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RESUMO

“ANTIGENIO MTB32ADE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS COM UM LOCAL
ACTIVO INACTIVADO E SUAS PROTEINAS DE FUSAO”

A presente invengao refere-se a composigdes e proteinas de
fusdao contendo, pelo menos, dois antigénios de Mycobacterium sp.
e acidos nucleicos codificando essas composigbes e proteinas de
fusao. As composigdes da invengao aumentam a sensibilidade
seroldgica de soros de individuos infectados com tuberculose e
métodos para a sua utilizacao em diagndstico, tratamento e

prevengao da infecg¢ao com tuberculose.



DESCRIGAO

“ANTIGENIO MTB32ADE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS COM UM LOCAL
ACTIVO INACTIVADO E SUAS PROTEINAS DE FUSAO”

CAMPO DA INVENCAO

A presente invencao refere-se antigénios de Mycobacterium
sp. Em particular, esta refere-se a acidos nucleicos codificando
antigénios de M. tuberculosis, 0S8 dquails aumentam a sensibilidade
seroldgica de soros de individuos infectados com tuberculose e a
sua utilizacao em diagndstico, tratamento e prevencao da

infecgao da tuberculose.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

A tuberculose é uma doenga infecciosa crénica causada pela
infecgcao com M. tuberculosis e outras espécies de Mycobacterium.
Esta € uma doenga grave em paises em desenvolvimento, assim como
¢ um problema crescente em Aareas desenvolvidas do mundo, com
cerca de 8 milhbes de novos casos e 3 milhdes de mortes cada
ano. Embora a infeccdao possa ser assintomatica durante um
periodo de tempo consideravel, a doenga € mais frequentemente
manifestada como uma inflamag¢do aguda dos pulmdes, resultando em
febre e numa tosse nao produtiva. Se nao for tratada, resulta

tipicamente em complicagdes graves e morte.

Embora a tuberculose possa ser, geralmente, controlada
utilizando terapia prolongada com antibidético, esse tratamento

nao ¢ suficiente para prevenir a disseminacdao da doenca. Os



individuos infectados podem ser assintomaticos, mas contagiosos,
durante algum tempo. Além disso, embora a observéncia do regime
de tratamento seja crucial, o comportamento do doente é dificil
de monitorizar. Alguns doentes nao concluem o periodo de
tratamento, 0 que pode originar tratamento ineficaz e o

desenvolvimento da resisténcia a farmacos.

A vacinacao eficaz e o diagndéstico precoce exacto da doencga
sdo da maior 1importédncia para controlar a disseminacdao da
tuberculose. Actualmente, a vacinacado com bactérias vivas é o
método mais eficaz para induzir imunidade protectora. A
micobactéria mais comum utilizada com esta finalidade é o
Bacillus Calinette-Guerin (BCG), uma estirpe avirulenta de
M. bovis. No entanto, a seguranca e a eficacia da BCG sado uma
fonte da controvérsia e alguns paises, tal como os Estados

Unidos, nao vacinam o grande publico com este agente.

O diagndéstico da tuberculose € normalmente realizado,
utilizando um teste dérmico gque envolve a exposigao intradérmica
a PPD (derivado proteico purificado) da  tuberculina. As
respostas de células T especificas para um antigénio resultam
numa induracdo mensuravel no local de injeccdo as 48-72 horas
apdés a injeccgao, o que indica a exposicdao a antigénios
micobacterianos. No entanto, a sensibilidade e a especificidade
tém sido um problema com este teste e os individuos vacinados

com o BCG nao podem ser distinguidos de individuos infectados.

Embora os macréfagos tenham demonstrado actuar como o0s
principais efectores da imunidade contra Mycobacterium, as
células T sao os indutores predominantes dessa imunidade. O
papel essencial de células T na protecgdo contra a infecgao com

Mycobacterium é 1lustrado pela ocorréncia frequente de infeccao



com Mycobacterium em doentes com SIDA, devido ao esgotamento de
células T CD4" associado a infeccgao com o) virus da
imunodeficiéncia humana (HIV). As células T CD4' reactivas a
Mycobacterium demonstraram ser potentes produtoras de
interferao-y (IFN-vy), o qual, por sua vez, demonstrou provocar
efeitos anti-micobacterianos de macréfagos em murganhos. Embora
0 papel do IFN-y em humanos seja menos evidente, o0s estudos
mostraram que a 1,25-di-hidroxi-vitamina D3, isoladamente ou em
combinagao com IFN-y ou factor alfa de necrose tumoral, activa
0os macréfagos humanos para inibirem a infeccao com
M. tuberculosis. Além disso, é conhecido que o IFN-y estimula os
macréfagos humanos a produzirem 1,25-di-hidroxi-vitamina D3. De
um modo semelhante, a interleucina 12 (IL-12) demonstrou
desempenhar um papel no estimulo da resisténcia a infecgado com
M. tuberculosis. Para uma revisao da imunologia da infecgao com
M. tuberculosis, ver Chan e Kaufmann, Tuberculosis: Pathogenesis,
Protection and Control (Bloom ed., 1994) e Harrison’s Principles
of Internal Medicine, volume 1, paginas 1004-1014 e 1019-1023
(142 ed., Fauci et al., ed., 1998).

Skeiky et al., Infection and Immunity 1999 67(8):3998-4007
descreve a clonagem, expressao e avaliacao imunoldégica de dois
antigénios putativos da serina protease secretada de
Mycobacterium tuberculosis, i1dentificando a triade catalitica de
histidina, acido aspartico e serina (correspondendo aqui

respectivamente aos residuos 95, 126 e 208 da SEQ ID N°: 2).

Consequentemente, verifica-se uma necessidade de reagentes
de diagndéstico melhorados e de métodos melhorados para

diagndéstico, prevengao e tratamento da tuberculose.



SUMARIO DA INVENCAO

Num aspecto, a presente invencao proporciona polipéptidos e
proteinas de fusdo compreendendo uma versao mutada de MTB32A, na
qual cada um, dois ou trés dos trés aminoacidos de histidina,
aspartato ou serina no local activo foi mutado num aminodcido
diferente. Numa forma de realizagao, no Ra35FL, a serina na
posicao 183 foi mutada para um residuo de alanina, formando
Ra35FLMutSA. Numa forma de realizagao, o ADN codificando Ra35FL
foi mutado por alteragcao de uma T numa G, resultando numa

mutagcdo de serina em alanina no aminoacido 183 da SEQ ID N°: 4.

A presente invencao ¢é baseada, em parte, na verificagdo da
requerente de que os polinucledétidos de fusao, os polipéptidos
de fusao ou composigdes gue contém, pelo menos, duas sequéncias
codificantes ou antigénios heterdélogos de M. tuberculosis sao
altamente antigénicos e, apés administragao a um doente,
aumentam a sensibilidade dos soros da tuberculose. Além disso,
os polipéptidos e os polinucledtidos de fusdo sao uteis como
instrumentos de diagndstico em doentes gque podem ter sido

infectados com o Mycobacterium.

Os polipéptidos, polipéptidos de fusdo e os acidos
nucleicos da invengao podem ser utilizados em ensaios in vitro e
in vivo para detectar anticorpos humorais ou imunidade mediada
por células contra M. tuberculosis para o diagndéstico de infeccéao
ou monitorizagcao da progressao de doencga. Por exemplo, 0s
polipéptidos podem ser utilizados como um agente de diagndstico
in vivo sob a forma de um teste cutdneo intradérmico. Os
polipéptidos podem ser também utilizados em testes in vitro, tal
como num ELISA com soro do doente. Alternativamente, os &acidos

nucleicos e o0s polipéptidos de fusao podem ser utilizados para



produzir anticorpos anti-M. tuberculosis num animal nao-humano.
Os anticorpos podem ser utilizados para detectar os antigénios

alvo in vivo e in vitro.

Os polipéptidos, polipéptidos de fusdo e os acidos
nucleicos podem ser utilizados como imunogénios para produzir ou
promover uma resposta imunitdaria protectora num doente. Os
polinucledtidos isolados ou purificados sao utilizados para
produzir antigénios polipeptidicos de fusao recombinantes
in vitro, os quals sao entao administrados como uma vacina.
Alternativamente, os polinucledtidos podem ser administrados
directamente num individuo como vacinas de ADN para promover a
expressao de antigénio no individuo e a indugao subsequente de
uma resposta imunitdria anti-M. tuberculosis. Deste modo, os
polipéptidos de M. tuberculosis e os acidos nucleicos da
invengao, 1solados ou purificados, podem ser formulados como
composicgbes farmacéuticas para administracdo a um individuo na
prevengao e/ou no tratamento da infecgdo com M. tuberculosis. A
imunogenicidade da proteina de fusao ou dos antigénios pode ser
intensificada pela inclusao de um adjuvante, assim como de
polipéptidos de fusao adicionais, de Mycobacterium ou de outros
organismos, tais como polipéptidos bacterianos, virais, de
mamifero. Podem ser também incluidos polipéptidos adicionais nas
composigdes, ligados ou nao ligados ao polipéptido de fusao ou

composigdes.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A Figura 1 mostra a percentagem de sobrevivéncia de cobaios

vacinados com a poliproteina MTB72F.



A Figura 2 mostra CFU de células do baco (Fig. 22) e de
células pulmonares apds a imunizacao com ADN de MTB72F,
MTB59F, MTB72F ou com uma composicao compreendendo o0s

antigénios Ral2, TbH9 e Ra35.

A Figura 3 mostra um diagrama esquematico do MTB72F.

A Figura 4 mostra a sequéncia de nucledtidos e de
aminoacidos de Ra35 (195 aminoacidos da porgdo do terminal

N de MTB32A).

A Figura 5 mostra um alinhamento das sequéncias de

aminodacidos de MTB72F e da versdo mutada de MTB72FMutSA.

A  Figura 6 mostra um alinhamento das sequéncias de
aminodcidos da Ra35/MTB32A madura (completa) e a versao

mutada de Ra35FLMutSA.

A Figura 7 mostra a sobrevivéncia a longo prazo de cobaios

vacinados com formulagdes Mtb72F.

DESCRICAO DAS FORMAS DE REALIZACAO ESPECIFICAS

A presente invengao refere-se a um polipéptido
compreendendo um polipéptido MTB32A de uma espécie de
Mycobacterium do complexo da tuberculose, em que pelo menos um
aminodacido na triade do local activo do antigénio MTB32A
(SEQ ID N°:2 ou 4) foi substituido por um aminocdcido diferente.
Também & proporcionado um acido nucleico codificando um
polipéptido compreendendo um antigénio MTB32A de uma espécie de

Mycobacterium do complexo da tuberculose, em que pelo menos um



aminodacido na triade do local activo do antigénio MTB32A

(SEQ ID N°:2 ou 4) foi substituido por um aminoacido diferente.

