPAWERN
DPTQQIPKLVANNTRLWVYCGNGTPNELGGANIPAEFLENFVRSSNLKFQDAYNAAGG
HNAVFNFPPNGTHSWEY WGAQLNAMKGDLQSSLGAGMTEQQWNFAGIEAAASAIQG
NVTSIHSLLDEGKQSLTKLAAAWGGSGSEAYQGVQQKWDATATELNNALQNLARTISE
AGQAMASTEGNVTGMFA (SEQ ID NO:92).

Secuencia de ADN de la fusién Ag85B-ESAT6 con la secuencia sefal de 19 kDa
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atgaagcgtggactgacggtcgeggtagecggagecgcecattetggtegeaggtetttccggatgttcaagcaacaagtcgactacagga

agcggtgagaccacgaccgeggeaggtaccacggeaagecccggecggecgggectgecggtegagtacctgeaggtgecgtegee

gtcgatgggccgegacatcaaggttcagttccagageggtgggaacaactcacctgeggtttatctgetcgacggectgegegeccaaga
cgactacaacggctgggatatcaacaccecggegttcgagtggtactaccagtegggactgtegatagtcatgeeggteggecgggcagte
cagcttctacagcgactggtacageccggectgcggtaaggctggctgecagacttacaagtgggaaaccttectgaccagegagetgee
geaatggttgtccgecaacagggccgtgaageccaccggeagegetgcaatcggettgtecgatggecggcetegtcggeaatgatettgge
cgcctaccacccccageagttcatctacgecggetegetgteggecectgctggaccectetcagggeatggggcctagectgatcggecte
gcgatgggtgacgecggeggttacaaggecgceagacatgtggggteectegagtgacceggeatgggagegeaacgaccctacgeag

cagatccccaagcetggtcgcaaacaacacceggetatgggtttattgecgggaacggeaccecgaacgagttgggcggtgecaacatace

cgccgagttcttggagaacttcgttegtagcagcaacctgaagticcaggatgegtacaacgecgegggegggceacaacgecegtgticaa

cttccegeccaacggeacgeacagetgggagtactgggecgctecagetcaacgecatgaagggtoacctgecagagticgttaggegeeg
gcatgacagagcagcagtggaatttcgegggtatcgaggecgeggeaagegcaatccagggaaatgtcacgtecattcattcectecttga
cgaggggaagcagtccctgaccaagetcgeageggectggggeggtageggttcggaggegtaccagggtgtecagcaaaaatggga

cgccacggetaccgagetgaacaacgegcetgcagaacctggegeggacgatcagegaagecggtcaggeaatggcettcgaccgaagg

caacgtcactgggatgttcgcatga (SEQ ID NO:93).

Secuencia de aminoacidos de la fusion Ag85B-ESAT6 con la secuencia sefal de 19 kDa
MKRGLTVAVAGAAILVAGLSGCSSNKSTTGSGETTTAAGTTASPGRPGLPVEYLQVPSP
SMGRDIKVQFQSGGNNSPAVYLLDGLRAQDDYNGWDINTPAFEWYYQSGLSIVMPVG
GQSSFYSDWYSPACGKAGCQTYKWETFLTSELPQWLSANRAVKPTGSAAIGLSMAGSS
AMILAAYHPQQFIYAGSLSALLDPSQGMGPSLIGLAMGDAGGYKAADMWGPSSDPAW
ERNDPTQQIPKLVANNTRLWVYCGNGTPNELGGANIPAEFLENFVRSSNLKFQDAYNA
AGGHNAVFNFPPNGTHSWEYWGAQLNAMKGDLQSSLGAGMTEQQWNFAGIEAAASA
IQGNVTSIHSLLDEGKQSLTKLAAAWGGSGSEAYQGVQQKWDATATELNNALQNLAR
TISEAGQAMASTEGNVTGMFA (SEQ ID NO:94).

Secuencia de ADN de la fusion Rv2626¢c-RpfD con la secuencia sefial de Ag85B
atgacagacgtgagccgaaagattcgagcettggggacgccgattgatgatcggcacggeageggcetgtagtecttccgggectggtggg
gettgeecggeggageggcaaccgegggegegttetccatgaccaccgeacgegacatcatgaacgeaggtgtgacctgtgttggcgaac
acgagacgctaaccgetgecgcetcaatacatgegtgageacgacateggegegttgecgatetgeggggacgacgaccggetgeacgg
catgctcaccgaccgegacattgtgatcaaaggectggctgegggectagacccgaataccgecacggetggegagttggcccgggaca
gcatctactacgtcgatgcgaacgcaagceatccaggagatgctcaacgtcatggaagaacatcaggtecgecgtgttceggtcatctcaga
geaccgcttggtcggaatcgtcaccgaagecgacatcgeccgacacctgeccgageacgecattgtgcagttcgtcaaggeaatetgcete
gcccatggecctegecageatgacaccgggtttgcttactactgegggtgetggccgaccacgt
gacaggtgcgcecaggatcgtatgcacggtgttcatcgaaaccgecgttgtcgegaccatgtttgtegegttgttgggtctgtccaccatcage
tcgaaagcecgacgacatcgattgggacgecategegeaatgegaatecggeggeaattgggcggccaacaccggtaacgggttatacgg
tggtctgcagatcagecaggcegacgtgggatticcaacggtggtgtcgggtcgccggeggecgegagtccccageaacagatcgaggte
gcagacaacattatgaaaacccaaggcccgggtgcgtggccgaaatgtagttcttgtagtcagggagacgeaccgetgggctegetcace
cacatcctgacgttectegeggecgagactggaggttgttcggggagcagggacgattag (SEQ ID NO:95).

Secuencia de aminoacidos de la fusion Rv2626¢c-RpfD con la secuencia sefial Ag85B
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MTDVSRKIRAWGRRLMIGTAAAVVLPGLVGLAGGAATAGAFSMTTARDIMNAGVTCV
GEHETLTAAAQYMREHDIGALPICGDDDRLHGMLTDRDIVIKGLAAGLDPNTATAGEL
ARDSIYYVDANASIQEMLNVMEEHQVRRVPVISEHRLVGIVTEADIARHLPEHAIVQFVK
AICSPMALASMTPGLLTTAGAGRPRDRCARIVCTVFIETAVVATMFVALLGLSTISSKAD
DIDWDAIAQCESGGNWAANTGNGLYGGLQISQATWDSNGGVGSPAAASPQQQIEVAD
NIMKTQGPGAWPKCSSCSQGDAPLGSLTHILTFLAAETGGCSGSRDD (SEQ ID NO:96).

Secuencia de ADN de la fusién Rv2626¢-RpfD con la secuencia sefial de 19 kDa
Atgaagcgtggactgacggtcgeggtageeggageegcecattetggtegeaggtctttceggatgttcaagcaacaagtcgactacagga
agcggtgagaccacgaccgeggeaggtaccacggeaagecccggceatgaccaccgeacgegacatcatgaacgeaggtgtgacctgt
gttggcgaacacgagacgctaaccgetgecgctcaatacatgegtgageacgacateggegegttgecgatetgeggggacgacgaceg
gctgcacggceatgetcaccgaccgegacattgtgatcaaaggectggetgegggcctagaccegaataccgecacggetggegagttgg
cccgggacagceatctactacgtegatgegaacgcaageatccaggagatgctcaacgtcatggaagaacatcaggtecgeegtgttcegg
tcatctcagagceaccgettggteggaatcgtcaccgaagecgacatcgeccgacacctgeccgageacgecattgtgeagttegtcaagg
caatctgctcgeccatggecectegecageatgacaccgggtttgcttactactgegggtgctggecgaccacgtgacaggtgcgecaggat
cgtatgcacggtgttcatcgaaaccgecgttgtcgegaccatgtttgtegegttgttgggtetgtccaccatcagetcgaaagecgacgacat
cgattgggacgecatcgegeaatgegaatceggeggceaattgggeggccaacaccggtaacgggttatacggtggtetgcagatcagee
aggcgacgtgggattccaacggtggtgtcgggtegeeggeggecgegagtccccageaacagatcgaggtcgcagacaacattatgaa
aacccaaggceccgggtgcgtgaccgaaatgtagttettgtagtcagggagacgcaccgetgggctecgetcacccacatectgacgttecte
gcggecgagactggaggttattcggggagcagggacgattag (SEQ ID NO:97).

Secuencia de aminoacidos de la fusion Rv2626¢-RpfD con la secuencia sefial de 19 kDa
MKRGLTVAVAGAAILVAGLSGCSSNKSTTGSGETTTAAGTTASPGMTTARDIMNAGVT
CVGEHETLTAAAQYMREHDIGALPICGDDDRLHGMLTDRDIVIKGLAAGLDPNTATAG
ELARDSIYYVDANASIQEMLNVMEEHQVRRVPVISEHRLVGIVTEADIARHLPEHAIVQF
VKAICSPMALASMTPGLLTTAGAGRPRDRCARIVCTVFIETAVVATMFVALLGLSTISSK
ADDIDWDAIAQCESGGNWAANTGNGLYGGLQISQATWDSNGGVGSPAAASPQQQIEV

ADNIMKTQGPGAWPKCSSCSQGDAPLGSLTHILTFLAAETGGCSGSRDD (SEQ ID
NO:98).
Ejemplo 3: Clonacion y sobreexpresion de proteinas de fusiéon del Casete y Variantes

La preparacion del casete de antigeno y sus variantes como proteina de fusién requirié6 una estrategia
modificada que se describe a continuacion:

Clonacion: Se crearon multiples proteinas de fusién recombinantes, de las que en el presente documento se
ejemplifican dos: una con cuatro antigenos de Mtb (ESAT6-Rv1733c-Rv2626¢c-RpfD), y otra con cinco antigenos
(Ag85B-ESAT6-Rv1733c-Rv2626¢-RpfD). Los genes que codifican los antigenos proteicos se amplificaron por PCR
mediante el uso de los cebadores de la Tabla 5 y se clonaron en el vector pET28b (Novagen) a través de los sitios de
enzimas de restriccion indicados. ESAT6 se amplifico por PCR a partir de Mtb y se cloné primero en el vector pET23b
(Novagen). Posteriormente se amplificé por PCR y se cloné en pET28b. Los genes del antigeno 85B, Rv1733c,
Rv2626¢ y RpfD fueron sintetizados con sus codones optimizados para la expresion en E. coli (DNA2.0). Ag85B y rpfD
se sintetizaron sin las bases que codifican la secuencia sefial N-terminal, y rpfB se amplificé por PCR a partir de Mtb
sin la secuencia sefal N-terminal. Los genes optimizados para el codon se amplificaron por PCR y se clonaron en
pET28b al crear proteinas de fusion N-terminal marcadas con 6xHis. Los genes se clonaron sin secuencias
espaciadoras, solo con los sitios de enzimas de restriccion entre cada gen. Para eliminar las 2 regiones transmembrana
del Rv1733c, se amplifico por PCR en 3 trozos que se ligaron entre si. En otra realizacion, las proteinas 4 Agy 5 Ag
se construyeron con Rv1733c de tipo salvaje, que incluyen las regiones transmembrana. Las construcciones pET28b
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se clonaron en cepas de clonacién de E. coli, se examinaron por medio de digestion de restriccion y se secuenciaron
para verificar cada construccion. Las secuencias de ADN y aminoacidos de las fusiones 4 Ag y 5 Ag se prepararon sin
las regiones transmembrana de Rv1733c. Las versiones posteriores de estas fusiones sustituyeron a RpfD por RpfB
en la fusién de 4 Ag, con RpfB colocado en el extremo 5' o 3' de la fusion.

Expresion: Los plasmidos que codifican el constructo D y sus variantes de proteinas de fusién se transformaron en E.
coli T7 express (NEB) o E. coli BL21 DE3 (Novagen). Se recogieron multiples colonias de cada construccién de fusiéon
y se cultivaron durante la noche agitando a 37 °C en caldo de soja triptico (TSB) (Sigma). Los cultivos nocturnos se
diluyeron 1:100 en TSB y se cultivaron en agitacion a 37 °C hasta alcanzar una DO600 = 0,6. Los cultivos se indujeron
con 1 mM de IPTG y se cultivaron en agitacién a 37 °C durante 3 horas. Las alicuotas inducidas y no inducidas de
cada cultivo se corrieron en geles de SDS-PAGE Bis/Tris al 4-12 % para verificar la induccion de las proteinas de
fusion. Las colonias que expresan cada una de las proteinas de fusién se congelaron en TSB + 20% de glicerol a -80
°C como stocks de investigacion.

Purificacién de las proteinas de fusion

Se inocularon cultivos de 10 ml a partir de existencias de glicerol de las construcciones de fusién BE1726D y su
variante y se cultivaron durante la noche agitando a 37 °C. Los cultivos de una noche se diluyeron 1:100 en 250 ml de
TSB y se cultivaron agitando a 37 °C hasta alcanzar una DO600 = 0,6. Los cultivos se indujeron con 1 mM de IPTG y
se cultivaron en agitacion a 37 °C durante 3 horas. Una alicuota de la muestra inducida se corrié en un gel Bis/Tris
SDS-PAGE al 4-12% para confirmar la induccion de la proteina. El cultivo inducido se centrifugd a 6.000 x g durante
10 m y los pellets se congelaron a -80 °C. Los pellets se descongelaron y se resuspendieron en 10 ml de tampodn
BPER (Thermo Scientific), y se tomé una alicuota para el analisis (lisado). Se afadié lisozima (20 u/ml) y DNasa | (25
U/ml) para ayudar a completar la lisis celular. Las células lisadas se centrifugaron a 12.000 x g durante 10 minutos y
se recogi6 el sobrenadante (fraccion soluble). El pellet insoluble se resuspendié en 10 ml de tampén BPER y se extrajo
una alicuota de 100 pl (fraccion insoluble). Las células del pellet resuspendido se diluyeron con 10 ml de tampén BPER
al 10% vy la suspensioén se centrifugd a 12.000 x g durante 10 minutos. El sobrenadante se descarto y el pellet se lavo
de nuevo con 10 ml de tampén BPER al 10% 3 veces mas. El lisado, las fracciones solubles e insolubles y los lavados
se corrieron en un gel de SDS-PAGE Bis/Tris al 4-12% para confirmar la expresién y determinar la localizacion
subcelular de la proteina. Las proteinas de fusién se encontraron localizadas en el pellet insoluble en cuerpos de
inclusion. El pellet insoluble se resuspendié en 10 ml de tampdn de union desnaturalizante (DBB) (8 M de urea, 92
mM de NaHPO4, 7 mM de NaH2PO4, 10 mM de Tris) de pH 7,8. Los cuerpos de inclusion se lisaron por sonicacion, y
el lisado se limpid de restos por centrifugacién a 12.000 x g durante 20 minutos.

Las proteinas con las regiones transmembrana de Rv1733c eliminadas se purificaron por medio de purificacién en
columna. Se equilibraron cinco (5) ml de resina HisPur Cobalt (Thermo Scientific) con DBB y se incubaron con 5 mli
de lisado aclarado. La mezcla resultante se agitdé a temperatura ambiente durante 90 horas. La mezcla de lisado/resina
se cargo en una columna de 30 ml y se lavé con 25 volumenes de tampoén de lavado desnaturalizante (8 M de urea,
25 mM de NayHPO4,75 mM de NaH2PO4, 10 mM de Tris, 12 mM de desoxicolato sédico, pH 7,8). La proteina marcada
con His se eluyo de la columna de Co+ eluyendo con el tampén de elucion (8 M de urea, 10 mM de Tris, 5% de glicerol)
de pH 8,0 con 50, 100, 350, 500 y 1000 mM de imidazol. Las proteinas eluidas se corrieron en un gel de SDS-PAGE
de Bis/Tris al 4-12% vy las fracciones limpias se dializaron etapa a etapa de 8M de urea, 10mM de Tris, 5% de glicerol
a 10mM de Tris, 5% de glicerol. La proteina dializada se analizé por SDS-PAGE para determinar su pureza, por
western blot para determinar la presencia de cada antigeno, y se analizé para determinar la presencia de endotoxina
residual. Las muestras puras con < 0,25 U de endotoxina/ml fueron alicuotadas y congeladas a -80° C.

Las proteinas que tienen Rv1733c de tipo salvaje se purificaron mediante el uso de un purificador AKTA (GE
Healthcare). Después de separar los cuerpos de inclusion por medio de lavados de BPER como se ha indicado
anteriormente, el pellet insoluble se resuspendié en 10 ml de tampdn de unién desnaturalizante (DBB) + 20mM de
imidazol. Los cuerpos de inclusién se lisaron por sonicacion, y el lisado se limpié de restos por centrifugacion a 12.000
x g durante 20 minutos. Se equilibraron cinco (5) ml de resina Ni Sepharose High Performance (GE Healthcare) con
DBB y se incubaron con 10 ml de lisado aclarado. La mezcla resultante se agité a temperatura ambiente durante 2
horas. A continuacién, la mezcla se cargé en el purificador AKTA. Todas las lineas utilizadas en el purificador AKTA
se equilibraron con DBB + 20 mM de imidazol, tampén de lavado desnaturalizante (8 M de urea, 25 mM de Na;HPO4,75
mM de NaH2PO4, 10 mM de Tris, 12 mM de desoxicolato sédico, 20mM de imidazol) pH 7,8, o tampdn de elucion (8
M de urea, 10 mM de Tris, 5% de glicerol, 20 mM de imidazol), segun fuera necesario. Las proteinas se eluyeron por
elucién en gradiente (tampdn de elucion 1: 8 M de urea, 10 mM de Tris, 5% de glicerol, 20 mM de imidazol, recorrido
de 100% a 0; tampédn de elucion 2: 8 M de urea, 10 mM de Tris, 5% de glicerol, 500 mM de imidazol, diversion de 0 a
100%) y se recogieron las fracciones. Las fracciones positivas se corrieron en un gel Bis-Tris SDS-PAGE al 4-12% y
se dializaron etapa a etapa de 8 M de urea, 10 mM de Tris, 5% de glicerol a 10 mM de Tris, 5% de glicerol. La proteina
dializada se analizé por SDS-PAGE para determinar su pureza, por western blot para determinar la presencia de cada
antigeno, y se analizd para determinar la presencia de endotoxina residual. Las muestras puras con < 0,25 U de
endotoxina/ml fueron alicuotadas y congeladas a -80 °C.

Lo anterior describe la purificacion de las proteinas 4 Ag y 5 Ag que fueron expresadas con etiquetas 6xHis. Las

proteinas también se pueden expresar sin etiquetas. Las proteinas no etiquetadas se pueden purificar por medio de
la combinacién de procedimientos cromatograficos, tales como la cromatografia de intercambio iénico y de exclusién
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por tamano, y procedimientos de filtracion, tales como el flujo tangencial.
Ejemplo 4: Inmunogenicidad de las proteinas de fusion 5 Ag y 4 Ag en ratones

Se probd la inmunogenicidad de la proteina de fusiéon 5 Ag en ratones CB6F 1, adyuvada con un agonista sintético de
TLR3 poli I:C. Se probaron otros multiples adyuvantes, tales como los agonistas de TLR4, y se demostré que eran
inmunogénicos, por lo que la realizacion es independiente del adyuvante utilizado, y aplicable a muchas clases de
adyuvantes. Los ratones fueron inmunizados por via subcutanea dos veces, con dos semanas de diferencia, con 1 o
10 ug de proteina de fusion adyuvada. Dos (2) semanas después de la segunda inmunizacion, los ratones fueron
sacrificados y se aislaron los esplenocitos. Los esplenocitos se incubaron con antigenos proteicos recombinantes para
la estimulacion in vitro y con proteinas recombinantes o péptidos superpuestos para el analisis ELISpot. La proteina
de fusion 5 Ag indujo respuestas significativas de IFN-y a cada antigeno que fueron medibles tanto por estimulacién
in vitro como por ELISpot (ver, Figuras 3A y 3B). La respuesta a Ag85B, el antigeno mas inmunogénico y el primero
de la proteina de fusion, fue mucho mas fuerte que las respuestas a los otros antigenos.

Las proteinas 4 Ag y 5 Ag fueron entonces probadas para la inmunogenicidad en ratones CB6F1, adyuvados con un
agonista sintético MPL TLR4. Los ratones fueron inmunizados por via subcutanea dos veces, con dos semanas de
diferencia, con 3 ug de proteina de fusién adyuvada. Se aislaron los esplenocitos para la estimulacion in vitro y el
ELISpot. Los esplenocitos fueron estimulados con antigenos individuales o proteinas de fusion. La inmunizacion con
las proteinas de fusion 4 Ag o 5 Ag indujo respuestas de IFN-y a todos los antigenos. Las respuestas a ESATS,
Rv1733c, Rv2626¢ y RpfD fueron todas mas altas en la proteina de fusion 4 Ag, que carece de Ag85B, que en la
proteina de fusion 5 Ag (ver, Figuras 4A 'y 4B).

También se llevaron a cabo estudios de inmunogenicidad en las proteinas de fusién con el Rv1733c de tipo salvaje
(85B-ESAT6-Rv1733cwt-Rv2626¢c-RpfD y ESAT6-Rv1733cwt-Rv2626¢c-RpfD) y las 4 fusiones de Ag en las que RpfD
fue reemplazado por RpfB (ESAT6-Rv1733c-Rv2626c-RpfB y RpfB-ESAT6-Rv1733c-Rv2626¢). Estos estudios
compararon la inmunogenicidad de las proteinas de fusion que contienen el Rv1733c modificado con la de las fusiones
que contienen el Rv1733c de tipo salvaje, y también la inmunogenicidad de las proteinas de fusion que contienen
RpfD con la de las fusiones que contienen RpfB. Los estudios mostraron que, aunque la sustitucién del Rv1733c
modificado por el 1733c de tipo salvaje no afectaba a la inmunogenicidad general, el RpfB es significativamente mas
inmunogénico que el RpfD en estas fusiones (véanse las figuras 5A y 5B).

Ejemplo 5: Eficacia protectora permanente

Las proteinas de fusion 5 Ag y 4 Ag (BE1726D, E1726D) se utilizaron en un experimento de proteccion de refuerzo en
ratones. Los ratones fueron cebados con BCG SSI y BCG SSI recombinante que sobreexpresa los 5 antigenos de
Mtb que componen la proteina de fusion 5 Ag. Seis (6) y ocho semanas después, los ratones fueron reforzados con
la proteina 5 Ag o la 4 Ag mas un adyuvante de poli I:C. Cuatro (4) semanas después del segundo refuerzo, los ratones
recibieron una provocacién de Mtb en aerosol de 50-100 UFC. Los ratones fueron sacrificados a las 4 y 12 semanas
después de la provocacion para determinar las bacterias viables en los pulmones (véase la figura 6A) y el bazo (véase
la figura 6B). Este experimento determiné si la gran respuesta al Ag85B es mas protectora en los ratones que la
respuesta mas amplia a los otros 4 antigenos de la proteina de fusion de 4 Ag.
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<140>
<141>
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<151>2013-06-25

<160> 98

<170> Patente In Ver. 2,1
<210>1

<211> 977

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Mycobacterium Ag85B
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<400> 1

<210> 2

atgacagacg
gcggetgtag
tctceecggee
acatcaaggt
gcctgegege
actaccagtc
actggtacag
tgaccagcga
ctgcaatcgg
agcagttcat
ctagcctgat
gtcectegag
tcgcaaacaa
gtgccaacat
aggatgcgta
cgcacagctg

cgttaggege

<211> 858
<212> DNA
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

tgagccgaaa
tcctteeggg
ggggctgecg
tcagttccag
ccaagacgac
gggactgtcg
cccggectge
gctgccgcaa
cttgtcgatg
ctacgcegge
cggcctegeg
tgacccggeca
cacccggceta
acccgecgag
caacgccgeg
ggagtactgg

cggctga

ES2925950 T3

gattcgagct
cctggtgggg
gtcgagtacc
agcggtggga
tacaacggct
atagtcatgce
ggtaaggctg
tggttgtceg
gcecggetegt
tcgetgtegg
atgggtgacg
tgggagcgca
tgggtttatt
ttecttggaga
ggcgggcaca

ggcgctcagce

tggggacgce
cttgeegegg
tgcaggtgce
acaactcacc
gggatatcaa
cggtcggegg
gctgccagac
ccaacagggc
cggcaatgat
ccctgetgga
ccggeggtta
acgaccctac
gcgggaacgg
acttegtteg
acgccgtgtt

tcaacgccat

gattgatgat
agcggcaacc
gtcgeegteg
tgcggtttat
caccccggeg
gcagtccage
ttacaagtgg
cgtgaagcce
cttggcegee
cccctectcag
caaggccgca
gcagcagatc
caccccgaac
tagcagcaac

caacttcceg

gaagggtgac

cggcacggca
gcgggegegt
atgggccgeg
ctgctcgacg
ttcgagtggt
ttctacagecg
gaaaccttcce
accggcagceg
taccacccce
gggatgggge
gacatgtggg
cccaagcetgg
gagttgggcg
ctgaagttcce
cccaacggca

ctgcagagtt

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Mycobacterium Ag85B (E. coli optimizada)

<400> 2
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10

<210> 3

atgtttagcce
cgtgacatta
gacggtctgce
tggtattacc
agcgattggt
ttcttgacca
agcgctgcecta
ccgcagcagt
ggtccgagcecce
tggggcccat
ctggtggcga
ggtggegcga
ttccaggacg
ggcactcata

tecctetetgg

<211> 858
<212> DNA
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

gtcctggect
aggtgcagtt
gtgcgcagga
agtcgggtct
acagcccgge
gcgagctgece
ttggcctgte
ttatctacgce
tgattggtct
ctagcgaccce
ataacacgcg
atatccctge
cgtataacge
gctgggagta

gtgcggge

ES2925950 T3

gccagttgaa
ccagagcggce
tgattacaac
gagcattgtg
atgcggcaag
gcaatggttg
catggccgge
cggtagcectg
ggcaatgggt
ggcatgggag
cctgtgggte
ggagtttctg
agccggtggt

ctggggtgeg

tacctgcaag
ggtaacaata
ggctgggaca
atgcecggttg
gctggttgee
agcgccaacc
agcagcgcga
agcgcattge
gacgcaggtg
cgtaatgacc
tactgtggca
gaaaactttg
cacaatgcgg

cagttgaacg

ttccgageee
gceceggetgt
tcaatacccce
gcggtcaaag
aaacctacaa
gtgcggtcaa
tgatcttgge
tggacccgag
gttacaaagc
cgacccagca
atggtacgcce
ttcgcagcag
ttttcaattt

caatgaaagg

gtccatgggt
gtacctgcectg
ggcatttgag
cagcttctat
gtgggaaact
accgaccggt
ggcataccat
ccaaggcatg
ggccgatatg
aattccgaaa
gaacgagctg
caacctgaaa
cccgcecaaat

cgatctgcaa

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Mycobacterium Ag85B (optimizado para humanos)

<400> 3

<210> 4

atgttctcca
agagacatca
gacggcctga
tggtactacc
agcgactggt
tttctgacca
tcecgetgeca
ccccagcaat
ggccctagece
tggggcccta
ctggtggcca
ggcggagceca
ttccaggacg
ggcacccaca

agctcecetgg

<211> 325

ggcccggcect
aggtgcagtt
gggctcagga
agtccggact
atagccctge
gcgaactgece
tcggactcag
ttatctacge
tcattggect
gctccgatee
acaacacaag
acattccege
cctacaatgce
gctgggagta

gagctgga

gcctgtegag
ccaatccgga
cgactacaac
gagcatcgtc
ctgcggcaaa
ccagtggctg
catggccgga
tggcagcctg
ggccatggge
tgcctgggag
gctctgggtg
cgagttcctg
cgccggagge

ttggggcgcet

tatctgcagg
ggcaacaaca
ggctgggaca
atgccegtgg
gccggatgece
tccgeccaata
agctccgeta
tcegetcetge
gatgctggeg
aggaatgacc
tactgcggca
gagaacttcg
cacaacgctg

cagctgaacg

52

tcececteece
gccccegecgt
tcaacaccce
gcggccagag
agacctacaa
gggccgtcaa
tgatcctgge
tggatcctag
gctataaggce
ccacccagca
atggcacccc
tcaggagcag
tgttcaactt

ccatgaaagg

ctccatggge
gtatctccte
cgccttegag
ctccttctac
gtgggagacc
acctaccggce
cgcctaccac
ccaaggcatg
cgccgatatg
gatccccaag
caacgaactg
caacctgaag
cccteccaac

cgacctccag

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

858

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

858



<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ES2925950 T3

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Mycobacterium Ag85B

<400> 4

Met Thr Asp

Ile Gly Thr

Gly Gly Ala

35

Glu Tyr Leu
50

Gln Phe Gln
65

Gly Leu Arg

Ala Phe Glu

Gly Gly Gln

115

Lys Ala Gly
130

Leu Pro Gln
145

Ala Ala Ile

Ala Tyr His

Leu Asp Pro
195

Gly Asp Ala
210

Asp Pro Ala
225

Val Ala Asn

Asn Glu Leu

Val Arg Ser
275

Gly His Asn
290

Glu Tyr Trp
305

Ser Leu Gly

<210>5

Val

Ala

20

Ala

Gln

Ser

Ala

Trp

100

Ser

Cys

Trp

Gly

Pro
180

Ser

Gly

Trp

Asn

Gly

260

Ser

Ala

Gly

Ala

Ser

Ala

Thr

Val

Gly

Gln

85

Tyr

Ser

Gln

Leu

Leu

165

Gln

Gln

Gly

Glu

Thr

245

Gly

Asn

vVal

Ala

Gly
325

Arg

Ala

Ala

Pro

Gly

70

Asp

Tyr

Phe

Thr

Ser

150

Ser

Gln

Gly

Tyr

Arg

230

Arg

Ala

Leu

Phe

Gln
310

Lys

Val

Gly

Ser

55

Asn

Asp

Gln

Tyr

Tyr

135

Ala

Met

Phe

Met

Lys

215

Asn

Leu

Asn

Lys

Asn

295

Leu

Ile

val

Ala

40

Pro

Asn

Tyr

Ser

Ser

120

Lys

Asn

Ala

Ile

Gly
200
Ala
Asp
Trp
Ile
Phe
280

Phe

Asn

Arg

Leu

25

Phe

Ser

Ser

Asn

Gly

105

Asp

Trp

Arg

Gly

Tyr

185

Pro

Ala

Pro

Val

Pro

265

Gln

Pro

Ala

53

Ala

10

Pro

Ser

Met

Pro

Gly

Leu

Trp

Glu

Ala

Ser

170

Ala

Ser

Asp

Thr

Tyr

250

Ala

Asp

Pro

Met

Trp

Gly

Arg

Gly

Ala

75

Trp

Ser

Tyr

Thr

Val

155

Ser

Gly

Leu

Met

Gln

235

Cys

Glu

Ala

Asn

Lys
315

Gly

Leu

Pro

Arg

60

Val

Asp

Ile

Ser

Phe

140

Lys

Ala

Ser

Ile

Trp
220
Gln
Gly
Phe
Tyr
Gly

300

Gly

Arg

vVal

Gly

45

Asp

Tyr

Ile

Val

Pro

125

Leu

Pro

Met

Leu

Gly
205
Gly
Ile
Asn
Leu
Asn
285

Thr

Asp

Arg

Gly

30

Leu

Ile

Leu

Asn

Met

110

Ala

Thr

Thr

Ile

Ser
130

Leu

Pro

Pro

Gly

Glu

270

Ala

His

Leu

Leu

15

Leu

Pro

Lys

Leu

Thr

95

Pro

Cys

Ser

Gly

Leu

175

Ala

Ala

Ser

Lys

Thr

255

Asn

Ala

Ser

Gln

Met

Ala

Val

Val

Asp

80

Pro

Val

Gly

Glu

Ser

160

Ala

Leu

Met

Ser

Leu

240

Pro

Phe

Gly

Trp

Ser
320



ES2925950 T3

<211> 286
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Mycobacterium Ag85B (E. coli y humano optimizado)

<400> 5

Met Phe Ser Arg Pro Gly Leu Pro Val Glu Tyr Leu Gln Val Pro Ser

Pro Ser Met Gly Arg Asp Ile Lys Val Gln Phe Gln Ser Gly Gly Asn
20 25 30

Asn Ser Pro Ala Val Tyr Leu Leu Asp Gly Leu Arg Ala Gln Asp Asp
35 40 45

Tyr Asn Gly Trp Asp Ile Asn Thr Pro Ala Phe Glu Trp Tyr Tyr Gln
50 55 60

Ser Gly Leu Ser Ile Val Met Pro Val Gly Gly Gln Ser Ser Phe Tyr
65 70 75 80

Ser Asp Trp Tyr Ser Pro Ala Cys Gly Lys Ala Gly Cys Gln Thr Tyr

Lys Trp Glu Thr Phe Leu Thr Ser Glu Leu Pro Gln Trp Leu Ser Ala
100 105 110

Asn Arg Ala Val Lys Pro Thr Gly Ser Ala Ala Ile Gly Leu Ser Met
115 120 125

Ala Gly Ser Ser Ala Met Ile Leu Ala Ala Tyr His Pro Gln Gln Phe
130 135 140

Ile Tyr Ala Gly Ser Leu Ser Ala Leu Leu Asp Pro Ser Gln Gly Met
145 150 155 160

Gly Pro Ser Leu Ile Gly Leu Ala Met Gly Asp Ala Gly Gly Tyr Lys
165 170 175

Ala Ala Asp Met Trp Gly Pro Ser Ser Asp Pro Ala Trp Glu Arg Asn
180 185 190

Asp Pro Thr Gln Gln Ile Pro Lys Leu Val Ala Asn Asn Thr Arg Leu
195 200 205

Trp Val Tyr Cys Gly Asn Gly Thr Pro Asn Glu Leu Gly Gly Ala Asn
210 215 220

Ile Pro Ala Glu Phe Leu Glu Asn Phe Val Arg Ser Ser Asn Leu Lys
225 230 235 240

Phe Gln Asp Ala Tyr Asn Ala Ala Gly Gly His Asn Ala Val Phe Asn
245 250 255

Phe Pro Pro Asn Gly Thr His Ser Trp Glu Tyr Trp Gly Ala Gln Leu
260 265 270

Asn Ala Met Lys Gly Asp Leu Gln Ser Ser Leu Gly Ala Gly
275 280 285

<210> 6

<211> 288

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Mycobacterium ESAT-6

54
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10

<400> 6
atgacagagc agcagtggaa tttcgcgggt atcgaggeccg cggcaagcgce aatccaggga 60
aatgtcacgt ccattcattc cctccttgac gaggggaagc agtccctgac caagctcgeca 120
gcggectggg geggtagegg ttcecggaggeg taccagggtg tccagcaaaa atgggacgec 180
acggctaccg agctgaacaa cgcgctgcag aacctggcege ggacgatcag cgaagccggt 240
caggcaatgg cttcgaccga aggcaacgtc actgggatgt tcgcatag 288
<210>7
<211> 282
<212> DNA
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Mycobacterium ESAT-6 (optimizado para humanos)
<400>7
accgagcagc agtggaactt cgccggcatc gaagctgeccg ctagecgccat ccaaggcaac 60
gtgaccagca tccacagcct gctggacgag ggcaagcaga gcctgaccaa gctggetget 120
gcttggggcg gatccggaag cgaagcctac cagggcgtgc agcagaagtg ggacgccaca 180
gccaccgagce tgaacaacgc cctgcagaac ctcgccagaa ccatcagcga ggccggacag 240
gctatggcca gcacagaggg caatgtgace ggecatgtteg cc 282
<210>8
<211> 94
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: ESAT-6
<400> 8
Thr Glu Gln Gln Trp Asn Phe Ala Gly Ile Glu Ala Ala Ala Ser Ala
1 5 10 15
Ile Gln Gly Asn Val Thr Ser Ile His Ser Leu Leu Asp Glu Gly Lys
20 25 30
Gln Ser Leu Thr Lys Leu Ala Ala Ala Trp Gly Gly Ser Gly Ser Glu
35 40 45
Ala Tyr Gln Gly Val Gln Gln Lys Trp Asp Ala Thr Ala Thr Glu Leu
50 55 60
Asn Asn Ala Leu Gln Asn Leu Ala Arg Thr Ile Ser Glu Ala Gly Gln
65 70 75 80
Ala Met Ala Ser Thr Glu Gly Asn Val Thr Gly Met Phe Ala
85 90
<210>9
<211> 687
<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Mycobacterium Rv1980c

<400> 9

55



10

15

<210> 10

gtgcgcatca
gccacggcecg
tgccagattce
cccgaccaga
gccacatcgt
cagtccgcga
ggcggcacge
ccaatcacct
attgtgcaag
ggcttggacc
ttcaaccegg

tecegegateg

<211> 690
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Mycobacterium Rv1980c (optimizado para humanos)

<400> 10

<210> 11
<211> 22

atggtcagga
gtggctacceg
gcctgeccaga
taccccgatce
gccgccacaa
taccagtccg
gctggeggaa
aagcccatca
cccatecgtge
gctggactgg
ttcttcaatc

agaagcgcca

8

<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

agatcttcat
cgcccaagac
aaatgtccga
agtcgectgga
ccactccacg
taccgeccgeg
acccaacgac
atgacacgct
gtgaactgag
cggtgaatta
gggagttgct

actcgatgcet

tcaagatctt
ctgeteccaa
tccaaatgag
agaagtccct
gcagcacacc
ctattecctcc
cacaccccac
catacgacac
agggcgagct
acccegtgaa
ccggcgaact

tcgactccat

ES2925950 T3

gctggtcacg
ctactgcgag
ccecggectac
aaattacatc
cgaagccccece
tggtacgcag
cacgtacaag
gtggcaggcet
caagcagacc
tcagaacttc
gcccgaagca

ggcctag

catgctcegtg
gacctactge
cgaccccgec
cgagaactac
cagagaggcc
cagaggcacc
caccacctac
cctgtggecag
ctccaagcag
ctaccagaac
gctgectgaa

gctggcctga

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Rv1980c

<400> 11

getgtegttt
gagttgaaag
aacatcaaca
gcccagacge
tacgaattga
gccgtggtge
gccttegatt
gacaccgatc
ggacaacagg
gcagtcacga

gccggceccaa

accgcecegtgg
gaggagctga
tacaacatca
atcgctcaga
ccctacgage
caggctgtgg
aaggccttceg
gctgataccg
accggccagce
ttcgeegtea

gctgetggece

56

tgctectgttyg
gcaccgatac
tcagcctgece
gcgacaagtt
atatcacctc
tcaaggtcta
gggaccaggce
cgctgccagt
tatcgatagce
acgacggggt

cccaggtatt

tgctecctgtyg
agggaaccga
acatctccct
ccagggacaa
tgaacatcac
tgctcaaggt
actgggacca
atccecctgee
aagtgagcat
ccaacgacgg

ccacccaagt

ttcgggtgtg
cggccaggceg
cagttactac
cctcagecgeg
ggccacatac
ccagaacgcc
ctatcgcaag
cgtctteccee
gccgaatgee
gattttctte

ggtcccacgt

ttgttcecgge
caccggccag
ccecctectac
gttcctgage
ctcecgecace
ctaccaaaac
ggcctacagg
cgtggtgttce
cgcccccaat
cgtgatctte

gctggtgect

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

687

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

690



Val Arg Ile

Cys Ser Gly

Lys Gly Thr

35

Ala Tyr Asn
50

Ser Leu Glu
65

Ala Thr Ser

Ser Ala Thr

Val Leu Lys
115

Tyr Lys Ala
130

Asp Thr Leu
145

Ile Val Gln

Ala Pro Asn

Thr Asn Asp
195

Glu Ala Ala
210

Ser Met Leu
225

<210> 12

<211> 1176

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

Lys
Val
20

Asp

Ile

Asn

Ser

Tyr

100

val

Phe

Trp

Gly

Ala

180

Gly

Gly

Ala

Ile

Ala

Thr

Asn

Tyr

Thr

85

Gln

Tyr

Asp

Gln

Glu

165

Gly

Val

Pro

ES2925950 T3

Phe

Thr

Gly

Ile

Ile

70

Pro

Ser

Gln

Trp

Ala

150

Leu

Leu

Ile

Thr

Met

Ala

Gln

Ser
55

Ala

Arg

Ala

Asn

Asp

135

Asp

Ser

Asp

Phe

Gln
215

Leu

Ala

Ala

40

Leu

Gln

Glu

Ile

Ala

120

Gln

Thr

Lys

Pro

Phe

200

Vval

Val

Pro

25

Cys

Pro

Thr

Ala

Pro

105

Gly

Ala

Asp

Gln

val

185

Phe

Leu

Thr

10

Lys

Gln

Ser

Arg

Pro

90

Pro

Gly

Tyr

Pro

Thr

170

Asn

Asn

val

Ala

Thr

Ile

Tyr

Asp

75

Tyr

Arg

Thr

Arg

Leu

155

Gly

Tyr

Pro

Pro

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Mycobacterium Rv1039c

<400> 12

57

Val

Tyr

Gln

Tyr

60

Lys

Glu

Gly

His

Lys

140

Pro

Gln

Gln

Gly

Arg
220

val

Cys

Met

45

Pro

Phe

Leu

Thr

Pro

125

Pro

Val

Gln

Asn

Glu

205

Ser

Leu

Glu

Ser

Asp

Leu

Asn

Gln

110

Thr

Ile

Val

Vval

Phe

190

Leu

Ala

Leu

15

Glu

Asp

Gln

Ser

Ile

95

Ala

Thr

Thr

Phe

Ser

175

Ala

Leu

Ile

Cys

Leu

Pro

Lys

Ala

80

Thr

Val

Thr

Tyr

Pro

160

Ile

Vval

Pro

Asp



<210> 13

atggatttcg
gcaggaccga
acggeccgegt
gcctecgatgg
gaagccgcetg
tatgcgatga
gtcgcgacga
gccgagatgt
gccgggatge
gcccagtcceg
gcggacctga
gttctcgact
ccgttegtgg
gccatccceca
gccgaaggcg
gactcggtga
ctgtcagtge
ctcgaaggca

ccgggaatgg

aagcccactg

<211> 1176
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>

gagctttacc
tgatggccge
cgtatgagtc
cgatggtcgce
cgcatgcecgg
cagtgccgec
acgtcctggg
gggctcagga
tgcaaccgtt
ccgeggtegg
tcagtagecct
cgacgggget
caaacatcat
ccgcgatatt
ccatcgaggce
cgccagceggg
cggcggcctg
gcggctggac
ccteggecge

tcatgcccaa

ES2925950 T3

ccctgagatce
cggggccegea
ggtgatcacc
cgcagcccag
ctcgcaggee
ggaggtggtce
gatcaacaca
cgctcetgget
aagcccgecg
ctcggcetgece
gcccaacgcg
gagcggaatc
caacagcgca
cctagcaaat
tgcecgagggt
gcteggegea
gtctacggcece
cgtecgeegee
caagggcacc

acaggtcgtc

aactccgcac
tggaacggce
cggctgacca
ccctatcectgg
atggcgtcgg
gcggccaacce
ccggcaatca
atgtacggct
tcgcagacca
gccaccgcecg
gtgagtggge
attgccgaca
gtcaacaccg
gcecctgaaca
gcecgcecagtg
agtttaggecg
gcaccggcga
gaagaagccg
ggtgcctatg

gtgtga

gcatgtacgce
tggcecgecga
ccgagtegtg
cttggttgac
cggecgecta
gggcgetget
tggcgaccga
acgcggccge
ccaacccggg
ccgtcaacca
tcgectcecee
tcgacgceccect
ccgcettggta
gtggggcgec
cggccgecge
aggccaccct
caaccgccgg

gcccagttac

ccgggecgeg

cggcgcgggt
gttgggtacg
gatgggtccg
ctacaccgcece
cgaggcggcec
ggcggecctg
agccctctat
ttcgggagece
cgggctggec
ggtgagcgta
agtcacatcg
gctecgecgace
tgtcaacgcce
ggtagcgatc
ggggttggcg
ggtecggecgg
cgccacagceg
cgggatgatg

gtacggattc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1176

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Mycobacterium Rv1039c¢ (optimizado para humanos)

<400> 13

58



atggattttg
gccggaccta
acagccgcett
gccagcatgg
gaagccgcetg
tatgccatga
gtggctacca
gctgagatgt
gctggaatgce
gctcaaagcg
gccgacctea
gtgctcgata
ccctttgtceg
gccattccca
gctgagggeg
gatagcgtca
ctgtcegtge
ctggagggat
cctggcatgg

aagcccaccg

gcgecctgee
tgatggccge
cctacgagtc
ctatggtcge
ctcacgeccgg
ccgtgectec
acgtgctggg
gggcccagga
tgcagcccect
ctgctgtggg
tctccagect
gcaccggcect
ccaacatcat
ccgceccatcett
ctattgaggc
ccectgetgg
ctgctgcttg
ccggatggac
ccagcgcetge

tcatgcccaa

ES2925950 T3

tccecgagatce
tggagccgee
cgtgatcacc
cgctgctcaa
aagccaagct
cgaggtcgtg
aatcaacacc
tgcecctegece
gtcccecect
atccgcetget
gcctaacget
gtcecggeatce
caattccgce
cctegcecaac
tgctgaagga
actcggagcet
gagcaccgct
agtggetget
taagggaacc

gcaggtcgte

<210> 14

<211> 401

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Rv1039c

<400> 14

aacagcgcta
tggaatggac
agactcacca
ccctacctgg
atggctagcg
gctgccaaca
cccgcetatta
atgtacggat
tcccagacca
gctaccgcetg
gtgagcggac
atcgccgaca
gtgaacaccg
gccctgaact
gccgctageg
agcctgggag
gctcctgeta
gaggaagctg
ggcgcctatg

gtctaa

59

ggatgtatge
tggctgecga
cagagtcctg
cctggctgac
ccgecgetta
gagctctcct
tggccaccga
acgccgcetge
ccaaccccgg
ccgtcaatca
tggcctceecce
ttgatgctct
ctgcctggta
ccggagctcece
ctgctgetge
aagccaccct
caaccgctgg
gacccgtgac

ccggacccag

tggcgetgga
actgggcaca
gatgggacct
ctatacagct
tgaggccgcet
ggccgeccte
ggctctgtac
ttcecggaget
aggactggct
ggtcagcgtc
tgtcacatcce
cctecgecace
cgtcaacgct
tgtcgccatce
tggactggcect
ggtcggcaga
agctaccgcet
cggaatgatg

atacggattc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1176



ES2925950 T3

Met Asp Phe Gly Ala Leu Pro Pro Glu Ile Asn Ser Ala Arg Met Tyr
Ala Gly Ala Gly Ala Gly Pro Met Met Ala Ala Gly Ala Ala Trp Asn
20 25 30

Gly Leu Ala Ala Glu Leu Gly Thr Thr Ala Ala Ser Tyr Glu Ser Val
35 40 45

Ile Thr Arg Leu Thr Thr Glu Ser Trp Met Gly Pro Ala Ser Met Ala
50 55 60

Met Val Ala Ala Ala Gln Pro Tyr Leu Ala Trp Leu Thr Tyr Thr Ala
65 70 75 80

Glu Ala Ala Ala His Ala Gly Ser Gln Ala Met Ala Ser Ala Ala Ala
85 90 95

Tyr Glu Ala Ala Tyr Ala Met Thr Val Pro Pro Glu Val Val Ala Ala
100 105 110

Asn Arg Ala Leu Leu Ala Ala Leu Val Ala Thr Asn Val Leu Gly Ile
115 120 125

Asn Thr Pro Ala Ile Met Ala Thr Glu Ala Leu Tyr Ala Glu Met Trp
130 135 140

Ala Gln Asp Ala Leu Ala Met Tyr Gly Tyr Ala Ala Ala Ser Gly Ala
145 150 155 160

Ala Gly Met Leu Gln Pro Leu Ser Pro Pro Ser Gln Thr Thr Asn Pro
165 170 175

Gly Gly Leu Ala Ala Gln Ser Ala Ala Val Gly Ser Ala Ala Ala Thr
180 185 190

Ala Ala Val Asn Gln Val Ser Val Ala Asp Leu Ile Ser Ser Leu Pro
195 200 205

Asn Ala Val Ser Gly Leu Ala Ser Pro Val Thr Ser Val Leu Asp Ser
210 215 220

Thr Gly Leu Ser Gly Ile Ile Ala Asp Ile Asp Ala Leu Leu Ala Thr
225 230 235 240

60



<210> 15

Pro Phe

Tyr Val

Asn Ser

Glu Gly

290
Pro Ala
305

Leu Ser

Gly Ala
Ala Gly

Thr
370

Gly

Met
385

Pro

<211> 1143
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>

Val Ala

Asn

ES2925950 T3

Ile Ile

245

Ala
260

Asn

Gly Ala

275

Ala Ala

Leu

Gly

Val Pro

Ala

Pro

Ser

Gly

Ala

Ile Pro

Val Ala

Asn

Thr

Ile

Ala
250

Ser

Ala
265

Ile

Ala Glu

280

Ala Ala

295

Ala
310

Ser

Ala Trp

325

Thr Ala

340
Pro Val
355

Gly Ala

Lys Gln

Leu

Thr

Tyr

Val

Glu Gly

Gly Met

Ala

Leu

Ser

Ser

Met

Ala Gly

Gly Glu

Thr Ala

330

Gly
345

Trp

Pro Gly

360

Ala Gly

375

Val
400

val

Pro

Arg Tyr

Val Asn Thr

Phe Leu Ala

Ala Ile

285

Gly

Ala
300

Leu Asp

Ala Thr

315

Leu

Ala Pro Ala

Thr Val Ala

Met Ala Ser

365

Phe
380

Gly Lys

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Mycobacterium Rv3136

<400> 15

atggatttcg
gcaggatcgce
acagccgagg
gcagcggaat
gaaaagacac
tacgcaatga
atcgcgacga
gccgagatgt
gaeggecctge
gctcaggecg

acccaagcgce

cactgttacc
tgttggetge
catatggatc
cgatggcggt
agcaaacagc
ccctgeegec
acttcttcgg
gggcccagga
tgacaccgtt
ccgeggtcecag

tgcaagcgcet

accggaagtc
cgecgggceggce
ggtgctgtcc
gacggccgcet
gatccaagcc
accggtggta
ccagaacact
cgccgecgeg
cteccegecy
ccaggccacce

gacgattccg

aactccgecec
tgggattecge
ggactggeccg
ccctatatceg
agggcggcag
gcggccaacce
gcggcgatceg
atgtacggtt
cggcagacca
gacccactgt

agcttcatcc

61

ggatgtacac
tggcecgecga
ccttgcattg
gttggctgta
cgctggectt
ggatacagct
cggccaccga
acgccaccgce
ccaaccegge
cgctgctgat

ctgaggactt

Ala Ala

255

Trp

Asn Ala Leu

270

Glu Ala Ala

Ser vVal Thr

Val Gly Arg

320
Thr Thr
335

Ala

Ala
350

Glu Glu

Ala Ala Lys

Pro Thr Vval

cggcectggg
gttggccacce
gcgtggaccg
cacgaccgcce
cgagcaagca
gctagcactg
ggcacagtac
ctcagcggcet
cggcectgace
tgagacggtg

caccttcctt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



10

gacgccatat
gccgggacca
gcggaggtga
ggtggggtgt
agtgtecggcee
tcgacgegee
gtggccgage
ggcgtcctac

taa

tcgetggata
tcggggecga
caccgggcga
ctgcgtcggg
gggcaaactc
ctgtctegge
acgggatgcecc

ctcgatacgg

ES2925950 T3

tgccacggta
gagcaaccta
ctttgggatc
tgceggeggt
gattgggcaa
attgtcgcce
aggtgtaccg

ggttcggetce

ggtgtgacge
ggccttttga
ggcgagttgg
gcggcgageg
ctatecggtcec
gceggectga
ggggtgccag

acggtgatgg

aggatgtcga
acgtcggcga
tttcegegac
tcggcaacac
caccgagctg
ccacactcce
tggcagcagg

cccacccace

gtcetttgtt
cgagaatccc
cagtccegge
ggtgctcgeg
ggccgegecce
ggggaccgac
gcgagcectece

cgcggcaggg

<210> 16

<211> 1146

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Mycobacterium Rv3136 (E. coli optimizada)

<400> 16

atggattttg
gcgggcagcee
accgcggaag
gcggcggaaa
gaaaaaaccc
tatgcgatga
attgcgacca
gcggaaatgt
gcggegetge
gcgcaggcegg
acccaggcge
gatgcgattt
gcgggcacca
gcggaagtga
ggcggegtga
agcgtgggcecc
agcacccgcec
gtggcggaac
ggcgtgetge

gaattt

cgctgetgece
tgctggegge
cgtatggcag
gcatggcggt
agcagaccgce
ccctgecgece
acttttttgg
gggcgcagga
tgaccccegtt
cggcggtgag
tgcaggcgcet
ttgecgggcecta
ttggcgegga
cccecgggcega
gcgcgagegg
gcgcgaacag
cggtgagcgce
atggcatgcc

cgcgctatgg

gceggaagtg
ggcgggegge
cgtgetgage
gaccgcggceg
gattcaggcecg
gccggtggtyg
ccagaacacc
tgcggeggeg
tagccecgeceg
ccaggcgace
gaccattcceg
tgcgaccegtg
aagcaacctg
ttttggcatt
cgcgggceggce
cattggccag
gctgagceceg
gggcgtgecg

cgtgcgectg

aacagcgcgce
tgggatagcce
ggcctggegg
ccgtatattg
cgcgeggcgg
gcggcgaace
gcggegattg
atgtatggct
cgccagacca
gatccgectga
agctttattc
ggcgtgacce
ggcctgctga
ggcgaactgg
gcggcgageg
ctgagcgtgce
gcgggectga
ggcgtgeegg

accgtgatgg

gcatgtatac
tggcggegga
cgctgcattg
gctggectgta
cgctggegtt
gcattcagct
cggcgaccga
atgcgaccge
ccaacccggce
gcctgetgat
cggaagattt
aggatgtgga
acgtgggcga
tgagcgecgac
tgggcaacac
cgccgagcectg
ccaccctgece
tggcggcggg

cgcatccgee

cggceegggce
actggcgacce
gcgeggeccg
taccaccgceg
tgaacaggcg
gctggegetg
agcgcagtat
gagcgcggcg
gggcctgace
tgaaaccgtg
tacctttctg
aagctttgtg
tgaaaacccg
cagcccgggce
cgtgctggeg
ggcggcgecg
gggcaccgat
ccgecgcgage

ggcggcgggce

<210> 17
<211> 1143
<212> DNA

62

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1143

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1146



10

<213> Secuencia artificial

<220>

ES2925950 T3

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Mycobacterium Rv3136 (optimizado para humanos)

<400> 17

<210> 18
<211> 38

atggatttcg
gctggaagcce
accgctgagg
gctgcecgagt
gagaagaccc
tacgctatga
atcgccacca
gccgaaatgt
gctgetetge
gcccaagcetg
acacaggccc
gacgctatct
gccggcacaa
gccgaagtga
ggaggagtga
agcgtgggaa
tccacaaggce
gtggctgage
ggagtcctce

taa

0

<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ctctgectece
tcectggetge
cttacggaag
ccatggetgt
agcaaaccgc
cactcccece
acttcttecgg
gggcccagga
tcacaccctt
ctgcegtcag
tgcaggcccet
tcgetggeta
tcggageccga
cacctggaga
gcgetteecgg
gggccaactc
ctgtgtecege
atggcatgcc

ctaggtatgg

cccecgaggtg
tgctggagga
cgtgctctcee
cacagccgcet
tattcaggcc
ccctgtegtg
ccaaaacacc
tgcegetget
cagccccece
ccaagctacc
gaccattccc
cgccaccegtg
gtccaacctce
cttcggeatt
agctggagga
cattggccag
tctcageect
cggagtgcct

cgtgaggctg

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Rv3136

<400> 18

aatagcgcta
tgggactccce
ggcctggetg
ccctacattg
agagctgccg
gctgccaata
gctgccatcg
atgtacggcet
aggcaaacaa
gaccccctga
agctttatcc
ggcgtgacac
ggactcctca
ggagaactcg
gctgettceceg
ctcagegtcec
gctggactga
ggagtccctg

acagtgatgg

63

ggatgtacac
tggctgeega
ctctccattg
gatggctgta
ccctggecett
ggatccagct
ctgccaccga
atgccacage
ccaaccctge
gcctcectgat
ccgaggactt
aagacgtcga
acgtcggega
tcagcgceccac
tgggcaatac
ccccttectg
ccacactcce
tggctgetgg

ctcatcccece

aggacccgga
gctcgctaca
gagaggccct
caccaccgcec
cgaacaggcc
cctggececte
agcccagtac
tagcgctgece
cggactgaca
cgaaaccgtg
cacctttctg
gtececttegte
cgaaaatccc
atccecectgge
cgtgectggec
ggctgcecceccet
tggcacagac
cagagcttcc

cgctgecgga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1143



Met

Thr

Ser

Leu

Met

65

Glu

Phe

Asn

Asn

Ala

145

Ala

Ala

Leu

Ile

Ala

225

Ala

Asp

Leu

Gly

Ala
305

Ser

Pro

Pro

Asp

Gly

Leu

Ser

50

Ala

Lys

Glu

Arg

Thr

130

Gln

Ala

Gly

Ser

Pro

210

Gly

Gly

Glu

Val

Gly

290

Asn

Thr

Gly

Val

Leu
370

Phe

Pro

Ala

35

Gly

Vval

Thr

Gln

Ile

115

Ala

Asp

Leu

Leu

Leu

195

Ser

Tyr

Thr

Asn

Ser

275

Ala

Ser

Arg

Thr

Ala
355

Thr

Ala

Gly

20

Ala

Leu

Thr

Gln

Ala

100

Gln

Ala

Ala

Leu

Thr

180

Leu

Phe

Ala

Ile

Pro

260

Ala

Ala

Ile
Pro
Asp
340

Ala

Val

Leu

Ala

Glu

Ala

Ala

Gln

85

Tyr

Leu

Ile

Ala

Thr

165

Ala

Ile

Ile

Thr

Gly

245

Ala

Thr

Ser

Gly

Val
325
vVal

Gly

Met

ES2925950 T3

Leu

Gly

Leu

Ala

Ala

70

Thr

Ala

Leu

Ala

Ala

150

Pro

Gln

Glu

Pro

val

230

Ala

Glu

Ser

Val

Gln
310

Ser

Ala

Arg

Ala

Pro

Ser

Ala

Leu

55

Pro

Ala

Met

Ala

Ala

135

Met

Phe

Ala

Thr

Glu

215

Gly

Glu

Val

Pro

Gly

295

Leu

Ala

Glu

Ala

His
375

Pro

Leu

Thr

40

His

Tyr

Ile

Thr

Leu

120

Thr

Tyr

Ser

Ala

Val

200

Asp

Val

Ser

Thr

Gly

280

Asn

Ser

Leu

His

Ser
360

Pro

Glu

Leu

25

Thr

Trp

Ile

Gln

Leu

105

Ile

Glu

Gly

Pro

Ala

185

Thr

Phe

Thr

Asn

Pro

265

Gly

Thr

val

Ser

Gly
345

Gly

Pro

64

Val

10

Ala

Ala

Arg

Gly

Ala

90

Pro

Ala

Ala

Tyr

Pro

170

Val

Gln

Thr

Gln

Leu

250

Gly

Gly

Val

Pro

Pro
330
Met

val

Ala

Asn

Ala

Glu

Gly

Trp

75

Arg

Pro

Thr

Gln

Ala

155

Arg

Ser

Ala

Phe

Asp

235

Gly

Asp

Val

Leu

Pro
315

Ala

Pro

Leu

Ala

Ser

Ala

Ala

Pro

60

Leu

Ala

Pro

Asn

Tyr

140

Thr

Gln

Gln

Leu

Leu

220

val

Leu

Phe

Ser

Ala

300

Ser

Gly

Gly

Pro

Gly
380

Ala

Gly

Tyr

45

Ala

Tyr

Ala

val

Phe

125

Ala

Ala

Thr

Ala

Gln

205

Asp

Glu

Leu

Gly

Ala

285

Ser

Trp

Leu

Vval

Arg
365

Arg

Gly

30

Gly

Ala

Thr

Ala

Val

110

Phe

Glu

Ser

Thr

Thr

190

Ala

Ala

Ser

Asn

Ile

270

Ser

Val

Ala

Thr

Pro
350

Tyr

Met

15

Trp

Ser

Glu

Thr

Leu

95

Ala

Gly

Met

Ala

Asn

175

Asp

Leu

Ile

Phe

Val

255

Gly

Gly

Gly

Ala

Thr
335

Gly

Gly

Tyr

Asp

Val

Ser

Ala

80

Ala

Ala

Gln

Trp

Ala

160

Pro

Pro

Thr

Phe

val

240

Gly

Glu

Ala

Arg

Pro
320

Leu

Val

Val



10

15

20

<210> 19

<211> 312
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>

ES2925950 T3

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Mycobacterium Rv3615c

<400> 19

<210> 20

atgacggaaa
aacgcggcgg
gcgatcactce
gcccacaatg
cgaattgcgg

ttgtttacct

<211> 312
<212> DNA
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Mycobacterium Rv3615c¢ (optimizado para humanos)

<400> 20

<210> 21

atgaccgaga
aacgctgcceg
gccatcaccce
gcccacaacg
aggatcgccg

ctgttcacct

<211>103
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

acttgaccgt
tcgatgecte
acggtccgta
ccctgggete
cgaagatata

ga

acctgaccgt
tggacgcttce
acggacccta
ccctgggaag
ccaagatcta

aa

ccagcccgag cgtcteggtg tactggegtce gcaccatgac
ctcgggegte gaagctgecg ctggectagg cgaatctgtg
ctgctcacag ttcaacgaca cgttaaatgt gtacttgact
gtccttgcat acggccggtg tcgatctecge caaaagtcett

tagcgaggcc gacgaagcgt ggcgcaaggc tatcgacggg

gcagcctgag aggctgggag tgctggccag ccaccacgac
cagcggagtg gaggctgetg ctggactggg agagagegtg
ctgcagccag ttcaacgaca ccctgaacgt gtacctgaca
cagcctgcat acagccggceg tggacctggce taagtccctg

cagcgaggcc gacgaggcct ggaggaaagc catcgacggce

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Rv3615c

<400> 21

65

60

120

180

240

300

312

60

120

180

240

300

312



10

15

ES2925950 T3

Met Thr Glu Asn Leu Thr Val Gln Pro Glu Arg Leu Gly
1 5 10
Ser His His Asp Asn Ala Ala Val Asp Ala Ser Ser Gly
20 25
Ala Ala Gly Leu Gly Glu Ser Val Ala Ile Thr His Gly
35 40 45
Ser Gln Phe Asn Asp Thr Leu Asn Val Tyr Leu Thr Ala
50 55 60
Leu Gly Ser Ser Leu His Thr Ala Gly Val Asp Leu Ala
65 70 75
Arg Ile Ala Ala Lys Ile Tyr Ser Glu Ala Asp Glu Ala
85 90
Ala Ile Asp Gly Leu Phe Thr
100
<210> 22
<211> 633
<212> DNA
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Mycobacterium Rv1733c
<400> 22
atgatcgcca caacccgcga tcgtgaagga gccaccatga tcacgtttag
ccgtgecgga cgatactgeg ggtgttcage cgcaatccge tggtgegtgg
ctcgaggcgg tcgtcatget getggececgtce acggtctege tgectgactat
gcecgeggeeg gcaccgcagt ccaggattcce cgcagccacg tctatgecca
acccgceccatce ccgcaaccge gaccgtgatc gatcacgagg gggtgatcga
accgccacgt cagcgccgec gcgcacgaag atcaccgtge ctgececcgatg
ggaatagaac gcagcggtga ggtcaacgcg aagccgggaa ccaaatccgg
ggcatttggg tcgacagtgc cggtcagetg gtcgatgaac cagctccgece
attgcggatg cggccectgge cgcecttggga ctetggttga gegtegecge
gecectgetgg cgetcacteg ggegattetg atccegegtte gecaacgecag
gacatcgaca gcctgttctg cacgcagegg tga
<210> 23
<211>630
<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Val

Val

30

Pro

His

Lys

Trp

Leu

15

Glu

Tyr

Asn

Ser

Arg

Ala

Ala

Cys

Ala

Leu

80

Lys

gctgegettg
gacggatcga
ccegttegece
ccaggcccag
cagcaacacg
ggtcgtgaac
tgaccgegtce
ggccegtgece
ggttgcggge

ttggcaacac

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Mycobacterium Rv1733c (E. coli optimizada)

<400> 23

66

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

633



<210> 24

atgattgcga
ccgtgtegea
ctggaggceg
gcggcagcetg
acccgtcace
acggcaacct
ggtattgaac
ggcatctggg
atcgccegatg
gegttgetgg

gatattgata

<211> 210
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Rv1733c

<400> 24

Met Ile
1

Arg Leu

Pro Leu

Ala Val

50

Thr
65

Ala
Thr Arg
Asp Ser
Val

Pro

Asn Ala

ctacccgtga
ccattttgceg
ttgtcatgcet
gcacggccegt
cggctactgce
ccgcaccgcec
gcagcggcga
tcgatagege
cggcgetgge
cgctgacgeg

gcetgttttg

Ala Thr

Leu
20

Arg

Val
35

Arg
Thr Val

Val Gln

Thr

Pro

Gly

Ser

Asp

ES2925950 T3

tcgtgaggge
cgtgtttteg
gctggeggtt
ccaagacagc
cactgttatc
tcgcaccaag
agttaatgcce
cggtcagcectg
tgcectgggt
cgcaattctg

cacccaacgt

Arg Asp
Cys Arg

Thr Asp

Arg

Thr

Arg

gcgaccatga
cgtaacccge
accgtgagcec
cgtagccatg
gatcacgaag
attacggttc
aaaccgggta
gtcgacgage
ctgtggctga

atcecgegtte

Glu Gly

10

Ile
25

Leu

Leu Glu

40

Leu
55

Leu

Ser Arg

Thr

Ser

Ile Pro

His Val

tcacgttceg
tggtccgegg
tgctgacgat
tgtatgctca
gcgtgattga
ctgcgegttg
ccaaaagcgg
cggcaccgcece
gcgtggecage

gcaatgcgag

Ala Thr Met

Arg Val Phe

Ala Val Val

45
Phe Ala
60

Ala

Tyr Ala His

75

tctgegtcetg
taccgaccgt
cccattecgea
ccaggctcaa
ctccaatacc
ggtggtgaat
tgaccgtgtg
agcgegtgeg
ggtcgecggt

ctggcagcac

Thr
15

Ile

Ser
30

Arg

Met Leu

Ala Ala

Gln Ala

80

Phe

Asn

Leu

Gly

Gln

His Pro

Thr
100

Asn

Ala
115

Arg

Lys Pro

Ala
85
Thr

Trp

Gly

Thr

Ala

Val

Thr

Ala

Thr

Val

Lys

Thr

Ser

Asn

120

Ser

Val
Ala
105

Gly

Gly

67

Ile
90
Pro

Ile

Asp

Asp

Pro

Glu

Arg

His

Arg

Arg

vVal

Glu

Thr

Ser

125

Gly

Gly
Lys
110

Gly

Ile

Val

Ile

Glu

Trp

Ile

Thr

Val

Val

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

630



ES2925950 T3

10

15

130 135 140
Asp Ser Ala Gly Gln Leu Val Asp Glu Pro Ala Pro Pro Ala Arg Ala
145 150 155 160
Ile Ala Asp Ala Ala Leu Ala Ala Leu Gly Leu Trp Leu Ser Val Ala
165 170 175
Ala Val Ala Gly Ala Leu Leu Ala Leu Thr Arg Ala Ile Leu Ile Arg
180 185 190
Val Arg Asn Ala Ser Trp Gln His Asp Ile Asp Ser Leu Phe Cys Thr
195 200 205
Gln Arg
210
<210> 25
<211> 454
<212> DNA
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Mycobacterium Rv1733c (transmembrana suprimida; E. coli optimizada)
<400> 25
atgattgcga ctaccecgtga tcgtgaggge gecgaccatga tcacgttccg tctgegtctg 60
ccgtgtegea ccattttgeg cgtgtttteg cgtaaccege tggtcegegg taccgaccegt 120
ctggaggccce ccggggtcca agacagceccegt agccatgtgt atgctcacca ggcectcaaacce 180
cgtcaccegg ctactgecac tgttatcgat cacgaaggceg tgattgactc caataccacg 240
gcaacctccg caccgectcg caccaagatt acggttccectg cgegttgggt ggtgaatggt 300
attgaacgca gcggcgaagt taatgccaaa ccgggtacca aaagcggtga ccgtgtggge 360
atctgggtcg atagcgeccgg tcagetggtc gacgagccgg caccgccagce gegtgegatce 420
gccgattcta gacgcgcaat tctgatcecge gttcecgcaatg cgagctggca gcacgatatt 480
gatagcctgt tttgcaccca acgt 454
<210> 26
<211> 489
<212> DNA
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Mycobacterium Rv1733c (transmembrana suprimida; optimizada para
humanos)
<400> 26

atcgccacca ccagggacag ggaaggcgct accatgatca ccttcagget gaggctcceccce

tgcaggacca tcctgagggt gttcagcagg aaccccectgg tgaggggcac cgacagactg

gaagccgtge aggacagcag gagccacgtg tatgcccacce aggcectcagac caggcaccct

68

60

120

180



10

15

<210> 27

gctaccgcca
gctcctecca
agcggcgagg
gatagcgcecg
gccatcctga

acccaaagg

<211> 168
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Rv1733c (ambas regiones

optimizad

<400> 27

<210> 28

a)

Met Ile

Leu

Pro Leu

Ser Arg

50

Thr
65

Ala
Ala Thr
Val val
Thr Lys

Val
130

Leu

Arg Ala

145

Asp Ser

<211> 163
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Rv1733c (ambas regiones transmembrana eliminadas; optimizado para

humanos)