E adicionalmente proporcionado um polipéptido de fusao
compreendendo um antigénio MTB39 (SEQ ID N°: 12 ou 14) de uma
espécie de Mycobacterium do complexo da tuberculose e um
antigénio compreendendo, pelo menos, 195 aminodcidos do terminal
N do antigénio MTB32A (SEQ ID N°:2 ou 4) de uma espécie de
Mycobacterium do complexo da tuberculose, em que um aminoacido
na triade do local activo do antigénio MTB32A (SEQ ID N°:2 ou 4)
foli substituido por um aminoacido diferente, e 4acidos nucleicos

codificando esses polipéptidos de fusao.

Estas composigdes, polipéptidos de fusao e os acidos
nucleicos gque o0s codificam sao, consequentemente, Uteis para
promover uma resposta protectora em doentes e em aplicagdes de

diagndstico.

Os antigénios da presente invencao podem ainda compreender
outros componentes concebidos para intensificar a antigenicidade
dos antigénios ou melhorar estes antigénios em outros aspectos,
por exemplo, o isolamento destes antigénios através da adigao de
um prolongamento de residuos de histidina numa extremidade do
antigénio. As composicgdes, polipéptidos de fusdo e os acidos
nucleicos da invencao podem compreender cédpias adicionais de
antigénios ou polipéptidos heterdélogos adicionais de
Mycobacterium sp., tais como antigénio MTB8.4, antigénio MTB9.8,
antigénio MTB9.9, antigénio MTB40, antigénio MTB41, 38-1, TbRa3,
38 kD, DPEP, TbH4, DPPD, antigénio ESAT-6, antigénio do complexo
MTB85 (e. g., MTB85b) ou antigénio w-cristalino e Erdl4d. As
composicgdes, polipéptidos de fusdo e os acidos nucleicos da

invencao podem também compreender polipéptidos heterdlogos



adicionais provenientes de outras fontes nao-Mycobacterium. Por
exemplo, as proteinas de fusao da invengao podem incluir
polipéptidos ou 4acidos nucleicos codificando polipéptidos, em
que o polipéptido intensifica a expressao do antigénio, e. g.,
NS 1, uma proteina do virus influenza ou uma sua pPoOrgao
imunogénica (ver e. g¢g., documentos W099/4018 e WO093/04175). Os
acidos nucleicos da invengdo podem ser concebidos com base na
preferéncia de codao de uma espécie seleccionada, e. g.,

humanos.

As composigbes da invengao podem ser ADN nu ou as
composicgbes, e. g., o0s polipéptidos podem também compreender
adjuvantes, e. g., MPL, 3D-MPL, IFA, adjuvantes AS, tais como
AS2, AS2’, AS2’'’, AS4, AS6, ENHANZYN (Detox), @S21, CwS, TDM,
AGP, CPG, Leif, saponina e miméticos da saponina e o0s seus
derivados. Além disso, as composigbes da invengao podem

compreender BCG ou Pvac como um adjuvante.

Na nomenclatura do pedido, Ra35 refere-se ao terminal N de
MTB32A (Ra35FL), compreendendo, pelo menos, cerca de 195 a
205 amincdacidos de MTB32A de M. tuberculosis ou a regiao
correspondente de outra espécie de Mycobacterium. Ral2 refere-se
ao terminal C de MTB32A (Ra35FL), compreendendo, pelo menos,
cerca de 132 dos Ultimos aminocacidos de MTB32A de M. tuberculosis

ou a regiado correspondente de outra espécie de Mycobacterium.

O seguinte proporciona sequéncias de alguns antigénios

utilizados nas proteinas de fusao da invencao:

SEQ ID N°: 1-4: MTB32A (Ra35FL ou Ra35 maduro), cuja
sequéncia ¢é também divulgada como SEQ ID N°: 17 (ADNc) e
SEQ ID N°: 79 (proteina) nos pedidos de patente U.S.



N° 08/523436, 08/523435, N° 08/658800, N° 08/659683,
N° 08/818112, N° 09/056556 e N° 08/818111 e nos pedidos
W097/09428 e W097/09429, ver também Skeiky et al., Infection and
Immunity 67:3998-4007 (1999). O termo MTB32A inclui também
sequéncias de aminoacidos MTB32A, nas quails o residuo de serina
na posigao de aminoacido 208 na SEQ ID N°: 2 ou na posigao de
aminoacido 183 na SEQ ID N°: 4, foi modificado para outro
aminoacido (e. g., alanina, Ra35FLMutSA, ver e. g¢g., Figura 6 e

SEQ ID N°: 6).

SEQ ID N°: 5 e 6: Ra35FLMut SA, a versao madura de RA35FL

na qual o residuo de serina na posigdo de aminodcido 183 da

SEQ ID N°: 4 foi modificada para um residuo alanina.

SEQ ID N°: 7 e 8: Ra35, o terminal N de MTB32A (Ra35FL),

compreendendo, pelo menos, cerca de 195 aminocacidos do terminal
N de MTB32A de M. tuberculosis, cujas sequéncias nucleotidicas e
de aminoacidos sao divulgadas na Figura 4 (ver também
aminoacidos 33-227 da SEQ ID N°: 2 e aminoadcidos 8 a 202 da
SEQ ID N°: 4). O termo Ra35 (N-term) inclui também sequéncias
de aminoacidos Ra35, nas quais o local activo Ser foi modificado

como descrito acima.

SEQ 1ID N°e: 9 e 10: MTBRalZz, 0 terminal C de MTB32A

(Ra35FL), compreendendo, pelo menos, cerca de 132 aminodcidos do
terminal C de MTB32A de M. tuberculosis (ver, e. g., O0s
aminoacidos 224 a 355 da SEQ ID N°: 2 e os aminoacidos 199 a
330 da SEQ ID N°: 4), cuja sequéncia ¢é divulgada como
SEQ ID N°: 4 (ADN) e SEQ ID N°: 66 (sequéncia de aminocdacidos

prevista) no pedido de patente U. S. N° 09/072967.



SEQ ID N°: 11, 12, 13 e 14: MTB39 (TbH9), cuja sequéncia é

divulgada como SEQ ID N°: 106 (ADNc completo) e
SEQ ID N°: 107 (proteina completa) nos pedidos de patente U.S.
N° 08/658800, N° 08/659683, N° 08/818112 e N° 08/818111 e nos
pedidos W097/09428 e W097/09429. A sequéncia ¢ também divulgada
como SEQ ID N°: 33 (ADN) e SEQ ID ©N°: 91 (aminoacidos) no

pedido de patente U.S. N° 09/056559.

O seguinte proporciona sequéncias de algumas proteinas de

fusao

SEQ 1ID Ne: 15 e 16: MTR72F (Ral2-TbH9-Ra35), cuja

sequéncia é divulgada como SEQ ID N°: 1 (ADN) e SEQ ID N°: 2
(proteina) no pedido de patente U.S. N° 09/223040, N° 09/223040
e no pedido PCT/US99/07717. O termo MTB372F inclui também
sequéncias de aminoacidos MTB72F, nas quais qualquer dos trés
aminoacidos da triade do local activo em Ra35FL (i. e., His, Asp
ou Ser), foi modificado como descrito acima (ver e. g.,

MTB72FMutSA, Figura 5).

SEQ ID N°: 17 e 18: MIB72FMutSA (Ral2-TbH9-Ra3bMutSA), em

que, no componente Ra35 da proteina de fusao, a serina na

posigao 710 fol modificada para uma alanina.

SEQ ID N°: 19 e 20: TbH9-Ra35 (MTB59F), cuja seguéncia é

divulgada como SEQ ID N°: 23 (ADNCcC) e SEQ ID N°: 24
(proteina) no pedido de patente U.S. N° 09/287849 e no pedido
PCT/US99/07717.

O seguinte proporciona sequéncias de alguns antigénios
adicionais utilizados nas composigdes e proteinas de fusao da

invencao:
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SEQ ID N° 21 e 22: MTBR8.4 (DPV), cuja sequéncia ¢ divulgada

como SEQ 1ID N°e: 101 (ADNc) e SEQ 1ID N°: 102 (proteina) nos
pedidos de patente U.S. N° 08/658800, N° 08/659683,
N° 08/818112 e N° 08/818111 e nos pedidos W097/09428 e
W097/09429.

SEQ ID N°: 23 e 24: MTB9.8 (MSL), «cuja sequéncia ¢é

divulgada como SEQ 1ID Ne: 12 (ADN), SEQ 1ID N°: 109 (sequéncia
de aminoacidos prevista) e SEQ ID N°: 110 a 124 (péptidos) nos
pedidos de patente U.S. Ne 08/859381, N° 08/858998,
N°¢ 09/073009 e N° 09/073010 e nos pedidos PCT/US98/10407 e
PCT/US98/10514.

SEQ ID N°: 25, 26 e 27: MTB9.9A (MTI, também conhecido

como MTI-A), cuja sequéncia ¢é divulgada como SEQ ID N°: 3 e
SEQ ID N°: 4 (ADN) e SEQ 1ID N°: 29 e SEQ 1ID N°: 51 a 66
(péptido da ORF de MTI) nos pedidos de patente U.S.
N° 08/859381, N°. 08/858998, N° 09/073009 e 09/073010 e nos
pedidos PCT/US98/10407 e PCT/US98/10514. Existem também duas

outras variantes MTI designadas MTI-B e MTI-C.

SEQ ID N°: 28 e 29: MTB40 (HTCC N° 1), cuja sequéncia é

divulgada como SEQ ID N°: 137 (ADNc) e 138 (sequéncia de
aminodcidos prevista) nos pedidos de patente U.S. N° 09/073009 e
N° 09/073010 e nos pedidos PCT/US98/10407 e PCT/US98/10514.

SEQ ID N°: 30 e 31: MTB41 (MTCC N° 2), cuja sequéncia é

divulgada como SEQ ID N°: 140 (ADNC) e SEQ ID N°: 142
(sequéncia de aminoacidos prevista) nos pedidos de patente U.S.
N° 09/073009 e ©N° 09/073010 e nos pedidos PCT/US98/10407 e
PCT/US98/10514.

11



SEQ ID N°: 32 e 33: ESAT-6, cuja sequéncia ¢é divulgada

como SEQ ID N°: 103 (ADN) e SEQ 1ID N°: 104 (sequéncia de
aminodacidos prevista) no pedido de patente U.S. N° 09/072967. A
sequéncia de ESAT-6 ¢é também divulgada na Patente U.S. N°
5955077.

SEQ ID N°: 34 e 35: Tb38-1 ou 38-1 (MTbll), cuja sequéncia

é divulgada na SEQ ID N°: 46 (ADN) e SEQ ID N°: 88
(aminodcidos previstos) nos pedidos de patente U.S. N° 09/07296;
08/523436; 08/523435; 08/818112; e 08/818111; e nos pedidos
W097/09428 e WO97/09429.

SEQ ID N°: 36 e 37: TbRa3, cuja sequéncia é divulgada naa

SEQ 1ID N°: 15 (ADN) e SEQ 1ID N°: 77 (sequéncia de aminoacidos

prevista) dos pedidos WO 97/09428 e W0O97/09429.