<400> 28

ccgtgatcga
gaaccaagat
tgaacgccaa
gccagetggt

tcagggtgag

Ala Thr

Leu
20

Arg

Val
35

Arg

Ser His

Thr Vval

Ser Ala

Asn Gly

100

Ser
115

Gly
Asp Glu
Ile

Leu

Leu Phe

Thr

Pro

Gly

Val

Ile

Pro

85

Ile

Asp

Pro

Ile

Cys

ES2925950 T3

ccacgagggce
cacagtgccce
gcctggaacce
ggatgaacct

gaacgccagce

Arg Asp

Cys Arg

Thr Asp

Arg

Thr

Arg

gtgatcgact
gccaggtggg
aagagcggceg
gctccceectg

tggcagcacg

Glu Gly

10

Ile
25

Leu

Leu Glu

40

Ala
55

Tyr

Asp His

70

Pro Arg

Glu Arg

Arg Val

His

Glu

Thr

Ser

Gly

Gln Ala

Gly Val

Ile
90

Lys

Gly Glu

105

Ile Trp

120

Ala Pro

135
Arg Val
150

Thr Gln

165

Pro

Arg

Ala Arg

Asn Ala

Arg

69

ccaacaccac
tggtgaacgg
acagggtggg
ccagagccat

acatcgacag

Ala Thr Met

Arg Val Phe

Ala Pro Gly

45

Thr
60

Gln Arg

Ile
75

Asp Ser

Thr Val Pro

Val Asn Ala

val Ser

125

Asp

Ala TIle

140

Ala

Ser Gln

155

Trp

cgccaccage
catcgagagg
catttgggtce
cgccgatagg

cctgttetge

Ile Thr Phe

Ser Asn

30

Arg

Val Gln Asp

His Pro Ala

Thr Thr

80

Asn

Ala Arg

95

Trp

Lys Pro

110

Gly

Ala Gly Gln

Asp Ser Arg

Ile
160

His Asp

240

300

360

420

480

489

transmembrana eliminadas; E. coli



10

15

<210> 29

Ile Ala

Leu Arg
Val

Leu

val
50

His

Val
65

Ile

Ala Pro

Gly Ile

Gly Asp

Glu Pro

130
Arg Val
145

Thr Gln

<211> 432
<212> DNA
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Thr

Leu

Arg

35

Tyr

Asp

Pro

Glu

Arg

115

Ala

Arg

Arg

Thr

Pro

20

Gly

Ala

His

Arg

Arg

100

Val

Pro

Asn

Arg

Cys

Thr

His

Glu

Thr

85

Ser

Gly

Pro

Ala

ES2925950 T3

Asp

Arg

Asp

Gln

Gly

70

Lys

Gly

Ile

Ala

Ser
150

Arg

Thr

Arg

Ala

55

Val

Ile

Glu

Trp

Arg

135

Trp

Glu

Ile

Leu

40

Gln

Ile

Thr

Val

Val

120

Ala

Gln

Gly

Leu

25

Glu

Thr

Asp

val

Asn

105

Asp

Ile

His

Ala

10

Arg

Ala

Arg

Ser

Pro

90

Ala

Ser

Ala

Asp

Thr

Val

Val

His

Asn

75

Ala

Lys

Ala

Asp

Ile
155

Met

Phe

Gln

Pro

60

Thr

Arg

Pro

Gly

Arg

140

Asp

Ile

Ser

Asp

45

Ala

Thr

Trp

Gly

Gln

125

Ala

Ser

Thr Phe

15
Arg Asn
30

Ser Arg

Thr Ala

Ala Thr

Val val

95

Thr
110

Lys
Leu Val
Ile

Leu

Leu Phe

Arg

Pro

Ser

Thr

Ser

80

Asn

Ser

Asp

Ile

Cys
160

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Mycobacterium Rv2626¢

<400> 29

<210> 30

atgaccaccg
ctaaccgctg
gacgacgacc
gcgggectag
gtcgatgcga
cgtgttcegg
cgacacctge

ctcgccaget

<211> 428
<212> DNA
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

cacgcgacat
ccgctcaata
ggctgecacgg
acccgaatac
acgcaagcat
tcatctcaga
ccgagcacge

ag

catgaacgca
catgcgtgag
catgctcacce
cgccacggcet
ccaggagatg
gcaccgcettg

cattgtgcag

ggtgtgacct
cacgacatcg
gaccgcgaca
ggcgagttgg
ctcaacgtca
gtcggaatcg

ttcgtcaagg

gtgttggcga
gcgegttgece
ttgtgatcaa
cccgggacag
tggaagaaca
tcaccgaagce

caatctgctce

acacgagacg
gatctgcggg
aggcctgget
catctactac
tcaggtccge
cgacatcgece

gccecatggee

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Mycobacterium Rv2626¢ (E. coli optimizada)

<400> 30

70

60

120

180

240

300

360

420

432



10

15

<210> 31

atgaccacgg
ttgaccgcag
gacgatgatc
gcaggcttgg
gtcgacgcga
cgtgtccegg
cgtcacctge

ttggegtce

<211> 426
<212> DNA
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Mycobacterium Rv2626¢ (optimizado para humanos)

<400> 31

<210> 32

acaacagcca
accgccgecg
gacgacaggc
ggcctcgatce
gacgccaacg
gtgcectgtga
cacctgccceg

gccagce

<211> 143
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Rv2626¢

<400> 32

cgcgtgatat
cagcacagta
gtctgcacgg
acccgaacac
acgccagcat
ttatcagcga

cggagcacge

gggacatcat
cccaatacat
tgcacggcat
ctaacaccgc
ccagcatcca
tcagcgagca

agcacgccat

ES2925950 T3

catgaatgcg
catgcgcgaa
tatgctgacce
cgcgaccgece
tcaagagatg
acatcgtctg

gattgttcag

gaacgccggce
gagggagcac
gctgaccgac
tacagcecgge
ggagatgctc
caggctggtg

cgtgcagttce

ggtgtcacct
catgatatcg
gaccgcgata
ggtgaactgg
ctgaacgtga
gttggtatcg

ttcgtgaaag

gtgacctgceg
gacatcggcg
agggacatcg
gagctggcca
aacgtgatgg
ggcatcgtga

gtgaaggcca

71

gtgttggcga
gcgcattgece
tcgttatcaa
cacgtgacag
tggaagagca
ttaccgaage

cgatttgcag

tgggagagca
ccctgeccat
tgatcaaggg
gagacagcat
aggagcacca
ccgaggccga

tctgecagece

gcacgaaacg
gatttgcgge
gggtctggee
catctattac
tcaggtgegt
cgacatcgca

ccecgatggeg

tgaaaccctce
ctgtggagac
cctggetgec
ctactacgtg
ggtgagaagg
tatcgctagg

catggctctg

60

120

180

240

300

360

420

428

60

120

180

240

300

360

420

426



10

15

20

<210> 33

Met Thr

Glu His
Ile Gly

Thr
50

Leu

Pro Asn

65

Val Asp

His Gln

Ile Val

Val Gln

130

<211> 300
<212> DNA
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Thr Ala Arg

Glu Thr

20

Leu

Ala
35

Leu Pro

Asp Arg Asp

Thr Ala Thr

Ala Ala

85

Asn

Val Arg

100

Arg

Thr
115

Glu Ala

Phe Val Lys

ES2925950 T3

Asp

Thr

Ile

Ile

Ala

70

Ser

val

Asp

Ala

Ile

Ala

Cys

Val

55

Gly

Ile

Pro

Ile

Ile

Met

Ala

Gly

40

Ile

Glu

Gln

vVal

Ala

120

Cys

Asn

Ala

25

Asp

Lys

Leu

Glu

Ile

105

Arg

Ser

Ala

10

Gln

Asp

Gly

Ala

Met

Ser

His

Pro

135

Gly Val Thr

Tyr Met Arg

Leu
45

Asp Arg

Ala
60

Leu Ala

Arg Ser

75

Asp

Leu Asn Val

Glu His Arg

Glu
125

Leu Pro

Met Ala

140

Leu

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Mycobacterium Rv3407

<400> 33

<210> 34

atgcgtgcta
tcgecgatacce
cttgtggcce
tcaggtgtce

gcgegeggece

<211> 297
<212> DNA
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ccgttggget
tcgeecegggt
gactcatcce
tgattccgge

gcaagcgcac

tgtggaggca atcggaatcc

tgaagccggce gaggaacttg

ggtgcaggcc gcggagegtt

tcgtegtecca caaaacctte

cctgtcecegat

gttctcaacg

gagaactaag
gcgtcaccaa
ctcgcgaage
tcgacgtcac

aaatgcgcga

Cys

Glu

30

His

Gly

Ile

Met

Leu

110

His

Ala

Val

15

His

Gly

Leu

Tyr

Glu

95

Val

Ala

Ser

Gly

Asp

Met

Asp

Tyr

80

Glu

Gly

Ile

acagcacgca
caaaggaaga
cctgattgaa
cgccgaaccg

cgagcagtga

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Mycobacterium Rv3407 (E. coli optimizada)

<400> 34

<210> 35

atgcgtgcga
agccgttact

ctggtcgecec

tceggegtece

gctegtggte

<211> 297
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

ctgtgggtct
tggctcegtgt
gtctgattce
tgatcccgge

gcaaacgcac

ggttgaggcg attggcattc

cgaggcgggt

gaagaactgg

ggttcaggca gctgagegtt

tcgeecgteceg caaaacctge

gctgtctgat

gtcctgaacg

72

gcgagctgeg
gcgtgacgaa
ctcgecgagge
tggacgtgac

aaatgcgcga

ccaacatgcce
taagggtcgt
gctgattgaa
ggcggagcca

cgagcag

60

120

180

240

300

60

120

180

240

297
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15

20

<220>

ES2925950 T3

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Mycobacterium Rv3407 (optimizado para humanos)

<400> 35

<210> 36
<211>99

atgagggcga
tcacgatatc
ctggtcgega
tctggggtge

gccagaggca

<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ccgteggget
tggcacgggt
ggctgatcce
tcattccage

gaaagaggac

ggtggaggcg
ggaagctggg
cgtgcaggece
acgcaggccg

gctgagtgac

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Rv3407

<400> 36

Met
Arg Gln
Leu

Gly

Ala
50

Gln

Arg Ala Thr Val

5

His
20

Val
35

Ala

Ala Ser

Thr Asn

Glu Arg

Gly Leu

Arg Tyr
Lys Gly

Ser

Val

Leu

ataggtatcc
gaggaactgg
gccgageggt
caaaatctcc

gtgctgaacg

Glu Ala

10

Ala
25

Arg
Val

Leu

Ala Leu

Ile

val

Ala

Ile

gggagttgcg
gcgtgaccaa
ccecgegaage
tggacgtcac

agatgaggga

Gly Ile

Glu Ala

Leu
45

Arg

Glu Ser

Ile Ala Val Thr

65

Pro Asn Leu Leu

70

Pro Arg Arg Asp

75

Ala Arg Gly Arg Lys Thr Leu Ser Val Leu Asn

85

Arg Asp

90

Asp Glu Gln

<210> 37

<211> 363

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Mycobacterium Rv2628c

<400> 37

<210> 38
<211> 36

atgtccacge
ggccgatgtg
atatggcacc
gacgggcgcea
tcggagttgg
gactggccceg

taa

3

aacgaccgag
gtcggatagg
cgcgcaaggt
cagcacgggt
gcacccaaag

ctgecgtacge

gcactceggt
caggtggggg
gcaatccgcece
gcctggtgac
ccegttggee

aatcggtgag

attcgggctg
gtgcaccagg
accatctatc
gagatcacta
gatgagcttg

cacctgtceg

73

ttggccecta
aggcgatgat
aggtgaccga
gcaccgtgte
cgcgtgeggt

ttgagattgce

acagcacgca
caaggggcgg
cctcatcgag
tgcggagecce

cgaacag

Glu
15

Arg

Gly Glu

30

Ile Pro

Gly Vval

Ala Glu

80

Glu Met

95

cgcatgggec
gaatctagcg
tcgetegeac
cggttggttg
gcggategge

cgttgceggtce

Leu

Glu

Val

Leu

Pro

Arg

60

120

180

240

297

60

120

180

240

300

360

363
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15

20

<212> DNA
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Mycobacterium Rv2628c (optimizado para humanos)

<400> 38

<210> 39

atgagcaccc
ggcagatgcg
atctggcacc
gacggaagga
agcgaactgg
gattggcctg

taa

<211>120
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

agagacccag
gaaggatcgg
ccaggaaggt
ccgecagagt
gcacccaatc

ccgectatge

ES2925950 T3

gcacagcggc
cagatggggce
gcagagcgcce
gcecggegat
cccectgget

catcggcgag

attagggccg
gtgcaccaag
accatctacc
gagatcacca
gatgaactgg

catctgagcg

tgggacctta
aggccatgat
aggtgaccga
gcaccgtgag
ccagggctgt

tggagatcgce

tgecttgggece
gaacctggcce
caggagccat
cggctggetg
gaggatcggce

cgtggccegtg

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Rv2628c

<400> 39

<210> 40

Met Ser
1

Tyr Ala

Gln Glu

Ala
50

Ser

Ala
65

Arg
Ser Glu
Val Arg

Ser Val

<211> 1089
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>

Thr Gln

Ala
20

Trp

Ala
35

Met

Thr Ile

Val Pro

Leu Gly

Ile Gly

100

Glu
115

Ile

Arg

Gly

Met

Tyr

Gly

Thr

85

Asp

Ala

Pro

Arg

Asn

Gln

Asp
70

Gln

Trp

Val

Arg

Cys

Leu

vVal
55

Glu

Ser

Pro

Ala

His

Gly

Ala

40

Thr

Ile

Pro

Ala

Val
120

Ser

Arg

25

Ile

Asp

Thr

Leu

Ala
105

Gly
10

Ile

Trp

Arg

Ser

Ala

90

Tyr

Ile Arg Ala

Gly Arg Trp

His Pro Arg

45
His
60

Ser Asp

Thr
75

Val Ser

Asp Glu Leu

Ala Ile Gly

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Mycobacterium Rv1009

<400> 40

74

Val

Gly

30

Lys

Gly

Gly

Ala

Glu
110

Gly
15

Val

Vval

Arg

Trp

Arg

95

His

Pro

His

Gln

Thr

Leu
80

Ala

Leu

60

120

180

240

300

360

363



<210> 41

atgttgecgece
gtcgecgeat
atgaaatcgce
gacctgtatce
agccgtecege
tcgacggtgg
tctcgegeca
gtgcagctca
gggctgctga
acggccccga
accgagcggce
agccgggagg
gctgaggtca
gcccacgaag
gacggaagca
accggcaacg
gggctgeggt
gaggtgaccc

gcgegetga

<211> 1023
<212> DNA
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

tggtagtcgg
gcaaaacggt
gggtgatcga
ccgeggecgg
tgcagatctc
acgaggcgct
gccgegtcecee
acgacggcgg
gtgcggcegyg
tcgtcgaagg
tgcegetgee
tcgtcgaaga
acggcgtcga
ccgtggtgeg
tctgggacge
ggtattacgg
atgcaccceg

gactgcgtca

ES2925950 T3

tgcgetgetg
gacgttgacc
catcgtcgaa
cgtgcaggtce
gctggatggt
ggcccaactce
gctgtecggg
gttggtgcge
cgtgecegetg
catgcagatc
gccgaacgceg
ccegggggtt
gaccggcecgt
ggtgggcacc
gatcgcegge
tggtgtgcag
cgctgaccte

aggttggggce

ctggtgttgg
gtcgacggaa
gagaacgggt
catgacgceg
cacgacgcta
gcgatgaccg
atggcgctac
acggtgcact
ttgcaaagcg
caggtgaccc
cgtcgtgteg
ccggggaccce
ttgcecegteg
aagcceggta
tgtgaggccg
tttgaccagg
gccacccgeg

gcectggeegg

cgttegeegg
ccgcegatgeg
tctcagtega
acaccatcgt
agcaggtgtg
acacggcgcc
cggtcgtcag
tgceggececee
accacgtggt
gcaatcggat
aggacccgga
aggatgtgac
ccaacgtcgt
ccgaggtgece
gtggcaactg
gcacctggga
aagagcagat

tatgtgctge

tggctatgeg
ggtgaccacg
cgaccgcgac
gctgeggegt
gacgaccgcg
ggccgegget
cgccaagacg
caatgtcgceg
gceccgecgeg
caagaaggtc
gatgaacatg
gttcgceggta
ggtgaccceg
cceggtgatce
ggcgatcaac
ggccaacggce
cgececgttgece

acgagcgggt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1089

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Mycobacterium Rv1009 (secuencia de sefial eliminada)

<400> 41

75



gcatgcaaaa
tcgegggtga
tatccecgegg
ccgctgecaga
gtggacgagg
gccagccgeg
ctcaacgacg
ctgagtgcgg
ccgategteg
cggctgecge
gaggtcgtcg
gtcaacggecg
gaagcegtgg
agcatctggg
aacgggtatt
cggtatgcac
acccgactge

tga

cggtgacgtt
tcgacatcgt
ccggegtgea
tctegetgga
cgctggecca
tccegetgte
gcgggttggt
ccggegtgece
aaggcatgca
tgcecgecgaa
aagacccggg
tcgagacecgg
tgcgggtggg
acgcgatcge
acggtggtgt
cccgegetga

gtcaaggttg

ES2925950 T3

gaccgtcgac
cgaagagaac
ggtccatgac
tggtcacgac
actcgcgatg
cgggatggcg
gcgcacggtyg
gctgttgcaa
gatccaggtg
cgcgegtegt
ggttcegggg
ccgtttgece
caccaagccc
cggctgtgag
gcagtttgac
cctegecace

gggcgectgg

ggaaccgcga
gggttctcag
gccgacacca
gctaagcagg
accgacacgg
ctacecggtcg
cacttgececgg
agcgaccacg
acccgcaatce
gtcgaggacce
acccaggatg
gtecgceccaacg
ggtaccgagg
gccggtggea
cagggcacct
cgcgaagagce

ccggtatgtg

tgcgggtgac
tcgacgaccg
tegtgetgeg
tgtggacgac
cgccggecge
tcagcgccaa
cccccaatgt
tggtgccege
ggatcaagaa
cggagatgaa
tgacgttecge
tegtggtgac
tgccececeggt
actgggcgat
gggaggccaa
agatcgccegt

ctgcacgagce

cacgatgaaa
cgacgacctg
gcgtagecegt
cgcgtcgacg
ggcttctege
gacggtgcag
cgcggggctg
cgcgacggec
ggtcaccgag
catgagccgg
ggtagctgag
cccggeccac
gatcgacgga
caacaccggc
cggcgggctg
tgccgaggtg

gggtgcgege

<210> 42

<211> 362

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: RpfB (secuencia micobacteriana)

<400> 42

Met Leu Arg Leu Val Val Gly Ala Leu Leu Leu Val Leu Ala Phe Ala
1 5 10 15

Gly Gly Tyr Ala Val Ala Ala Cys Lys Thr Val Thr Leu Thr Val Asp
20 25 30

Gly Thr Ala Met Arg Val Thr Thr Met Lys Ser Arg Val Ile Asp Ile
35 40 45

76

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1023



ES2925950 T3

Val Glu Glu Asn Gly Phe Ser Val Asp Asp Arg Asp Asp Leu Tyr Pro

Ala Ala Gly Val Gln Val His Asp Ala Asp Thr Ile Val Leu Arg Arg
65 70 75 80

Ser Arg Pro Leu Gln Ile Ser Leu Asp Gly His Asp Ala Lys Gln Val
85 90 95

Trp Thr Thr Ala Ser Thr Val Asp Glu Ala Leu Ala Gln Leu Ala Met
100 105 110

Thr Asp Thr Ala Pro Ala Ala Ala Ser Arg Ala Ser Arg Val Pro Leu
115 120 125

Ser Gly Met Ala Leu Pro Val Val Ser Ala Lys Thr Val Gln Leu Asn
130 135 140

Asp Gly Gly Leu Val Arg Thr Val His Leu Pro Ala Pro Asn Val Ala
145 150 155 160

Gly Leu Leu Ser Ala Ala Gly Val Pro Leu Leu Gln Ser Asp His Val
165 170 175

Val Pro Ala Ala Thr Ala Pro Ile Val Glu Gly Met Gln Ile Gln Val
180 185 190

Thr Arg Asn Arg Ile Lys Lys Val Thr Glu Arg Leu Pro Leu Pro Pro
195 200 205

Asn Ala Arg Arg Val Glu Asp Pro Glu Met Asn Met Ser Arg Glu Val
210 215 220

Val Glu Asp Pro Gly Val Pro Gly Thr Gln Asp Val Thr Phe Ala Val
225 230 235 240

Ala Glu Val Asn Gly Val Glu Thr Gly Arg Leu Pro Val Ala Asn Val
245 250 255

Val Val Thr Pro Ala His Glu Ala Val Val Arg Val Gly Thr Lys Pro
260 265 270

Gly Thr Glu Val Pro Pro Val Ile Asp Gly Ser Ile Trp Asp Ala Ile
275 280 285

Ala Gly Cys Glu Ala Gly Gly Asn Trp Ala Ile Asn Thr Gly Asn Gly
290 295 300

Tyr Tyr Gly Gly Val Gln Phe Asp Gln Gly Thr Trp Glu Ala Asn Gly
305 310 315 320

Gly Leu Arg Tyr Ala Pro Arg Ala Asp Leu Ala Thr Arg Glu Glu Gln
325 330 335

Ile Ala Val Ala Glu Val Thr Arg Leu Arg Gln Gly Trp Gly Ala Trp
340 345 350

Pro Val Cys Ala Ala Arg Ala Gly Ala Arg
355 360

<210> 43

<211> 340

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: RpfB (secuencia micobacteriana; secuencia de sefalizacion suprimida)

<400> 43

77



Ala Cys

Thr Thr

Ser Val

His Asp

50

Ser Leu
65

Val Asp

Ala Ala

Val val

Thr Vval
130

Gly Val
145

Pro Ile

Lys Val

Asp Pro

Pro Gly
210

Glu Thr
225

Glu Ala

Val Ile

Gly Asn

Phe Asp

290

Arg Ala
305

Thr Arg

Ala Gly

<210> 44
<211> 465
<212> DNA

Lys

Met

Asp

35

Ala

Asp

Glu

Ser

Ser

115

His

Pro

val

Thr

Glu

195

Thr

Gly

Val

Asp

Trp

275

Gln

Asp

Leu

Ala

<213> Secuencia artificial

Thr

Lys

20

Asp

Asp

Gly

Ala

Arg

100

Ala

Leu

Leu

Glu

Glu

180

Met

Gln

Arg

vVal

Gly

260

Ala

Gly

Leu

Arg

Arg
340

Vval

Ser

Arg

Thr

His

Leu

Ala

Lys

Pro

Leu

Gly

165

Arg

Asn

Asp

Leu

Arg

245

Ser

Ile

Thr

Ala

Gln
325

ES2925950 T3

Thr

Arg

Asp

Ile

Asp

70

Ala

Ser

Thr

Ala

Gln

150

Met

Leu

Met

Val

Pro

230

Vval

Ile

Asn

Trp

Thr
310

Gly

Leu

Vval

Asp

Val

55

Ala

Gln

Arg

Val

Pro

135

Ser

Gln

Pro

Ser

Thr

215

Vval

Gly

Trp

Thr

Glu

295

Arg

Trp

Thr

Ile

Leu

40

Leu

Lys

Leu

Val

Gln

120

Asn

Asp

Ile

Leu

Arg

200

Phe

Ala

Thr

Asp

Gly

280

Ala

Glu

Gly

Vval

Asp

25

Tyr

Arg

Gln

Ala

Pro

105

Leu

vVal

His

Gln

Pro

185

Glu

Ala

Asn

Lys

Ala

265

Asn

Asn

Glu

Ala

78

Asp

10

Ile

Pro

Arg

Val

Met

Leu

Asn

Ala

Val

Val

170

Pro

val

Val

Val

Pro

250

Ile

Gly

Gly

Gln

Trp
330

Gly

val

Ala

Ser

Trp

75

Thr

Ser

Asp

Gly

vVal

155

Thr

Asn

Val

Ala

val

235

Gly

Ala

Tyr

Gly

Ile
315

Pro

Thr

Glu

Ala

Arg

60

Thr

Asp

Gly

Gly

Leu

140

Pro

Arg

Ala

Glu

Glu

220

Val

Thr

Gly

Tyr

Leu

300

Ala

Val

Ala

Glu

Gly

45

Pro

Thr

Thr

Met

Gly

125

Leu

Ala

Asn

Arg

Asp

205

Val

Thr

Glu

Cys

Gly

285

Arg

val

Cys

Met

Asn

30

Vval

Leu

Ala

Ala

Ala

110

Leu

Ser

Ala

Arg

Arg

190

Pro

Asn

Pro

vVal

Glu

270

Gly

Tyr

Ala

Ala

Arg

Gly

Gln

Gln

Ser

Pro

Leu

Vval

Ala

Thr

Ile

175

Vval

Gly

Gly

Ala

Pro

255

Ala

Val

Ala

Glu

Ala
335

Val

Phe

val

Ile

Thr

80

Ala

Pro

Arg

Ala

Ala

160

Lys

Glu

val

Val

His

240

Pro

Gly

Gln

Pro

Val
320

Arg



10

15

20

<220>

ES2925950 T3

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Mycobacterium Rv2389c

<400> 44

<210> 45

atgacaccgg
atcgtatgca
ggtctgtcca
gaatccggeg
agccaggcga
caacagatcg
tgtagttctt

ctcgeggecg

<211> 354
<212> DNA
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Mycobacterium Rv2389c (optimizado para E. coli; secuencia lider

eliminada

<400> 45

<210> 46

)

aagcttttge
attgcgcagt
ggtctgecaga
gcgtccccac
gcttggccaa

attctgacgt

<211> 465
<212> DNA
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Mycobacterium Rv2389c (optimizado para humanos; secuencia lider

presente)

<400> 46

acccccggac
gtgtgcaccg
ctgagcacca
tccggeggaa
caggctacct
cagatcgagg
tccagcetgta

gccgccgaga

gtttgcttac
cggtgttcat
ccatcagctc
gcaattgggce
cgtgggattc
aggtcgcaga
gtagtcaggg

agactggagg

tgggcctgag
gtgagagcgg
tctecececagge
aacaacagat
aatgctccag

tcctggecage

tcctcaccac
tgttcatcga
tcagcagcaa
actgggccgce
gggactccaa
tggccgacaa
gccagggcega

caggcggatg

tactgcgggt
cgaaaccgcc
gaaagccgac
ggccaacacc
caacggtggt
caacattatg
agacgcaccg

ttgttcgggg

caccattagce
tggcaattgg
gacgtgggac
cgaggtggca
ctgcagccag

ggaaaccggt

agctggagct
gaccgceegtyg
ggccgacgac
caataccggce
cggaggagtg
catcatgaag
tgctcctetg

tagcggaagce

gctggecgac
gttgtcgecga
gacatcgatt
ggtaacgggt
gtcgggtege
aaaacccaag
ctgggctcge

agcagggacg

agcaaagcgg
gcagcgaata
agcaatggtg
gataacatta
ggtgacgcac

ggttgtageg

ggcaggccca
gtggctacca
atcgactggg
aatggcctgt
ggaagccctg
acccaaggcc
ggcagcctga

agggacgact

79

cacgtgacag
ccatgtttgt
gggacgccat
tatacggtgg
cggcggcege
gcccgggtge
tcacccacat

attga

atgacatcga
ccggcaatgg
gcgtcggeag
tgaaaacgca
cgctgggcag

gtagccgcga

gagacagatg
tgttcgtgge
acgccatcge
acggcggcect
ccgetgette
ctggcgectg
cccacatcct

aatga

gtgcgecagg
cgegttgttg
cgcgcaatge
tctgcagatce
gagtccccag
gtggccgaaa

cctgacgttce

ctgggatgeg
cctgtacgge
cceggetgee
gggtcegggt
cctgacccac

tgac

cgccaggatc
cctgetggge
ccagtgtgaa
gcagatcagce
ccctcagcecag
gcctaagtgt

gacctttctce

60

120

180

240

300

360

420

465

60

120

180

240

300

354

60

120

180

240

300

360

420

465



10

15

<210> 47
<211> 116
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ES2925950 T3

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: RpfD (E. coli optimizado)

<400> 47

<210> 48
<211> 153
<212> PRT

Leu

Asp

Gly

Ser

Ile

65

Pro

Thr

Ser

Leu

Ala

Asn

Asn

50

Glu

Lys

His

Arg

Gly

Ile

Gly

35

Gly

vVal

Cys

Ile

Asp
115

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Leu

Ala

20

Leu

Gly

Ala

Ser

Leu

100

Asp

Ser

Gln

Tyr

Val

Asp

Ser

85

Thr

Thr

Cys

Gly

Gly

Asn

70

Cys

Phe

Ile

Glu

Gly

Ser

55

Ile

Ser

Leu

Ser

Ser

Leu

40

Pro

Met

Gln

Ala

Ser

Gly

Gln

Ala

Lys

Gly

Ala
105

Lys
10

Gly
Ile
Ala
Thr
Asp

90

Glu

Ala

Asn

Ser

Ala

Gln

75

Ala

Thr

Asp

Trp

Gln

Ser

60

Gly

Pro

Gly

Asp

Ala

Ala

45

Pro

Pro

Leu

Gly

Ile

Ala

30

Thr

Gln

Gly

Gly

Cys
110

Asp

15

Asn

Trp

Gln

Ala

Ser

95

Ser

Trp

Thr

Asp

Gln

Trp

Leu

Gly

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: RpfD (secuencia micobacteriana y humana optimizada)

<400> 48

80



10

15

<210> 49
<211> 51

Thr Pro

Cys Ala

Thr Met

Asp Asp

50

Trp Ala

Gln Ala
Ser Pro
Pro

Gly

Leu
130

Pro

Gly
145

Gly

9

<212> DNA
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Gly

Arg

Phe

35

Ile

Ala

Thr

Gln

Leu

Ile

20

Val

Asp

Asn

Trp

Gln

Leu

Val

Ala

Trp

Thr

Asp

85

Gln

ES2925950 T3

Thr

Cys

Leu

Asp

Gly

70

Ser

Ile

Thr

Thr

Leu

Ala

55

Asn

Asn

Glu

Ala Gly

Val Phe

25
Gly Leu
40

Ile 2Ala

Gly Leu
Gly Gly

Val Ala

Ala

10

Ile

Ser

Gln

Tyr

Val
90

Gly

Glu

Thr

Cys

Gly

75

Gly

Asn

Arg

Thr

Ile

Glu

60

Gly

Ser

Ile

Pro

Ala

Ser

45

Ser

Leu

Pro

Met

Arg

Vval

30

Ser

Gly

Gln

Ala

Asp
15

Vval
Lys
Gly
Ile
Ala

95

Thr

Arg

Ala

Ala

Asn

Ser

80

Ala

Gln

100

Gly Ala
115

Gly Ser

Cys Ser

Trp

Leu

Gly

Pro Lys

Cys

Asp
105

Ser Ser

120

Thr His

135

Ser
150

Arg

Ile

Asp

Leu Thr

Asp

Gln
125

Cys Ser

Phe Leu Ala

140

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Mycobacterium Rv2450c

<400> 49

<210> 50

ttgaagaacg
tcaccagececg
ccggatgecg
actececgeecgg
gacttcctgt
tgggacgcga
tactacggecg
gcggccaacg

ggtatccgeg

<211>172
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

cccgtacgac
gtatcgccaa
tgggctttga
ctcecggagga
cccegectge
tcgecgecagtg
gcctgeggtt
cgagccggga

cctggeeggt

gctcatcgee
tgccgacgac
cccgaacctg
cgegggettt
ggaggaagcg
cgagtccggt
caccgccgge
ggagcagatc

ctgcggecge

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: RpfE

<400> 50

gccgegattg
gcgggettgg
ccgecggecce
gatcccaacc
ccteeegtge
ggaaactggt
acctggcgtg
cgggtggctg

cgcggectga

81

ccgggacgtt
acccaaacgc
cggacgcetgce
tcecececegee
ccgtggecta
cgatcaacac
ccaacggtgg

agaacgtgct

Lys
110

Gly Asp

Ala Glu

ggtgaccacg
cgcagccggce
acccgtcgat
gctggececeg
cagcgtgaac
cggtaacggt
ctcggggtece

gcgttegecag

Ala

Thr

60

120

180

240

300

360

420

480

519



10

Leu Lys Asn

Leu Val Thr

Leu Asp Pro

Asn Leu Pro

50

Pro Glu Asp

Asp Phe Leu

Tyr Ser Val
Trp Ser Ile
115
Ala Gly Thr
130
Ser Arg Glu
145
Gly Ile Arg
<210> 51
<211> 1584
<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Ala

Thr

20

Asn

Pro

Ala

Ser

Asn

100

Asn

Trp

Glu

Ala

Arg

Ser

Ala

Ala

Gly

Pro

85

Trp

Thr

Arg

Gln

Trp
165

ES2925950 T3

Thr

Pro

Ala

Pro

Phe

70

Pro

Asp

Gly

Ala

Ile

150

Pro

Thr

Ala

Ala

Asp

55

Asp

Ala

Ala

Asn

Asn

135

Arg

Val

Leu

Gly

Gly

40

Ala

Pro

Glu

Ile

Gly

120

Gly

Vval

Cys

Ile

Ile

25

Pro

Ala

Asn

Glu

Ala

105

Tyr

Gly

Ala

Gly

Ala

10

Ala

Asp

Pro

Leu

Ala

90

Gln

Tyr

Ser

Glu

Arg
170

Ala

Asn

Ala

val

Pro

75

Pro

Cys

Gly

Gly

Asn

155

Arg

Ala

Ala

val

Asp

Pro

Pro

Glu

Gly

Ser

140

val

Gly

Ile

Asp

Gly

45

Thr

Pro

Val

Ser

Leu

125

Ala

Leu

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Proteina de fusion Mycobacterium

(optimizada para E. coll)

<400> 51

atgacagagc agcagtggaa tttcgcgggt atcgaggccg cggcaagcgce

aatgtcacgt ccattcattc cctcecttgac gaggggaage agtccctgac

gcggectggg gecggtagegg ttcecggaggeg taccagggtg tccagcaaaa

acggctaccg agctgaacaa cgcgcectgcag aacctggege ggacgatcag

82

Ala

Asp

30

Phe

Pro

Leu

Pro

Gly

110

Arg

Ala

Arg

ESAT6-Rv1733c-Rv2626¢-RpfD

Gly

15

Ala

Asp

Pro

Ala

val

95

Gly

Phe

Asn

Ser

Thr

Gly

Pro

Ala

Pro

Ala

Asn

Thr

Ala

Gln
160

aatccaggga

caagctcgea

atgggacgcc

cgaagccggt

60

120

180

240



ES2925950 T3

caggcaatgg cttcgaccga aggcaacgtc actgggatgt tcgcagaatt catgattgeg 300
actacccgtg atcgtgaggg cgcgaccatg atcacgttcce gtctgegtcect gecegtgtcecge 360
accattttgce gcgtgttttce gcecgtaacceg ctggtccgeg gtaccgaccg tctggaggee 420
cceggggtee aagacagceceg tagceccatgtg tatgectcace aggcectcaaac ccgtcacceg 480
gctactgeca ctgttatcga tcacgaaggce gtgattgact ccaataccac ggcaacctce 540
gcaccgectc gcaccaagat tacggttcct gecgegttggg tggtgaatgg tattgaacge 600
agcggcgaag ttaatgccaa accgggtacc aaaagcggtg accgtgtggg catctgggtce 660
gatagcgecg gtcagetggt cgacgagccg gcaccgcecag cgcecgtgegat cgeccgattcet 720
agacgcgcaa ttctgatcecg cgttcgcaat gcgagetgge agcacgatat tgatagecctg 780
ttttgcaccc aacgtgagct catgaccacg gcecgcegtgata tcatgaatge gggtgtcace 840
tgtgttggcg agcacgaaac gttgaccgca gcagcacagt acatgcgcga acatgatatce 900
ggcgcattge cgatttgegg cgacgatgat cgtctgcacg gtatgcectgac cgaccgegat 960
atcgttatca agggtctgge cgcaggcttg gacccgaaca ccgcgaccge cggtgaactg 1020
gcacgtgaca gcatctatta cgtcgacgcecg aacgccagca ttcaagagat gctgaacgtg 1080
atggaagagc atcaggtgcg tcgtgtcccg gttatcageg aacatcgtcect ggttggtate 1140
gttaccgaag ccgacatcgce acgtcacctg ccggagcacg cgattgttca gttcgtgaaa 1200
gcgatttgca gcccgatgge gttggegtct aagettttge tgggecctgag caccattage 1260
agcaaagcgg atgacatcga ctgggatgcg attgcgcagt gtgagagcgg tggcaattgg 1320
gcagcgaata ccggcaatgg cctgtacgge ggtctgcaga tctcccagge gacgtgggac 1380
agcaatggtg gcgtcggcag cccggctgec gegtccccac aacaacagat cgaggtggca 1440
gataacatta tgaaaacgca gggtccgggt gcttggccaa aatgctccag ctgcageccag 1500
ggtgacgcac cgctgggcag cctgacccac attctgacgt tcctggcage ggaaaccggt 1560
ggttgtagcg gtagccgega tgac 1584

<210> 52

<211> 1689

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Proteina de fusién Mycobacterium ESAT6-Rv1733c¢c-Rv2626¢-RpfD

(optimizada para humanos)

<400> 52

atgaccgagc agcagtggaa cttcgccggc atcgaagetg ccgectagege catccaagge 60
aacgtgacca gcatccacag cctgctggac gagggcaagc agagcctgac caagctgget 120

gctgettggg geggatccgg aagcgaagcece taccagggceg tgcagcagaa gtgggacgec 180

83



acagccaccg
caggctatgg
accagggaca
atcctgaggg
caggacagca
accgtgatcg
agaaccaaga
gtgaacgcca
ggccagetgg
atcagggtga
cgatcgacaa
accctcecacceg
ggagacgacg
gctgecggece
tacgtggacg
agaagggtgc
gctaggcacc
gctctggeca
agagacagat
atgttegtgg
gacgccatcg
tacggcggece
gcecgetgett
cctggegect
acccacatcc

taatgatag

<210> 53

<211> 528
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: ESAT6-Rv1733c-Rv2626¢-RpfD (E. coli optimizado)

<400> 53

agctgaacaa
ccagcacaga
gggaaggcgce
tgttcagcag
ggagccacgt
accacgaggg
tcacagtgcce
agcctggaac
tggatgaacc
ggaacgccag
cagccaggga
ccgecgecca
acaggctgca
tcgatcctaa
ccaacgccag
ctgtgatcag
tgcccgagcea
gcggcgcgec
gcgccaggat
ccctgetggg
cccagtgtga
tgcagatcag
cccctcagea
ggcctaagtg

tgacctttcet

ES2925950 T3

cgccctgecag
gggcaatgtg
taccatgatc
gaaccccctg
gtatgcccac
cgtgatcgac
cgccaggtgg
caagagcggce
tgctcceect
ctggcagcac
catcatgaac
atacatgagg
cggcatgctg
caccgctaca
catccaggag
cgagcacagg
cgccategtg
cacccccgga
cgtgtgcacc
cctgagcacce
atccggegga
ccaggctacc
gcagatcgag
ttccagetgt

cgcegecgag

aacctcgcca
accggcatgt
accttcaggce
gtgaggggca
caggctcaga
tccaacacca
gtggtgaacg
gacagggtgg
gccagagcca
gacatcgaca
gccggegtga
gagcacgaca
accgacaggg
gccggcgage
atgctcaacg
ctggtgggca
cagttcgtga
ctcctcacca
gtgttcatcg
atcagcagca
aactgggccg
tgggactcca
gtggccgaca
agccagggcg

acaggcggat

84

gaaccatcag
tcgeettega
tgaggctcce
ccgacagact
ccaggcaccce
ccgccaccag
gcatcgagag
gcatttgggt
tcgeecgatag
gcectgttetg
cctgegtggg
teggegecect
acatcgtgat
tggccagaga
tgatggagga
tcgtgaccga
aggccatctg
cagctggagce
agaccgceccgt
aggccgacga
ccaataccgg
acggaggagt
acatcatgaa
atgctecctcet

gtagcggaag

cgaggccgga
aatcgccacc
ctgcaggacc
ggaagccgtg
tgctacecgee
cgctectcece
gagcggcgag
cgatagecgcece
ggccatcctg
cacccaaagg
agagcatgaa
gcccatcetgt
caagggcctg
cagcatctac
gcaccaggtg
ggccgatatc
cagccccatg
tggcaggccc
ggtggctacc
catcgactgg
caatggcctg
gggaagccct
gacccaaggc
gggcagcctg

cagggacgac

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

1689



Met

Ala

Lys

Glu

Leu

65

Gln

Phe

Phe

Asn

Asp

145

Ala

Thr

Trp

Gly

Gln

225

Arg

Ile

Asp

Thr

Ile

305

Ile

Thr

Ile

Gln

Ala

50

Asn

Ala

Met

Arg

Pro

130

Ser

Thr

Ala

val

Thr

210

Leu

Arg

Asp

Ile

Ala

290

Cys

val

Glu

Gln

Ser

Tyr

Asn

Met

Ile

Leu

115

Leu

Arg

Ala

Thr

Vval

195

Lys

Val

Ala

Ser

Met

275

Ala

Gly

Ile

Gln

Gly

20

Leu

Gln

Ala

Ala

Ala

100

Arg

val

Ser

Thr

Ser

180

Asn

Ser

Asp

Ile

Leu

260

Asn

Ala

Asp

Lys

Gln

Asn

Thr

Gly

Leu

Ser

85

Thr

Leu

Arg

His

Val

165

Ala

Gly

Gly

Glu

Leu

245

Phe

Ala

Gln

Asp

Gly
325
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Trp

Val

Lys

val

Gln

70

Thr

Thr

Pro

Gly

Val

150

Ile

Pro

Ile

Asp

Pro

230

Ile

Cys

Gly

Tyr

Asp

310

Leu

Asn

Thr

Leu

Gln

55

Asn

Glu

Arg

Cys

Thr

135

Tyr

Asp

Pro

Glu

Arg

215

Ala

Arg

Thr

Val

Met

295

Arg

Ala

Phe

Ser

Ala

40

Gln

Leu

Gly

Asp

Arg

120

Asp

Ala

His

Arg

Arg

200

Val

Pro

Val

Gln

Thr

280

Arg

Leu

Ala

Ala

Ile

25

Ala

Lys

Ala

Asn

Arg

105

Thr

Arg

His

Glu

Thr

185

Ser

Gly

Pro

Arg

Arg

265

Cys

Glu

His

Gly

85

Gly

10

His

Ala

Trp

Arg

val

90

Glu

Ile

Leu

Gln

Gly

170

Lys

Gly

Ile

Ala

Asn

250

Glu

Val

His

Gly

Leu
330

Ile

Ser

Trp

Asp

Thr

75

Thr

Gly

Leu

Glu

Ala

155

Val

Ile

Glu

Trp

Arg

235

Ala

Leu

Gly

Asp

Met

315

Asp

Glu

Leu

Gly

Ala

60

Ile

Gly

Ala

Arg

Ala

140

Gln

Ile

Thr

Val

Val

220

Ala

Ser

Met

Glu

Ile

300

Leu

Pro

Ala

Leu

Gly

45

Thr

Ser

Met

Thr

Val

125

Pro

Thr

Asp

val

Asn

205

Asp

Ile

Trp

Thr

His

285

Gly

Thr

Asn

Ala

Asp

30

Ser

Ala

Glu

Phe

Met

110

Phe

Gly

Arg

Ser

Pro

190

Ala

Ser

Ala

Gln

Thr

270

Glu

Ala

Asp

Thr

Ala

15

Glu

Gly

Thr

Ala

Ala

95

Ile

Ser

Val

His

Asn

175

Ala

Lys

Ala

Asp

His

255

Ala

Thr

Leu

Arg

Ala
335

Ser

Gly

Ser

Glu

Gly

80

Glu

Thr

Arg

Gln

Pro

160

Thr

Arg

Pro

Gly

Ser

240

Asp

Arg

Leu

Pro

Asp

320

Thr



ES2925950 T3

Ala Gly Glu Leu Ala Arg Asp Ser Ile Tyr Tyr Val Asp Ala Asn Ala
340 345 350

Ser Ile Gln Glu Met Leu Asn Val Met Glu Glu His Gln Val Arg Arg
355 360 365

Val Pro Val Ile Ser Glu His Arg Leu Val Gly Ile Val Thr Glu Ala
370 375 380

Asp Ile Ala Arg His Leu Pro Glu His Ala Ile Val Gln Phe Val Lys
385 390 395 400

Ala Ile Cys Ser Pro Met Ala Leu Ala Ser Lys Leu Leu Leu Gly Leu
405 410 415

Ser Thr Ile Ser Ser Lys Ala Asp Asp Ile Asp Trp Asp Ala Ile Ala
420 425 430

Gln Cys Glu Ser Gly Gly Asn Trp Ala Ala Asn Thr Gly Asn Gly Leu
435 440 445

Tyr Gly Gly Leu Gln Ile Ser Gln Ala Thr Trp Asp Ser Asn Gly Gly

450 455 460
Val Gly Ser Pro Ala Ala Ala Ser Pro Gln Gln Gln Ile Glu Val Ala
465 470 475 480
Asp Asn Ile Met Lys Thr Gln Gly Pro Gly Ala Trp Pro Lys Cys Ser
485 490 495
Ser Cys Ser Gln Gly Asp Ala Pro Leu Gly Ser Leu Thr His Ile Leu
500 505 510
Thr Phe Leu Ala Ala Glu Thr Gly Gly Cys Ser Gly Ser Arg Asp Asp
515 520 525
<210> 54
<211> 559
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: ESAT6-Rv1733c-Rv2626¢-RpfD (optimizado para humanos)

<400> 54

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

Ala Ile Gln Gly Asn Val Thr Ser Ile His Ser Leu Leu Asp Glu Gly
20 25 30

Lys Gln Ser Leu Thr Lys Leu Ala Ala Ala Trp Gly Gly Ser Gly Ser
35 40 45

Glu Ala Tyr Gln Gly Val Gln Gln Lys Trp Asp Ala Thr Ala Thr Glu
50 55 60

Leu Asn Asn Ala Leu Asn Leu Ala Arg Thr Ile Ser Glu Ala Gly Gln
65 70 75 80

Ala Met Ala Ser Thr Glu Gly Asn Val Thr Gly Met Phe Ala Phe Glu

86



Ile

Leu

Leu

His

145

Val

Ala

Gly

Gly

Glu

225

Arg

Thr

Thr

Arg

Leu

305

Ala

Ser

Val

Arg

Glu

385

Leu

Gly

Ala

Arg

Vval

130

val

Ile

Pro

Ile

Asp

210

Pro

Val

Gln

Cys

Glu

290

His

Gly

Ile

Met

Leu

370

His

Ala

Arg

Thr

Leu

115

Arg

Tyr

Asp

Pro

Glu

195

Arg

Ala

Arg

Arg

val

275

His

Gly

Leu

Tyr

Glu

355

Val

Ala

Ser

Pro

Thr

100

Pro

Gly

Ala

His

Arg

180

Arg

Val

Pro

Asn

Arg

260

Gly

Asp

Met

Asp

Tyr

340

Glu

Gly

Ile

Gly

Arg

85

Arg

Cys

Thr

His

Glu

165

Thr

Ser

Gly

Pro

Ala

245

Ser

Glu

Ile

Leu

Pro

325

Val

His

Ile

Val

Ala

405

Asp
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Asp

Arg

Asp

Gln

150

Gly

Lys

Gly

Ile

Ala

230

Ser

Thr

His

Gly

Thr

310

Asn

Asp

Gln

Val

Gln

390

Pro

Arg

Arg

Thr

Arg

135

Ala

Val

Ile

Glu

Trp

215

Arg

Trp

Thr

Glu

Ala

295

Asp

Thr

Ala

Val

Thr

375

Phe

Thr

Cys

Glu Gly
105

Ile Leu
120

Leu Glu

Gln Thr

Ile Asp

Thr Val

185

Val Asn
200

Val Asp
Ala Ile
Gln His
Ala Arg

265

Thr Leu
280
Leu Pro
Arg Asp
Ala Thr
Asn Ala
345
Arg Arg
360
Glu Ala
Val Lys

Pro Gly

Ala Arg

87

90

Ala

Arg

Ala

Ser

170

Pro

Ala

Ser

Ala

Asp

250

Asp

Thr

Ile

Ile

Ala

330

Ser

val

Asp

Ala

Leu

410

Ile

Thr

Val

Val

His

155

Asn

Ala

Lys

Ala

Asp

235

Ile

Ile

Ala

Cys

Val

315

Gly

Ile

Pro

Ile

Ile

395

Leu

Val

Met
Phe
Gln
140

Pro

Thr

Pro

Gly

220

Arg

Asp

Met

Ala

Gly

300

Ile

Glu

Gln

val

Ala

380

Cys

Thr

Cys

Ile

Ser

125

Asp

Ala

Thr

Trp

Gly

205

Gln

Ala

Ser

Asn

Ala

285

Asp

Lys

Leu

Glu

Ile

365

Arg

Ser

Thr

Thr

Thr

110

Arg

Ser

Thr

Ala

Val

190

Thr

Leu

Ile

Leu

Ala

270

Gln

Asp

Gly

Ala

Met

350

Ser

His

Pro

Ala

Vval

95

Phe

Asn

Arg

Ala

Thr

175

Val

Lys

Val

Leu

Phe

255

Gly

Tyr

Asp

Leu

Arg

335

Leu

Glu

Leu

Met

Gly

415

Phe

Arg

Pro

Ser

Thr

160

Ser

Asn

Ser

Asp

Ile

240

Cys

val

Met

Arg

Ala

320

Asp

Asn

His

Pro

Ala

400

Ala

Ile
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420 425 430
Glu Thr Ala Val Val Ala Thr Met Phe Val Ala Leu Leu Gly Leu Ser
435 440 445
Thr Ile Ser Ser Lys Ala Asp Asp Ile Asp Trp Asp Ala Ile Ala Gln
450 455 460
Cys Glu Ser Gly Gly Asn Trp Ala Ala Asn Thr Gly Asn Gly Leu Tyr
465 470 475 480
Gly Gly Leu Gln Ile Ser Gln Ala Thr Trp Asp Ser Asn Gly Gly Val
485 490 495
Gly Ser Pro Ala Ala Ala Ser Pro Gln Gln Gln Ile Glu Val Ala Asp
500 505 510
Asn Ile Met Lys Thr Gln Gly Pro Gly Ala Trp Pro Lys Cys Ser Ser
515 520 525
Cys Ser Gln Gly Asp Ala Pro Leu Gly Ser Leu Thr His Ile Leu Thr
530 535 540
Phe Leu Ala Ala Glu Thr Gly Gly Cys Ser Gly Ser Arg Asp Asp
545 550 555
<210> 55
<211> 2421
<212> DNA
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Proteina de fusién Mycobacterium ESAT6-Rv1733c-Rv2626¢c-RpfB
<400> 55
atgacagagc agcagtggaa tttcgcgggt atcgaggeccg cggcaagcgce aatccaggga 60
aatgtcacgt ccattcattc cctecttgac gaggggaage agtccctgac caagetcgca 120
gcggectggg geggtagegg ttcggaggceg taccagggtg tccagcaaaa atgggacgec 180
acggctaccg agctgaacaa cgcgctgcag aacctggcge ggacgatcag cgaagccggt 240
caggcaatgg cttcgaccga aggcaacgtc actgggatgt tcgcagaatt catgattgeg 300
actacccgtg atcgtgaggg cgcgaccatg atcacgttce gtctgegtcet gecgtgtege 360
accattttgc gcgtgttttc gecgtaacccg ctggtccgeg gtaccgaccg tctggaggee 420
gttgtcatgc tgctggcggt taccgtgage ctgetgacga tcccattcge ageggcaget 480
ggcacggccg tccaagacag ccgtagccat gtgtatgetce accaggctca aacccgtcac 540
ccggctactg ccactgttat cgatcacgaa ggcecgtgattg actccaatac cacggcaacce 600
tccgecaccge ctcgcaccaa gattacggtt cctgegegtt gggtggtgaa tggtattgaa 660
cgcageggcg aagttaatge caaaccgggt accaaaageg gtgaccgtgt gggcatctgg 720
gtcgatagceg ccggtcaget ggtcgacgag ccggcaccge cagcecgcgtge gatcgceccgat 780

88



gcggegetgg
gcgcectgacge
agcctgtttt
gtcacctgtg
gatatcggceg
cgcgatatcg
gaactggcac
aacgtgatgg
ggtatcgtta
gtgaaagcga
attctaaatg
cgggtgacca
gacgaccgcg
gtgectgegge
tggacgaccg
ccggeegegg
agcgccaaga
cccaatgtcg
gtgceccgeeg
atcaagaagg
gagatgaaca
acgttcgegg
gtggtgaccce
ccececggtga
tgggcgatca
gaggccaacg
atcgecegttg

gcacgagcgg

<210> 56

<211> 806
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

ctgcectggg
gcgcaattcect
gcacccaacg
ttggcgagca
cattgccgat
ttatcaaggg
gtgacagcat
aagagcatca
ccgaagccga
tttgcagece
caaagcttgce
cgatgaaatc
acgacctgta
gtagccgtce
cgtcgacggt
cttctegege
cggtgcagcet
cggggctgcet
cgacggccce
tcaccgagceg
tgagccggga
tagctgaggt
cggcccacga
tcgacggaag
acaccggcaa
gcgggetgeg
ccgaggtgac

gtgcgegetg

ES2925950 T3

tctgtggetg
gatccgegtt
tgagctcatg
cgaaacgttg
ttgcggegac
tctggeegea
ctattacgtce
ggtgecgtegt
catcgcacgt
gatggegttg
atgcaaaacg
gcgggtgatce
tcecegeggece
gctgcagatc
ggacgaggcg
cagccgegte
caacgacggc
gagtgecggece
gatcgtcgaa
gctgecgetg
ggtcgtcgaa
caacggcgte
agccgtggtg
catctgggac
cgggtattac
gtatgcaccc
ccgactgegt

a

agcgtggcag
cgcaatgcga
accacggcgce
accgcagcag
gatgatcgtce
ggcttggacce
gacgcgaacg
gtcceggtta
cacctgecegg
gegtetegte
gtgacgttga
gacatcgtcg
ggcgtgeagg
tcgectggatg
ctggcccaac
ccgetgteceg
gggttggtgce
ggcgtgeege
ggcatgcaga
ccgccgaacg
gacccggggg
gagaccggcc
cgggtgggea
gcgatcgeceg
ggtggtgtge
cgcgctgacce

caaggttggg

cggtcgecgg
gctggcagca
gtgatatcat
cacagtacat
tgcacggtat
cgaacaccgc
ccagcattca
tcagcgaaca
agcacgcgat
aaaagggcga
ccgtecgacgg
aagagaacgg
tccatgacge
gtcacgacge
tcgecgatgac
ggatggcgcet
gcacggtgca
tgttgcaaag
tccaggtgac
cgcgtegtgt
ttcecggggac
gtttgcecegt
ccaagcccgg
gctgtgagge
agtttgacca
tcgeccacceg

gcgectggece

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: ESAT6-Rv1733c-Rv2626¢c-RpfB

<400> 56

89

tgcgttgetg
cgatattgat
gaatgcgggt
gcgcgaacat
gctgaccgac
gaccgccggt
agagatgctg
tcgtetggtt
tgttcagttce
cacaaaattt
aaccgcgatg
gttctcagtce
cgacaccatc
taagcaggtg
cgacacggcg
accggtegte
cttgececggee
cgaccacgtg
ccgcaatcgg
cgaggacccg
ccaggatgtg
cgccaacgtce
taccgaggtg
cggtggcaac
gggcacctgg
cgaagagcag

ggtatgtgct

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

2421



Met

Ala

Lys

Glu

Leu

65

Gln

Phe

Phe

Asn

Leu

145

Gly

Gln

Ile

Thr

Val

225

Val

Ala

Ala

Thr
305

Thr

Ile

Gln

Ala

50

Asn

Ala

Met

Arg

Pro

130

Ala

Thr

Thr

Asp

val

210

Asn

Asp

Ile

Ala

Val

290

Gln

Glu

Gln

Ser

35

Tyr

Asn

Met

Ile

Leu

115

Leu

Val

Ala

Arg

Ser

195

Pro

Ala

Ser

Ala

Val

275

Arg

Arg

Gln

Gly

20

Leu

Gln

Ala

Ala

Ala

100

Arg

Val

Thr

Val

His

180

Asn

Ala

Lys

Ala

Asp

260

Ala

Asn

Glu

Gln

Asn

Thr

Gly

Leu

Ser

85

Thr

Leu

Arg

Val

Gln

165

Pro

Thr

Arg

Pro

Gly

245

Ala

Gly

Ala

Leu

ES2925950 T3

Val

Lys

Val

Gln

70

Thr

Thr

Pro

Gly

Ser

150

Asp

Ala

Thr

Trp

Gly

230

Gln

Ala

Ala

Ser

Met
310

Asn

Thr

Leu

Gln

55

Asn

Glu

Arg

Cys

Thr

135

Leu

Ser

Thr

Ala

Vval

215

Thr

Leu

Leu

Leu

Trp

295

Thr

Phe

Ser

Ala

40

Gln

Leu

Gly

Asp

Arg

120

Asp

Leu

Arg

Ala

Thr

200

Val

Lys

Val

Ala

Leu

280

Gln

Thr

Ala

Ile

25

Ala

Lys

Ala

Asn

Arg

105

Thr

Arg

Thr

Ser

Thr

185

Ser

Asn

Ser

Asp

Ala

265

Ala

His

Ala

90

Gly

10

His

Ala

Trp

Arg

Val

90

Glu

Ile

Leu

Ile

His

170

Val

Ala

Gly

Gly

Glu

250

Leu

Leu

Asp

Arg

Ile

Ser

Trp

Asp

Thr

75

Thr

Gly

Leu

Glu

Pro

155

Val

Ile

Pro

Ile

Asp

235

Pro

Gly

Thr

Ile

Asp
315

Glu

Leu

Gly

Ala

60

Ile

Gly

Ala

Arg

Ala

140

Phe

Tyr

Asp

Pro

Glu

220

Arg

Ala

Leu

Arg

Asp

300

Ile

Ala

Leu

Gly

45

Thr

Ser

Met

Thr

Val

125

Vval

Ala

Ala

His

Arg

205

Arg

Val

Pro

Trp

Ala

285

Ser

Met

Ala

Asp

30

Ser

Ala

Glu

Phe

Met

110

Phe

Vval

Ala

His

Glu

190

Thr

Ser

Gly

Pro

Leu

270

Ile

Leu

Asn

Ala

15

Glu

Gly

Thr

Ala

Ala

95

Ile

Ser

Met

Ala

Gln

175

Gly

Lys

Gly

Ile

Ala

255

Ser

Leu

Phe

Ala

Ser

Gly

Ser

Glu

Gly

80

Glu

Thr

Arg

Leu

Ala

160

Ala

Val

Ile

Glu

Trp

240

Arg

val

Ile

Cys

Gly
320



Val

Met

Arg

Ala

Asp

385

Asn

His

Pro

Ala

Lys

465

Arg

Gly

Gln

Gln

Ser

545

Pro

Leu

Val

Ala

Thr

625

Ile

Thr

Arg

Leu

Ala

370

Ser

val

Arg

Glu

Leu

450

Leu

Val

Phe

val

Ile

530

Thr

Ala

Pro

Arg

Ala

610

Ala

Lys

Cys

Glu

His

355

Gly

Ile

Met

Leu

His

435

Ala

Ala

Thr

Ser

His

515

Ser

Val

Ala

Val

Thr

595

Gly

Pro

Lys

vVal

His

340

Gly

Leu

Tyr

Glu

val

420

Ala

Ser

Cys

Thr

val

500

Asp

Leu

Asp

Ala

Val

580

val

val

Ile

Val

Gly

325

Asp

Met

Asp

Tyr

Glu

405

Gly

Ile

Arg

Lys

Met

485

Asp

Ala

Asp

Glu

Ser

565

Ser

His

Pro

Val

Thr
645
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Glu

Ile

Leu

Pro

val

390

His

Ile

Val

Gln

Thr

470

Lys

Asp

Asp

Gly

Ala

550

Arg

Ala

Leu

Leu

Glu

630

Glu

His

Gly

Thr

Asn

375

Asp

Gln

Val

Gln

Lys

455

Val

Ser

Arg

Thr

His

535

Leu

Ala

Lys

Pro

Leu

615

Gly

Arg

Glu

Ala

Asp

360

Thr

Ala

Val

Thr

Phe

440

Gly

Thr

Arg

Asp

Ile

520

Asp

Ala

Ser

Thr

Ala

600

Gln

Met

Leu

Thr

Leu

345

Arg

Ala

Asn

Arg

Glu

425

Val

Asp

Leu

Val

Asp

505

Val

Ala

Gln

Arg

Val

585

Pro

Ser

Gln

Pro

91

Leu

330

Pro

Asp

Thr

Ala

Arg

410

Ala

Lys

Thr

Thr

Ile

490

Leu

Leu

Lys

Leu

Val

570

Gln

Asn

Asp

Ile

Leu
650

Thr

Ile

Ile

Ala

Ser

395

Val

Asp

Ala

Lys

Val

475

Asp

Tyr

Arg

Gln

Ala

555

Pro

Leu

Val

His

Gln

635

Pro

Ala

Cys

Val

Gly

380

Ile

Pro

Ile

Ile

Phe

460

Asp

Ile

Pro

Arg

Val

540

Met

Leu

Asn

Ala

Val

620

Val

Pro

Ala

Gly

Ile

365

Glu

Gln

Val

Ala

Cys

445

Ile

Gly

Val

Ala

Ser

525

Trp

Thr

Ser

Asp

Gly

605

Val

Thr

Asn

Ala

Asp

350

Lys

Leu

Glu

Ile

Arg

430

Ser

Leu

Thr

Glu

Ala

510

Arg

Thr

Asp

Gly

Gly

590

Leu

Pro

Arg

Ala

Gln

335

Asp

Gly

Ala

Met

Ser

415

His

Pro

Asn

Ala

Glu

495

Gly

Pro

Thr

Thr

Met

575

Gly

Leu

Ala

Asn

Arg
655

Tyr

Asp

Leu

Arg

Leu

400

Glu

Leu

Met

Ala

Met

480

Asn

vVal

Leu

Ala

Ala

560

Ala

Leu

Ser

Ala

Arg

640

Arg



<210> 57

Val Glu

Gly Vval

Gly Val

690

Ala
705

His

Pro Pro

Ala Gly

Val Gln

Ala Pro

770

Glu
785

Val

Ala Arg

<211> 2430
<212> DNA
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Proteina de fusién Mycobacterium RpfB-ESAT6-Rv1733c-Rv2626¢

<400> 57

atgaagcttg
acgatgaaat
gacgacctgt
cgtagcegte
gcgtcgacgg
gcttctegeg
acggtgcagce
gcggggetge
gcgacggece
gtcaccgagce

atgagccggg

Pro
660

Asp

Pro
675

Gly
Glu Thr
Glu Ala

Val Ile

Glu

Thr

Gly

Val

Asp

ES2925950 T3

Met Asn

Gln Asp

Met

Vval

Ser
665

Arg

Thr Phe

680

Leu
695

Arg

Val
710

Arg

Gly Ser

725

Gly Asn

740

Phe
755

Asp
Arg Ala
Thr Arg

Ala Gly

Trp

Gln

Asp

Leu

Ala

Ala Tle

Gly Thr

Pro

Val

Ile

Asn

Trp

Val Ala

Gly Thr

Trp Asp

730

Thr
745

Gly

Glu Ala

760

Ala
775

Leu

Arg Gln

790

Arg

805

catgcaaaac
cgcgggtgat
atccegegge
cgctgcagat
tggacgagge
ccagccgegt
tcaacgacgg
tgagtgcgge
cgategtega
ggctgccget

aggtcgtcga

ggtgacgttg
cgacatecgte
cggcgtgcag
ctcgcetggat
gctggcccaa
cccgetgtee
cgggttggtg
cggegtgecg
aggcatgeag
gccgccgaac

agacccgggg

Thr

Gly

Arg Glu

Trp Gly

accgtcgacg
gaagagaacg
gtccatgacg
ggtcacgacg
ctcgcgatga
gggatggcege
cgcacggtgce
ctgttgcaaa
atccaggtga
gcgegtegtg

gttccgggga

92

Glu Vval Vval

Ala Val Ala

685

Val
700

Asn Val

Lys Pro

715

Gly

Ala Ile Ala

Asn Gly Tyr

Asn Gly Gly

765
Glu Gln
780

Ile

Ala
795

Trp Pro

gaaccgcgat
ggttctecagt
ccgacaccat
ctaagcaggt
ccgacacggce
taccggtcegt
acttgcecgge
gcgaccacgt
cccgcaateg
tcgaggaccce

cccaggatgt

Glu
670

Asp Pro

Glu Val Asn

Val Thr Pro

Thr Glu Val

720
Glu

Gly Cys

735

Tyr
750

Gly Gly

Leu Arg Tyr

Ala Val Ala

Val Ala

800

Cys

gcgggtgace
cgacgaccgce
cgtgectgegg
gtggacgacc
gccggecgeg
cagcgccaag
ccccaatgtce
ggtgccecgece
gatcaagaag
ggagatgaac

gacgttcgceg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



gtagctgagg
ccggcccacg
atcgacggaa
aacaccggca
ggcgggcetge
gccgaggtga
ggtgegegeg
agcgcaatcce
ctgaccaagc
caaaaatggg
atcagcgaag
gaattcatga
cgtctgeegt
gaccgtctgg
ttcgecagegg
gctcaaacce
aataccacgg
gtgaatggta
cgtgtgggea
cgtgcgatcg
gccggtgegt
cagcacgata
atcatgaatg
tacatgcgeg
ggtatgctga
accgcgaccg
attcaagaga
gaacatcgtc
gcgattgtte

ggcgacacaa

<210> 58

<211> 809
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

tcaacggegt
aagccgtggt
gcatctggga
acgggtatta
ggtatgcacc
cccgactgeg
gatccatgac
agggaaatgt
tcgcagegge
acgccacggce
ccggtcagge
ttgcgactac
gtcgcaccat
aggccgttgt
cagctggcac
gtcaccegge
caacctccge
ttgaacgcag
tctgggtcga
ccgatgegge
tgctggeget
ttgatagcct
cgggtgtcac
aacatgatat
ccgaccgega
ccggtgaact
tgctgaacgt
tggttggtat
agttcgtgaa

aatttattct

ES2925950 T3

cgagaccggc
gcgggtggge
cgcgatcgece
cggtggtgtg
ccgegcetgac
tcaaggttgg
agagcagcag
cacgtccatt
ctggggeggt
taccgagcetg
aatggcttcg
ccgtgatcegt
tttgcgegtg
catgctgectg
ggccgtccaa
tactgccact
accgcectege
cggcgaagtt
tagcgeceggt
gctggectgece
gacgcgcgca
gttttgcacc
ctgtgttggce
cggcgcattg
tatcgttatc
ggcacgtgac
gatggaagag
cgttaccgaa
agcgatttgce

aaatgcatga

cgtttgececeg
accaagcccg
ggctgtgagg
cagtttgacc
ctcgeccacce
ggcgectgge
tggaattteg
cattcecctece
agcggttegg
aacaacgcgc
accgaaggca
gagggcgega
ttttcgegta
gcggttacceg
gacagccgta
gttatcgatc
accaagatta
aatgccaaac
cagctggtcg
ctgggtctgt
attctgatcc
caacgtgagc
gagcacgaaa
ccgatttgeg
aagggtctgg
agcatctatt
catcaggtgce
gccgacateg

agcccgatgg

tcgeccaacgt
gtaccgaggt
ccggtggceaa
agggcacctg
gcgaagagca
cggtatgtgce
cgggtatcga
ttgacgaggg
aggcgtacca
tgcagaacct
acgtcactgg
ccatgatcac
acccgetggt
tgagcctget
gccatgtgta
acgaaggcgt
cggttectge
cgggtaccaa
acgagccggce
ggctgagegt
gcgttcgecaa
tcatgaccac
cgttgaccge
gcgacgatga
ccgcaggcett
acgtcgacgce
gtegtgtecece
cacgtcacct

cgttggegtce

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: RpfB-ESAT6-Rv1733c-Rv2626¢

<400> 58

93

cgtggtgacc
gccececggtg
ctgggcgatc
ggaggccaac
gatcgcegtt
tgcacgagcg
ggccgeggea
gaagcagtcce
gggtgtccag
ggcgcggacg
gatgttcgca
gttcegtcetg
ccgeggtace
gacgatccca
tgctcaccag
gattgactce
gcgttgggtg
aagcggtgac
accgccageg
ggcageggtce
tgcgagetgg
ggcgcegtgat
agcagcacag
tcgtetgeac
ggacccgaac
gaacgccagc
ggttatcagce
gcecggageac

tcgtcaaaag

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

2430



Met

Met

Asn

Val

Leu

65

Ala

Ala

Ala

Leu

Ser

145

Ala

Arg

Arg

Pro

Asn

225

Pro

Vval

Glu

Gly

Lys

Gly

Gln

50

Gln

Ser

Pro

Leu

Val

130

Ala

Thr

Ile

val

Gly

210

Gly

Ala

Pro

Ala

Val
290

Leu

val

Phe

35

Val

Ile

Thr

Ala

Pro

115

Arg

Ala

Ala

Lys

Glu

195

Vval

Val

His

Pro

Gly

275

Gln

Ala

Thr

20

Ser

His

Ser

Val

Ala

100

val

Thr

Gly

Pro

Lys

180

Asp

Pro

Glu

Glu

Val

260

Gly

Phe

Cys

Thr

Val

Asp

Leu

Asp

85

Ala

Val

Val

vVal

Ile

165

Val

Pro

Gly

Thr

Ala

245

Ile

Asn

Asp

ES2925950 T3

Lys

Met

Asp

Ala

Asp

70

Glu

Ser

Ser

His

Pro

150

val

Thr

Glu

Thr

Gly

230

Val

Asp

Trp

Gln

Thr

Lys

Asp

Asp

55

Gly

Ala

Arg

Ala

Leu

135

Leu

Glu

Glu

Met

Gln

215

Arg

Vval

Gly

Ala

Gly
295

Val

Ser

Arg

40

Thr

His

Leu

Ala

Lys

120

Pro

Leu

Gly

Arg

Asn

200

Asp

Leu

Arg

Ser

Ile

280

Thr

Thr

Arg

25

Asp

Ile

Asp

Ala

Ser

105

Thr

Ala

Gln

Met

Leu

185

Met

Vval

Pro

Val

Ile

265

Asn

Trp

94

Leu

10

val

Asp

Val

Ala

Gln

90

Arg

val

Pro

Ser

Gln

170

Pro

Ser

Thr

Val

Gly

250

Trp

Thr

Glu

Thr

Ile

Leu

Leu

Lys

75

Leu

Val

Gln

Asn

Asp

155

Ile

Leu

Arg

Phe

Ala

235

Thr

Asp

Gly

Ala

Val

Asp

Tyr

Arg

60

Gln

Ala

Pro

Leu

Val

140

His

Gln

Pro

Glu

Ala

220

Asn

Lys

Ala

Asn

Asn
300

Asp

Ile

Pro

45

Arg

Val

Met

Leu

Asn

125

Ala

Vval

Val

Pro

Vval

205

Val

Val

Pro

Ile

Gly

285

Gly

Gly

vVal

30

Ala

Ser

Trp

Thr

Ser

110

Asp

Gly

val

Thr

Asn

190

Vval

Ala

Val

Gly

Ala

270

Tyr

Gly

Thr

15

Glu

Ala

Arg

Thr

Asp

95

Gly

Gly

Leu

Pro

Arg

175

Ala

Glu

Glu

Val

Thr

255

Gly

Tyr

Leu

Ala

Glu

Gly

Pro

Thr

80

Thr

Met

Gly

Leu

Ala

160

Asn

Arg

Asp

Vval

Thr

240

Glu

Cys

Gly

Arg



Tyr

305

Ala

Ala

Phe

Ser

Ala

385

Gln

Leu

Gly

Asp

Arg

465

Asp

Leu

Arg

Ala

Thr

545

Val

Lys

Val

Ala

Leu
625

Ala

Glu

Ala

Ala

Ile

370

Ala

Lys

Ala

Asn

Arg

450

Thr

Arg

Thr

Ser

Thr

530

Ser

Asn

Ser

Asp

Ala

610

Ala

Pro

Val

Arg

Gly

355

His

Ala

Trp

Arg

Val

435

Glu

Ile

Leu

Ile

His

515

Val

Ala

Gly

Gly

Glu

595

Leu

Leu

Arg

Thr

Ala

340

Ile

Ser

Trp

Asp

Thr

420

Thr

Gly

Leu

Glu

Pro

500

Val

Ile

Pro

Ile

Asp

580

Pro

Gly

Thr

Ala

Arg

325

Gly

Glu

Leu

Gly

Ala

405

Ile

Gly

Ala

Arg

Ala

485

Phe

Tyr

Asp

Pro

Glu

565

Arg

Ala

Leu

Arg

ES2925950 T3

Asp

310

Leu

Ala

Ala

Leu

Gly

390

Thr

Ser

Met

Thr

Val

470

Val

Ala

Ala

His

Arg

550

Arg

Val

Pro

Trp

Ala
630

Leu

Arg

Arg

Ala

Asp

375

Ser

Ala

Glu

Phe

Met

455

Phe

val

Ala

His

Glu

535

Thr

Ser

Gly

Pro

Leu

615

Ile

Ala

Gln

Gly

Ala

360

Glu

Gly

Thr

Ala

Ala

440

Ile

Ser

Met

Ala

Gln

520

Gly

Lys

Gly

Ile

Ala

600

Ser

Leu

Thr

Gly

Ser

345

Ser

Gly

Ser

Glu

Gly

425

Glu

Thr

Arg

Leu

Ala

505

Ala

Val

Ile

Glu

Trp

585

Arg

Val

Ile

95

Arg

Trp

330

Met

Ala

Lys

Glu

Leu

410

Gln

Phe

Phe

Asn

Leu

490

Gly

Gln

Ile

Thr

vVal

570

Val

Ala

Ala

Arg

Glu

315

Gly

Thr

Ile

Gln

Ala

395

Asn

Ala

Met

Pro

475

Ala

Thr

Thr

Asp

Val

555

Asn

Asp

Ile

Ala

Val
635

Glu

Ala

Glu

Gln

Ser

380

Tyr

Asn

Met

Ile

Leu

460

Leu

val

Ala

Arg

Ser

540

Pro

Ala

Ser

Ala

Val

620

Arg

Gln

Trp

Gln

Gly

365

Leu

Gln

Ala

Ala

Ala

445

Arg

Val

Thr

Val

His

525

Asn

Ala

Lys

Ala

Asp

605

Ala

Asn

Ile

Pro

Gln

350

Asn

Thr

Gly

Leu

Ser

430

Thr

Leu

Arg

Val

Gln

510

Pro

Thr

Arg

Pro

Gly

590

Ala

Gly

Ala

Ala

Val

335

Trp

Val

Lys

Val

Gln

415

Thr

Thr

Pro

Gly

Ser

495

Asp

Ala

Thr

Trp

Gly

575

Gln

Ala

Ala

Ser

Val

320

Cys

Asn

Thr

Leu

Gln

400

Asn

Glu

Arg

Cys

Thr

480

Leu

Ser

Thr

Ala

Val

560

Thr

Leu

Leu

Leu

Trp
640



10

<210> 59

Gln His

Thr Ala

Glu Thr

Ala Leu

690

Asp
705

Arg

Thr Ala

Ala Asn

Val Arg

Thr Glu

770

Phe
785

Vval

Gly Asp

<211> 2448
<212> DNA
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripciéon de Secuencia Atrtificial: Proteina de fusion Mycobacterium Ag85B-ESAT6-Rv1733¢c-Rv2626¢-