SEQ ID N°: 38 e 39: 38 kD, cuja sequéncia é divulgada na

SEQ ID N°: 154 (ADN) e SEQ ID N°: 155 (sequéncia de
aminoacidos prevista) no pedido de patente U.S. N° 09/072967. 38
kD tém duas formas alternativas, com e sem o residuo de cisteina

do terminal N.

SEQ ID N°: 40 e 41: DPEP, cuja sequéncia € divulgada na

SEQ ID N°: 52 (ADN) e SEQ 1ID ©N°: 53 (sequéncia de aminoacidos

prevista) nas publicagdes W097/09428 e W097/09429.

SEQ ID N°: 42 e 43: TbH4, cuja sequéncia é divulgada como

SEQ ID N°: 43 (ADN) e SEQ ID ©N°: 81 (sequéncia de aminoacidos

prevista) nas publicagdes W097/09428 e W097/09429.

SEQ ID N°: 44 e 45: DPPD, cuja sequéncia € divulgada na

SEQ ID N°: 240 (ADN) e SEQ ID N°: 241 (sequéncia de

12



aminodacidos prevista) no documento USSN 09/072967 e nos pedidos
PCT/US99/03268 e PCT/US99/03265. A forma segregada de DPPD &
aqui mostrada na Figura 12 do documento PCT/US00/28095.

MTb82 (MTb867), cuja sequéncia ¢é divulgada nas Figuras 8
(ADN) e 9 (aminoacidos) do documento PCT/US00/2809.

Erdl4 (MTbl6), cujo ADNc e sequéncias de aminoacidos séao
divulgados em Verbon et al., J. Bacteriology 174:1352-1359
(1992).

Antigénio «o-cristalino, cuja sequéncia ¢é divulgada em

Verbon et al., J. Bact. 174:1352-1359 (1992);

Antigénio complexo 85, e. g., antigénio 85b, cuja sequéncia
é divulgada no Content et al., Infect. & Immunol. 59:3205-3212
(1991) .

O seguinte proporciona sequéncias de algumas proteinas de

fusao adicionais:

SEQ ID N°: 46 e 47: DPV-MTI-MSL (MTb31F), cuja sequéncia
é divulgada na SEQ ID N°: 18 (ADNC) e SEQ ID N°: 19
(proteina) no pedido de patente U.S. N° 09/287849 e no pedido
PCT/US99/07717.

SEQ ID N°: 48 e 49 DPV-MTI-MSL-MTCC N° 2 (MTb71F), cuja
sequéncia é divulgada como SEQ ID N°: 15 (4cido nucleico) e na
SEQ ID N°: 16: (proteina) no pedido de patente U.S.
N° 09/287849 e no pedido PCT/US99/07717.
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Cada das sequéncias acima é também divulgada em Cole et al.
Nature 393:537 (1998) e podem ser encontradas em, e. g.,

http://www.sanger.ac.uk e http:/www.pasteur.fr/mycdb/.

As sequéncias acima sao divulgadas nos pedidos de patente

U.S. N° 08/523435, 08/523436, 08/658800,
08/65968308/81811108/81811208/942341, 08/942578, 08/858998,
08/859381, 09/056556, 09/072596, 09/072967, 09/073009,

09/073010, 09/223040, 091287849 09/597796; e nos pedidos de
patente PCT PCT/US00/28095; PCT/US98/10407, PCT/US98/10514,
PCT/US99/03265, PCT/US99/03268, PCT/US99/07717, W097/09428 e
W097/09429, W098/16645, W098/16646.

Os antigénios aqui descritos incluem variantes polimérficas
e variagbes modificadas de forma conservadora, assim como
homdélogos de Mycobacterium inter-estirpe e interespecificos.
Além disso, os antigénios aqui descritos incluem subsequéncias
ou sequéncias truncadas. As proteinas de fusadao podem conter
também polipéptidos adicionais, opcionalmente péptidos
heterdélogos provenientes de Mycobacterium ou de outras fontes.
Estes antigénios podem ser modificados, por exemplo, adicionando
sequéncias de elementos de ligacadao peptidicos como descrito
abaixo. Estes elementos de ligacdao peptidicos podem ser
inseridos entre um ou mais polipéptidos que constituem cada das

proteinas de fusao.

DEFINIGOES

“Polipéptido de fusao” ou “proteina de fusao” refere-se a
uma proteina tendo, pelo menos, dois polipéptidos heterdlogos de

Mycobacterium sp. ligados covalentemente, directamente ou
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através de um elemento de ligagdo aminocacidico. Os polipéptidos
que formam a proteina de fusadao estao tipicamente ligados do
terminal C ao terminal N, embora estes possam também estar
ligados do terminal C ao terminal C, do terminal N ao terminal N
ou do terminal N ao terminal C. Os polipéptidos da proteina de
fusdao podem estar sob qualquer ordem. Este termo refere-se
também a variantes modificadas de forma conservadora, variantes
polimérficas, alelos, mutantes, subsequéncias, homdélogos
interespecificos e fragmentos imunogénicos dos antigénios gque
constituem a proteina de fusdo. 0Os antigénios de Mycobacterium
tuberculosis sao descritos em Cole et al., Nature 393:537
(1998), que divulga o genoma de Mycobacterium tuberculosis
completo. A sequéncia completa de Mycobacterium tuberculosis
pode ser também encontrada em http://www.sanger.ac.uk e em
http://www.pasteur.fr/mycdb/ (MycDB). Os antigénios de outras
espécies de Mycobacterium que correspondem a antigénios de
M. tuberculosis podem ser identificados, e. g., utilizando
algoritmos de comparagao de sequéncias, como aqui descritos ou
outros métodos conhecidos do especialista na técnica, e. g.,
ensaios de hibridacao e ensaios de ligagcao de anticorpos. As
proteinas de fusao da invencao podem também compreender copias
adicionais de um antigénio componente ou seu fragmento

imunogénico.

Em algumas formas de realizacao, oS polipéptidos
individuais da proteina de fusdao estao ordernados dos grandes
para os pequenos {(do terminal N para o C). Os antigénios grandes
tém aproximadamente 30 a 150 kD de tamanho, os antigénios médios
tém aproximadamente 10 a 30 kD de tamanho e o0s antigénios
pequenos tém aproximadamente menos de 10 kD de tamanho. A
sequéncia codificando o polipéptido individual pode ser tao

pequena quanto, e. g., um fragmento imunogénico tal como um
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epitopo de CTL individual <codificando cerca de 8 a 9
aminodacidos, ou, e. g., um epitopo de HTL ou de célula B. O

fragmento pode também incluir epitopos multiplos.

O fragmento imunogénico pode também representar uma parte
maior da sequéncia do antigénio, e. g., cerca de 50% ou mais de
MTB39 e MTB32A, e. g., as porgdes do terminal N e C de MTB32A. Os
fragmentos imunogénicos preferidos de MTB32A incluem Ral2, Ra35

e Ra35 MutSA.

Os polipéptidos de fusao compreendem opcionalmente
polipéptidos adicionais, e. g., trés, quatro, cinco, seis ou
mais polipéptidos, até cerca de 25 polipéptidos, opcionalmente
polipéptidos heterdlogos ou polipéptidos homdélogos repetidos,
fundidos com, pelo menos, dois antigénios heterdlogos. Os
polipéptidos adicionais da proteina de fusao sdao opcionalmente
derivados de Mycobacterium, assim como de outras fontes, tais
como outras fontes bacterianas, virais ou de invertebrado, de
vertebrado ou de mamifero. O0s polipéptidos individuais da
proteina de fusao podem estar sob gqualquer ordem. Como aqui
descrito, a proteina de fusao pode estar também ligada a outras
moléculas, incluindo polipéptidos adicionais. As composigdes da
invencao podem também compreender polipéptidos adicionais que
ndo estao ligados as proteinas de fusdo da invencao. Estes
polipéptidos adicionais podem ser polipéptidos heterdlogos ou

homdélogos.

O termo “fundido” refere-se a ligagcdo covalente entre dois
polipéptidos numa proteina de fusdo. Os polipéptidos estéo
tipicamente ligados através de uma ligacgao peptidica,
directamente entre si ou através de um elemento de ligacéao

aminoacidico. Opcionalmente, 0os péptidos podem ser ligados
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através de ligagdes covalentes nao-peptidicas conhecidas do

especialista na técnica.

“EL” refere-se a comprimento completo, i. e., um
polipéptido gque tem o mesmo comprimento que o polipéptido do
tipo selvagem.

“seu fragmento imunogénico” refere-se a um

O termo
polipéptido compreendendo um epitopo que ¢é reconhecido por
linfécitos T citotdxicos, linfdécitos T auxiliadores ou células

B.

O termo “egpécie de Mycobacterium do complexo da
tuberculose” inclui as espécies normalmente consideradas como
causadoras da doenga da tuberculose, assim como espécies
ambientais e oportunistas de Mycobacterium que causam
tuberculose e doengas pulmonares em doentes 1imunitariamente
comprometidos, tal como doentes com SIDA, e. g., M. tuberculosis,
M. bovis ou M. africanum, BCG, M. avium, M. intracellulare, M.
celatum, M. genavense, M. haemophilum, M. kansasii, M. simiae,
M. vaccae, M. fortuitum e M. scrofulaceum (ver e. g., Harrison’s
Principles of Internal Medicine, volume 1, pp 1004-1014 e
1019-1023 (142 ed., Fauci et al., eds., 1998).

Um adjuvante refere-se aos componentes numa vacina ou numa
composigdo terapéutica que aumentam a resposta imunitaria
especifica ao antigénio (ver e. g., Edelman, AIDS Res. Hum
Retroviruses 8:1409-1411 (1992)). Os adjuvantes induzem
respostas imunitdrias de respostas do tipo Thl e do tipo Th-2.
As citocinas do tipo Thl (e. g., IFN-y, IL-2 e IL-12) tendem a
favorecer a inducdo da resposta imunitaria mediada por células a

um antigénio administrado, enquanto que as citocinas do tipo
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Th-2 (e. g., IL-4, IL-5, I1-6, IL-10 e TNF-PB) tendem a favorecer

a indugdo de respostas imunitarias humorais.

“Acido nucleico” refere-se a desoxirribonucledétidos ou
ribonucledtidos e seus polimeros na forma de cadeia simples ou
dupla. O termo abrange acidos nucleicos contendo andlogos de
nucledétido conhecidos ou residuos ou ligagdes de estrutura base
modificados, gque sejam sintéticos, de ocorréncia natural e de
ocorréncia nao natural, qgue tenham propriedades de 1ligacgao
semelhantes ao acido nucleico de referéncia e gue sejam
metabolizados de uma forma semelhante aos nucledtidos de
referéncia. Os exemplos desses andlogos incluem, sem limitacéao,
fosforotioatos, fosforamidatos, metilo fosfonatos,
metilfosfonatos quirais, 2-0-metil ribonucledtidos, acidos

nucleicos peptidicos (PNA).