Asp Ile

Asp

ES2925950 T3

Ser Leu

645

Arg Asp

660
Leu Thr
675

Pro Ile

Asp Ile

Thr Ala

Ile

Ala

Cys

Val

Gly

Met Asn

Ala Ala

Phe

Ala

Gln

Thr
650

Cys

Gly Vval

665

Tyr Met

680

Gly Asp

695

Ile
710

Lys

Glu Leu

725

Ala Ser

740
Arg Val
755

Ala Asp

Lys Ala

Thr Lys

Ile

Pro

Ile

Ile

Phe

Gln Glu

Val Ile

Asp

Gly

Ala

Met

Ser

Asp Arg

Leu Ala

Arg Asp

730
Leu Asn
745

Glu His

760

Ala Arg

775
Cys Ser
790

Ile Leu

805

RpfD (optimizada para E. coli)

<400> 59

atgtttagcce
cgtgacatta
gacggtctge
tggtattacc
agcgattggt
ttcttgacca
agcgctgcta
ccgcagcagt

ggtccgagcece

gtecctggect
aggtgcagtt
gtgcgecagga
agtcgggtct
acagcccggce
gcgagcetgee
ttggcctgte
ttatctacge

tgattggtct

gccagttgaa
ccagagceggce
tgattacaac
gagcattgtg
atgcggcaag
gcaatggttg
catggccgge
cggtagcecctg

ggcaatgggt

His

Pro

Asn

Leu Pro

Met Ala

Ala

tacctgcaag
ggtaacaata
ggctgggaca
atgccggttg
gctggttgece
agcgccaacce
agcagcgcga
agcgcattgce

gacgcaggtg

96

Gln Arg Glu

Thr Cys Val

Glu His

685

Arg

His
700

Leu Gly

Ala
715

Gly Leu

Ser Ile Tyr

Val Met Glu

Val
765

Arg Leu

Glu His Ala

780

Leu Ala Ser

795

ttcecgagecce
gceeggetgt
tcaatacccce
gcggtcaaag
aaacctacaa
gtgcggtcaa
tgatcttggce
tggacccgag

gttacaaagc

Met
655

Leu Thr

Gly Glu His

670
Ile

Asp Gly

Met Leu Thr

Asn
720

Asp Pro

val
735

Tyr Asp

Glu
750

His Gln

Gly Ile Val

Ile Val Gln

Arg Gln Lys

800

gtccatgggt
gtacctgctg
ggcatttgag
cagcttctat
gtgggaaact
accgaccggt
ggcataccat
ccaaggcatg

ggccgatatg

60

120

180

240

300

360

420

480

540



<210> 60

tggggcccat
ctggtggcga
ggtggcgega
ttccaggacg
ggcactcata
tcctetetgg
gccgeggcaa
aagcagtccecce
ggtgtccage
gcgcggacga
atgttcgcag
tteegtcetge
cgcggtaceg
caccaggctc
gactccaata
tgggtggtga
ggtgaccgtg
ccagcgcgtg
tggcagcacg
gatatcatga
cagtacatgce
cacggtatgc
aacaccgcga
agcattcaag
agcgaacatc
cacgcgattg
ttgectgggece
cagtgtgaga
cagatctccee
ccacaacaac
ccaaaatgcet

acgttectgg

<211> 2550
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripciéon de Secuencia Atrtificial: Proteina de fusion Mycobacterium Ag85B-ESAT6-Rv1733¢c-Rv2626¢-

ctagcgaccce
ataacacgcg
atatccctge
cgtataacge
gctgggagta
gtgcgggcgg
gcgcaatcca
tgaccaagct
aaaaatggga
tcagcgaagce
aattcatgat
gtctgeegtg
accgtctgga
aaacccgtca
ccacggcaac
atggtattga
tgggcatctg
cgatcgccga
atattgatag
atgcgggtgt
gcgaacatga
tgaccgaccg
ccgecggtga
agatgctgaa
gtctggttgg
ttcagttegt
tgagcaccat
gcggtggcaa
aggcgacgtg
agatcgaggt
ccagctgcag

cagcggaaac

RpfD (optimizada para humanos)

<400> 60

ES2925950 T3

ggcatgggag
cctgtgggte
ggagtttctg
agccggtggt
ctggggtgeg
atccatgaca
gggaaatgtc
cgcagcggec
cgccacggcet
cggtcaggca
tgcgactacce
tcgecaccatt
ggccceeggg
ccecggcectact
ctcegeacceg
acgcagcggce
ggtcgatage
ttctagacgc
cctgttttge
cacctgtgtt
tatcggcgceca
cgatatcgtt
actggcacgt
cgtgatggaa
tatcgttacc
gaaagcgatt
tagcagcaaa
ttgggcageg
ggacagcaat
ggcagataac

ccagggtgac

cggtggttgt

cgtaatgacc
tactgtggca
gaaaactttg
cacaatgegg
cagttgaacg
gagcagcagt
acgtccattce
tggggeggta
accgagctga
atggcttcga
cgtgatecgtg
ttgegegtgt
gtccaagaca
gccactgtta
cctegeacea
gaagttaatg
gccggtcage
gcaattctga
acccaacgtg
ggcgagcacg
ttgcecgattt
atcaagggtc
gacagcatct
gagcatcagg
gaagccgaca
tgcagcccga
gcggatgaca
aataccggca
ggtggcgtcg
attatgaaaa
gcaccgetgg

agcggtagece

97

cgacccagca
atggtacgcce
ttecgecagcag
ttttcaattt
caatgaaagg
ggaatttcgce
attccctect
gcggttegga
acaacgcgct
ccgaaggcaa
agggcgcgac
tttecgegtaa
gccgtageca
tcgatcacga
agattacggt
ccaaaccggg
tggtcgacga
tcecgegtteg
agctcatgac
aaacgttgac
gcggcgacga
tggccgeagg
attacgtcga
tgegtegtgt
tcgcacgtca
tggcgttgge
tcgactggga
atggcctgta
gcagcccgge
cgcagggtcce
gcagcctgac

gcgatgac

aattccgaaa
gaacgagctg
caacctgaaa
ccegecaaat
cgatctgcaa
gggtatcgag
tgacgagggg
ggcgtaccag
gcagaacctg
cgtcactggg
catgatcacg
ccegetggte
tgtgtatgct
aggcgtgatt
tcetgegegt
taccaaaagce
gccggcaccg
caatgcgagc
cacggcgcegt
cgcagcagca
tgatcgtctg
cttggacccg
cgcgaacgece
cceggttate
cctgececggag
gtctaagcett
tgcgattgeg
cggcggtetg
tgcecgegtcec
gggtgcttgg

ccacattctg

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

2448



atgttctcca
agagacatca
gacggcctga
tggtactacce
agcgactggt
tttctgacca
tecegetgeca
ccccagcaat
ggccctagece
tggggccecta
ctggtggcca
ggcggagceca
ttccaggacg
ggcacccaca
agctcecetgg
gccgetageg
cagagcctga
gtgcagcaga
agaaccatca
ttegectteg
ctgaggctcce
accgacagac
accaggcacc
accgccacca
ggcatcgaga

ggcatttggg

ggcccggcect
aggtgcagtt
gggctcagga
agtceggact
atagccctge
gcgaactgcece
tcggactcag
ttatctacge
tcattggcect
gctccgatce
acaacacaag
acattcccge
cctacaatgce
gctgggagta
gagctggacc
ccatccaagg
ccaagctggce
agtgggacge
gcgaggccgg
aaatcgccac
cctgcaggac
tggaagccgt
ctgctaccge
gcgcetcectee
ggagcggcga

tcgatagege

ES2925950 T3

gcctgtegag
ccaatccgga
cgactacaac
gagcatcgtce
ctgcggcaaa
ccagtggctg
catggccgga
tggcagcctg
ggccatggge
tgcetgggag
gctctgggtg
cgagttcctg
cgcecggaggce
ttggggcget
cgggaccgag
caacgtgacc
tgctgcecttgg
cacagccacc
acaggctatg
caccagggac
catcctgagg
gcaggacagc
caccgtgatce
cagaaccaag
ggtgaacgcce

cggccagcetg

tatctgcagg
ggcaacaaca
ggctgggaca
atgccegtgg
gccggatgee
tccgeccaata
agctcecgceta
tccgetetge
gatgctggeg
aggaatgacc
tactgcggeca
gagaacttcg
cacaacgctg
cagctgaacg
cagcagtgga
agcatccaca
ggcggatceg
gagctgaaca
gccagcacag
agggaaggcg
gtgttcagca
aggagccacg
gaccacgagg
atcacagtgce
aagcctggaa

gtggatgaac
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tcececteece
gccccgecgt
tcaacacccce
gcggccagag
agacctacaa
gggccgtcaa
tgatcctgge
tggatcctag
gctataaggce
ccacccagca
atggcacccc
tcaggagcag
tgttcaactt
ccatgaaagg
acttcgecegg
gcectgetgga
gaagcgaagc
acgccctgea
agggcaatgt
ctaccatgat
ggaaccccct
tgtatgccca
gcgtgatcga
ccgecaggtg
ccaagagcgg

ctgctcececcee

ctccatggge
gtatctcctce
cgccttegag
cteccttctac
gtgggagacc
acctaccgge
cgcctaccac
ccaaggcatg
cgccgatatg
gatccccaag
caacgaactg
caacctgaag
cccteccaac
cgacctccag
catcgaagct
cgagggcaag
ctaccagggce
gaacctcgece
gaccggcatg
caccttcagg
ggtgagggge
ccaggctcag
ctccaacacc
ggtggtgaac
cgacagggtg

tgccagagece

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
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atcgcecgata gggccatcet gatcagggtg aggaacgcca gctggcagca cgacatcgac 1620
agcctgttct gcacccaaag gcgatcgaca acagccaggg acatcatgaa cgccggegtg 1680
acctgcgtgg gagagcatga aaccctcacc gccgeccgccce aatacatgag ggagcacgac 1740
atcggegcecee tgcccatctg tggagacgac gacaggctge acggcatget gaccgacagg 1800
gacatcgtga tcaagggcct ggctgcecgge ctcgatccta acaccgectac agccggegag 1860
ctggccagag acagcatcta ctacgtggac gccaacgcca gcatccagga gatgctcaac 1920
gtgatggagg agcaccaggt gagaagggtg cctgtgatca gcgagcacag gctggtggge 1980
atcgtgaccg aggccgatat cgctaggcac ctgcccgage acgccatcgt gcagttcegtg 2040
aaggccatct gcagccccat ggctctggece agecggcegcege ccacccccegg actcecctcace 2100
acagctggag ctggcaggcc cagagacaga tgcgccagga tcgtgtgcac cgtgttcate 2160
gagaccgecg tggtggetac catgttegtg gecectgetgg gectgagecac catcagcage 2220
aaggccgacg acatcgactg ggacgccatc gcccagtgtg aatccggegg aaactgggec 2280
gccaataccg gcaatggect gtacggeggce ctgcagatca gceccaggcectac ctgggactce 2340
aacggaggag tgggaagccc tgccgetget tcccecctcage agcagatcga ggtggccgac 2400
aacatcatga agacccaagg ccctggcgcec tggcctaagt gttccagetg tageccaggge 2460
gatgctcecte tgggcagect gacccacate ctgaccttte tcgecgecga gacaggegga 2520
tgtagcggaa gcagggacga ctaatgatag 2550

<210> 61

<211> 816

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Ag85B-ESAT6-Rv1733c-Rv2626¢-RpfD (E. coli optimizado)

<400> 61

Met Phe Ser Arg Pro Gly Leu Pro Val Glu Tyr Leu Gln Val Pro Ser
Pro Ser Met Gly Arg Asp Ile Lys Val Gln Phe Gln Ser Gly Gly Asn
20 25 30

Asn Ser Pro Ala Val Tyr Leu Leu Asp Gly Leu Arg Ala Gln Asp Asp
35 40 45

Tyr Asn Gly Trp Asp Ile Asn Thr Pro Ala Phe Glu Trp Tyr Tyr Gln
50 55 60

Ser Gly Leu Ser Ile Val Met Pro Val Gly Gly Gln Ser Ser Phe Tyr
65 70 75 80

Ser Asp Trp Tyr Ser Pro Ala Cys Gly Lys Ala Gly Cys Gln Thr Tyr
85 90 95
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Lys

Asn

Ala

Ile

145

Gly

Ala

Asp

Trp

Ile

225

Phe

Phe

Asn

Met

Ala

305

Lys

Glu

Leu

Gln

Phe

385

Phe

Asn

Trp

Arg

Gly

130

Tyr

Pro

Ala

Pro

Val

210

Pro

Gln

Pro

Ala

Thr

290

Ile

Gln

Ala

Asn

Ala

370

Met

Arg

Pro

Glu

Ala

115

Ser

Ala

Ser

Asp

Thr

195

Tyr

Ala

Asp

Pro

Met

275

Glu

Gln

Ser

Tyr

Asn

355

Met

Ile

Leu

Leu

Thr

100

val

Ser

Gly

Leu

Met

180

Gln

Cys

Glu

Ala

Asn

260

Lys

Gln

Gly

Leu

Gln

340

Ala

Ala

Ala

Arg

Val
420

Phe

Lys

Ala

Ser

Ile

165

Trp

Gln

Gly

Phe

Tyr

245

Gly

Gly

Gln

Asn

Thr

325

Gly

Leu

Ser

Thr

Leu

405

Arg

ES2925950 T3

Leu

Pro

Met

Leu

150

Gly

Gly

Ile

Asn

Leu

230

Asn

Thr

Asp

Trp

vVal

310

Lys

Val

Gln

Thr

Thr

390

Pro

Gly

Thr

Thr

Ile

135

Ser

Leu

Pro

Pro

Gly

215

Glu

Ala

His

Leu

Asn

295

Thr

Leu

Gln

Asn

Glu

375

Arg

Cys

Thr

Ser

Gly

120

Leu

Ala

Ala

Ser

Lys

200

Thr

Asn

Ala

Ser

Gln

280

Phe

Ser

Ala

Gln

Leu

360

Gly

Asp

Arg

Asp

Glu

105

Ser

Ala

Leu

Met

Ser

185

Leu

Pro

Phe

Gly

Trp

265

Ser

Ala

Ile

Ala

Lys

345

Ala

Asn

Arg

Thr

Arg
425

100

Leu

Ala

Ala

Leu

Gly

170

Asp

Val

Asn

Val

Gly

250

Glu

Ser

Gly

His

Ala

330

Trp

Arg

Val

Glu

Ile

410

Leu

Pro

Ala

Tyr

Asp

155

Asp

Pro

Ala

Glu

Arg

235

His

Tyr

Leu

Ile

Ser

315

Trp

Asp

Thr

Thr

Gly

395

Leu

Glu

Gln

Ile

His

140

Pro

Ala

Ala

Asn

Leu

220

Ser

Asn

Trp

Gly

Glu

300

Leu

Gly

Ala

Ile

Gly

380

Ala

Arg

Ala

Trp

Gly

125

Pro

Ser

Gly

Trp

Asn

205

Gly

Ser

Ala

Gly

Ala

285

Ala

Leu

Gly

Thr

Ser

365

Met

Thr

Val

Pro

Leu

110

Leu

Gln

Gln

Gly

Glu

190

Thr

Gly

Asn

Val

Ala

270

Gly

Ala

Asp

Ser

Ala

350

Glu

Phe

Met

Phe

Gly
430

Ser

Ser

Gln

Gly

Tyr

175

Arg

Arg

Ala

Leu

Phe

255

Gln

Gly

Ala

Glu

Gly

335

Thr

Ala

Ala

Ile

Ser

415

Val

Ala

Met

Phe

Met

160

Lys

Asn

Leu

Asn

Lys

240

Asn

Leu

Ser

Ser

Gly

320

Ser

Glu

Gly

Glu

Thr

400

Arg

Gln



<210> 62
<211> 847

Asp

Ala

Thr

465

Trp

Gly

Gln

Arg

Ile

545

Asp

Thr

Ile

Ile

Ala

625

Ser

Val

Asp

Ala

Ser

705

Gln

Tyr

Val

Ser

Thr

450

Ala

val

Thr

Leu

Arg

530

Asp

Ile

Ala

Cys

vVal

610

Gly

Ile

Pro

Ile

Ile

690

Thr

Cys

Gly

Gly

Asp Asn

770

Ser Cys

785

Thr Phe

Arg

435

Ala

Thr

val

Lys

Vval

515

Ala

Ser

Met

Ala

Gly

595

Ile

Glu

Gln

Val

Ala

675

Cys

Ile

Glu

Gly

Ser
755

Ser

Thr

Ser

Asn

Ser

500

Asp

Ile

Leu

Asn

Ala

580

Asp

Lys

Leu

Glu

Ile

660

Arg

Ser

Ser

Ser

Leu

740

Pro

His

Val

Ala

Gly

485

Gly

Glu

Leu

Phe

Ala

565

Gln

Asp

Gly

Ala

Met

645

Ser

His

Pro

Ser

Gly

725

Gln

Ala

Ile Met Lys

Ser Gln Gly

Leu Ala Ala

805
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Val

Ile

Pro

470

Ile

Asp

Pro

Ile

Cys

550

Gly

Tyr

Asp

Leu

Arg

630

Leu

Glu

Leu

Met

Lys

710

Gly

Ile

Ala

Thr

Asp
790

Glu

Tyr

Asp

455

Pro

Glu

Arg

Ala

Arg

535

Thr

Val

Met

Arg

Ala

615

Asp

Asn

His

Pro

Ala

695

Ala

Asn

Ser

Ala

Gln
775

Ala

Thr

Ala

440

His

Arg

Arg

VvVal

Pro

520

Val

Gln

Thr

Arg

Leu

600

Ala

Ser

Val

Arg

Glu

680

Leu

Asp

Trp

Gln

Ser
760

Gly

Pro

Gly

His

Glu

Thr

Ser

Gly

505

Pro

Arg

Arg

Cys

Glu

585

His

Gly

Ile

Met

Leu

665

His

Ala

Asp

Ala

Ala

745

Pro

Pro

Leu

Gly

101

Gln

Gly

Lys

Gly

490

Ile

Ala

Asn

Glu

Val

570

His

Gly

Leu

Tyr

Glu

650

Val

Ala

Ser

Ile

Ala

730

Thr

Gln

Gly

Gly

Cys
810

Ala

Val

Ile

475

Glu

Trp

Arg

Ala

Leu

555

Gly

Asp

Met

Asp

Tyr

635

Glu

Gly

Ile

Lys

Asp

715

Asn

Trp

Gln

Ala

Ser
795

Ser

Gln

Ile

460

Thr

Val

Val

Ala

Ser

540

Met

Glu

Ile

Leu

Pro

620

Val

His

Ile

Val

Leu

700

Trp

Thr

Asp

Gln

Thr

445

Asp

Val

Asn

Asp

Ile

525

Trp

Thr

His

Gly

Thr

605

Asn

Asp

Gln

Val

Gln

685

Leu

Asp

Gly

Ser

Ile
765

Arg

Ser

Pro

Ala

Ser

510

Ala

Gln

Thr

Glu

Ala

590

Asp

Thr

Ala

Val

Thr

670

Phe

Leu

Ala

Asn

Asn

750

Glu

His

Asn

Ala

Lys

495

Ala

Asp

His

Ala

Thr

575

Leu

Arg

Ala

Asn

Arg

655

Glu

Val

Gly

Ile

Gly

735

Gly

Val

Pro

Thr

Arg

480

Pro

Gly

Ser

Asp

Arg

560

Leu

Pro

Asp

Thr

Ala

640

Arg

Ala

Lys

Leu

Ala

720

Leu

Gly

Ala

Trp Pro Lys Cys Ser

780

Leu Thr His Ile Leu

800

Gly Ser Arg Asp Asp

815
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<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Ag85B-ESAT6-Rv1733c-Rv2626¢-RpfD (optimizado para humanos)

<400> 62
Met Phe Ser Arg Pro Gly Leu Pro Val Glu Tyr Leu Gln Val Pro Ser
Pro Ser Met Gly Arg Asp Ile Lys Val Gln Phe Gln Ser Gly Gly Asn
20 25 30

Asn Ser Pro Ala Val Tyr Leu Leu Asp Gly Leu Arg Ala Gln Asp Asp
35 40 45

Tyr Asn Gly Trp Asp Ile Asn Thr Pro Ala Phe Glu Trp Tyr Tyr Gln
50 55 60

Ser Gly Leu Ser Ile Val Met Pro Val Gly Gly Gln Ser Ser Phe Tyr
65 70 75 80

Ser Asp Trp Tyr Ser Pro Ala Cys Gly Lys Ala Gly Cys Gln Thr Tyr
85 90 95

Lys Trp Glu Thr Phe Leu Thr Ser Glu Leu Pro Gln Trp Leu Ser Ala
100 105 110

Asn Arg Ala Val Lys Pro Thr Gly Ser Ala Ala Ile Gly Leu Ser Met
115 120 125

Ala Gly Ser Ser Ala Met Ile Leu Ala Ala Tyr His Pro Gln Gln Phe
130 135 140

Ile Tyr Ala Gly Ser Leu Ser Ala Leu Leu Asp Pro Ser Gln Gly Met
145 150 155 160

Gly Pro Ser Leu Ile Gly Leu Ala Met Gly Asp Ala Gly Gly Tyr Lys
165 170 175

Ala Ala Asp Met Trp Gly Pro Ser Ser Asp Pro Ala Trp Glu Arg Asn
180 185 190

Asp Pro Thr Gln Gln Ile Pro Lys Leu Val Ala Asn Asn Thr Arg Leu
195 200 205

Trp Val Tyr Cys Gly Asn Gly Thr Pro Asn Glu Leu Gly Gly Ala Asn
210 215 220

102
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Ile Pro Ala Glu Phe Leu Glu Asn Phe Val Arg Ser Ser Asn Leu Lys
225 230 235 240

Phe Gln Asp Ala Tyr Asn Ala Ala Gly Gly His Asn Ala Val Phe Asn
245 250 255

Phe Pro Pro Asn Gly Thr His Ser Trp Glu Tyr Trp Gly Ala Gln Leu
260 265 270

Asn Ala Met Lys Gly Asp Leu Gln Ser Ser Leu Gly Ala Gly Pro Gly
275 280 285

Thr Glu Gln Gln Trp Asn Phe Ala Gly Ile Glu Ala Ala Ala Ser Ala
290 295 300

Ile Gln Gly Asn Val Thr Ser Ile His Ser Leu Leu Asp Glu Gly Lys
305 310 315 320

Gln Ser Leu Thr Lys Leu Ala Ala Ala Trp Gly Gly Ser Gly Ser Glu
325 330 335

Ala Tyr Gln Gly Val Gln Gln Lys Trp Asp Ala Thr Ala Thr Glu Leu
340 345 350

Asn Asn Ala Leu Gln Asn Leu Ala Arg Thr Ile Ser Glu Ala Gly Gln
355 360 365

Ala Met Ala Ser Thr Glu Gly Asn Val Thr Gly Met Phe Ala Phe Glu
370 375 380

Ile Ala Thr Thr Arg Asp Arg Glu Gly Ala Thr Met Ile Thr Phe Arg
385 390 395 400

Leu Arg Leu Pro Cys Arg Thr Ile Leu Arg Val Phe Ser Arg Asn Pro
405 410 415

Leu Val Arg Gly Thr Asp Arg Leu Glu Ala Val Gln Asp Ser Arg Ser
420 425 430

His Val Tyr Ala His Gln Ala Gln Thr Arg His Pro Ala Thr Ala Thr
435 440 445

Val Ile Asp His Glu Gly Val Ile Asp Ser Asn Thr Thr Ala Thr Ser
450 455 460

Ala Pro Pro Arg Thr Lys Ile Thr Val Pro Ala Arg Trp Val Val Asn
465 470 475 480

Gly Ile Glu Arg Ser Gly Glu Val Asn Ala Lys Pro Gly Thr Lys Ser
485 490 495

Gly Asp Arg Val Gly Ile Trp Val Asp Ser Ala Gly Gln Leu Val Asp
500 505 510

Glu Pro Ala Pro Pro Ala Arg Ala Ile Ala Asp Arg Ala Ile Leu Ile
515 520 525

Arg Val Arg Asn Ala Ser Trp Gln His Asp Ile Asp Ser Leu Phe Cys
530 535 540

Thr Gln Arg Arg Ser Thr Thr Ala Arg Asp Ile Met Asn Ala Gly Val
545 550 555 560
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Thr Cys Val Gly Glu His Glu Thr Leu Thr Ala Ala Ala Gln Tyr Met
565 570 575

Arg Glu His Asp Ile Gly Ala Leu Pro Ile Cys Gly Asp Asp Asp Arg
580 585 590

Leu His Gly Met Leu Thr Asp Arg Asp Ile Val Ile Lys Gly Leu Ala
595 600 605

Ala Gly Leu Asp Pro Asn Thr Ala Thr Ala Gly Glu Leu Ala Arg Asp
610 615 620

Ser Ile Tyr Tyr Val Asp Ala Asn Ala Ser Ile Gln Glu Met Leu Asn
625 630 635 640

Val Met Glu Glu His Gln Val Arg Arg Val Pro Val Ile Ser Glu His
645 650 655

Arg Leu Val Gly Ile Val Thr Glu Ala Asp Ile Ala Arg His Leu Pro
660 665 670

Glu His Ala Ile Val Gln Phe Val Lys Ala Ile Cys Ser Pro Met Ala
675 680 685

Leu Ala Ser Gly Ala Pro Thr Pro Gly Leu Leu Thr Thr Ala Gly Ala
690 695 700

Gly Arg Pro Arg Asp Arg Cys Ala Arg Ile Val Cys Thr Val Phe Ile
705 710 715 720

Glu Thr Ala Val Val Ala Thr Met Phe Val Ala Leu Leu Gly Leu Ser
725 730 735

Thr Ile Ser Ser Lys Ala Asp Asp Ile Asp Trp Asp Ala Ile Ala Gln
740 745 750

Cys Glu Ser Gly Gly Asn Trp Ala Ala Asn Thr Gly Asn Gly Leu Tyr
755 760 765

Gly Gly Leu Gln Ile Ser Gln Ala Thr Trp Asp Ser Asn Gly Gly Val
770 775 780

Gly Ser Pro Ala Ala Ala Ser Pro Gln Gln Gln Ile Glu Val Ala Asp
785 790 795 800

Asn Ile Met Lys Thr Gln Gly Pro Gly Ala Trp Pro Lys Cys Ser Ser
805 810 815

Cys Ser Gln Gly Asp Ala Pro Leu Gly Ser Leu Thr His Ile Leu Thr
820 825 830

Phe Leu Ala Ala Glu Thr Gly Gly Cys Ser Gly Ser Arg Asp Asp
835 840 845

<210> 63

<211> 2499

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Proteina de fusién Mycobacterium PPE51-Rv1733c-Rv2628c-RpfD

<400> 63
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atggattttg
gcgggcagec
accgcggaag
gcggcggaaa
gaaaaaaccc
tatgcgatga
attgcgacca
gcggaaatgt
gcggegetge
gcgcaggcgg
acccaggcgce
gatgcgattt
gcgggcacca
gcggaagtga
ggcggcgtga
agcgtgggece
agcacccgcece
gtggcggaac
ggcgtgctge
gaattcatga
cgtctgeegt
gaccgtetgg
ttecgcagegg
gctcaaaccce
aataccacgg
gtgaatggta
cgtgtgggca
cgtgcgatceg
gceggtgegt
cagcacgata

aggcactccg

cgctgetgee
tgctggegge
cgtatggcag
gcatggeggt
agcagaccgce
ccctgeegece
acttttttgg
gggcgcagga
tgaccccgtt
cggcggtgag
tgcaggcgcet
ttgcgggceta
ttggcgegga
ccccgggega
gcgcgagegyg
gcgcgaacag
cggtgagegce
atggcatgcec
cgcgctatgg
ttgcgactac
gtcgcaccat
aggccgttgt
cagctggcac
gtcaccecgge
caacctcecege
ttgaacgcag
tctgggtcga
ccgatgegge
tgctggeget
ttgatagcct

gtattcggge
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gccggaagtg
ggcgggcggce
cgtgctgage
gaccgeggeg
gattcaggceg
gcecggtggtg
ccagaacacc
tgcggeggeg
tagcececgecg
ccaggcgace
gaccattccg
tgcgaccegtg
aagcaacctg
ttttggcatt
cgcgggeggce
cattggccag
gctgagcceg
gggcgtgeeg
cgtgecgectg
ccgtgategt
tttgegegtg
catgctgcetg
ggccgteccaa
tactgccact
accgcectcege
cggcgaagtt
tagcgeceggt
gctggetgece
gacgcgcgca
gttttgcacc

tgttggccce

aacagcgcgce
tgggatagcc
ggcctggegg
ccgtatattg
cgcgeggcegyg
gcggcgaacce
gcggcgattg
atgtatggcet
cgccagacca
gatccgctga
agctttattc
ggcgtgaccc
ggcctgetga
ggcgaactgg
gcggcgageg
ctgagcgtge
gcgggectga
ggcgtgecgg
accgtgatgg
gagggcgcga
ttttegegta
gcggttaceg
gacagccgta
gttatcgatc
accaagatta
aatgccaaac
cagctggtcg
ctgggtctgt
attctgatcce
caacgtgagce

tacgcatggg
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gcatgtatac
tggcggegga
cgctgcattg
gctggctgta
cgctggegtt
gcattcagct
cggcgaccga
atgcgaccge
ccaacccggce
gcectgetgat
cggaagattt
aggatgtgga
acgtgggcga
tgagcgecgac
tgggcaacac
cgccgagctg
ccaccctgee
tggcggeggg
cgcatccgece
ccatgatcac
acccgetggt
tgagecctget
gccatgtgta
acgaaggcgt
cggttectge
cgggtaccaa
acgagccggce
ggctgagegt
gcgttegeaa
tcatgtccac

ccggecgatg

cggcccggge
actggcgacc
gcgcggcceg
taccaccgeg
tgaacaggceg
gctggcgetg
agcgcagtat
gagcgceggceg
gggcctgace
tgaaaccgtg
tacctttctg
aagctttgtg
tgaaaacccg
cagcccggge
cgtgctggeg
ggcggcgecg
gggcaccgat
ccgegegage
ggcggcggge
gttcegtcetg
ccgeggtace
gacgatccca
tgctcaccag
gattgactcc
gcgttgggtg
aagcggtgac
accgccagcg
ggcagcggtc
tgcgagetgg
gcaacgaccg

tggtcggata

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
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ggcaggtggg gggtgcacca ggaggcgatg atgaatctag cgatatggca cccgcgcaag 1920
gtgcaatccg ccaccatcta tcaggtgacc gatcgctcge acgacgggcg cacagcacgg 1980
gtgcctggtyg acgagatcac tagcaccgtg tccggttggt tgtcggagtt gggcacccaa 2040
agccegttgg ccgatgaget tgegegtgeg gtgeggatcg gecgactggcec cgetgegtac 2100
gcaatcggtg agcacctgtc cgttgagatt gccgttgecgg tcaagetttt getgggectg 2160
agcaccatta gcagcaaagc ggatgacatc gactgggatg cgattgcgca gtgtgagage 2220
ggtggcaatt gggcagcgaa taccggcaat ggcctgtacg gcggtctgeca gatctcccag 2280
gcgacgtggg acagcaatgg tggcgtcecgge agcccggetg ccgegtcccce acaacaacag 2340
atcgaggtgg cagataacat tatgaaaacg cagggtccgg gtgcttggcec aaaatgectce 2400
agctgecagee agggtgacgce accgetggge agcectgacce acattctgac gttecctggeca 2460
gcggaaaccyg gtggttgtag cggtagccge gatgactga 2499
<210> 64
<211> 834
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: PPE51-Rv1733¢-Rv2628c-RpfD
<400> 64
Met Asp Phe Ala Leu Leu Pro Pro Glu Val Asn Ser Ala Arg Met Tyr
1 5 10 15
Thr Gly Pro Gly Ala Gly Ser Leu Leu Ala Ala Ala Gly Gly Trp Asp
20 25 30
Ser Leu Ala Ala Glu Leu Ala Thr Thr Ala Glu Ala Tyr Gly Ser Val
35 40 45
Leu Ser Gly Leu Ala Ala Leu His Trp Arg Gly Pro Ala Ala Glu Ser
50 55 60
Met Ala Val Thr Ala Ala Pro Tyr Ile Gly Trp Leu Tyr Thr Thr Ala
65 70 75 80
Glu Lys Thr Gln Gln Thr Ala Ile Gln Ala Arg Ala Ala Ala Leu Ala
85 90 95
Phe Glu Gln Ala Tyr Ala Met Thr Leu Pro Pro Pro Val Val Ala Ala
100 105 110
Asn Arg Ile Gln Leu Leu Ala Leu Ile Ala Thr Asn Phe Phe Gly Gln
115 120 125
Asn Thr Ala Ala Ile Ala Ala Thr Glu Ala Gln Tyr Ala Glu Met Trp
130 135 140
Ala Gln Asp Ala Ala Ala Met Tyr Gly Tyr Ala Thr Ala Ser Ala Ala
145 150 155 160
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Ala

Ala

Leu

Ile

Ala

225

Ala

Asp

Leu

Gly

Ala

305

Ser

Pro

Pro

Arg

Met

385

Arg

Pro

Ala

Thr

Thr

465

Asp

Ala

Gly

Ser

Pro

210

Gly

Gly

Glu

Val

Gly

290

Asn

Thr

Gly

val

Leu

370

Ile

Leu

Leu

Val

Ala

450

Arg

Ser

Leu

Leu

Leu

195

Ser

Tyr

Thr

Asn

Ser

275

Ala

Ser

Arg

Thr

Ala

355

Thr

Ala

Arg

Val

Thr

435

Val

His

Asn

Leu

Thr

180

Leu

Phe

Ala

Ile

Pro

260

Ala

Ala

Ile

Pro

Asp

340

Ala

Val

Thr

Leu

Arg

420

val

Gln

Pro

Thr

Thr

165

Ala

Ile

Ile

Thr

Gly

245

Ala

Thr

Ser

Gly

Val

325

val

Gly

Met

Thr

Pro

405

Gly

Ser

Asp

Ala

Thr
485

ES2925950 T3

Pro

Gln

Glu

Pro

val

230

Ala

Glu

Ser

Val

Gln

310

Ser

Ala

Arg

Ala

Arg

390

Cys

Thr

Leu

Ser

Thr

470

Ala

Phe

Ala

Thr

Glu

215

Gly

Glu

Val

Pro

Gly

295

Leu

Ala

Glu

Ala

His

375

Asp

Arg

Asp

Leu

Arg

455

Ala

Thr

Ser

Ala

Val

200

Asp

VvVal

Ser

Thr

Gly

280

Asn

Ser

Leu

His

Ser

360

Pro

Arg

Thr

Arg

Thr

440

Ser

Thr

Ser

Pro

Ala

185

Thr

Phe

Thr

Asn

Pro

265

Gly

Thr

Val

Ser

Gly

345

Gly

Pro

Glu

Ile

Leu

425

Ile

His

Val

Ala

107

Pro

170

Val

Gln

Thr

Gln

Leu

250

Gly

Gly

Val

Pro

Pro

330

Met

val

Ala

Gly

Leu

410

Glu

Pro

Val

Ile

Pro
4390

Arg

Ser

Ala

Phe

Asp

235

Gly

Asp

Val

Leu

Pro

315

Ala

Pro

Leu

Ala

Ala

395

Arg

Ala

Phe

Tyr

Asp

475

Pro

Gln

Gln

Leu

Leu

220

Val

Leu

Phe

Ser

Ala

300

Ser

Gly

Gly

Pro

Gly

380

Thr

Val

Val

Ala

Ala

460

His

Arg

Thr

Ala

Gln

205

Asp

Glu

Leu

Gly

Ala

285

Ser

Trp

Leu

val

Arg

365

Glu

Met

Phe

Val

Ala

445

His

Glu

Thr

Thr

Thr

190

Ala

Ala

Ser

Asn

Ile

270

Ser

Val

Ala

Thr

Pro

350

Tyr

Phe

Ile

Ser

Met

430

Ala

Gln

Gly

Lys

Asn

175

Asp

Leu

Ile

Phe

Val

255

Gly

Gly

Gly

Ala

Thr

335

Gly

Gly

Glu

Thr

Arg

415

Leu

Ala

Ala

Val

Ile
495

Pro

Pro

Thr

Phe

Val

240

Gly

Glu

Ala

Arg

Pro

320

Leu

vVal

Val

Phe

Phe

400

Asn

Leu

Gly

Gln

Ile

480

Thr
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Val Pro Ala Arg Trp Val Val Asn Gly Ile Glu Arg Ser Gly Glu Val
500 505 510

Asn Ala Lys Pro Gly Thr Lys Ser Gly Asp Arg Val Gly Ile Trp Val
515 520 525

Asp Ser Ala Gly Gln Leu Val Asp Glu Pro Ala Pro Pro Ala Arg Ala
530 535 540

Ile Ala Asp Ala Ala Leu Ala Ala Leu Gly Leu Trp Leu Ser Val Ala
545 550 555 560

Ala Val Ala Gly Ala Leu Leu Ala Leu Thr Arg Ala Ile Leu Ile Arg
565 570 575

Val Arg Asn Ala Ser Trp Gln His Asp Ile Asp Ser Leu Phe Cys Thr
580 585 590

Gln Arg Glu Leu Met Ser Thr Gln Arg Pro Arg His Ser Gly Ile Arg
595 600 605

Ala Val Gly Pro Tyr Ala Trp Ala Gly Arg Cys Gly Arg Ile Gly Arg
610 615 620

Trp Gly Val His Gln Glu Ala Met Met Asn Leu Ala Ile Trp His Pro
625 630 635 640

Arg Lys Val Gln Ser Ala Thr Ile Tyr Gln Val Thr Asp Arg Ser His
645 650 655

Asp Gly Arg Thr Ala Arg Val Pro Gly Asp Glu Ile Thr Ser Thr Val
660 665 670

Ser Gly Trp Leu Ser Glu Leu Gly Thr Gln Ser Pro Leu Ala Asp Glu
675 680 685

Leu Ala Arg Ala Val Arg Ile Gly Asp Trp Pro Ala Ala Tyr Ala Ile
690 695 700

Gly Glu His Leu Ser Val Glu Ile Ala Val Ala Val Lys Leu Leu Leu
705 710 715 720

Gly Leu Ser Thr Ile Ser Ser Lys Ala Asp Asp Ile Asp Trp Asp Ala
725 730 735

Ile Ala Gln Cys Glu Ser Gly Gly Asn Trp Ala Ala Asn Thr Gly Asn
740 745 750

Gly Leu Tyr Gly Gly Leu Gln Ile Ser Gln Ala Thr Trp Asp Ser Asn
755 760 765

Gly Gly Val Gly Ser Pro Ala Ala Ala Ser Pro Gln Gln Gln Ile Glu
770 775 780

Val Ala Asp Asn Ile Met Lys Thr Gln Gly Pro Gly Ala Trp Pro Lys
785 790 795 800

Cys Ser Ser Cys Ser Gln Gly Asp Ala Pro Leu Gly Ser Leu Thr His
805 810 815

Ile Leu Thr Phe Leu Ala Ala Glu Thr Gly Gly Cys Ser Gly Ser Arg
820 825 830

Asp Asp

<210> 65

<211> 3171

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Proteina de fusién Mycobacterium PPE51-Rv1733c-Rv2628c-RpfB

<400> 65
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atggattttg
gcgggcagece
accgcggaag
gcggcggaaa
gaaaaaaccc
tatgcgatga
attgcgacca
gcggaaatgt
gcggegetge
gcgecaggegg
acccaggcgce
gatgcgattt
gcgggcacca
gcggaagtga
ggcggcgtga
agcgtgggcece
agcacccgcce
gtggcggaac
ggcegtgetge
gaattcatga
cgtctgeegt
gaccgtctgg
ttcgcagegg
gctcaaacce

aataccacgg

cgctgetgee
tgctggegge
cgtatggcag
gcatggcggt
agcagaccgce
ccectgecgec
acttttttgg
gggcgcagga
tgacccegtt
cggcggtgag
tgcaggcgcet
ttgcgggeta
ttggcgegga
cccecgggega
gcgcgagegg
gcgcgaacag
cggtgagcgce
atggcatgcc
cgcgctatgg
ttgcgactac
gtcgcaccat
aggccgttgt
cagctggcac
gtcacccgge

caacctccge

ES2925950 T3

gccggaagtg
ggcgggegge
cgtgectgage
gaccgcggeg
gattcaggcg
gceggtggtg
ccagaacacc
tgcggeggeg
tagecececgeeg
ccaggcgace
gaccattccecg
tgcgaccgtg
aagcaacctg
ttttggcatt
cgcgggceggce
cattggccag
gctgagcccg
gggcgtgecg
cgtgegectg
ccgtgategt
tttgegegtyg
catgctgcetg
ggccgtccaa
tactgccact

accgcectcege

aacagcgcgce
tgggatagce
ggcctggegg
ccgtatattg
cgcgeggegg
gcggcgaace
gcggegattg
atgtatggct
cgccagacca
gatccgectga
agctttatte
ggcgtgacce
ggcctgcetga
ggcgaactgg
gcggcgageg
ctgagcgtge
gcgggcectga
ggcgtgecgg
accgtgatgg
gagggcgcga
ttttcgegta
gcggttacceg
gacagccgta
gttatcgatc

accaagatta

109

gcatgtatac
tggcggegga
cgctgcattg
gctggctgta
cgctggegtt
gcattcagcet
cggcgaccga
atgcgaccgce
ccaacccggce
gcectgetgat
cggaagattt
aggatgtgga
acgtgggcga
tgagcgcgac
tgggcaacac
cgccgagetg
ccaccctgec
tggcggeggg
cgcatcecgece
ccatgatcac
acccgetggt
tgagcctget
gccatgtgta
acgaaggcgt

cggttcctge

cggcccggge
actggcgacc
gcgeggececg
taccaccgeg
tgaacaggcg
gctggegetg
agcgcagtat
gagcgceggeg
gggcctgace
tgaaaccgtg
tacctttetg
aagctttgtg
tgaaaacccg
cagcccgggce
cgtgetggeg
ggcggcgecg
gggcaccgat
ccgcegegage
ggcggceggge
gttecegtetg
ccgeggtace
gacgatccca
tgctcaccag
gattgactcc

gcgttgggtg

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



gtgaatggta
cgtgtgggca
cgtgcgatcg
gceggtgegt
cagcacgata
aggcactccg
ggcaggtggg
gtgcaatccg
gtgcetggtg
agccegttgg
gcaatcggtg
gtgacgttga
gacatcgtcg
ggcgtgcagg
tcgetggatg
ctggcccaac
ccgetgteceg
gggttggtgce
ggcgtgeege
ggcatgcaga
ccgccgaacg
gacccggggg
gagaccggcc
cgggtgggca
gcgatcgeeg
ggtggtgtge
cgcgcectgace

caaggttggg

<210> 66

<211> 1056
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

ttgaacgcag
tctgggtcga
ccgatgcggce
tgctggeget
ttgatagcct
gtattcggge
gggtgcacca
ccaccatcta
acgagatcac
ccgatgaget
agcacctgtce
ccgtcgacgg
aagagaacgg
tccatgacge
gtcacgacgce
tcgcgatgac
ggatggcget
gcacggtgca
tgttgcaaag
tccaggtgac
cgcgtegtgt
ttececggggac
gtttgeccegt
ccaagcccgg
gctgtgagge
agtttgacca
tcgccacceg

gcgectggee

ES2925950 T3

cggcgaagtt
tagcgeceggt
gctggectgece
gacgcgcgea
gttttgcacc
tgttggececece
ggaggcgatg
tcaggtgacc
tagcaccgtg
tgcgegtgeg
cgttgagatt
aaccgcgatg
gttctcagte
cgacaccatc
taagcaggtg
cgacacggcg
accggtcegtce
cttgeceggee
cgaccacgtg
ccgcaatcgg
cgaggacccg
ccaggatgtg
cgccaacgtce
taccgaggtg
cggtggcaac
gggcacctgg
cgaagagcag

ggtatgtgcet

aatgccaaac
cagctggtcg
ctgggtctgt
attctgatcce
caacgtgagc
tacgcatggg
atgaatctag
gatcgctcge
tcecggttggt
gtgcggatceg
gcegttgegg
cgggtgacca
gacgaccgceg
gtgctgegge
tggacgaccg
ccggecgegg
agcgccaaga
cccaatgtceg
gtgcecegeceg
atcaagaagg
gagatgaaca
acgttcgcegg
gtggtgacce
cccecggtga
tgggcgatca
gaggccaacg
atcgcegttg

gcacgagcgg

cgggtaccaa
acgagccggce
ggctgagegt
gcgttegecaa
tcatgtccac
ccggcecgatg
cgatatggca
acgacgggcg
tgtcggagtt
gcgactggece
tcaagcttge
cgatgaaatc
acgacctgta
gtagccgtcece
cgtcgacggt
cttctegege
cggtgcagcet
cggggctget
cgacggccce
tcaccgagceg
tgagccggga
tagctgaggt
cggcccacga
tcgacggaag
acaccggcaa
gcgggetgeg
ccgaggtgac

gtgcgegetg

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: PPE51-Rv1733c¢c-Rv2628c-RpfB

<400> 66
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aagcggtgac
accgccageg
ggcagcggtc
tgcgagetgg
gcaacgaccg
tggtcggata
ccecgegcaag
cacagcacgg
gggcacccaa
cgctgegtac
atgcaaaacg
gcgggtgatce
tccegeggece
gctgcagatc
ggacgaggcg
cagccgegte
caacgacggc
gagtgcggece
gatcgtcgaa
gctgecgetg
ggtcgtcgaa
caacggcgtce
agccgtggtg
catctgggac
cgggtattac
gtatgcaccce
ccgactgegt

a

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

3171



Met

Thr

Ser

Leu

Met

65

Glu

Phe

Asn

Asn

Ala

145

Ala

Ala

Leu

Ile

Ala

225

Ala

Asp

Leu

Gly

Ala
305

Asp

Gly

Leu

Ser

50

Ala

Lys

Glu

Arg

Thr

130

Gln

Ala

Gly

Ser

Pro

210

Gly

Gly

Glu

Val

Gly

290

Asn

Phe

Pro

Ala

35

Gly

Vval

Thr

Gln

Ile

115

Ala

Asp

Leu

Leu

Leu

195

Ser

Tyr

Thr

Asn

Ser

275

Ala

Ser

Ala

Gly

20

Ala

Leu

Thr

Gln

Ala

100

Gln

Ala

Ala

Leu

Thr

180

Leu

Phe

Ala

Ile

Pro

260

Ala

Ala

Ile

Leu

Ala

Glu

Ala

Ala

Gln

85

Tyr

Leu

Ile

Ala

Thr

165

Ala

Ile

Ile

Thr

Gly

245

Ala

Thr

Ser

Gly

ES2925950 T3

Leu

Gly

Leu

Ala

Ala

70

Thr

Ala

Leu

Ala

Ala

150

Pro

Gln

Glu

Pro

val

230

Ala

Glu

Ser

Val

Gln
310

Pro

Ser

Ala

Leu

55

Pro

Ala

Met

Ala

Ala

135

Met

Phe

Ala

Thr

Glu

215

Gly

Glu

Val

Pro

Gly

295

Leu

Pro

Leu

Thr

40

His

Tyr

Ile

Thr

Leu

120

Thr

Tyr

Ser

Ala

Val

200

Asp

Val

Ser

Thr

Gly

280

Asn

Ser

Glu

Leu

25

Thr

Trp

Ile

Gln

Leu

105

Ile

Glu

Gly

Pro

Ala

185

Thr

Phe

Thr

Asn

Pro

265

Gly

Thr

val

111

Val

10

Ala

Ala

Arg

Gly

Ala

90

Pro

Ala

Ala

Tyr

Pro

170

Val

Gln

Thr

Gln

Leu

250

Gly

Gly

Val

Pro

Asn

Ala

Glu

Gly

Trp

75

Arg

Pro

Thr

Gln

Ala

155

Arg

Ser

Ala

Phe

Asp

235

Gly

Asp

Val

Leu

Pro
315

Ser

Ala

Ala

Pro

60

Leu

Ala

Pro

Asn

Tyr

140

Thr

Gln

Gln

Leu

Leu

220

val

Leu

Phe

Ser

Ala

300

Ser

Ala

Gly

Tyr

45

Ala

Tyr

Ala

val

Phe

125

Ala

Ala

Thr

Ala

Gln

205

Asp

Glu

Leu

Gly

Ala

285

Ser

Trp

Arg

Gly

30

Gly

Ala

Thr

Ala

Val

110

Phe

Glu

Ser

Thr

Thr

190

Ala

Ala

Ser

Asn

Ile

270

Ser

Val

Ala

Met

15

Trp

Ser

Glu

Thr

Leu

95

Ala

Gly

Met

Ala

Asn

175

Asp

Leu

Ile

Phe

Val

255

Gly

Gly

Gly

Ala

Tyr

Asp

Val

Ser

Ala

80

Ala

Ala

Gln

Trp

Ala

160

Pro

Pro

Thr

Phe

val

240

Gly

Glu

Ala

Arg

Pro
320



Ser

Pro

Pro

Arg

Ala

385

Arg

Val

Thr

Val

His

465

Asn

Ala

Lys

Ala

Asp

545

Ala

Asn

Glu

Gly

Val

625

Val

Thr

Gly

vVal

Leu

370

Thr

Leu

Arg

Val

Gln

450

Pro

Thr

Arg

Pro

Gly

530

Ala

Gly

Ala

Leu

Pro

610

His

Gln

Arg

Thr

Ala

355

Thr

Thr

Pro

Gly

Ser

435

Asp

Ala

Thr

Trp

Gly

515

Gln

Ala

Ala

Ser

Met

595

Tyr

Gln

Ser

Pro

Asp

340

Ala

Val

Arg

Cys

Thr

420

Leu

Ser

Thr

Ala

val

500

Thr

Leu

Leu

Leu

Trp

580

Ser

Ala

Glu

Ala

Val

325

Val

Gly

Met

Asp

Arg

405

Asp

Leu

Arg

Ala

Thr

485

val

Lys

Val

Ala

Leu

565

Gln

Thr

Trp

Ala

Thr
645
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Ser

Ala

Arg

Ala

Arg

390

Thr

Arg

Thr

Ser

Thr

470

Ser

Asn

Ser

Asp

Ala

550

Ala

His

Gln

Ala

Met

630

Ile

Ala

Glu

Ala

His

375

Glu

Ile

Leu

Ile

His

455

Val

Ala

Gly

Gly

Glu

535

Leu

Leu

Asp

Arg

Gly

615

Met

Tyr

Leu

His

Ser

360

Pro

Gly

Leu

Glu

Pro

440

val

Ile

Pro

Ile

Asp

520

Pro

Gly

Thr

Ile

Pro

600

Arg

Asn

Gln

Ser

Gly

345

Gly

Pro

Ala

Arg

Ala

425

Phe

Tyr

Asp

Pro

Glu

505

Arg

Ala

Leu

Arg

Asp

585

Arg

Cys

Leu

vVal

112

Pro

330

Met

vVal

Ala

Thr

val

410

Val

Ala

Ala

His

Arg

490

Arg

val

Pro

Trp

Ala

570

Ser

His

Gly

Ala

Thr
650

Ala

Pro

Leu

Ala

Met

395

Phe

Val

Ala

His

Glu

475

Thr

Ser

Gly

Pro

Leu

555

Ile

Leu

Ser

Arg

Ile

635

Asp

Gly

Gly

Pro

Gly

380

Ile

Ser

Met

Ala

Gln

460

Gly

Lys

Gly

Ile

Ala

540

Ser

Leu

Phe

Gly

Ile

620

Trp

Arg

Leu

Val

Arg

365

Glu

Thr

Arg

Leu

Ala

445

Ala

Val

Ile

Glu

Trp

525

Arg

Val

Ile

Cys

Ile

605

Gly

His

Ser

Thr

Pro

350

Tyr

Phe

Phe

Asn

Leu

430

Gly

Gln

Ile

Thr

Val

510

val

Ala

Ala

Arg

Thr

590

Arg

Arg

Pro

His

Thr

335

Gly

Gly

Met

Arg

Pro

415

Ala

Thr

Thr

Asp

Val

495

Asn

Asp

Ile

Ala

Val

575

Gln

Ala

Trp

Arg

Asp
655

Leu

Val

Val

Ile

Leu

400

Leu

Val

Ala

Arg

Ser

480

Pro

Ala

Ser

Ala

Val

560

Arg

Arg

Val

Gly

Lys

640

Gly



Arg

Trp

Arg

His

705

Val

Ser

Arg

Thr

His

785

Leu

Ala

Lys

Pro

Leu

865

Gly

Arg

Asn

Asp

Leu

945

Arg

Ser

Thr

Leu

Ala

690

Leu

Thr

Arg

Asp

Ile

770

Asp

Ala

Ser

Thr

Ala

850

Gln

Met

Leu

Met

Val

930

Pro

Val

Ile

Ala

Ser

675

vVal

Ser

Leu

Vval

Asp

755

val

Ala

Gln

Arg

vVal

835

Pro

Ser

Gln

Pro

Ser

915

Thr

Val

Gly

Trp

Arg

660

Glu

Arg

Val

Thr

Ile

740

Leu

Leu

Lys

Leu

Val

820

Gln

Asn

Asp

Ile

Leu

900

Arg

Phe

Ala

Thr

Asp
980

Val

Leu

Ile

Glu

Val

725

Asp

Tyr

Arg

Gln

Ala

805

Pro

Leu

Val

His

Gln

885

Pro

Glu

Ala

Asn

Lys

965

Ala
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Pro

Gly

Gly

Ile

710

Asp

Ile

Pro

Arg

Val

790

Met

Leu

Asn

Ala

vVal

870

Val

Pro

val

Val

Val

950

Pro

Ile

Gly

Thr

Asp

695

Ala

Gly

Val

Ala

Ser

775

Trp

Thr

Ser

Asp

Gly

855

Val

Thr

Asn

Val

Ala

935

Val

Gly

Ala

Asp

Gln
680

Trp

Val

Thr

Glu

Ala

760

Arg

Thr

Asp

Gly

Gly

840

Leu

Pro

Arg

Ala

Glu

920

Glu

Val

Thr

Gly

Glu

665

Ser

Pro

Ala

Ala

Glu

745

Gly

Pro

Thr

Thr

Met

825

Gly

Leu

Ala

Asn

Arg

905

Asp

Val

Thr

Glu

Cys
985

Ile Asn Thr Gly Asn Gly Tyr Tyr Gly

995

1000

Thr Trp Glu Ala Asn Gly Gly Leu Arg
1010

1015

Ala Thr Arg Glu Glu Gln Ile Ala Val

1025

1030

Gln Gly Trp Gly Ala Trp Pro Val Cys

1045

113

Ile Thr

Pro Leu

Ala Ala

Val Lys
715

Met Arg
730

Asn Gly

Val Gln

Leu Gln

Ala Ser
795

Ala Pro
810

Ala Leu

Leu Val

Ser Ala

Ala Thr
875

Arg Ile
890

Arg Val

Pro Gly

Asn Gly

Pro Ala

955

Val Pro
970

Glu Ala

Gly Val

Tyr Ala

Ser

Ala

Tyr

700

Leu

Val

Phe

Val

Ile

780

Thr

Ala

Pro

Arg

Ala

860

Ala

Lys

Glu

Val

Val

940

His

Pro

Gly

Gln

Thr

Asp

685

Ala

Ala

Thr

Ser

His

765

Ser

Val

Ala

Val

Thr

845

Gly

Pro

Lys

Asp

Pro

925

Glu

Glu

Val

Gly

Phe

Val

670

Glu

Ile

Cys

Thr

val

750

Asp

Leu

Asp

Ala

Val

830

Val

val

Ile

Val

Pro

910

Gly

Thr

Ala

Ile

Asn
990

Asp

1005

Pro Arg Ala

1020

Ala Glu Val Thr Arg

1035

Ala Ala Arg Ala Gly

1050

Ser

Leu

Gly

Lys

Met

735

Asp

Ala

Asp

Glu

Ser

815

Ser

His

Pro

Val

Thr

895

Glu

Thr

Gly

Val

Asp

975

Trp

Gln

Asp

Leu

Ala

Gly

Ala

Glu

Thr

720

Lys

Asp

Asp

Gly

Ala

800

Arg

Ala

Leu

Leu

Glu

880

Glu

Met

Gln

Arg

Val

960

Gly

Ala

Gly

Leu

Arg

1040

Arg

1055



ES2925950 T3

<210> 67

<211> 2433

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Proteina de fusién Mycobacterium Rv3407-Rv1733c-Rv2626¢c-RpfB

<400> 67
atgcgtgcega ctgtgggtet ggttgaggeg attggcattc gecgagetgeg ccaacatgec 60
agccgttact tggctcecgtgt cgaggecgggt gaagaactgg gcgtgacgaa taagggtcgt 120
ctggtcgcee gtctgattce ggttcaggca gectgagegtt ctcgecgagge getgattgaa 180
tcecggegtee tgatccecgge tcgeccgtceccg caaaacctge tggacgtgac ggcggagcca 240
gctcgtggtce gcaaacgcac gctgtctgat gtcctgaacg aaatgegcecga cgagcaggaa 300
ttcatgattg cgactacccg tgatcgtgag ggcgcgacca tgatcacgtt ccgtetgegt 360
ctgcegtgte gcaccatttt gcecgegtgttt tcgegtaace cgetggtceg cggtaccgac 420
cgtctggagg ccgttgtcat getgetggeg gttaccgtga gecctgetgac gatcccattce 480
gcagcggcag ctggcacggce cgtccaagac agccgtagece atgtgtatge tcaccagget 540
caaacccgtce acccggctac tgccactgtt atcgatcacg aaggegtgat tgactccaat 600
accacggcaa cctccgcacce gcctcgcacce aagattacgg ttcctgegeg ttgggtggtg 660
aatggtattg aacgcagcgg cgaagttaat gccaaaccgg gtaccaaaag cggtgaccegt 720
gtgggcatct gggtcgatag cgccggtcag ctggtcgacg agccggcacce gccagcegegt 780
gcgatcgeceg atgcggeget ggctgecctg ggtctgtgge tgagegtgge ageggtcecgec 840
ggtgcegttge tggcgctgac gecgcgcaatt ctgatccgeg ttcgecaatge gagetggeag 900
cacgatattg atagcctgtt ttgcacccaa cgtgagctca tgaccacggce gcgtgatatc 960
atgaatgcgg gtgtcacctg tgttggcgag cacgaaacgt tgaccgcagce agcacagtac 1020
atgcgcgaac atgatatcgg cgcattgccg atttgecggeg acgatgatcg tctgcacggt 1080
atgctgaccg accgcgatat cgttatcaag ggtctggccg caggcttgga cccgaacacce 1140
gcgaccgecg gtgaactggce acgtgacagce atctattacg tcgacgcgaa cgccagcatt 1200
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caagagatgc
catcgtctgg
attgttcagt
gacacaaaat
ggaaccgcga
gggttctcag
gccgacacca
gctaagcagg
accgacacgg
ctaccggtcg
cacttgcegg
agcgaccacg
acccgcaatce
gtcgaggace
acccaggatg
gtcgccaacg
ggtaccgagg
gccggtggea
cagggcacct
cgcgaagagce

ccggtatgtg

<210> 68

<211> 810
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

tgaacgtgat
ttggtatcgt
tcgtgaaage
ttattctaaa
tgcgggtgac
tcgacgaccg
tecgtgetgeg
tgtggacgac
cgccggecge
tcagcgccaa
cccccaatgt
tggtgceege
ggatcaagaa
cggagatgaa
tgacgttege
tcgtggtgac
tgcceceeggt
actgggcgat
gggaggccaa
agatcgccegt

ctgcacgagce

ES2925950 T3

ggaagagcat
taccgaagcce
gatttgcagce
tgcaaagctt
cacgatgaaa
cgacgacctg
gcgtagecegt
cgcgtcgacg
ggcttctege
gacggtgcag
cgcggggctg
cgcgacggcec
ggtcaccgag
catgagcecgg
ggtagctgag
ccecggeccac
gatcgacgga
caacaccggc
cggcgggctyg
tgccgaggtg

gggtgegege

caggtgegtce
gacatcgcac
ccgatggegt
gcatgcaaaa
tcgegggtga
tatccecgegg
ccgetgecaga
gtggacgagg
gccagccgeg
ctcaacgacg
ctgagtgcgg
ccgategteg
cggctgeege
gaggtcgteg
gtcaacggcg
gaagccgtgg
agcatctggg
aacgggtatt
cggtatgcac
acccgactge

tga

gtgtcceggt
gtcacctgece
tggcgtceteg
cggtgacgtt
tcgacatcegt
ccggegtgea
tctegetgga
cgctggecca
tcecegetgte
gcgggttggt
ccggegtgece
aaggcatgca
tgcegecgaa
aagacccggg
tcgagacecgg
tgcgggtggg
acgcgatcge
acggtggtgt
cccgegetga

gtcaaggttg

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Rv3407-Rv1733c-Rv2626¢-RpfB

<400> 68

Met Arg Ala Thr Val Gly Leu Val Glu Ala Ile Gly Ile

1

Arg Gln His Ala Ser Arg Tyr Leu Ala Arg Val Glu Ala

Leu Gly Val Thr Asn Lys Gly Arg Leu Val Ala Arg Leu
40

Gln Ala Ala Glu Arg Ser Arg Glu Ala Leu Ile Glu Ser

50

5

20

35

55

10

25

115

45

60

tatcagcgaa
ggagcacgcg
tcaaaagggce
gaccgtcgac
cgaagagaac
ggtccatgac
tggtcacgac
actcgcgatg
cgggatggeg
gcgcacggtg
gctgttgcaa
gatccaggtg
cgcgegtegt
ggtteccgggg
ccgtttgece
caccaagccce
cggctgtgag
gcagtttgac
cctegecace

gggcgectgg

Arg Glu Leu

15

Gly Glu Glu

30

Ile Pro Val

Gly Val Leu

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2433



Ile

65

Ala

Asp

Thr

Val

Val

145

Ala

Ala

His

Arg

Arg

225

val

Pro

Trp

Ala

Ser

305

Met

Ala

Gly

Ile

Glu
385

Pro

Arg

Glu

Met

Phe

130

val

Ala

His

Glu

Thr

210

Ser

Gly

Pro

Leu

Ile

290

Leu

Asn

Ala

Asp

Lys

370

Leu

Ala

Gly

Gln

Ile

115

Ser

Met

Ala

Gln

Gly

195

Lys

Gly

Ile

Ala

Ser

275

Leu

Phe

Ala

Gln

Asp

355

Gly

Ala

Arg

Arg

Glu

100

Thr

Arg

Leu

Ala

Ala

180

val

Ile

Glu

Trp

Arg

260

Val

Ile

Cys

Gly

Tyr

340

Asp

Leu

Arg

Arg

Lys

85

Phe

Phe

Asn

Leu

Gly

165

Gln

Ile

Thr

Val

val

245

Ala

Ala

Arg

Thr

Val

325

Met

Arg

Ala

Asp

ES2925950 T3

Pro

70

Arg

Met

Arg

Pro

Ala

150

Thr

Thr

Asp

Val

Asn

230

Asp

Ile

Ala

Val

Gln

310

Thr

Arg

Leu

Ala

Ser
390

Gln

Thr

Ile

Leu

Leu

135

Val

Ala

Arg

Ser

Pro

215

Ala

Ser

Ala

Val

Arg

295

Arg

Cys

Glu

His

Gly

375

Ile

Asn

Leu

Ala

Arg

120

VvVal

Thr

Val

His

Asn

200

Ala

Lys

Ala

Asp

Ala

280

Asn

Glu

Val

His

Gly

360

Leu

Tyr

Leu

Ser

Thr

105

Leu

Arg

Val

Gln

Pro

185

Thr

Arg

Pro

Gly

Ala

265

Gly

Ala

Leu

Gly

Asp

345

Met

Asp

Tyr

116

Leu

Asp

90

Thr

Pro

Gly

Ser

Asp

170

Ala

Thr

Trp

Gly

Gln

250

Ala

Ala

Ser

Met

Glu

330

Ile

Leu

Pro

val

Asp

75

Val

Arg

Cys

Thr

Leu

155

Ser

Thr

Ala

Val

Thr

235

Leu

Leu

Leu

Trp

Thr

315

His

Gly

Thr

Asn

Asp
395

Val

Leu

Asp

Arg

Asp

140

Leu

Arg

Ala

Thr

Val

220

Lys

val

Ala

Leu

Gln

300

Thr

Glu

Ala

Asp

Thr

380

Ala

Thr

Asn

Arg

Thr

125

Arg

Thr

Ser

Thr

Ser

205

Asn

Ser

Asp

Ala

Ala

285

His

Ala

Thr

Leu

Arg

365

Ala

Asn

Ala

Glu

Glu

110

Ile

Leu

Ile

His

Val

190

Ala

Gly

Gly

Glu

Leu

270

Leu

Asp

Arg

Leu

Pro

350

Asp

Thr

Ala

Glu

Met

95

Gly

Leu

Glu

Pro

Vval

175

Ile

Pro

Ile

Asp

Pro

255

Gly

Thr

Ile

Asp

Thr

335

Ile

Ile

Ala

Ser

Pro

80

Arg

Ala

Arg

Ala

Phe

160

Tyr

Asp

Pro

Glu

Arg

240

Ala

Leu

Arg

Asp

Ile

320

Ala

Cys

Val

Gly

Ile
400



ES2925950 T3

Gln Glu Met Leu Asn Val Met Glu Glu His Gln Val Arg Arg Val Pro
405 410 415

Val Ile Ser Glu His Arg Leu Val Gly Ile Val Thr Glu Ala Asp Ile
420 425 430

Ala Arg His Leu Pro Glu His Ala Ile Val Gln Phe Val Lys Ala Ile
435 440 445

Cys Ser Pro Met Ala Leu Ala Ser Arg Gln Lys Gly Asp Thr Lys Phe
450 455 460

Ile Leu Asn Ala Lys Leu Ala Cys Lys Thr Val Thr Leu Thr Val Asp
465 470 475 480

Gly Thr Ala Met Arg Val Thr Thr Met Lys Ser Arg Val Ile Asp Ile
485 490 495

Val Glu Glu Asn Gly Phe Ser Val Asp Asp Arg Asp Asp Leu Tyr Pro
500 505 510

Ala Ala Gly Val Gln Val His Asp Ala Asp Thr Ile Val Leu Arg Arg
515 520 525

Ser Arg Pro Leu Gln Ile Ser Leu Asp Gly His Asp Ala Lys Gln Val
530 535 540

Trp Thr Thr Ala Ser Thr Val Asp Glu 2la Leu Ala Gln Leu Ala Met
545 550 555 560

Thr Asp Thr Ala Pro Ala Ala Ala Ser Arg Ala Ser Arg Val Pro Leu
565 570 575

Ser Gly Met Ala Leu Pro Val Val Ser Ala Lys Thr Val Gln Leu Asn
580 585 590

Asp Gly Gly Leu Val Arg Thr Val His Leu Pro Ala Pro Asn Val Ala
595 600 605

Gly Leu Leu Ser Ala Ala Gly Val Pro Leu Leu Gln Ser Asp His Val
610 615 620

Val Pro Ala Ala Thr Ala Pro Ile Val Glu Gly Met Gln Ile Gln Val
625 630 635 640

Thr Arg Asn Arg Ile Lys Lys Val Thr Glu Arg Leu Pro Leu Pro Pro
645 650 655

Asn Ala Arg Arg Val Glu Asp Pro Glu Met Asn Met Ser Arg Glu Val
660 665 670

Val Glu Asp Pro Gly Val Pro Gly Thr Gln Asp Val Thr Phe Ala Val
675 680 685

Ala Glu Val Asn Gly Val Glu Thr Gly Arg Leu Pro Val Ala Asn Val
690 695 700

Val Val Thr Pro Ala His Glu Ala Val Val Arg Val Gly Thr Lys Pro
705 710 715 720

Gly Thr Glu Val Pro Pro Val Ile Asp Gly Ser Ile Trp Asp Ala Ile
725 730 735

117



Ala Gly

Tyr Tyr

Gly Leu

770

Ile
785

Ala

Pro Val

<210> 69

<211> 1761
<212> DNA
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Proteina de fusién Mycobacterium Rv3407-Rv1733c-Rv2626¢c-RpfD