A menos que indicado de outra forma, uma sequéncia de acido
nucleico particular abrange, também, implicitamente as suas
variantes modificadas de forma conservadora (e. g.,
substituig¢des de codao degeneradas) e sequéncias complementares,
assim como a sequéncia explicitamente indicada. Especificamente,
as substituigdes de codao degeneradas podem ser realizadas
produzindo sequéncias nas quails a terceira posigao de um ou mais
coddes seleccionados (ou de todos) esta substituida com residuos
de base mista e/ou de desoxi-inosina (Batzer et al., Nucleic
Acid Res. 19:5081 (1991); Ohtsuka et al., J. Biol. Chem.
260:2605-2608 (1985); Rossolini et al., Mol. Cell. Probes 8:91-

98 (1994)). O termo acido nucleico ¢ utilizado, de uma forma
alternada, com gene, ADNc, ARNm, oligonucledtido e
polinucledtido.
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Os termos “polipéptido”, “péptido” e “proteina” sao aqui
utilizados indiscriminadamente para se referirem a um polimero
de residuos de aminoacidos. Os termos aplicam-se a polimeros de
aminodcidos em gque um ou mais residuos de aminoacidos sao um
composto quimico artificial mimético de um aminoacido de
ocorréncia natural correspondente, assim como a polimeros de
aminoacidos de ocorréncia natural e polimeros de aminoacidos de

ocorréncia nao natural.

O termo *“aminocacido” refere-se a aminoacidos de ocorréncia
natural e sintéticos, assim como a andalogos de aminodcido e
miméticos de aminodcidos que funcionam de uma forma semelhante
aos aminoacidos de ocorréncia natural. Os aminoacidos de
ocorréncia natural sao os codificados pelo cédigo genético,
assim como os aminoacidos que sdo posteriormente modificados,
e. g., hidroxiprolina, y-carboxiglutamato e O-fosfosserina. Os
analogos de aminoacido referem-se a compostos que tém a mesma
estrutura quimica basica de um aminoacido de ocorréncia natural,
i. e., um carbono o gque esta ligado a um hidrogénio, um grupo
carboxilo, um grupo amina e um dgrupo R, e. ¢g., homosserina,
norleucina, sulfdéxido de metionina, metilsulfdénio de metionina.
Esses analogos tém grupos R modificados (e. g., norleucina) ou
estruturas base peptidicas modificadas, mas conservam a mesma
estrutura quimica basica de um aminoadcido de ocorréncia natural.
Miméticos de aminoacido referem-se a compostos quimicos que tém
uma estrutura que é diferente da estrutura quimica geral de um
aminoacido, mas que funcionam de uma forma semelhante a um

aminodcido de ocorréncia natural.

Os aminodcidos podem ser aqui designados pelos seus
simbolos de trés letras normalmente conhecidos, ou pelos

simbolos de uma letra recomendados pela Comissdo de Nomenclatura
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Bioquimica IUPAC-IUB. Do mesmo modo, o0s nucledétidos podem ser

designados pelos seus cddigos de uma letra normalmente aceites.

“Variantes modificadas de forma conservadora” aplica-se a
sequéncias de aminocdcidos e de acidos nucleicos. No gue respeita
a sequéncias de 4acidos nucleicos particulares, as variantes
modificadas de forma conservadora referem-se aos acidos
nucleicos que codificam sequéncias de aminoacidos idénticas ou
essencialmente idénticas ou em gque o acido nucleico ndo codifica
uma sequéncia de aminoacidos, a sequéncias essencialmente
idénticas. Devido a degenerescéncia do c¢bédigo genético, um
grande numero de Acidos nucleicos funcionalmente idénticos
codifica uma determinada proteina. Por exemplo, os coddes GCA,
GCC, GCG e GCU codificam todos, o aminoacido alanina. Deste
modo, para cada posicao em que é especificada uma alanina por um
codao, o <codao pode ser alterado para gqualgquer dos coddes
correspondentes descritos, sem alterar o polipéptido codificado.
Essas variagdes de acidos nucleicos sao “variagdes silenciosas”,
as quais sao um tipo de wvariagdes modificadas de forma
conservadora. Cada sequéncia de acido nucleico aqui que codifica
um polipéptido descreve também cada variagao silenciosa possivel
do acido nucleico. Um especialista na técnica ird reconhecer que

-

cada coddo num acido nucleico (excepto o AUG, o gqual ¢&

0N

normalmente o Unico coddo da metionina e o TGG, o qual
normalmente o Unico coddo do triptofano) pode ser modificado
para produzir uma molécula funcionalmente idéntica.
Consequentemente, cada variagdo silenciosa de um acido nucleico
que codifica um polipéptido esta implicita em cada sequéncia

descrita.

No que se refere a sequéncias de aminoacidos, um

especialista na técnica ira reconhecer que substituicgdes,
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eliminagdes ou adigbes individuais numa sequéncia de acido
nucleico, péptido, polipéptido ou proteina que alteram,
adicionam ou eliminam um Unico aminocdcido ou uma peguena

"

percentagem de aminocdcidos na sequéncia codificada é uma
variante modificada de forma conservadora”, em que a alteracgao

resulta na substituicdao de um aminocdacido por um aminoacido

quimicamente semelhante. As tabelas de substituigao
conservadoras que proporcionam aminodcidos funcionalmente
semelhantes sao bem conhecidas na técnica. Essas variantes

modificadas de forma conservadora sao adicionais e nao excluem
variantes polimérficas, homdélogos interespecificos e alelos da

invencao.

Cada dos oito grupos seguintes contém aminoacidos que séao

substituig¢des conservadoras entre si:

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

2) Acido aspartico (D), Acido glutdmico (E);

3) Asparagina (N), Glutamina (Q);

4) Arginina (R), Lisina (K);

5) Isoleucina (I), Leucina (L), Metionina (M), Valina (V);

6) Fenilalanina (F), Tirosina (Y), Triptofano (W);

7) Serina (S), Treonina (T); e

8) Cisteina (C), Metionina (M)
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(ver, e. g., Creighton, Proteins (1984)).

O termo “heterdlogo” gquando utilizado em referéncia a
porgdbes de um Adcido nucleico indica que o acido nucleico
compreende duas ou mais subsequéncias que nao sao encontradas
com a mesma relagdo entre si na natureza. Por exemplo, o acido
nucleico ¢é tipicamente produzido recombinantemente, tendo duas
ou mals sequéncias de genes nao relacionados, arranjados para
produzir um novo acido nucleico funcional, e. g., um promotor de
uma fonte e uma regiao codificante de outra fonte. De um modo
semelhante, uma proteina heterdloga indica que a proteina
compreende duas ou mais subsequéncias gue nao sao encontradas
com a mesma relagao entre si na natureza (e. g., uma proteina de

fusao) .

A frase “hibrida selectivamente (ou especificamente)”
refere-se a ligacgao, formagao de duplexes ou hibridagao de uma
molécula apenas com uma sequéncia de nucledétidos particular sob
condig¢des de hibridagdo restringentes quando essa sequéncia esta
presente numa mistura complexa (e. g., ADN ou ARN celular ou de

biblioteca total).

A frase “condigbes de hibridacao severas” refere-se a
condigdes sob as quais uma sonda ira hibridar com a sua
subsequéncia alvo, tipicamente numa mistura complexa de 4&cidos
nucleicos, mas nao com qualquer outra sequéncia. As condigdes
restringentes sao dependentes da sequéncia e irao ser diferentes
em circunsténcias diferentes. Sequéncias mais longas hibridam
especificamente a temperaturas mails elevadas. Em Tijssen,
Techniques in Biochemistry and Molecular Biology - Hybridization
with Nucleic Probes, *"Overview of principles of hybridization

and the strategy of nucleic acid assays” (1993) encontra-se um
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guia abrangente da hibridagdo de 4acidos nucleicos. Geralmente,
sao seleccionadas condigdes restringentes de forma a serem cerca
de 5-10 °C inferiores ao ponto de fusdao térmica (T,) da sequéncia
especifica numa forga idnica definida pH. T, € a temperatura (sob
uma forga idénica, pH e concentragdao nucleica definidas) na qual
50% das sondas complementares ao alvo hibridam com a sequéncia
alvo no eqguilibrio (uma vez que as sequéncias alvo estao
presentes em excesso, na T, 50% das sondas estao ocupadas no
equilibrio). As condig¢bes restringentes irdao ser aquelas em gque
a concentracadao de sal é inferior a cerca de 1,0 M de iao de
sédio, tipicamente cerca de 0,01 até a concentracdo de ido de
sédio 1,0 M (ou de outros sais) a pH 7,0 a 8,3 e a temperatura
é, pelo menos, cerca de 30 °C para sondas curtas (e. g., 10 a 50

nucledétidos) e, pelo menos, cerca de 60 °C para sondas longas

(e. g., mais de 50 nucledtidos). Podem ser também obtidas
condigdes restringentes com a adigao de agentes
desestabilizantes tais como formamida. Para a hibridacao

selectiva ou especifica, um sinal positivo é, pelo menos, duas
vezes o fundo, opcionalmente 10 vezes o fundo da hibridagao.
Exemplos de condigdes de hibridac¢ado restringentes podem ser como
se segue: formamida 50%, SSC 5 x e SDS a 1%, incubando a 42 °C
ou, SSC 5 x, SDS a 1%, incubando a 65 °C, com lavagem em

SSC 0,2 x e SDS a 0,1% a 65 °C.

Os dacidos nucleicos gque nado hibridam entre si sob condigdes
restringentes sao ainda substancialmente idénticos se 0s
polipéptidos que estes codificam forem substancialmente
idénticos. Isto ocorre, por exemplo, quando é criada uma codpia
de um 4acido nucleico utilizando a maxima degenerescéncia de
codbes permitida pelo cbédigo genético. Nesse casos, o0s acidos
nucleicos hibridam tipicamente sob condigdes de hibridacgao

restringentes moderada. 0Os exemplos de “condigdes de hibridacao

23



moderadamente restringentes” incluem uma hibridacao num tampao
com formamida a 40%, NaCl 1 M, SDS a 1% a 37 °C e lavagem em SSC
1 X a 45 °C. Uma hibridagao positiva é, pelo menos, duas vezes O
fundo. O especialista na técnica ira reconhecer facilmente que
podem ser utilizadas condigdes de hibridacao e de lavagem
alternativas para proporcionar condigdes restringentes

semelhantes.

“Anticorpo” refere-se a um polipéptido compreendendo uma
regiao estrutural de um gene de imunoglobulina ou o0s seus
fragmentos que se ligam especificamente e reconhecem um
antigénio. 0Os genes da imunoglobulina reconhecidos incluem os
genes das regides constantes kappa, lambda, alfa, gama, delta,
epsilon e mu, assim como 0s varios genes de regibdes variaveis da
imunoglobulina. As cadeias leves sao classificadas como kappa ou
lambda. As cadeias pesadas sao classificadas como gama, mu,
alfa, delta ou epsilon, as quais, por sua vez, definem,
respectivamente, as classes de imunoglobulina IgG, IgM, IgA, IgD

e IgE.