<400> 69

atgcgtgcega
agccgttact
ctggtcgece
tcecggegtece
gctecgtggte
ttcatgattg
ctgeegtgte
cgtctggagg
gcagcggeag
caaacccgte
accacggcaa
aatggtattg
gtgggcatct
gcgatcgecg
ggtgcgttge
cacgatattg
atgaatgcgg

atgcgcgaac

Glu
740

Cys

Gly
755

Gly
Arg Tyr
Val Ala

Cys Ala

Ala

Val

Ala

Glu

Ala

ES2925950 T3

Gly Gly

Gln Phe

Pro Arg

775
Val Thr
790

Arg Ala

805

ctgtgggtet

tggctegtgt

gtctgattce
tgatccecgge
gcaaacgcac
cgactaccceg
gcaccatttt
ccgttgtcat
ctggcacggce
acccggcectac
cctecegeace
aacgcagcgg
gggtcgatag
atgcggceget
tggcgctgac
atagcctgtt
gtgtcacctg

atgatatcgg

ggttgaggcg
cgaggegggt
ggttcaggca
tegeegteceg
gctgtctgat
tgatcgtgag
gcgegtgttt
gctgetggeg
cgtccaagac
tgccactgtt
gcctecgeace
cgaagttaat
cgccggtcag
ggctgecectg
gcgcgcaatt
ttgcacccaa
tgttggcgag

cgcattgceg

Asn

Asp

Ala

Arg

Trp Ala

745

Gln Gly

760

Asp Leu

Leu Arg

Gly Ala Arg

810

attggcattc
gaagaactgg
gctgagegtt
caaaacctgce
gtcctgaacg
ggcgcgacca
tcgegtaace
gttaccgtga
agccgtagece
atcgatcacg
aagattacgg
gccaaaccgg
ctggtcgacg
ggtctgtgge
ctgatccgeg
cgtgagctca
cacgaaacgt

atttgcggceg

118

Ile Asn

Thr Trp

765

Thr
780

Ala

Gln
795

Gly

gcgagectgeg
gcgtgacgaa
ctcgcgagge
tggacgtgac
aaatgcgcga
tgatcacgtt
cgctggteeg
gcectgetgac
atgtgtatgce
aaggcgtgat
ttecectgegeg
gtaccaaaag
agccggcacce
tgagcgtgge
ttcgcaatge
tgaccacgge
tgaccgcage

acgatgatcg

Thr

Glu

Arg

Trp

Gly Asn

750

Ala Asn

Glu Glu

Gly Ala

ccaacatgcce
taagggtcgt
gctgattgaa
ggcggageca
cgagcaggaa
ccgtetgegt
cggtaccgac
gatcccatte
tcaccaggct
tgactccaat
ttgggtggtg
cggtgacegt
gccagcgcegt
agcggtcgece
gagctggcag
gcgtgatatce
agcacagtac

tctgcacggt

Gly

Gly

Gln

Trp
800

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080
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119

atgctgaccg accgcgatat cgttatcaag ggtctggeccg caggcttgga cccgaacacce
gcgaccegeceyg gtgaactgge acgtgacage atctattacg tegacgegaa cgecageatt
caagagatgc tgaacgtgat ggaagagcat caggtgcgtc gtgtcccggt tatcagcgaa
catcgtctgg ttggtatcgt taccgaagcc gacatcgcac gtcacctgecc ggagcacgeg
attgttcagt tcgtgaaagc gatttgcagec ccgatggegt tggecgtctcecg tcaaaagggce
gacacaaaat ttattctaaa tgcaaagctt ttgctgggcc tgagcaccat tagcagcaaa
gcggatgaca tcgactggga tgcgattgeg cagtgtgaga geggtggcaa ttgggcageg
aataccggca atggcctgta cggcecggtctg cagatctcece aggcgacgtg ggacagcaat
ggtggcgteg gcagcccgge tgccgegtce ccacaacaac agatcgaggt ggcagataac
attatgaaaa cgcagggtcc gggtgecttgg ccaaaatget ccagetgcag ccagggtgac
gcaccgectgg gcagcecctgac ccacattctg acgttcctgg cagcggaaac cggtggttgt
agcggtagcce gcgatgactg a
<210>70
<211> 586
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Rv3407-Rv1733c-Rv2626¢-RpfD
<400> 70
Met Arg Ala Thr Val Gly Leu Val Glu Ala Ile Gly Ile Arg Glu Leu
1 5 10 15
Arg Gln His Ala Ser Arg Tyr Leu Ala Arg Val Glu Ala Gly Glu Glu
20 25 30
Leu Gly Val Thr Asn Lys Gly Arg Leu Val Ala Arg Leu Ile Pro Val
35 40 45
Gln Ala Ala Glu Arg Ser Arg Glu Ala Leu Ile Glu Ser Gly Val Leu
50 55 60
Ile Pro Ala Arg Arg Pro Gln Asn Leu Leu Asp Val Thr Ala Glu Pro
65 70 75 80
Ala Arg Gly Arg Lys Arg Thr Leu Ser Asp Val Leu Asn Glu Met Arg
85 90 95
Asp Glu Gln Glu Phe Met Ile Ala Thr Thr Arg Asp Arg Glu Gly Ala
100 105 110
Thr Met Ile Thr Phe Arg Leu Arg Leu Pro Cys Arg Thr Ile Leu Arg
115 120 125
Val Phe Ser Arg Asn Pro Leu Val Arg Gly Thr Asp Arg Leu Glu Ala
130 135 140
Val Val Met Leu Leu Ala Val Thr Val Ser Leu Leu Thr Ile Pro Phe
145 150 155 160

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1761



Ala

Ala

His

Arg

Arg

225

Val

Pro

Trp

Ala

Ser

305

Met

Ala

Gly

Ile

Glu

385

Gln

Val

Ala

Cys

Ile

465

Ala

Ala

His

Glu

Thr

210

Ser

Gly

Pro

Leu

Ile

290

Leu

Asn

Ala

Asp

Lys

370

Leu

Glu

Ile

Arg

Ser

450

Leu

Asp

Ala

Gln

Gly

195

Lys

Gly

Ile

Ala

Ser

275

Leu

Phe

Ala

Gln

Asp

355

Gly

Ala

Met

Ser

His

435

Pro

Asn

Asp

Ala

Ala

180

Val

Ile

Glu

Trp

Arg

260

val

Ile

Cys

Gly

Tyr

340

Asp

Leu

Arg

Leu

Glu

420

Leu

Met

Ala

Ile

Gly

165

Gln

Ile

Thr

Val

Val

245

Ala

Ala

Arg

Thr

Val

325

Met

Arg

Ala

Asp

Asn

405

His

Pro

Ala

Lys

Asp
485

ES2925950 T3

Thr

Thr

Asp

val

Asn

230

Asp

Ile

Ala

Val

Gln

310

Thr

Arg

Leu

Ala

Ser

390

Val

Arg

Glu

Leu

Leu

470

Trp

Ala

Arg

Ser

Pro

215

Ala

Ser

Ala

val

Arg

295

Arg

Cys

Glu

His

Gly

375

Ile

Met

Leu

His

Ala

455

Leu

Asp

Val

His

Asn

200

Ala

Lys

Ala

Asp

Ala

280

Asn

Glu

Val

His

Gly

360

Leu

Tyr

Glu

Val

Ala

440

Ser

Leu

Ala

Gln

Pro

185

Thr

Arg

Pro

Gly

Ala

265

Gly

Ala

Leu

Gly

Asp

345

Met

Asp

Tyr

Glu

Gly

425

Ile

Arg

Gly

Ile

120

Asp

170

Ala

Thr

Trp

Gly

Gln

250

Ala

Ala

Ser

Met

Glu

330

Ile

Leu

Pro

Val

His

410

Ile

Val

Gln

Leu

Ala
4390

Ser

Thr

Ala

Val

Thr

235

Leu

Leu

Leu

Trp

Thr

315

His

Gly

Thr

Asn

Asp

395

Gln

Val

Gln

Lys

Ser

475

Gln

Arg

Ala

Thr

Val

220

Lys

Val

Ala

Leu

Gln

300

Thr

Glu

Ala

Asp

Thr

380

Ala

Val

Thr

Phe

Gly

460

Thr

Cys

Ser

Thr

Ser

205

Asn

Ser

Asp

Ala

Ala

285

His

Ala

Thr

Leu

Arg

365

Ala

Asn

Arg

Glu

Val

445

Asp

Ile

Glu

His

Val

190

Ala

Gly

Gly

Glu

Leu

270

Leu

Asp

Arg

Leu

Pro

350

Asp

Thr

Ala

Arg

Ala

430

Lys

Thr

Ser

Ser

Val

175

Ile

Pro

Ile

Asp

Pro

255

Gly

Thr

Ile

Asp

Thr

335

Ile

Ile

Ala

Ser

Val

415

Asp

Ala

Lys

Ser

Gly
495

Tyr

Asp

Pro

Glu

Arg

240

Ala

Leu

Arg

Asp

Ile

320

Ala

Cys

Val

Gly

Ile

400

Pro

Ile

Ile

Phe

Lys

480

Gly
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Asn Trp Ala Ala Asn Thr Gly Asn Gly Leu Tyr Gly Gly Leu Gln Ile
500 505 510

Ser Gln Ala Thr Trp Asp Ser Asn Gly Gly Val Gly Ser Pro Ala Ala
515 520 525

Ala Ser Pro Gln Gln Gln Ile Glu Val Ala Asp Asn Ile Met Lys Thr
530 535 540

Gln Gly Pro Gly Ala Trp Pro Lys Cys Ser Ser Cys Ser Gln Gly Asp
545 550 555 560

Ala Pro Leu Gly Ser Leu Thr His Ile Leu Thr Phe Leu Ala Ala Glu
565 570 575

Thr Gly Gly Cys Ser Gly Ser Arg Asp Asp
580 585

<210> 71

<211> 2895

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Proteina de fusién Mycobacterium PPE51-Rv1733c-Rv2626¢-RpfD

<400> 71
atggattttg cgctgetgec gccggaagtg aacagegege gcatgtatac cggeccggge 60
gcgggcagcec tgctggegge ggcgggcgge tgggatagcce tggcggcgga actggcecgace 120
accgcggaag cgtatggcag cgtgctgage ggcctggcegg cgcectgcattg gegeggeceg 180
gcggcggaaa gcatggeggt gaccgeggceg ccgtatattg gectggetgta taccaccgeg 240
gaaaaaaccc agcagaccgc gattcaggcg cgcecgcggcegg cgctggegtt tgaacaggeg 300
tatgcgatga ccctgcegec gecggtggtg geggcgaace gecattcaget getggegetg 360
attgcgacca acttttttgg ccagaacacc gcggcgattg cggcgaccga agcgcagtat 420
gcggaaatgt gggcgcagga tgcggeggceg atgtatgget atgecgaccge gagegeggeg 480
gcggegetge tgaccecegtt tagccecgecg cgccagacca ccaacccggce gggcctgace 540
gcgcaggegyg cggcggtgag ccaggcgacce gatccgetga gectgetgat tgaaaccegtg 600
acccaggcgce tgcaggceget gaccattccg agetttatte cggaagattt tacctttetg 660
gatgcgattt ttgcgggcta tgcgaccgtg ggcgtgacce aggatgtgga aagetttgtg 720
gcgggcacca ttggcgegga aagcaacctg ggcctgetga acgtgggcecga tgaaaacccg 780
gcggaagtga ccccgggcecga ttttggecatt ggcgaactgg tgagcgecgac cagcccggge 840
ggcggegtga gegegagegg cgcegggegge geggegageg tgggcaacac cgtgetggeg 900
agcgtgggec gcogcgaacag cattggecag ctgagegtge cgeccgagetg ggeggegecg 960

agcacccgece cggtgagcge gctgagcecccg gecgggcectga ccaccctgece gggcaccgat 1020

121



gtggcggaac
ggcgtgectge
gaatttatga
cagggaaatg
ctegecagegg
gacgccacgg
gceggtcagg
attgcgacta
tgtcgcacca
gaggccgttg
gcagctggca
cgtcaccegg
gcaacctceg
attgaacgca
atctgggtcg
gccgatgegg
ttgctggcege
attgatagce
gcgggtgtca
gaacatgata
accgaccgeg
gcecggtgaac
atgctgaacg
ctggttggta
cagttcgtga
aaatttattc
gacatcgact
ggcaatggcce
gtecggecagee
aaaacgcagg
ctgggcagcce

agccgegatg

<210>72

<211> 870
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

atggcatgcce
cgcgctatgg
cagagcagca
tcacgtccat
cctggggegg
ctaccgagcet
caatggcttc
cccgtgateg
ttttgcgegt
tcatgctget
cggcecgtcecea
ctactgccac
caccgecteg
gcggegaagt
atagcgececgg
cgctggectge
tgacgcgege
tgttttgcac
cctgtgttgg
tcggegeatt
atatcgttat
tggcacgtga
tgatggaaga
tcgttaccga
aagcgatttg
taaatgcaaa
gggatgcgat
tgtacggcgg
cggetgecge
gtccgggtge
tgacccacat

actga

ES2925950 T3

gggcgtgecg
cgtgcgectg
gtggaatttc
tcattceccte
tagcggtteg
gaacaacgcg
gaccgaaggc
tgagggcgeg
gttttegegt
ggcggttace
agacagccgt
tgttatcgat
caccaagatt
taatgccaaa
tcagctggte
cctgggtctg
aattctgatc
ccaacgtgag
cgagcacgaa
gccgatttge
caagggtctg
cagcatctat
gcatcaggtg
agccgacatc
cagcccgatg
gcttttgetg
tgcgcagtgt
tctgcagatce
gtcceccacaa
ttggccaaaa

tctgacgtte

ggcgtgeegg
accgtgatgg
gcgggtatcg
cttgacgagg
gaggcgtace
ctgcagaacc
aacgtcactg
accatgatca
aacccgctgg
gtgagcctge
agccatgtgt
cacgaaggcg
acggttecctg
ccgggtacca
gacgagccgg
tggctgageg
cgcegttegea
ctcatgacca
acgttgaccg
ggcgacgatg
gccgecaggcet
tacgtcgacg
cgtecgtgtec
gcacgtcacc
gcgttggegt
ggcctgagcea
gagagcggtg
tcccaggega
caacagatcg

tgctccaget

ctggcagegg

tggcggeggyg
cgcatccgece
aggccgegge
ggaagcagtc
agggtgtceca
tggcgecggac
ggatgttcge
cgttecegtet
tcecgeggtac
tgacgatccce
atgctcacca
tgattgactc
cgcgttgggt
aaagcggtga
caccgccagce
tggcageggt
atgcgagctg
cggcgcegtga
cagcagcaca
atcgtctgca
tggacccgaa
cgaacgccag
cggttatcag
tgccggagceca
ctcgtcaaaa
ccattagcag
gcaattgggce
cgtgggacag
aggtggcaga
gcagccaggg

aaaccggtgg

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: PPE51-Rv1733¢-Rv2626¢-RpfD

<400> 72

122

ccgegegage
ggcggcegggce
aagcgcaatc
cctgaccaag
gcaaaaatgg
gatcagcgaa
agaattcatg
gcgtetgeeg
cgaccgtctg
attcgcageg
ggctcaaacc
caataccacg
ggtgaatggt
ccgtgtggge
gcgtgegate
cgceggtgeg
gcagcacgat
tatcatgaat
gtacatgcgc
cggtatgcetg
caccgcgacce
cattcaagag
cgaacatcgt
cgcgattgtt
gggcgacaca
caaagcggat
agcgaatacc
caatggtggce
taacattatg
tgacgcaccg

ttgtagecggt

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

2895



Met

Thr

Ser

Leu

Met

65

Glu

Phe

Asn

Asn

Ala

145

Ala

Ala

Leu

Ile

Ala

225

Ala

Asp

Asp

Gly

Leu

Ser

Ala

Lys

Glu

Arg

Thr

130

Gln

Ala

Gly

Ser

Pro

210

Gly

Gly

Glu

Phe

Pro

Ala

35

Gly

Vval

Thr

Gln

Ile

115

Ala

Asp

Leu

Leu

Leu

195

Ser

Tyr

Thr

Asn

Ala

Gly

20

Ala

Leu

Thr

Gln

Ala

100

Gln

Ala

Ala

Leu

Thr

180

Leu

Phe

Ala

Ile

Pro
260

Leu

Ala

Glu

Ala

Ala

Gln

85

Tyr

Leu

Ile

Ala

Thr

165

Ala

Ile

Ile

Thr

Gly

245

Ala

ES2925950 T3

Leu

Gly

Leu

Ala

Ala

70

Thr

Ala

Leu

Ala

Ala

150

Pro

Gln

Glu

Pro

val

230

Ala

Glu

Pro

Ser

Ala

Leu

Pro

Ala

Met

Ala

Ala

135

Met

Phe

Ala

Thr

Glu

215

Gly

Glu

val

Pro

Leu

Thr

40

His

Tyr

Ile

Thr

Leu

120

Thr

Tyr

Ser

Ala

Vval

200

Asp

Val

Ser

Thr

Glu

Leu

25

Thr

Trp

Ile

Gln

Leu

105

Ile

Glu

Gly

Pro

Ala

185

Thr

Phe

Thr

Asn

Pro
265

123

val

10

Ala

Ala

Arg

Gly

Ala

90

Pro

Ala

Ala

Tyr

Pro

170

Val

Gln

Thr

Gln

Leu

250

Gly

Asn

Ala

Glu

Gly

Trp

75

Arg

Pro

Thr

Gln

Ala

155

Arg

Ser

Ala

Phe

Asp

235

Gly

Asp

Ser

Ala

Ala

Pro

60

Leu

Ala

Pro

Asn

Tyr

140

Thr

Gln

Gln

Leu

Leu

220

val

Leu

Phe

Ala

Gly

Tyr

45

Ala

Tyr

Ala

Vval

Phe

125

Ala

Ala

Thr

Ala

Gln

205

Asp

Glu

Leu

Gly

Arg

Gly

30

Gly

Ala

Thr

Ala

Vval

110

Phe

Glu

Ser

Thr

Thr

190

Ala

Ala

Ser

Asn

Ile
270

Met

Trp

Ser

Glu

Thr

Leu

95

Ala

Gly

Met

Ala

Asn

175

Asp

Leu

Ile

Phe

Val

255

Gly

Tyr

Asp

Val

Ser

Ala

80

Ala

Ala

Gln

Trp

Ala

160

Pro

Pro

Thr

Phe

Val

240

Gly

Glu



Leu

Gly

Ala

305

Ser

Pro

Pro

Arg

Ala

385

Arg

Val

Thr

val

His

465

Asn

Ala

Lys

Ala

Asp

545

Ala

Asn

Glu

Val

Gly

290

Asn

Thr

Gly

val

Leu

370

Thr

Leu

Arg

Val

Gln

450

Pro

Thr

Arg

Pro

Gly

530

Ala

Gly

Ala

Leu

Ser

275

Ala

Ser

Arg

Thr

Ala

355

Thr

Thr

Pro

Gly

Ser

435

Asp

Ala

Thr

Trp

Gly

515

Gln

Ala

Ala

Ser

Met
595

Ala

Ala

Ile

Pro

Asp

340

Ala

val

Arg

Cys

Thr

420

Leu

Ser

Thr

Ala

Val

500

Thr

Leu

Leu

Leu

Trp
580

Thr

Thr

Ser

Gly

Val

325

Val

Gly

Met

Asp

Arg

405

Asp

Leu

Arg

Ala

Thr

485

Val

Lys

Val

Ala

Leu

565

Gln

Thr

ES2925950 T3

Ser

Val

Gln

310

Ser

Ala

Arg

Ala

Arg

390

Thr

Arg

Thr

Ser

Thr

470

Ser

Asn

Ser

Asp

Ala

550

Ala

His

Ala

Pro

Gly

295

Leu

Ala

Glu

Ala

His

375

Glu

Ile

Leu

Ile

His

455

Val

Ala

Gly

Gly

Glu

535

Leu

Leu

Asp

Arg

Gly

280

Asn

Ser

Leu

His

Ser

360

Pro

Gly

Leu

Glu

Pro

440

val

Ile

Pro

Ile

Asp

520

Pro

Gly

Thr

Ile

Asp
600

Gly

Thr

Val

Ser

Gly

345

Gly

Pro

Ala

Arg

Ala

425

Phe

Tyr

Asp

Pro

Glu

505

Arg

Ala

Leu

Arg

Asp

585

Ile

124

Gly

Val

Pro

Pro

330

Met

val

Ala

Thr

Val

410

Val

Ala

Ala

His

Arg

490

Arg

Val

Pro

Trp

Ala

570

Ser

Met

Val

Leu

Pro

315

Ala

Pro

Leu

Ala

Met

395

Phe

Val

Ala

His

Glu

475

Thr

Ser

Gly

Pro

Leu

555

Ile

Leu

Asn

Ser

Ala

300

Ser

Gly

Gly

Pro

Gly

380

Ile

Ser

Met

Ala

Gln

460

Gly

Lys

Gly

Ile

Ala

540

Ser

Leu

Phe

Ala

Ala

285

Ser

Trp

Leu

Val

Arg

365

Glu

Thr

Arg

Leu

Ala

445

Ala

Val

Ile

Glu

Trp

525

Arg

Val

Ile

Cys

Gly
605

Ser

Val

Ala

Thr

Pro

350

Tyr

Phe

Phe

Asn

Leu

430

Gly

Gln

Ile

Thr

Val

510

Val

Ala

Ala

Arg

Thr

590

val

Gly

Gly

Ala

Thr

335

Gly

Gly

Met

Arg

Pro

415

Ala

Thr

Thr

Asp

Val

495

Asn

Asp

Ile

Ala

Val

575

Gln

Thr

Ala

Arg

Pro

320

Leu

Val

Val

Ile

Leu

400

Leu

Val

Ala

Arg

Ser

480

Pro

Ala

Ser

Ala

Val

560

Arg

Arg

Cys



ES2925950 T3

Val Gly Glu His Glu Thr Leu Thr Ala Ala Ala Gln Tyr Met Arg Glu
610 615 620

His Asp Ile Gly Ala Leu Pro Ile Cys Gly Asp Asp Asp Arg Leu His
625 630 635 640

Gly Met Leu Thr Asp Arg Asp Ile Val Ile Lys Gly Leu Ala Ala Gly
645 650 655

Leu Asp Pro Asn Thr Ala Thr Ala Gly Glu Leu Ala Arg Asp Ser Ile
660 665 670

Tyr Tyr Val Asp Ala Asn Ala Ser Ile Gln Glu Met Leu Asn Val Met
675 680 685

Glu Glu His Gln Val Arg Arg Val Pro Val Ile Ser Glu His Arg Leu
690 695 700

Val Gly Ile Val Thr Glu Ala Asp Ile Ala Arg His Leu Pro Glu His
705 710 715 720

Ala Ile Val Gln Phe Val Lys Ala Ile Cys Ser Pro Met Ala Leu Ala
725 730 735

Ser Arg Gln Lys Gly Asp Thr Lys Phe Ile Leu Asn Ala Lys Leu Leu
740 745 750

Leu Gly Leu Ser Thr Ile Ser Ser Lys Ala Asp Asp Ile Asp Trp Asp
755 760 765

Ala Ile Ala Gln Cys Glu Ser Gly Gly Asn Trp Ala Ala Asn Thr Gly
770 775 780

Asn Gly Leu Tyr Gly Gly Leu Gln Ile Ser Gln Ala Thr Trp Asp Ser
785 790 795 800

Asn Gly Gly Val Gly Ser Pro Ala Ala Ala Ser Pro Gln Gln Gln Ile
805 810 815

Glu Val Ala Asp Asn Ile Met Lys Thr Gln Gly Pro Gly Ala Trp Pro
820 825 830

Lys Cys Ser Ser Cys Ser Gln Gly Asp Ala Pro Leu Gly Ser Leu Thr
835 840 845

His Ile Leu Thr Phe Leu Ala Ala Glu Thr Gly Gly Cys Ser Gly Ser
850 855 860

Arg Asp Asp Lys Met Lys
865 870

<210> 73

<211> 3567

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Proteina de fusién Mycobacterium PPE51-Rv1733c-Rv2626¢c-RpfB

<400> 73

atggattttg cgctgetgec gecggaagtg aacagegege gcatgtatac cggeccggge 60

125



gcgggcagec
accgcggaag
gcggcggaaa
gaaaaaaccc
tatgcgatga
attgcgacca
gcggaaatgt
gcggegetge
gcgcaggegg
acccaggcgce
gatgcgattt
gcgggcacca
gcggaagtga
ggcggcegtga
agcgtgggee
agcacccgcce
gtggcggaac
ggcgtgetge
gaatttatga
cagggaaatg
ctcgcagegg
gacgccacgg
gccggtcagg
attgcgacta
tgtcgcacca
gaggccgttg
gcagctggca
cgtcaccegg
gcaacctcceg
attgaacgca

atctgggtcg

tgctggegge
cgtatggcag
gcatggcggt
agcagaccgce
ccctgeegee
acttttttgg
gggcgcagga
tgacccegtt
cggcggtgag
tgcaggcget
ttgcgggceta
ttggcgegga
ccccgggega
gcgcgagegyg
gcgcgaacag
cggtgagcge
atggcatgcc
cgcgetatgg
cagagcagca
tcacgtccat
cctggggegg
ctaccgagcet
caatggcttce
cccgtgatceg
ttttgcgegt
tcatgctget
cggecegteca
ctactgcecac
caccgcecteg
gcggcgaagt

atagcgcecgg

ES2925950 T3

ggcgggcggce
cgtgctgage
gaccgcggcg
gattcaggcg
gceggtggtg
ccagaacacc
tgcggcggeg
tagcececgeeg
ccaggcgacce
gaccattccg
tgcgaccgtg
aagcaacctg
ttttggcatt
cgegggegge
cattggccag
gctgagcceg
gggcgtgecg
cgtgegectg
gtggaatttc
tcattcccte
tagcggttceg
gaacaacgcg
gaccgaaggc
tgagggcgeg
gttttecgegt
ggcggttace
agacagccgt
tgttatcgat
caccaagatt
taatgccaaa

tcagctggte

tgggatagcc
ggcctggegg
ccgtatattg
cgcgcggcegyg
gcggegaacce
gcggegattg
atgtatggct
cgccagacca
gatccgctga
agctttattc
ggcgtgaccc
ggcctgctga
ggcgaactgg
gcggegageg
ctgagecgtge
gcgggectga
ggcgtgecgg
accgtgatgg
gcgggtatcg
cttgacgagg
gaggcgtacc
ctgcagaacc
aacgtcactg
accatgatca
aacccgcectgg
gtgagcectge
agccatgtgt
cacgaaggcg
acggttectg
ccgggtacca

gacgagcegg

126

tggcggegga
cgctgcattg
gctggectgta
cgctggegtt
gcattcaget
cggcgaccga
atgcgaccge
ccaacccggce
gcectgetgat
cggaagattt
aggatgtgga
acgtgggcga
tgagcgcgac
tgggcaacac
cgccgagetg
ccaccctgece
tggcggeggg
cgcatcegee
aggccgcggce
ggaagcagtc
agggtgtcca
tggcgcggac
ggatgttecge
cgtteegtet
tccgeggtac
tgacgatcce
atgctcacca
tgattgactc
cgegttgggt
aaagcggtga

caccgccagce

actggcgacc
gcgeggeceg
taccaccgeg
tgaacaggcg
gctggegetg
agcgcagtat
gagcgeggeg
gggcctgace
tgaaaccgtg
tacctttcectg
aagctttgtg
tgaaaacccg
cagcccgggce
cgtgctggeg
ggcggcegeeg
gggcaccgat
ccgegegage
ggcggcgggce
aagcgcaatc
cctgaccaag
gcaaaaatgg
gatcagcgaa
agaattcatg
gcgtectgeeg
cgaccgtctg
attcgcageg
ggctcaaacc
caataccacg
ggtgaatggt
ccgtgtggge

gcgtgegatce

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



gccgatgegg
ttgctggege
attgatagcce
gcgggtgtca
gaacatgata
accgaccgceg
gccggtgaac
atgctgaacg
ctggttggta
cagttcgtga
aaatttattc
gcgatgeggg
tcagtcgacg
accatcgtge
caggtgtgga
acggcgccgg
gtcgtcageg
ccggecccca
cacgtggtge
aatcggatca
gacccggaga
gatgtgacgt
aacgtcgtgg
gaggtgccce
ggcaactggg
acctgggagg
gagcagatcg

tgtgctgcac

<210> 74

<211> 1091
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

cgetggetge
tgacgcgege
tgttttgcac
cctgtgttgg
tcggegeatt
atatcgttat
tggcacgtga
tgatggaaga
tcgttaccga
aagcgatttg
taaatgcaaa
tgaccacgat
accgcgacga
tgcggegtag
cgaccgcegte
ccgeggcette
ccaagacggt
atgtcgcggg
ccgecgegac
agaaggtcac
tgaacatgag
tcgeggtage
tgaccccgge
cggtgatcga
cgatcaacac
ccaacggcgg
ccgttgecga

gagcgggtge

ES2925950 T3

cctgggtcetg
aattctgatc
ccaacgtgag
cgagcacgaa
gccgatttge
caagggtctg
cagcatctat
gcatcaggtg
agccgacatc
cagcccgatg
gcttgecatge
gaaatcgcgg
cctgtatcee
ccgtecgetg
gacggtggac
tcgegecage
gcagctcaac
gctgctgagt
ggcecccgatce
cgagcggcetg
ccgggaggte
tgaggtcaac
ccacgaagcc
cggaagcatc
cggcaacggg
gctgecggtat
ggtgacccga

gcgcetga

tggctgageg
cgcgttcegea
ctcatgacca
acgttgaccg
ggcgacgatg
gccgcaggcet
tacgtcgacg
cgtegtgtec
gcacgtcacc
gegttggegt
aaaacggtga
gtgatcgaca
gcggecggeg
cagatctcgce
gaggcgetgg
cgcgteecege
gacggcgggt
gcggcecggcyg
gtcgaaggca
ccgetgeege
gtcgaagacc
ggcgtcgaga
gtggtgcggg
tgggacgcga
tattacggtg
gcaccccgeg

ctgcgtcaag

tggcageggt
atgcgagctg
cggcgegtga
cagcagcaca
atcgtctgea
tggacccgaa
cgaacgccag
cggttatcag
tgccggagea
ctecgtcaaaa
cgttgaccgt
tcgtcgaaga
tgcaggtcca
tggatggtca
cccaactcge
tgtccgggat
tggtgcgcac
tgcegetgtt
tgcagatcca
cgaacgcgcg
cgggggttce
ccggecegttt
tgggcaccaa
tecgecggetg
gtgtgcagtt
ctgacctcege

gttggggcge

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: PPE51-Rv1733c¢c-Rv2626¢-RpfB

<400> 74

127

cgccggtgeg
gcagcacgat
tatcatgaat
gtacatgcge
cggtatgcectg
caccgcgacce
cattcaagag
cgaacatcgt
cgcgattgtt
gggcgacaca
cgacggaacc
gaacgggttc
tgacgccgac
cgacgctaag
gatgaccgac
ggcgctaccg
ggtgcacttg
gcaaagcgac
ggtgacccge
tcgtgtcecgag
ggggacccag
gcccegtegee
gcccggtace
tgaggccggt
tgaccagggce
cacccgcgaa

ctggccggta

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

3567



Met

Thr

Ser

Leu

Met

65

Glu

Phe

Asn

Asn

Ala

145

Ala

Ala

Leu

Ile

Ala

225

Ala

Asp

Leu

Gly

Ala
305

Asp

Gly

Leu

Ser

50

Ala

Lys

Glu

Arg

Thr

130

Gln

Ala

Gly

Ser

Pro

210

Gly

Gly

Glu

Val

Gly

290

Asn

Phe

Pro

Ala

35

Gly

Vval

Thr

Gln

Ile

115

Ala

Asp

Leu

Leu

Leu

195

Ser

Tyr

Thr

Asn

Ser

275

Ala

Ser

Ala

Gly

20

Ala

Leu

Thr

Gln

Ala

100

Gln

Ala

Ala

Leu

Thr

180

Leu

Phe

Ala

Ile

Pro

260

Ala

Ala

Ile

Leu

Ala

Glu

Ala

Ala

Gln

85

Tyr

Leu

Ile

Ala

Thr

165

Ala

Ile

Ile

Thr

Gly

245

Ala

Thr

Ser

Gly

ES2925950 T3

Leu

Gly

Leu

Ala

Ala

70

Thr

Ala

Leu

Ala

Ala

150

Pro

Gln

Glu

Pro

val

230

Ala

Glu

Ser

Val

Gln
310

Pro

Ser

Ala

Leu

55

Pro

Ala

Met

Ala

Ala

135

Met

Phe

Ala

Thr

Glu

215

Gly

Glu

Val

Pro

Gly

295

Leu

Pro

Leu

Thr

40

His

Tyr

Ile

Thr

Leu

120

Thr

Tyr

Ser

Ala

Val

200

Asp

Val

Ser

Thr

Gly

280

Asn

Ser

Glu

Leu

25

Thr

Trp

Ile

Gln

Leu

105

Ile

Glu

Gly

Pro

Ala

185

Thr

Phe

Thr

Asn

Pro

265

Gly

Thr

val

128

Val

10

Ala

Ala

Arg

Gly

Ala

90

Pro

Ala

Ala

Tyr

Pro

170

Val

Gln

Thr

Gln

Leu

250

Gly

Gly

Val

Pro

Asn

Ala

Glu

Gly

Trp

75

Arg

Pro

Thr

Gln

Ala

155

Arg

Ser

Ala

Phe

Asp

235

Gly

Asp

Val

Leu

Pro
315

Ser

Ala

Ala

Pro

60

Leu

Ala

Pro

Asn

Tyr

140

Thr

Gln

Gln

Leu

Leu

220

val

Leu

Phe

Ser

Ala

300

Ser

Ala

Gly

Tyr

45

Ala

Tyr

Ala

val

Phe

125

Ala

Ala

Thr

Ala

Gln

205

Asp

Glu

Leu

Gly

Ala

285

Ser

Trp

Arg

Gly

30

Gly

Ala

Thr

Ala

Val

110

Phe

Glu

Ser

Thr

Thr

190

Ala

Ala

Ser

Asn

Ile

270

Ser

Val

Ala

Met

15

Trp

Ser

Glu

Thr

Leu

95

Ala

Gly

Met

Ala

Asn

175

Asp

Leu

Ile

Phe

Val

255

Gly

Gly

Gly

Ala

Tyr

Asp

Val

Ser

Ala

80

Ala

Ala

Gln

Trp

Ala

160

Pro

Pro

Thr

Phe

val

240

Gly

Glu

Ala

Arg

Pro
320



Ser

Pro

Pro

Arg

Ala

385

Arg

Val

Thr

Val

His

465

Asn

Ala

Lys

Ala

Asp

545

Ala

Asn

Glu

Val

His

625

Gly

Thr

Gly

vVal

Leu

370

Thr

Leu

Arg

Val

Gln

450

Pro

Thr

Arg

Pro

Gly

530

Ala

Gly

Ala

Leu

Gly

610

Asp

Met

Arg

Thr

Ala

355

Thr

Thr

Pro

Gly

Ser

435

Asp

Ala

Thr

Trp

Gly

515

Gln

Ala

Ala

Ser

Met

595

Glu

Ile

Leu

Pro

Asp

340

Ala

Val

Arg

Cys

Thr

420

Leu

Ser

Thr

Ala

val

500

Thr

Leu

Leu

Leu

Trp

580

Thr

His

Gly

Thr

Val

325

Val

Gly

Met

Asp

Arg

405

Asp

Leu

Arg

Ala

Thr

485

val

Lys

Val

Ala

Leu

565

Gln

Thr

Glu

Ala

Asp
645

ES2925950 T3

Ser

Ala

Arg

Ala

Arg

390

Thr

Arg

Thr

Ser

Thr

470

Ser

Asn

Ser

Asp

Ala

550

Ala

His

Ala

Thr

Leu

630

Arg

Ala

Glu

Ala

His

375

Glu

Ile

Leu

Ile

His

455

Val

Ala

Gly

Gly

Glu

535

Leu

Leu

Asp

Arg

Leu

615

Pro

Asp

Leu

His

Ser

360

Pro

Gly

Leu

Glu

Pro

440

val

Ile

Pro

Ile

Asp

520

Pro

Gly

Thr

Ile

Asp

600

Thr

Ile

Ile

Ser

Gly

345

Gly

Pro

Ala

Arg

Ala

425

Phe

Tyr

Asp

Pro

Glu

505

Arg

Ala

Leu

Arg

Asp

585

Ile

Ala

Cys

vVal

129

Pro

330

Met

vVal

Ala

Thr

val

410

Val

Ala

Ala

His

Arg

490

Arg

val

Pro

Trp

Ala

570

Ser

Met

Ala

Gly

Ile
650

Ala

Pro

Leu

Ala

Met

395

Phe

Val

Ala

His

Glu

475

Thr

Ser

Gly

Pro

Leu

555

Ile

Leu

Asn

Ala

Asp

635

Lys

Gly

Gly

Pro

Gly

380

Ile

Ser

Met

Ala

Gln

460

Gly

Lys

Gly

Ile

Ala

540

Ser

Leu

Phe

Ala

Gln

620

Asp

Gly

Leu

Val

Arg

365

Glu

Thr

Arg

Leu

Ala

445

Ala

Val

Ile

Glu

Trp

525

Arg

Val

Ile

Cys

Gly

605

Tyr

Asp

Leu

Thr

Pro

350

Tyr

Phe

Phe

Asn

Leu

430

Gly

Gln

Ile

Thr

Val

510

val

Ala

Ala

Arg

Thr

590

Val

Met

Arg

Ala

Thr

335

Gly

Gly

Met

Arg

Pro

415

Ala

Thr

Thr

Asp

Val

495

Asn

Asp

Ile

Ala

Val

575

Gln

Thr

Arg

Leu

Ala
655

Leu

Val

Val

Ile

Leu

400

Leu

Val

Ala

Arg

Ser

480

Pro

Ala

Ser

Ala

Val

560

Arg

Arg

Cys

Glu

His

640

Gly



Leu

Tyr

Glu

Val

705

Ala

Ser

Cys

Thr

Val

785

Asp

Leu

Asp

Ala

Val

865

Val

Val

Ile

Val

Pro

945

Gly

Thr

Asp

Tyr

Glu

690

Gly

Ile

Arg

Lys

Met

770

Asp

Ala

Asp

Glu

Ser

850

Ser

His

Pro

val

Thr

930

Glu

Thr

Gly

Pro

Val

675

His

Ile

vVal

Gln

Thr

755

Lys

Asp

Asp

Gly

Ala

835

Arg

Ala

Leu

Leu

Glu

915

Glu

Met

Gln

Arg

Asn

660

Asp

Gln

Val

Gln

Lys

740

Val

Ser

Arg

Thr

His

820

Leu

Ala

Lys

Pro

Leu

900

Gly

Arg

Asn

Asp

Leu
980

Thr

Ala

Val

Thr

Phe

725

Gly

Thr

Arg

Asp

Ile

805

Asp

Ala

Ser

Thr

Ala

885

Gln

Met

Leu

Met

val

965

Pro

ES2925950 T3

Ala

Asn

Arg

Glu

710

Val

Asp

Leu

Val

Asp

790

Val

Ala

Gln

Arg

Val

870

Pro

Ser

Gln

Pro

Ser

950

Thr

Val

Thr

Ala

Arg

695

Ala

Lys

Thr

Thr

Ile

775

Leu

Leu

Lys

Leu

vVal

855

Gln

Asn

Asp

Ile

Leu

935

Arg

Phe

Ala

Ala

Ser

680

Val

Asp

Ala

Lys

val

760

Asp

Tyr

Arg

Gln

Ala

840

Pro

Leu

Val

His

Gln

920

Pro

Glu

Ala

Asn

Gly

665

Ile

Pro

Ile

Ile

Phe

745

Asp

Ile

Pro

Arg

Val

825

Met

Leu

Asn

Ala

Val

905

Val

Pro

Val

Val

Val
985

130

Glu

Gln

vVal

Ala

Cys

730

Ile

Gly

val

Ala

Ser

810

Trp

Thr

Ser

Asp

Gly

890

Val

Thr

Asn

Val

Ala

970

val

Leu

Glu

Ile

Arg

715

Ser

Leu

Thr

Glu

Ala

795

Arg

Thr

Asp

Gly

Gly

875

Leu

Pro

Arg

Ala

Glu

955

Glu

Val

Ala

Met

Ser

700

His

Pro

Asn

Ala

Glu

780

Gly

Pro

Thr

Thr

Met

860

Gly

Leu

Ala

Asn

Arg

940

Asp

Val

Thr

Arg

Leu

685

Glu

Leu

Met

Ala

Met

765

Asn

Val

Leu

Ala

Ala

845

Ala

Leu

Ser

Ala

Arg

925

Arg

Pro

Asn

Pro

Asp

670

Asn

His

Pro

Ala

Lys

750

Arg

Gly

Gln

Gln

Ser

830

Pro

Leu

Val

Ala

Thr

910

Ile

Val

Gly

Gly

Ala
990

Ser

Val

Arg

Glu

Leu

735

Leu

Val

Phe

Vval

Ile

815

Thr

Ala

Pro

Arg

Ala

895

Ala

Lys

Glu

Val

Val

975

His

Ile

Met

Leu

His

720

Ala

Ala

Thr

Ser

His

800

Ser

Val

Ala

Val

Thr

880

Gly

Pro

Lys

Asp

Pro

960

Glu

Glu
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Ala Val Val Arg Val Gly Thr Lys Pro Gly Thr Glu Val Pro Pro Val
995 1000 1005

Ile Asp Gly Ser Ile Trp Asp Ala Ile Ala Gly Cys Glu Ala Gly Gly
1010 1015 1020

Asn Trp Ala Ile Asn Thr Gly Asn Gly Tyr Tyr Gly Gly Val Gln Phe
1025 1030 1035 1040

Asp Gln Gly Thr Trp Glu Ala Asn Gly Gly Leu Arg Tyr Ala Pro Arg
1045 1050 1055

Ala Asp Leu Ala Thr Arg Glu Glu Gln Ile Ala Val Ala Glu Val Thr
1060 1065 1070

Arg Leu Arg Gln Gly Trp Gly Ala Trp Pro Val Cys Ala Ala Arg Ala
1075 1080 1085

Gly Ala Arg
1090

<210> 75

<211> 31

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: 85B Para el cebador Ndel

<400> 75
atagatcata tgtttagccg tcctggectg ¢ 31

<210> 76

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: 85B Rev EcoRI nostop primer

<400> 76
ttaagagaat tcgcccgcac ccagagagga t 31

<210> 77

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: ESAT-6 Para el cebador BamHI

<400> 77
aacgttggat ccatgacaga gcagcagtgg aa 32

<210>78

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador ESAT-6 Rev EcoRI ns

<400> 78
atactagaat tctgcgaaca tcccagtgac gt 32

<210>79
<211> 33
<212> ADN

131



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES2925950 T3

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: 1733 Para el cebador EcoRl

<400> 79
aacttagaat tcatgattgc gactacccgt gat 33

<210> 80

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: 1733 In1 Rev Xma primer

<400> 80
gatatacccg ggggcctcca gacggteggt 30

<210> 81

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: 1733 Fuera para Xma primer

<400> 81
aacgaacccg gggtccaaga cagecgtage ¢ 31

<210> 82

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: 1733 Out Rev Xba primer

<400> 82
taagtatcta gaatcggcga tcgcacge t 31

<210> 83

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: 1733 In2 Para Xba primer

<400> 83
atagaatcta gacgcgcaat tctgatcege gt 32

<210> 84

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: 1733 Rev ns Sacl primer

<400> 84
agataagagc tcacgttggg tgcaaaacag gc 32

<210> 85

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Descripcion de Secuencia Artificial: 2626 Para el cebador Sacl

<400> 85
atagaagagc tcatgaccac ggcggtgat a 31

<210> 86

<211> 36

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: 2626 Rev Hindlll ns primer

<400> 86
taaagaaagc tttgcattta gaataaattt tgtgtc 36

<210> 87

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: RpfD Para el cebador Hindlll

<400> 87
taactaaagc ttttgctggg cctgagcacc 30

<210> 88

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: RpfD Rev Xhol stop primer

<400> 88
atctaactcga gctagtcatc geggctaccg ct 32

<210> 89

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: ESAT6 Para el cebador Ndel

<400> 89
taagatcatat gacagcag cagtggaatt tc 32

<210> 90

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador ESAT-6 Rev EcoRI ns

<400> 90
atactagaat tctgcgaaca tcccagtgac gt 32

<210> 91

<211> 1263

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Proteina de fusién Ag85B-ESAT6 con la secuencia sefal de Ag85B

<400> 91
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atgacagacg
gcggetgtag
ttcteceegge
gacatcaagg
ggcctgegeg
tactaccagt
gactggtaca
ctgaccagcg
gctgcaatcg
cagcagttca
cctagcctga
ggtccctcga
gtcgcaaaca
ggtgccaaca

caggatgcgt

tgagccgaaa
tcecttecggg
cggggctgee
ttcagttcca
cccaagacga
cgggactgtc
gcceggectg
agctgccegcea
gcttgtcgat
tctacgecegg
tcggectege
gtgacccgge
acacccggcet
taccegecga

acaacgccgce

gattcgagcet
cctggtgggg
ggtcgagtac
gagcggtggyg
ctacaacggce
gatagtcatg
cggtaaggcet
atggttgtcc
ggccggeteg
ctcgetgteg
gatgggtgac
atgggagcge
atgggtttat
gttecttggag

gggcgggeac

ES2925950 T3

tggggacgce
cttgcecggeg
ctgcaggtgce
aacaactcac
tgggatatca
ceggteggeg
ggctgccaga
gccaacaggg
tcggcaatga
gcecetgetgg
gccggeggtt
aacgacccta
tgcgggaacg
aacttcgttc

aacgccegtgt

gattgatgat cggcacggca 60
gagcggcaac cgcgggcegeg 120
cgtcgecgte gatgggecge 180
ctgcggttta tctgectcgac 240
acaccccegge gttcecgagtgg 300
ggcagtccag cttctacage 360
cttacaagtg ggaaaccttc 420
ccgtgaagcc caccggcage 480
tcttggecege ctaccaccee 540
acccctctca ggggatgggg 600
acaaggccgc agacatgtgg 660
cgcagcagat ccccaagctg 720
gcaccccgaa cgagttggge 780
gtagcagcaa cctgaagttc 840
tcaacttccc gceccaacgge 900

acgcacagct
tcgttaggeg
agcgcaatcce
ctgaccaagc
caaaaatggg
atcagcgaag

tga

<210> 92

<211> 420
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

gggagtactg
ccggcatgac
agggaaatgt
tcgcagegge
acgccacggce

ccggtcagge

gggcgctcag ctcaacgcca tgaagggtga cctgcagagt

agagcagcag
cacgtccatt
ctggggcggt
taccgagctg

aatggcttcg

tggaatttcg
cattccctee
agcggttcgg
aacaacgcgc

accgaaggca

cgggtatcga ggccgcggcea
ttgacgaggg gaagcagtcc
aggcgtacca gggtgtccag
tgcagaacct ggcgcggacg

acgtcactgg gatgttcgca

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Ag85B-ESATG6 (secuencia de sefiales Ag85B)

<400> 92
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Met

Ile

Gly

Glu

Gln

65

Gly

Ala

Gly

Lys

Leu

145

Ala

Ala

Leu

Thr

Gly

Gly

Tyr

50

Phe

Leu

Phe

Gly

Ala

130

Pro

Ala

Tyr

Asp

Asp

Thr

Ala

35

Leu

Gln

Arg

Glu

Gln

115

Gly

Gln

Ile

His

Pro

Val

Ala

20

Ala

Gln

Ser

Ala

Trp

100

Ser

Cys

Trp

Gly

Pro

180

Ser

Ser

Ala

Thr

Val

Gly

Gln

Tyr

Ser

Gln

Leu

Leu

165

Gln

Gln

ES2925950 T3

Arg

Ala

Ala

Pro

Gly

70

Asp

Tyr

Phe

Thr

Ser

150

Ser

Gln

Gly

Lys

val

Gly

Ser

Asn

Asp

Gln

Tyr

Tyr

135

Ala

Met

Phe

Met

Ile

Val

Ala

40

Pro

Asn

Tyr

Ser

Ser

120

Lys

Asn

Ala

Ile

Gly

Arg

Leu

25

Phe

Ser

Ser

Asn

Gly

105

Asp

Trp

Arg

Gly

Tyr

185

Pro

135

Ala

10

Pro

Ser

Met

Pro

Gly

Leu

Trp

Glu

Ala

Ser

170

Ala

Ser

Trp

Gly

Arg

Gly

Ala

75

Trp

Ser

Tyr

Thr

Val

155

Ser

Gly

Leu

Gly

Leu

Pro

Arg

vVal

Asp

Ile

Ser

Phe

140

Lys

Ala

Ser

Ile

Arg

val

Gly

45

Asp

Tyr

Ile

val

Pro

125

Leu

Pro

Met

Leu

Gly

Arg

Gly

30

Leu

Ile

Leu

Asn

Met

110

Ala

Thr

Thr

Ile

Ser

190

Leu

Leu

15

Leu

Pro

Lys

Leu

Thr

Pro

Cys

Ser

Gly

Leu

175

Ala

Ala

Met

Ala

val

Val

Asp

80

Pro

Val

Gly

Glu

Ser

160

Ala

Leu

Met
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195 200 205

Gly Asp Ala Gly Gly Tyr Lys Ala Ala Asp Met Trp Gly Pro Ser Ser
210 215 220

Asp Pro Ala Trp Glu Arg Asn Asp Pro Thr Gln Gln Ile Pro Lys Leu
225 230 235 240

Val Ala Asn Asn Thr Arg Leu Trp Val Tyr Cys Gly Asn Gly Thr Pro
245 250 255

Asn Glu Leu Gly Gly Ala Asn Ile Pro Ala Glu Phe Leu Glu Asn Phe
260 265 270

Val Arg Ser Ser Asn Leu Lys Phe Gln Asp Ala Tyr Asn Ala Ala Gly
275 280 285

Gly His Asn Ala Val Phe Asn Phe Pro Pro Asn Gly Thr His Ser Trp
290 295 300

Glu Tyr Trp Gly Ala Gln Leu Asn Ala Met Lys Gly Asp Leu Gln Ser
305 310 315 320

Ser Leu Gly Ala Gly Met Thr Glu Gln Gln Trp Asn Phe Ala Gly Ile
325 330 335

Glu Ala Ala Ala Ser Ala Ile Gln Gly Asn Val Thr Ser Ile His Ser
340 345 350

Leu Leu Asp Glu Gly Lys Gln Ser Leu Thr Lys Leu Ala Ala Ala Trp
355 360 365

Gly Gly Ser Gly Ser Glu Ala Tyr Gln Gly Val Gln Gln Lys Trp Asp
370 375 380

Ala Thr Ala Thr Glu Leu Asn Asn Ala Leu Gln Asn Leu Ala Arg Thr
385 390 395 400

Ile Ser Glu Ala Gly Gln Ala Met Ala Ser Thr Glu Gly Asn Val Thr
405 410 415

Gly Met Phe Ala
420

<210> 93

<211> 1272

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

< >

<§§g> Descripcion de Secuencia Artificial: Proteina de fusion Ag85B-ESAT6 con secuencia sefal de lipoproteina

de 19 kDa

<400> 93
atgaagcgtg gactgacggt cgcggtagce ggagecgeca ttcectggtcege aggtctttece 60
ggatgttcaa gcaacaagtc gactacagga agcggtgaga ccacgaccgc ggcaggtacce 120
acggcaagcc ccggccggcec ggggcetgeeg gtcgagtace tgecaggtgece gtcegecgteg 180
atgggccgeg acatcaaggt tcagttccag ageggtggga acaactcacce tgeggtttat 240

ctgctcgacg gecctgegege ccaagacgac tacaacggct gggatatcaa caccccggeg 300
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ttcgagtggt actaccagtc gggactgtcg atagtcatge cggteggegg gecagtccage 360
ttctacagceg actggtacag cccggcctge ggtaaggctg gectgeccagac ttacaagtgg 420
gaaaccttcc tgaccagcga gctgccgcaa tggttgtccg ccaacagggce cgtgaagccce 480
accggcagceg ctgcaatcgg cttgtcgatg geccggectcgt cggcaatgat cttggceccgee 540
taccaccccce agcagttcat ctacgecegge tcgetgtcgg ccctgetgga cccctcectcag 600
gggatggggc ctagcctgat cggcctcgeg atgggtgacg ccggeggtta caaggccgca 660
gacatgtggg gtccctcgag tgacccggca tgggagcgca acgaccctac gcagcagatce 720
cccaagetgg tcgcaaacaa cacccggcecta tgggtttatt gecgggaacgg caccccgaac 780
gagttgggcg gtgccaacat acccgceccgag ttcettggaga acttcegttcg tagcagcaac 840
ctgaagttcce aggatgcgta caacgccgeg ggcgggcaca acgceccgtgtt caacttcceg 900
cccaacggca cgcacagcetg ggagtactgg ggcgetcage tcaacgccat gaagggtgac 960
ctgcagagtt cgttaggcgc cggcatgaca gagcagcagt ggaatttcge gggtatcgag 1020
gccgcggcaa gcgcaatcca gggaaatgtce acgtccattce attcecctect tgacgagggg 1080
aagcagtccc tgaccaagct cgcagcecggcec tggggcggta gcecggttcgga ggegtaccag 1140
ggtgtccage aaaaatggga cgccacggct accgagcectga acaacgcegcet gcagaacctg 1200
gcgecggacga tcagcgaage cggtcaggca atggettcecga ccgaaggcaa cgtcactggg 1260
atgttcgcat ga 1272

<210>94

<211> 423

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Ag85B-ESATG6 (secuencia sefal de la lipoproteina de 19 kDa)

<400> 94

Met Lys Arg Gly Leu Thr Val Ala Val Ala Gly Ala Ala Ile Leu Val
Ala Gly Leu Ser Gly Cys Ser Ser Asn Lys Ser Thr Thr Gly Ser Gly
20 25 30

Glu Thr Thr Thr Ala Ala Gly Thr Thr Ala Ser Pro Gly Arg Pro Gly
35 40 45

Leu Pro Val Glu Tyr Leu Gln Val Pro Ser Pro Ser Met Gly Arg Asp
50 55 60

Ile Lys Val Gln Phe Gln Ser Gly Gly Asn Asn Ser Pro Ala Val Tyr
65 70 75 80

Leu Leu Asp Gly Leu Arg Ala Gln Asp Asp Tyr Asn Gly Trp Asp Ile
85 90 95
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Asn Thr Pro Ala Phe Glu Trp Tyr Tyr Gln Ser Gly Leu Ser Ile Val
100 105 110

Met Pro Val Gly Gly Gln Ser Ser Phe Tyr Ser Asp Trp Tyr Ser Pro
115 120 125

Ala Cys Gly Lys Ala Gly Cys Gln Thr Tyr Lys Trp Glu Thr Phe Leu
130 135 140

Thr Ser Glu Leu Pro Gln Trp Leu Ser Ala Asn Arg Ala Val Lys Pro
145 150 155 160

Thr Gly Ser Ala Ala Ile Gly Leu Ser Met Ala Gly Ser Ser Ala Met
165 170 175

Ile Leu Ala Ala Tyr His Pro Gln Gln Phe Ile Tyr Ala Gly Ser Leu
180 185 190

Ser Ala Leu Leu Asp Pro Ser Gln Gly Met Gly Pro Ser Leu Ile Gly
195 200 205

Leu Ala Met Gly Asp Ala Gly Gly Tyr Lys Ala Ala Asp Met Trp Gly
210 215 220

Pro Ser Ser Asp Pro Ala Trp Glu Arg Asn Asp Pro Thr Gln Gln Ile
225 230 235 240

Pro Lys Leu Val Ala Asn Asn Thr Arg Leu Trp Val Tyr Cys Gly Asn
245 250 255

Gly Thr Pro Asn Glu Leu Gly Gly Ala Asn Ile Pro Ala Glu Phe Leu
260 265 270

Glu Asn Phe Val Arg Ser Ser Asn Leu Lys Phe Gln Asp Ala Tyr Asn
275 280 285

Ala Ala Gly Gly His Asn Ala Val Phe Asn Phe Pro Pro Asn Gly Thr
290 295 300

His Ser Trp Glu Tyr Trp Gly Ala Gln Leu Asn Ala Met Lys Gly Asp
305 310 315 320

Leu Gln Ser Ser Leu Gly Ala Gly Met Thr Glu Gln Gln Trp Asn Phe
325 330 335

Ala Gly Ile Glu Ala Ala Ala Ser Ala Ile Gln Gly Asn Val Thr Ser
340 345 350

Ile His Ser Leu Leu Asp Glu Gly Lys Gln Ser Leu Thr Lys Leu Ala
355 360 365

Ala Ala Trp Gly Gly Ser Gly Ser Glu Ala Tyr Gln Gly Val Gln Gln
370 375 380

Lys Trp Asp Ala Thr Ala Thr Glu Leu Asn Asn Ala Leu Gln Asn Leu
385 330 395 400

Ala Arg Thr Ile Ser Glu Ala Gly Gln Ala Met Ala Ser Thr Glu Gly
405 410 415

Asn Val Thr Gly Met Phe Ala
420

<210> 95

<211> 1020

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Proteina de fusion Rv2626¢-RpfD con la secuencia sefial Ag85B

<400> 95
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atgacagacg
gcggetgtag
ttctccatga
gagacgctaa
tgcggggacg
ctggctgegg
tactacgtcg
gtcegeegtg
atcgcccegac
atggcccteg
gacaggtgcg
tttgtecgegt
gccatcgege
ggtggtctge
gccgegagte
ggtgcgtgge

cacatcctga

tgagccgaaa
tcctteeggg
ccaccgcacg
ccgetgecge
acgaccggct
gcctagacce
atgcgaacgce
ttceggtceat
acctgceccga
ccagcatgac
ccaggatcgt
tgttgggtcet
aatgcgaatc
agatcagcca
cccagcaaca
cgaaatgtag

cgttecctege
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gattcgagcet
cctggtgggg
cgacatcatg
tcaatacatg
gcacggcatg
gaataccgcc
aagcatccag
ctcagagcac
gcacgccatt
accgggtttg
atgcacggtg
gtccaccatce
cggcggcaat
ggcgacgtgg
gatcgaggtc
ttcttgtagt

ggccgagact

tggggacgce
cttgeeggeg
aacgcaggtg
cgtgagcacg
ctcaccgacc
acggctggeg
gagatgctca
cgcttggteg
gtgcagttcg
cttactactg
ttcatcgaaa
agctcgaaag
tgggcggcca
gattccaacg
gcagacaaca
cagggagacg

ggaggttgtt

gattgatgat
gagcggcaac
tgacctgtgt
acatcggcge
gcgacattgt
agttggcceg
acgtcatgga
gaatcgtcac
tcaaggcaat
cgggtgetgg
ccgecgttgt
ccgacgacat
acaccggtaa
gtggtgtcgg
ttatgaaaac
caccgctggg

cggggagcag

cggcacggca
cgcgggcgeg
tggcgaacac
gttgccgatce
gatcaaaggc
ggacagcatc
agaacatcag
cgaagccgac
ctgctcgeee
ccgaccacgt
cgcgaccatg
cgattgggac
cgggttatac
gtcgeccggeg
ccaaggcccg
ctcgcectcacc

ggacgattag

<210> 96

<211> 339

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Rv2626¢c-RpfD (secuencia de sefales Ag85B)

<400> 96

Met Thr Asp Val Ser Arg Lys Ile Arg Ala Trp Gly Arg Arg Leu Met
1 5 10 15

Ile Gly Thr Ala Ala Ala Val Val Leu Pro Gly Leu Val Gly Leu Ala
20 25 30

Gly Gly Ala Ala Thr Ala Gly Ala Phe Ser Met Thr Thr Ala Arg Asp

139

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020
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35 40 45

Ile Met Asn Ala Gly Val Thr Cys Val Gly Glu His Glu Thr Leu Thr
50 55 60

Ala Ala Ala Gln Tyr Met Arg Glu His Asp Ile Gly Ala Leu Pro Ile
65 70 75 80

Cys Gly Asp Asp Asp Arg Leu His Gly Met Leu Thr Asp Arg Asp Ile
85 90 95

Val Ile Lys Gly Leu Ala Ala Gly Leu Asp Pro Asn Thr Ala Thr Ala
100 105 110

Gly Glu Leu Ala Arg Asp Ser Ile Tyr Tyr Val Asp Ala Asn Ala Ser
115 120 125

Ile Gln Glu Met Leu Asn Val Met Glu Glu His Gln Val Arg Arg Val
130 135 140

Pro Val Ile Ser Glu His Arg Leu Val Gly Ile Val Thr Glu Ala Asp
145 150 155 160

Ile Ala Arg His Leu Pro Glu His Ala Ile Val Gln Phe Val Lys Ala
165 170 175

Ile Cys Ser Pro Met Ala Leu Ala Ser Met Thr Pro Gly Leu Leu Thr
180 185 190

Thr Ala Gly Ala Gly Arg Pro Arg Asp Arg Cys Ala Arg Ile Val Cys
195 200 205

Thr Val Phe Ile Glu Thr Ala Val Val Ala Thr Met Phe Val Ala Leu
210 215 220

Leu Gly Leu Ser Thr Ile Ser Ser Lys Ala Asp Asp Ile Asp Trp Asp
225 230 235 240

Ala Ile Ala Gln Cys Glu Ser Gly Gly Asn Trp Ala Ala Asn Thr Gly
245 250 255

Asn Gly Leu Tyr Gly Gly Leu Gln Ile Ser Gln Ala Thr Trp Asp Ser
260 265 270

Asn Gly Gly Val Gly Ser Pro Ala Ala Ala Ser Pro Gln Gln Gln Ile
275 280 285

Glu Val Ala Asp Asn Ile Met Lys Thr Gln Gly Pro Gly Ala Trp Pro
290 295 300

Lys Cys Ser Ser Cys Ser Gln Gly Asp Ala Pro Leu Gly Ser Leu Thr
305 310 315 320

His Ile Leu Thr Phe Leu Ala Ala Glu Thr Gly Gly Cys Ser Gly Ser
325 330 335

Arg Asp Asp

<210> 97

<211> 1029

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Proteina de fusion Rv2626¢-RpfD con secuencia sefial de lipoproteina
de 19 kDa

<400> 97
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atgaagcgtg
ggatgttcaa
acggcaagcce
ggcgaacacg
ttgcecgatcet
atcaaaggcce
gacagcatct
gaacatcagg
gaagccgaca
tgctcecgececa
cgaccacgtg
gcgaccatgt
gattgggacg
gggttatacg
tcgeeggegg
caaggcccgg
tcgectcacce

gacgattag

<210> 98

<211> 342
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Rv2626¢-RpfD (secuencia sefial de la lipoproteina de 19 kDa)

<400> 98

gactgacggt
gcaacaagtc
ccggcatgac
agacgctaac
gcggggacga
tggctgcggg
actacgtcga
tcegeegtgt
tcgececgaca
tggcectege
acaggtgcgce
ttgtegegtt
ccatcgegea
gtggtctgca
ccgecgagtec
gtgegtggec

acatcctgac

ES2925950 T3

cgcggtagcece
gactacagga
caccgcacgce
cgctgeeget
cgaccggctg
cctagacccg
tgcgaacgca
teceggtcate
cctgcecgag
cagcatgaca
caggatcgta
gttgggtctg
atgcgaatcc
gatcagccag
ccagcaacag
gaaatgtagt

gttcectegeg

ggagccgcca
agcggtgaga
gacatcatga
caatacatgc
cacggcatgce
aataccgcca
agcatccagg
tcagagcacc
cacgccattg
ccgggtttge
tgcacggtgt
tccaccatca
ggcggcaatt
gcgacgtggg
atcgaggtcg
tcttgtagte

gccgagactg

Met Lys Arg Gly Leu Thr Val Ala Val Ala

1

5

10

Ala Gly Leu Ser Gly Cys Ser Ser Asn Lys

20

25

Glu Thr Thr Thr Ala Ala Gly Thr Thr Ala

35

40

Ala Arg Asp Ile Met Asn Ala Gly Val Thr

141

ttctggtege
ccacgaccgc
acgcaggtgt
gtgagcacga
tcaccgaccg
cggctggcga
agatgctcaa
gcttggtcgg
tgcagttegt
ttactactge
tcatcgaaac
gctcgaaage
gggcggcecaa
attccaacgg
cagacaacat
agggagacgc

gaggttgttc

Gly Ala Ala Ile Leu

Ser Thr Thr Gly Ser

Ser Pro Gly Met Thr

45

Cys Val Gly Glu His

aggtctttcece
ggcaggtacc
gacctgtgtt
catcggegeg
cgacattgtg
gttggcccgg
cgtcatggaa
aatcgtcacc
caaggcaatc
gggtgctgge
cgecegttgte
cgacgacatc
caccggtaac
tggtgtcggg
tatgaaaacc

accgctggge

ggggagcagg

15

30

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1029

Val

Gly

Thr

Glu



Thr

65

Leu

Arg

Ala

Asn

Arg

145

Glu

Val

Leu

Ile

Val

225

Asp

Asn

Trp

Gln

Ala

305

Ser

Ser

50

Leu

Pro

Asp

Thr

Ala

130

Arg

Ala

Lys

Leu

vVal

210

Ala

Trp

Thr

Asp

Gln

290

Trp

Leu

Gly

Thr

Ile

Ile

Ala

115

Ser

Val

Asp

Ala

Thr

195

Cys

Leu

Asp

Gly

Ser

275

Ile

Pro

Thr

Ser

Ala

Cys

val

100

Gly

Ile

Pro

Ile

Ile

180

Thr

Thr

Leu

Ala

Asn

260

Asn

Glu

Lys

His

Arg
340

Ala

Gly

Ile

Glu

Gln

Val

Ala

165

Cys

Ala

Val

Gly

Ile

245

Gly

Gly

Val

Cys

Ile

325

Asp
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Ala

70

Asp

Lys

Leu

Glu

Ile

150

Arg

Ser

Gly

Phe

Leu

230

Ala

Leu

Gly

Ala

Ser

310

Leu

Asp

55

Gln

Asp

Gly

Ala

Met

135

Ser

His

Pro

Ala

Ile

215

Ser

Gln

Tyr

Val

Asp

295

Ser

Thr

Tyr

Asp

Leu

Arg

120

Leu

Glu

Leu

Met

Gly

200

Glu

Thr

Cys

Gly

Gly

280

Asn

Cys

Phe

Met

Arg

Ala

105

Asp

Asn

His

Pro

Ala

185

Arg

Thr

Ile

Glu

Gly

265

Ser

Ile

Ser

Leu

142

Arg

Leu

Ala

Ser

Val

Arg

Glu

170

Leu

Pro

Ala

Ser

Ser

250

Leu

Pro

Met

Gln

Ala
330

Glu

75

His

Gly

Ile

Met

Leu

155

His

Ala

Arg

Val

Ser

235

Gly

Gln

Ala

Lys

Gly

315

Ala

60
His

Gly

Leu

Tyr

Glu

140

val

Ala

Ser

Asp

val

220

Lys

Gly

Ile

Ala

Thr

300

Asp

Glu

Asp

Met

Asp

Tyr

125

Glu

Gly

Ile

Met

Arg

205

Ala

Ala

Asn

Ser

Ala

285

Gln

Ala

Thr

Ile

Leu

Pro

110

Val

His

Ile

Val

Thr

190

Cys

Thr

Asp

Trp

Gln

270

Ser

Gly

Pro

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Gln

Vval

Gln

175

Pro

Ala

Met

Asp

Ala

255

Ala

Pro

Pro

Leu

Gly
335

Ala

80

Asp

Thr

Ala

Val

Thr

160

Phe

Gly

Arg

Phe

Ile

240

Ala

Thr

Gln

Gly

Gly

320

Cys



10

15

20

25

30

10.

1.
12.

13.

14.

ES2925950 T3

REIVINDICACIONES

Una proteina de fusion que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la
secuencia de aminoacidos de:

ESAT6-Rv1733c-Rv2626¢-RpfD; o
Ag85B-ESAT6-Rv1733c-Rv2626¢-RpfD.

La proteina de fusion de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que la proteina de fusion comprende una secuencia
de aminoécidos al menos 95% idéntica a Ag85B-ESAT6-Rv1733c-Rv2626¢-RpfD.

La proteina de fusion de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que la proteina de fusion es:

ESAT6-Rv1733c-Rv2626¢-RpfD; o
Ag85B-ESAT6-Rv1733c-Rv2626¢-RpfD.

La proteina de fusiéon de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que la proteina de fusion es Ag85B-ESAT6-Rv1733c-
Rv2626¢-RpfD.

Una composicién farmacéutica que comprende la proteina de fusién de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, y un portador farmacéuticamente aceptable.

Un vector que codifica la proteina de fusion de acuerdo con la reivindicacion 1.

El vector de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que el vector es el adenovirus 4, el adenovirus 5, el adenovirus
de chimpancé 3, el adenovirus de chimpancé 63, el adenovirus de chimpancé 68, la vaccinia Ankara modificada
(MVA), el virus de la parainfluenza modificado (PIV2) o el virus de la parainfluenza humana recombinante (rHPIV2).

Una célula que comprende un vector como el que se reivindica en la reivindicacion 6.

Una composicion que comprende al menos los cuatro antigenos de Mycobacterium tuberculosis (Mtb) ESATG6,
Rv1733c, Rv2626¢c y RpfD, en la que los al menos cuatro antigenos de Mtb estan codificados por una Unica
molécula de acido nucleico dentro del mismo vector como proteina de fusion.

La composicién de acuerdo con la reivindicacion 9, en la que se suprime la primera y/o segunda region
transmembrana de Rv1733c.

La composicion de acuerdo con la reivindicacion 9, que comprende ademas el antigeno Ag85B Mtb.

La composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, que comprende ademas un portador
farmacéuticamente aceptable.

Una proteina de fusion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o la composicién de cualquiera de
las reivindicaciones 9 a 12 para su uso en la provocacion de una respuesta inmunitaria contra Mycobacterium
tuberculosis en un mamifero.

Una proteina de fusidon para su uso en el tratamiento o la prevencion de una infeccién por Mycobacterium
tuberculosis, en la que la proteina de fusidén es una proteina de fusién de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4.
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Semana 4 Estimulacion In Vitro
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Semana 4 Estimulacion In Vitro
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