Um exemplo de unidade estrutural de imunoglobulina
(anticorpo) compreende um tetramero. Cada tetrédmero € composto
por dois pares 1idénticos de cadeias polipeptidicas, tendo cada
par uma cadeia “leve” (cerca de 25 kDa) e uma “pesada” (cerca de
50-70 kDa). O terminal N de cada cadeia define uma regiao
variavel com cerca de 100 a 110 ou mais aminoacidos
principalmente responsaveis pelo reconhecimento do antigénio. Os
termos cadeia leve variavel (V) e cadeia pesada variavel (Vg)

referem-se, respectivamente a estas cadeias leves e pesadas.

Os anticorpos estao presentes, e. g., sob a forma de

imunoglobulinas intactas ou sob a forma de varios fragmentos,
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bem caracterizados, produzidos por digestao com varias
peptidases. Deste modo, por exemplo, a Ppepsina digere um
anticorpo abaixo das ligagbes persulfureto na regiao de
charneira para produzir F(ab)’2, um dimero de Fab, o gqual, em
si, é uma cadeia leve ligada a Vy-Cygl por uma ligacgao
persulfureto. O F(ab)’2 pode ser reduzido sob condigcdes suaves
para dquebrar a ligagao persulfureto na regiao de charneira,
convertendo deste modo o dimero F(ab)’2 num mondmero Fab’. O
mondémero Fab’ é essencialmente Fab com parte da regiao de
charneira (ver Fundamental Immunology (Paul ed., 32 ed. 1993).
Embora varios fragmentos de anticorpo sejam definidos em termos
da digestao de um anticorpo intacto, um especialista na técnica
irda ter em consideracdo que esse fragmento pode ser sintetizado
de novo, quimicamente ou utilizando metodologia de  ADN
recombinante. Deste modo, o) termo anticorpo, como aqui
utilizado, inclui também fragmentos de anticorpo produzidos pela
modificagcao de anticorpos completos ou os sintetizados de novo,
utilizando metodologias de ADN recombinante (e. g., cadeia Unica
Fv) ou os identificadOs utilizando bibliotecas de apresentacgao

de fagos (ver e. g., McCafferty et al., Nature 348:552-554
(1990)) .

Pode ser utilizada qualquer técnica conhecida no campo
técnico na preparacao de anticorpos monoclonais ou policlonais,
(ver e. ¢g., Kohler e Milstein, Nature 256:495-497 (1975); Kozbor
et al., Immunology Today 4: 72 (1983); Cole et al., paginas
77-96 em Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy (1985)). As
técnicas de producao de anticorpos de cadeia UGnica (Patente U.S.
4946778) podem ser adaptadas para produzir anticorpos contra
polipéptidos desta invencdo. Do mesmo mdo, podem ser utilizados
murganhos transgénicos ou outros organismos, tal como outros

mamiferos, para expressar anticorpos humanizados.
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Alternativamente, pode ser utilizada a tecnologia de
apresentacao de fagos para identificar anticorpos e fragmentos
Fab heteroméricos gque se ligam especificamente a antigénios
seleccionados (ver e. g., McCafferty et al., Nature 348:552-554
(1990); Marks et al., Biotechnology 10:779-783 (1992)).

r

A frase *“liga-se especificamente (ou selectivamente) a um
anticorpo ou “especificamente (ou selectivamente) imunorreactivo
com”, em referréncia a uma proteina ou péptido, refere-se a uma
reacgao de ligacao que determina a presenca da proteina numa
populacgao heterogénea de proteinas e outras entidades
bioldégicas. Deste modo, sob as condig¢bdes de imunoensaio
indicadas, os anticorpos especificados ligam-se a uma proteina
particular em, pelo menos, duas vezes o fundo e nao se ligam
substancialmente numa quantidade significativa a outras
proteinas presentes na amostra. A ligacao especifica a um
anticorpo nessas condigdes pode reguerer um anticorpo que seja
seleccionado pela sua especificidade para uma proteina
particular. Por exemplo, podem ser seleccionados anticorpos
policlonais produzidos contra proteinas de fusao para obter
apenas 0s anticorpos policlonais que sao especificamente
imunorreactivos com a proteina de fusdo e nao com componhentes
individuais das proteinas de fusao. Esta selecgao pode ser
realizada subtraindo os anticorpos gue apresentam reacgao
cruzada com o0s antigénios 1individuais. Podem ser utilizados
varios formatos de imunoensaio para seleccionar anticorpos
especificamente imunorreactivos com uma proteina particular. Por
exemplo, sao normalmente utilizados 1imunoensaios de ELISA em
fase sélida para seleccionar anticorpos especificamente
imunorreactivos com uma proteina (ver e. g., Harlow e Lane,
Antibodies, A Laboratory Manual (1988), para uma descricao de

formatos de imunocensaio e condigdes dque podem ser utilizadas
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para determinar imunorreactividade especifica). Tipicamente uma
reacgao especifica ou selectiva sera, pelo menos, duas vezes o
sinal de fundo ou o ruido e mais tipicamente mais de 10 a

100 vezes o fundo.

Os polinucledtidos podem compreender uma sequéncia nativa
(1. e., uma sequéncia enddgena codificando um antigénio
individual ou uma sua porg¢ao) ou podem compreender uma variante
dessa sequéncia. As variantes de polinucledtidos podem conter
uma ou mais substituicgdes, adigbdes, eliminacgdes e/ou insercgdes
de forma a que a actividade bioldgica do polipéptido de fusao
codificado nao seja diminuida em relacdo a um polipéptido de
fusao compreendendo antigénios nativos. De um modo preferido, as
variantes apresentam uma identidade de, pelo menos, cerca de
70%, de um modo mais preferido, pelo menos, uma identidade de
cerca de 80% e, de um modo muito preferido, identidade de, pelo
menos, cerca de 90% com  uma sequéncia polinucleotidica

codificando um polipéptido nativo ou uma sua porcao.

Os termos *“idénticos” ou percentagem de “identidade”, no
contexto de duas ou mails sequéncias de 4acidos nucleicos ou
polipeptidicas, referem-se a duas ou mals sequéncias ou
subsequéncias que sao iguais ou tém uma percentagem especificada
de residuos de aminocacido ou nucledétidos que sao iguais (i. e.,
identidade de 70%, opcionalmente identidade de 75%, 80%, 85%,
90% ou 95% ao longo de uma regiao especificada), guando
comparadas e alinhadas para uma correspondéncia maxima ao longo
de uma Jjanela de comparagao ou regiao indicada como medida
utilizando um dos algoritmos de comparagao de sequéncias
seguintes ou por alinhamento manual e inspecg¢gao visual. Essas
sequéncias sao entao designadas como “substancialmente

idénticas”. Esta definicdo refere-se também ao cumprimento de
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uma sequéncia de teste. Opcionalmente, a identidade ocorre ao
longo de uma regiao que tem, pelo menos, cerca de 25 a cerca de
50 aminoacidos ou nucledétidos de comprimento ou, opcionalmente,
ao longo de uma regido que tem 75-100 aminoacidos ou nucledtidos

de comprimento.

Tipicamente, para a comparag¢ac de sequéncias, uma sequéncia
funciona como uma sequéncia de referéncia, <com a qual as
sequéncias a testar sado comparadas. Quando ¢é utilizado um
algoritmo de comparagao de sequéncias, as sequéncias de teste e
de referéncia sdo introduzidas num computador, se necessario,
sao indicadas as coordenadas da subsequéncia e sao indicados os
parametros de programa de algoritmo da sequéncia. Podem ser
utilizados parametros de programa por omissdo ou podem ser
indicados paradmetros alternativos. O algoritmo de comparagdo de
sequéncia calcula entao a identidade de sequéncia percentual das
sequéncias de teste em relagdo a sequéncia de referéncia,

baseada nos parametros do programa.

Uma “Jjanela de comparacgao’”, como aqui utilizado, inclui uma
referéncia a um segmento de qualquer uma das varias posigdes
contiguas seleccionadas do grupo consistindo de desde 25 a 500,
normalmente cerca de 50 a cerca de 200, mais normalmente cerca
de 100 a cerca de 150, em gque uma sequéncia pode ser comparada
com uma sequéncia de referéncia com o mesmo numero de posigdes
contiguas apds as duas sequéncias terem sido alinhadas
optimamente. 0Os métodos de alinhamento de sequéncias para
comparagaoc sao bem conhecidos na técnica. O alinhamento o6ptimo
das sequéncias para comparagao pode ser realizado, e. g.,
através do algoritmo de homologia 1local de Smith e Waterman,
Adv. Appl. Math. 2:482 (1981), através do algoritmo de

alinhamento de homologia de Needleman e Wunsch, J. Mol. Biol.
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48:443 (1970), através do método de pesquisa de semelhanca de
Pearson e Lipman, Proc. Nat’l. Acad. Sci. USA 85:2444 (1988),
através do formas de realizacao computadorizadas destes
algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA e TFASTA no Wisconsin Genetics
Software Package, Genetics Computer Group, 575 Science Dr.,
Madison, WI) ou por alinhamento manual e inspecgao visual (ver
e. g., Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel et al.,

ed. suplemento de 1995)).

Um exemplo de um algoritmo util é o PILEUP. O PILEUP cria
um alinhamento multiplo de sequéncias a partir de um grupo de
sequéncias relacionadas wutilizando alinhamentos emparelhados
progressivos para mostrar a relagadao e a identidade de sequéncia
percentual. Este representa também graficamente uma arvore ou um
dendograma mostrando as relagdes de agrupamento utilizadas para
criar o alinhamento. O PILE UP wutiliza uma simplificacao do
método de alinhamento progressivo de Feng e Doolittle, J. Mol.
Evol. 35:351-360 (1987). O método wutilizado ¢é semelhante ao
método descrito por Higgins e Sharp, CABIOS 5:151-153 (1989). O
programa pode alinhar até 300 sequéncias, cada com um
comprimento maximo de 5000 nucledétidos ou aminodcidos. O
processo de alinhamento multiplo comega com o alinhamento
emparelhado das duas sequéncias mails semelhantes, produzindo um
grupo de duas sequéncias alinhadas. Este grupo é entdao alinhado
com a sequéncia seguinte ou com o grupo de sequéncias alinhadas
mais relacionado. Sao alinhados dois grupos de sequéncias por
uma extensao simples do alinhamento emparelhado de duas
sequéncias individuais. O alinhamento final ¢é obtido por uma
série de alinhamentos emparelhados progressivos. O programa é
utilizado indicando sequéncias especificas e as suas coordenadas
de aminoadcidos ou nucledtidos de regides de comparagao de

sequéncia e indicando os paradmetros do programa. E comparada uma
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sequéncia de referéncia com outras sequéncias de teste para
determinar a relagcao de identidade de sequéncia percentual
utilizando o PILE UP, utilizando o©os pardmetros seguintes:
ponderacao de lacuna por omissao (3,00), ponderacao da extensao
do lacuna por omissao (0,10) e lacunas de extremidade
ponderados. O PILE UP pode ser obtido a partir do pacote de
software de analise de sequéncias GCG, e. g., versao 7.0

(Devereaux et al., Nuc. Acids Res. 12:387-395 (1984).

Outro exemplo de um algoritmo que é adequado para
determinar a 1dentidade de sequéncia percentual e a semelhanga
de sequéncia sao os algoritmos BLAST e BLAST 2.0, os quais sao
descritos), respectivamente, em Altschul et al., Nuc. Acids Res.
25:3389-3402 (1977) e Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:403-410
(1990. O programa informatico para realizar anadlises BLAST esta
publicamente disponivel através National Center for
Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Este
algoritmo envolve 1inicialmente a identificagcao de pares de
sequéncia com pontuagao elevada (HSP) identificando palavras de
pequeno comprimento W na sequéncia da questao, as quais
correspondem ou satisfazem algum limiar de pontuagao estimado
positivamente T gquando alinhadas com wuma palavra do mesmo
comprimento numa sequéncia de uma base de dados. T é designado
como o limiar de pontuagao de palavras da vizinhaga (Altschul et
al., supra). FEstas wvizinhagas de resultados positivos de
palavras funcionam como fundamentos para iniciar pesquisas para
encontrar HSP mais longas que as contenham. Os resultados
positivos para palavras sao extendidos em ambas as direcgdes ao
longo de cada sequéncia até gque a pontuacao cumulativa do
alinhamento possa ser aumentada. As pontuagdes cumulativas sao
calculadas utilizando, para sequéncias nucleotidicas, 0s

parédmetros M (pontuacdo de recompensa para um par de residuos
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correspondentes; sempre > 0) e N (pontuagao de penalizagao para
residuos nao correspondentes; sempre < 0). Para sequéncias de
aminoacidos, é utilizada uma matriz de pontuag¢do para calcular a
pontuagao cumulativa. A extensao dos resultados positivos de
palavras em cada direccao ¢é terminada guando: a pontuacao de
alinhamento cumulativa diminui na quantidade X a partir do seu
valor maximo obtido; a pontuagcdo cumulativa vai até zero ou
abaixo, devido a acumulacdao de um ou mais alinhamentos de
residuos com pontuagdo negativa; ou ser atingida a extremidade
de qualguer uma das sequéncias. O0s parametros W, T e X do
algoritmo BLAST determinam a sensibilidade e a velocidade do
alinhamento. O programa BLASTN (para sequéncias nucleotidicas)
utiliza por omissao um comprimento de palavra (W) de 11, uma
expectativa (E) de 10, M = 5, N = -4 e uma comparagao entre
ambas as cadeias. Para sequéncias de aminoacidos, o© programa
BLASTP wutiliza por omissao um comprimento de palavra de 3 e
expectativa (E) de 10 e a matriz de pontuagao BLOSUM62 (ver
Henikoff e Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915 (1989))
alinhamentos (B) de 50, expectativa (E) de 10, M = 5, N = -4 e

uma comparagao entre ambas as cadeias.

O algoritmo BLAST realiza também uma analise estatistica da
semelhanca entre duas sequéncias (ver e. g., Karlin e Altschul,
Proc. Nat’1. Acad. Sci. USA 90:5873-5787 (1993)). Uma medida da
semelhanga proporcionada pelo algoritmo BLAST é a probabilidade
da menor soma (P(N)), o gue proporciona uma indicagao da
probabilidade pela qual uma correspondéncia entre dois
nucledétidos ou sequéncias de aminodcidos ira ocorrer por acaso.
Por exemplo, um acido nucleico é considerado semelhante a uma
sequéncia de referéncia, se a probabilidade da menor soma numa
comparagao do acido nucleico de teste com o acido nucleico de

referéncia for inferior a <cerca de 0,2, de um modo mais
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preferido, menos de cerca de 0,01 e, de um modo muito preferido,

menos de cerca de 0,001.

COMPOSICOES POLINUCLEOTIDICAS

Como aqui utilizado, 0s termos “segmento de ADN” e
“polinucledétido” referem-se a uma molécula de ADN que foi
isolada isenta de ADN gendmico total de uma espécie particular.
Consequentemente, um segmento de ADN codificando um polipéptido
refere-se a um segmento de ADN gque contém uma ou mais sequéncias
codificantes mas que é substancialmente isolado a partir de ou
isento por purificagao de, ADN gendémico total da espécie do qual
o segmento de ADN é obtido. Dentro dos termos “segmento de ADN”
e “polinucledtido” sao incluidos segmentos de ADN e fragmentos
mais pequenos desses segmentos e também vectores recombinantes,
incluindo, por exemplo, plasmideos, cosmideos, fagemideos,

fagos, virus e semelhantes.

Como sera entendido pelo especialista na técnica, 0s
segmentos de ADN desta invencao podem 1incluir sequéncias
gendmicas, sequéncias extra-gendmicas e codificadas por
plasmideos e segmentos génicos modificados mais pequenos gue
expressam ou podem ser adaptados para expressar proteinas,
polipéptidos, péptidos e semelhantes. Esses segmentos podem ser
isolados naturalmente ou serem modificados sinteticamente por

manipulag¢ao humana.

Consequentemente, os termos “isolado”, “purificado” ou
“biologicamente puro” referem-se a material que esta
substancialmente ou essencialmente 1isento de componentes que

normalmente o acompanham quando encontrado no seu estado nativo.
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Obviamente, isto refere-se ao segmento de ADN como originalmente
isolado e nao exclui outras proteinas, genes ou regides
codificantes isoladas adicionadas posteriormente a composicgao
por manipulagao humana. A pureza e a homogeneidade sao
determinadas, tipicamente, utilizando técnicas de quimica
analitica, tais como electroforese em gel de poliacrilamida ou
cromatografia liquida de elevado desempenho. Uma proteina gque é
a espécie predominante presente numa preparacao esta
substancialmente purificada. Um acido nucleico isolado esta
separado de outras grelhas de leitura aberta que flanqueiam o

gene e que codificam outras proteinas além do gene.

Como sera reconhecido pelo técnico com conhecimentos, os
polinucledétidos podem ser de cadeia simples (codificante ou
anti-sentido) ou de cadeia dupla e podem ser moléculas de ADN
(gendmico, ADNc ou sintético) ou de ARN. As moléculas de ARN
incluem moléculas de ARNHn, as quais contém introdes e
correspondem a uma molécula de ADN de uma forma individual e
moléculas de ARNm gue néao contém intrdes. Podem, mas nao é
necessario, estar presentes sequéncias codificantes ou
nao-codificantes adicionais dentro de um polinucledtido da
presente invencdo e um polinucledtido, pode, mas nao é
necessario, estar ligado a outras moléculas e/ou materiais de

suporte.

Os polinucledétidos podem compreender uma sequéncia nativa
(i. e., uma sequéncia enddgena codificando um antigénio de
Mycobacterium ou uma SsSua Pporgao) ou podem compreender uma
variante ou um equivalente funcional bioldgico ou antigénico
dessa sequéncia. As variantes de polinucledétidos podem conter
uma ou mais substituigbes, adigdes, eliminagdes e/ou insercgdes,

como adicionalmente descrito abaixo, de um modo preferido, para

33



que a imunogenicidade do polipéptido codificado nao seja
diminuida em relagdo a uma proteina nativa. 0O efeito sobre a
imunogenicidade do polipéptido codificado pode ser, geralmente,
avaliado como aqui descrito. O termo “variantes” abrange também

genes homélogos da origem xenogénica.

Os polinucledétidos da presente invengdo ou 0S8 seus

fragmentos, independentemente do comprimento da proépria
sequéncia codificante, podem ser combinados com outras
sequéncias de ADN, tais como promotores, sinais de

poliadenilagao, locais de enzima de restrigao adicionais, locais
de clonagem multipla, outros segmentos codificantes e
semelhantes, de forma a que o seu comprimento total possa variar
consideravelmente. Conseguentemente, é contemplado que possa ser
utilizado um fragmento de acido nucleico de quase qualquer
comprimento, sendo o comprimento total de um modo preferido,
limitado pela facilidade de preparacao e utilizacgao no protocolo
de ADN recombinante pretendido. Por exemplo, o0s segmentos de ADN
ilustrativos com comprimentos totais de cerca de 10000, cerca de
5000, cerca de 3000, cerca de 2000, cerca de 1000, cerca de 500,
cerca de 200, cerca de 100, cerca de 50 pares de bases de
comprimento e semelhantes, (incluindo todos o©0s comprimentos
intermédios) sao contemplados como sendo Uteis em muitas formas

de realizagao desta invencgao.

Além disso, sera tido em consideracao pelos técnicos com
conhecimento na técnica que, em consequéncia da degenerescéncia
do cdédigo genético, existem muitas sequéncias nucleotidicas
codificando um polipéptido, como aqui descrito. Alguns destes
polinucledétidos possuem uma homologia minima com sequéncias de
nucledtidos de qualguer gene nativo. No entanto, Sao

contemplados especificamente polinucledtidos que variam devido a
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diferengas na utilizacao de coddes pela presente invencgao, por
exemplo, polinucledétidos gque sao optimizados para a seleccao de
coddes de primata e/ou de humano. Além disso, os alelos dos
genes compreendendo as sequéncias polinucleotidicas aqui
proporcionadas estdao dentro do éadmbito da presente invengdao. Os
alelos sao genes enddgenos gque sao alterados em consequéncia de
uma ou mais mutagbes, tails como eliminacgdes, adigdes e/ou
substituig¢bes de nucledtidos. O ARNm e proteina resultantes
podem, mas nao € necessario, ter uma estrutura ou fungao
alterada. Podem ser identificados alelos wutilizando técnicas
padrdo (tais como hibridacgao, amplificagdo e/ou comparagao de

sequéncias de bases de dados).

IDENTIFICACAO E CARACTERIZAGAO DE POLINUCLEOTIDOS

0Os polinucledétidos podem ser identificados, preparados e/ou
manipulados utilizando qualquer das varias técnicas bem
estabelecidas. Alternativamente, os polinucledétidos podem ser
amplificados a partir de ADNc preparado a partir de células que
expressam as proteinas aqui descritas, tal como células de M.
tuberculosis. Esses polinucledétidos podem ser amplificados
através da reacgcdo em cadeia da polimerase (PCR). ©Nesta
abordagem, podem ser concebidos iniciadores especificos para uma
sequéncia com base nas sequéncias aqui proporcionadas e podem

ser adquiridos ou sintetizados.

Pode ser utilizada uma porgao amplificada de um
polinucledétido da presente invengao para isolar um gene completo
a partir de uma biblioteca adequada (e. g., uma biblioteca de
ADNc de M. tuberculosis) wutilizando técnicas bem conhecidas.

Dentro dessas técnicas, € rastreada uma biblioteca (ADNc ou
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gendémico) utilizando uma ou mais sondas polinucleotidicas ou
iniciadores adequados para a amplificagdao. De um modo preferido,
uma biblioteca é seleccionada por tamanho para incluir moléculas
maiores. Podem ser também preferidas bibliotecas iniciadas
aleatoriamente para identificar regides 5’ e a montante de
genes. Sao preferidas bibliotecas gendmicas para obter intrdes e

prolongar sequéncias 5'.

Para técnicas de hibridacdao, pode ser marcada uma sequéncia
parcial (e. g., por tradugcao por corte ou marcador da

. 32
extremidade com

P) utilizando técnicas bem conhecidas. E entio
geralmente, rastreada uma biblioteca bacteriana ou a biblioteca
de Dbacteriéfago por hibridacdo de filtros contendo coldnias
bacterianas desnaturadas (ou plagqueamentos contendo placas
fagicas) com a sonda marcada (ver Sambrook et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual (1989)). Sdo seleccionadas coldnias
ou placas que hibridam e sao expandidas e o ADN é isolado para
uma nova analise. 0s clones de ADNc podem ser analisados para
determinar a quantidade de sequéncia adicional, por exemplo, por
PCR wutilizando wum iniciador para a sequéncia parcial e um
iniciador para o vector. Podem ser produzidos mapas de restrigao
e sequéncias parciais para identificar um ou mais clones em
sobreposigcao. A sequéncia completa pode ser entao determinada
utilizando técnicas padrao, as quais podem envolver a produgao
de uma série de clones de eliminacado. As sequéncias sobrepostas

resultantes podem ser entdo montadas numa Unica sequéncia

contigua. Pode ser produzida uma molécula ADNc completa por

ligagao de fragmentos adequados, utilizando técnicas bem
conhecidas.
Alternativamente, existem numerosas técnicas de

amplificagao para obter uma sequéncia codificante completa a
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partir de uma sequéncia de ADNc parcial. Dentro dessas técnicas,
a amplificagao é, geralmente, realizada através de PCR. Pode ser
utilizado qualgquer de varios kits comercialmente disponiveis
para realizar o passo de amplificacao. Os iniciadores podem ser
concebidos utilizando, por exemplo, software bem conhecido na
técnica. Os iniciadores tém de um modo preferido, 22-30
nucledétidos de comprimento, tém um contetdo de GC de, pelo
menos, 50% e emparelham com a sequéncia alvo a temperaturas de
cerca de 68 °C a 72 °C. A regido amplificada pode ser
sequenciada como descrito acima e as sequéncias sobrepostas

podem ser montadas numa sequéncia contigua.

Uma dessas técnicas de amplificagcdo é a PCR inversa (ver
Triglia et al., Nucl. Acids Res. 16:8186 (1988)), a qual utiliza
enzimas de restrigao para produzir um fragmento na regiao
conhecida do gene. O fragmento é entao circularizado por ligacéao
intramolecular e ¢é utilizado como um molde para PCR com
iniciadores divergentes derivados da regiao conhecida. Dentro de
uma abordagem alternativa, podem ser obtidas sequéncias
adjacentes a uma sequéncia parcial por amplificagao com um
iniciador para uma sequéncia de um elemento de ligagao e um
iniciador especifico para uma regidao conhecida. As sequéncias
amplificadas sao tipicamente submetidas a um segundo ciclo de
amplificagcao com o mesmo iniciador para o elemento de ligacgao e
um segundo iniciador especifico para regiao conhecida. No
documento WO 96/38591 é descrita uma variacdo deste processo que
utiliza dois 1iniciadores que iniciam extensao em direcgdes
opostas da sequéncia conhecida. Uma outra dessas técnicas &
conhecida como “amplificacdo réapida de extremidades de ADNc” ou
RACE. Esta técnica envolve a utilizacdo de um iniciador interno
e um 1iniciador externo que hibrida com uma regiao poliA ou

sequéncia de vector, para identificar sequéncias gque se situam
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5’7 e 3’ numa sequéncia conhecida. As técnicas adicionais incluem
a captura por PCR (Lagerstrom et al., PCR Methods Applic. 1:111-
19 (1991)) e PCR andante (Parker et al., Nucl. Acids. Res.
19:3055-60 (1991)). Podem ser também utilizados outros métodos
utilizando amplificagcao para obter uma sequéncia de ADNc

completa.

Em determinados casos, ¢é possivel obter um sequéncia de
ADNc completa por andlise de sequéncias proporcionadas numa base
de dados de marcadores de sequéncias expressas (EST), tal como a
disponivel do GenBank. As pesquisas de EST sobrepostas podem
ser, geralmente, realizadas utilizando programas bem conhecidos
(e. g., pesquisas BLAST do NCBI) e essas EST podem ser utilizadas
para produzir uma sequéncia completa contigua. Podem ser também
obtidas sequéncias de ADN completas por andlise de fragmentos

gendmicos.

EXPRESSAO DE POLINUCLEOTIDO EM CELULAS HOSPEDEIRAS

Em outras formas de realizagao da invengao, podem ser
utilizadas sequéncias polinucleotidicas ou os seus fragmentos
gque codificam polipéptidos da invencgao ou proteinas de fusao ou
os seus equivalentes funcionais, em moléculas de ADN
recombinantes para controlar a expressac de um polipéptido em
células hospedeiras adequadas. Devido a degenerescéncia inerente
do cdédigo genético, podem ser produzidas outras sequéncias de
ADN codificando substancialmente a mesma ou uma sequéncia de
aminoacidos funcionalmente equivalente e estas sequéncias podem
ser utilizadas para clonar e expressar um determinado

polipéptido.
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Como sera entendido pelos técnicos com conhecimento na
matéria, pode ser vantajoso em alguns casos produzir sequéncias
nucleotidicas que codificam polipéptidos possuindo coddes de
ocorréncia nao natural. Por exemplo, podem ser seleccionados oS
codbes preferidos por um hospedeiro procariota ou eucariota
particular, para aumentar a taxa de expressao da proteina ou
para produzir um transcrito de ARN recombinante tendo
propriedades pretendidas, tal como uma meia-vida que seja mais
longa do que a de um transcrito produzido a partir da sequéncia

de ocorréncia natural.

Além disso, as sequéncias polinucleotidicas da presente
invengao podem ser concebidas utilizando métodos, geralmente,
conhecidos na técnica de forma a alterar as sequéncias
codificantes do polipéptido por varios motivos, incluindo mas
nao limitados a alteragdes que modificam a clonagem, o)
processamento e/ou a expressao do produto génico. Por exemplo,
pode ser utilizado rearranjo do ADN por fragmentagcao aleatdria e
remontagem de fragmentos génicos e oligonucledtidos sintéticos
por PCR para modificar as sequéncias nucleotidicas. Além disso,
pode ser utilizada mutagénese dirigida para inserir novos locais
de restrigao, alterar padrdes de glicosilagao, modificar a
preferéncia de codbdes, produzir variantes de processamento ou

introduzir mutacdes e semelhantes.

Noutra forma de realizacgao da invengao, as sequéncias de
acidos nucleicos naturais, modificadas ou recombinantes podem
ser ligadas a uma sequéncia heterdéloga para codificar uma
proteina de fusédo. Por exemplo, para rastrear as bibliotecas de
péptidos para inibidores da actividade polipeptidica poderad ser
atil codificar uma proteina guimérica que pode ser reconhecida

por um anticorpo comercialmente disponivel. Uma proteina de
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fusao pode ser também modificada para conter um local de
degradacao localizado entre a sequéncia codificando o)
polipéptido e a sequéncia da proteina heterdloga, de forma a gque
o polipéptido possa ser quebrado e purificado a partir da parte

heterdloga.

Podem ser sintetizadas sequéncias codificando um
polipéptido pretendido, na totalidade ou em parte, utilizando
métodos gquimicos bem conhecidos na técnica (ver Caruthers, M. H.
et al., Nucl. Acids Res. Symp. Ser. pp. 215-223 (1980), Horn et
al., Nucl. Acids Res. Symp. Ser. PpP. 225-232 (1980)) .
Alternativamente, a proéopria proteina pode ser produzida
utilizando métodos gquimicos para sintetizar a sequéncia de
aminoacidos de um polipéptido ou uma sua porgao. Por exemplo,
pode ser realizada sintese de péptidos utilizando varias
técnicas em fase sélida (Roberge et al., Science 269:202-204
(1995)) e pode ser realizada sintese automatizada utilizando,
por exemplo, o ABI 431A Peptide Synthesizer (Perkin Elmer, Palo
Alto, CA).

Um péptido sintetizado de novo pode ser substancialmente
purificado por cromatografia 1liquida ©preparativa de elevado
desempenho (e. g., Creighton, Proteins, Structures and Molecular
Principles (1983)) ou outras técnicas comparaveis disponiveis na
técnica. A composicado dos @ péptidos sintéticos pode ser
confirmada por andlise de aminoadcidos ou sequenciacao (e. g.,
processo de degradagao de Edman). Adicionalmente, a sequéncia de
aminocacidos de um polipéptido ou de qualquer sua parte, pode ser
alterada durante a sintese directa e/ou ser combinada
utilizando, métodos quimicos com sequéncias de outras proteinas
ou uma sua Jqualguer parte, para produzir um polipéptido

variante.
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As sequéncias nucleotidicas codificando o polipéptido ou
equivalentes funcionais, podem ser inseridas no vector de
expressao adequado, 1. e., um vector gue contenha os elementos
necessarios para a transcricdo e a tradugcao da sequéncia
codificante inserida, para expressar um polipéptido pretendido.
Podem ser utilizados métodos que sao bem conhecidos do
especialista na técnica para construir vectores de expressao
contendo sequéncias codificando um polipéptido de interesse e
elementos de controlo da transcricao e da tradugao adequados.
Estes métodos incluem técnicas de ADN recombinante in vitro,
técnicas de sintese e recombinacdo genética in vivo. Essas
técnicas sao descritas em Sambrook et al., Molecular Cloning, A

Laboratory Manual (1989) e Ausubel et al., Current Protocols 1in

Molecular Biology (1989).

Podem ser utilizados varios sistemas de vector de
expressao/hospedeiro para conter e expressar sequéncias
polinucleotidicas. Estas incluem, mas nao estao limitadas a
microrganismos, tais como bactérias transformadas com vectores
de expressao de ADN de bacteridéfago recombinante, plasmideo ou
cosmideo; leveduras transformadas com vectores de expressao de
levedura; sistemas de células de insecto infectadas com vectores
de expressao de virus (e. g., baculovirus); sistemas de células
vegetais transformadas com vectores de expressao de virus (e. g.,
virus do mosaico da couve-flor, CaMV; virus do mosaico do
tabaco, TMV) ou com vectores de expressao bacterianos (e. g.,

plasmideos Ti ou pBR322); ou sistemas de células animais.

Os *“elementos de controlo” ou *“sequéncias reguladoras”
presentes num vector de expressao sao regides nao-traduzidas do
vector - intensificadores, promotores, regides 5’ e 3’ nao

traduzidas - que 1nteragem com as proteinas <celulares do

41



hospedeiro para realizar a transcrigao e a tradugao. Esses
elementos podem variar na sua forcga e especificidade. Dependendo
do sistema de vector e hospedeiro utilizado, pode ser utilizado
qualquer nimero elementos de transcricao e de traducgao
adequados, incluindo promotores constitutivos e induziveis. Por
exemplo, para clonagem em sistemas bacterianos podem ser
utilizados promotores induziveis, tais como o promotor hibrido
lacZz do fagemideo PBLUESCRIPT (Stratagene, La Jolla, Calif.) ou
o plasmideo PSPORT1 (Gibco BRL, Gaithersburg, MD) e semelhantes.
Em sistemas de célula de mamifero, sao, geralmente, preferidos
promotores de genes de mamifero ou de virus de mamifero. Se for
necessario produzir uma linha celular gque contenha mGltiplas
coépias da sequéncia codificando um polipéptido, podem ser
vantajosamente utilizados os vectores baseados em SV40 ou EBV

com um marcador seleccionavel adequado.

Em sistemas bacterianos podem ser seleccionados varios
vectores de expressao dependendo da utilizacao pretendida para o
polipéptido expresso. Por exemplo, quando sdo necessarias
grandes quantidades, por exemplo, para a indugao de anticorpos,
podem ser utilizados vectores gue regulam a expressao em niveis
elevados de proteinas de fusao que sao facilmente purificadas.
Esses vectores incluem, mas nao estao limitados aos vectores de
clonagem e de expressao multifuncionais de E. coli, tal como
BLUESCRIPT (Stratagene), nos dgquais a sequéncia codificando o
polipéptido de interesse pode ser ligada ao vector na grelha de
leitura correcta com sequéncias para o terminal amina Met e os
7 residuos subsequentes da B-galactosidase para que seja
produzida uma proteina hibrida; vectores pIN (Van Heeke &
Schuster, J. Biol. Chem. 264:5503-5509 (1989)); e semelhantes.
Podem ser também utilizados vectores pGEX (Promega, Madison,

Wis.) para expressar polipéptidos exdgenos como proteinas de
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fusao com S-transferase da glutationa (GST). Em geral, essas
proteinas de fusao sao soliveis e podem ser facilmente
purificadas a partir de células lisadas por adsorgao a esferas
de glutationa-agarose seguida por eluigao na presenga de
glutationa livre. As proteinas preparadas nesses sistemas podem
ser concebidas de forma a incluir locais de degradacgcao da
heparina, trombina ou da protease factor XA para dque o
polipéptido clonado de interesse possa ser libertado da parte

GST sem restrigdes.

Podem ser utilizados varios vectores contendo promotores
constitutivos ou induziveis, tais como factor alfa, alcool
oxidase e PGH na 1levedura Saccharomyces <cerevisiae. Para
revisdes, ver Ausubel et al. (supra) e Grant et al., Methods

Enzymol. 153:516-544 (1987).

Nos <casos em gque sao utilizados vectores de expressao
vegetais, a expressao de sequéncias codificando polipéptidos
pode ser dirigida por qualquer de varios promotores. Por
exemplo, podem ser utilizados promotores virais, tais como oS
promotores 35S e 19S5 do CaMV, isoladamente ou em combinagao, com
a sequéncia 1lider démega do TMV (Takamatsu, EMBO J. 6:307-311
(1987)) . Alternativamente, podem ser utilizados promotores
vegetais, tais como o0s promotores da subunidade pegquena da
RUBISCO ou de chogque térmico (Coruzzi et al., EMBO J. 3:1671-
1680 (1984); Broglie et al., Science 224:838-843 (1984); e
Winter et al., Results Probl. Cell Differ. 17:85-105 (1991)).
Estas construgdes podem ser introduzidas em células vegetails por
transformagao de ADN directa ou transfecgao mediada por um
agente patogénico. Essas técnicas sao descritas, de um modo
geral, em varias revisdes disponiveis (ver e. g., Hobbs em

McGraw Hill Yearbook of Science and Technology 191-196 (1992)).
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Pode ser também wutilizado um sistema de insecto para
expressar um polipéptido de interesse. Por exemplo, num desses
sistemas, ¢é utilizado o virus da poli-hedrose nuclear (AcNPV) de
Autographa californica como um vector para expressar Jgenes
exbdgenos em células de Spodoptera frugiperda ou em Trichoplusia
larvae. As sequéncias codificando o polipéptido podem ser
clonadas numa regiao nao essencial do virus, tal como o gene
poli-hedrina e ser colocadas sob o controlo do promotor da
poli-hedrina. A 1inserg¢ao com sucesso da sequéncia codificando
polipéptido ira tornar o gene da poli-hedrina inactivo e ira
produzir o virus recombinante isento de proteina do invélucro.
Os virus recombinantes podem ser entao utilizados para infectar,
por exemplo, células de S. frugiperda ou Trichoplusia larvae nas
quals o polipéptido de interesse pode ser expresso (Engelhard et

al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 91:3224-3227 (1994)).

De um modo geral, estdo disponiveis varios sistemas de
expressao viral em células hospedeiras de mamifero. Por exemplo,
nos casos em qgque ¢é utilizado um adenovirus como vector de
expressao, as sequéncias codificando um polipéptido de interesse
podem ser ligadas num complexo de transcricgdo/tradugdo de
adenovirus consistindo no promotor tardio e na sequéncia de
lider tripartida. A inserg¢do numa regido El1 ou E3 nao essencial
do genoma viral pode ser utilizada para obter um virus viavel, o
gqual ¢é capaz de expressar o polipéptido em células hospedeiras
infectadas (Logan e Shenk, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
81:3655-3659 (1984)) . Além disso, podem ser utilizados
intensificadores da transcrigao, tal como o intensificador do
virus do sarcoma de Rous (RSV), para aumentar a expressao em

células hospedeiras de mamifero.
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Podem ser também utilizados sinais de iniciacdo especificos
para realizar a traducao mais eficiente de sequéncias
codificando um polipéptido de interesse. Esses sinais incluem o
codao de iniciagao ATG e sequéncias adjacentes. Nos casos em que
sao 1nseridas no vector de expressao adequado, sequéncias
codificando o polipéptido, o seu codao de iniciacdo e a as
sequéncias a montante, pode ndo ser necessario qualquer sinal de
controlo da transcrigcao ou da tradugao adicional. No entanto,
nos casos em que apenas € 1inserida a sequéncia codificante ou
uma sua porgao, devem ser proporcionados sinais de controlo de
traducao exdégenos, incluindo o codédo de iniciagao ATG. Além
disso, o codao de 1iniciagao deve estar na grelha de leitura
correcta para assegurar a tradugao da totalidade da insercao. Os
elementos de tradugao exdédgenos e os coddes de iniciacgao podem
ter varias origens, naturais e de sintese. A eficiéncia da
expressao pode ser intensificada pela inclusao de
intensificadores que sejam adequados para o sistema de células
particular que é utilizado, tal como os descritos na literatura

(Scharf. et al., Results Probl. Cell Differ. 20:125-162 (1994)).

Além disso, pode ser seleccionada uma estirpe de células
hospedeiras pela sua capacidade para modular a expressao das
sequéncias 1inseridas ou para processar a proteina expressa de
uma forma pretendida. Essas modificagdes do polipéptido incluem,
mas nao estao limitadas a acetilacgao, carboxilacgao,
glicosilacgao, fosforilacgao, lipidagdao e acilagao. Pode ser
também utilizado processamento pds-tradugdo que gquebra uma forma
“pré-pro” da proteina para facilitar a insergao correcta,
enrolamento e/ou funcao. Podem  ser seleccionadas células
hospedeiras diferentes, tais como CHO, HelLa, MDCK, HEK293 e
WI3s, que tém maguinaria celular especifica e mecanismos

caracteristicos para essas actividades pdés-traducgao, para

45



assegurar a modificagdo e o processamento correctos da proteina

exdgena.

Para a produgao de elevado rendimento a longo prazo de
proteinas recombinantes, ¢é, geralmente, preferida a expressao
estavel. Por exemplo, as linhas celulares gue expressam um
polinucledétido de interesse de forma estavel podem @ ser
transformadas utilizando vectores de expressao que podem conter
origens de replicagdo virais e/ou elementos de expresséao
endébgenos e um gene marcador seleccionavel no mesmo vector ou
num vector separado. Apdés a introdugao do vector, pode
permitir-se o crescimento das células durante 1-2 dias em meios
enriquecidos antes destas serem  transferidas para meios
selectivos. O objectivo do marcador seleccionavel € conferir
resisténcia a selecgdo e a sua presenga permite o crescimento e
a recuperacgao de células que expressam as sequéncias
introduzidas com sucesso. Os clones resistentes de células
transformadas de forma estdvel podem ser propagados utilizando

técnicas de cultura de tecidos adequadas ao tipo celular.

Pode ser utilizado qualquer de varios sistemas de selecgéo
para recuperar linhas celulares transformadas. Estes incluem,
mas nao estao limitados aos genes da cinase da timidina do virus
herpes simplex (Wigler et al., Cell 11:223-32 (1977)) e da
fosforribosiltransferase da adenina (Lowy et al., Cell 22:817-23
(1990)) 0s quais podem ser utilizados em, respectivamente
células tk.sup.-ou aprt.sup.-. Pode ser também utilizada
resisténcia a antimetabolitos, antibidéticos ou herbicidas como
base para a selecgao; por exemplo, dhfr que confere resisténcia
ao metotrexato (Wigler et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
77:3567-70 (1980)) ; npt que confere a resisténcia aos

aminoglicésidos, neomicina e G-418 (Colbere-Garapin et al., J.
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Mol. Biol. 150:1-14 (1281)); e als ou pat, que conferem
resisténcia, respectivamente, ao clorossulfurao e a
acetiltransferase da fosfinotricina (Murry, supra) . Foram
descritos genes seleccionadveis adicionais, por exemplo, trpB,
que permite as células utilizarem indole em vez de triptofano ou
hisD, que permite as células utilizarem histinol em vez de
histidina (Hartman e Mulligan, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
85:8047-51 (1988)). Recentemente, a utilizacdao de marcadores
visiveis ganhou popularidade sendo esses marcadores
antocianinas, a Pp-glucuronidase e o seu substrato GUS e a
luciferase e o seu substrato luciferina, sendo amplamente
utilizado nao apenas para identificar transformantes, mas também
para quantificar a quantidade da expressao proteica transiente
ou estavel atribuivel a um sistema de vector especifico (Rhodes

et al., Methods Mol. Biol. 55:121-131 (1995)).

Embora a presenca/auséncia da expressdo de um gene marcador
sugira que o gene de interesse esteja também presente, pode ser
necessario confirmar a sua presenga e expressado. Por exemplo, se
a sequéncia codificando um polipéptido é inserida dentro de uma
sequéncia de um gene marcador, as células recombinantes contendo
sequéncias, podem ser identificadas pela auséncia da fungao do
gene marcador. Alternativamente, pode ser colocado um gene
marcador em tandem com uma sequéncia codificando um polipéptido
sob o controlo de um Unico promotor. A expressao do gene
marcador em resposta a indugdo ou a selecgao indica normalmente

a expressao também do gene em tandem.

Alternativamente, as c¢élulas hospedeiras que contém e
expressam uma sequéncia polinucleotidica pretendida podem ser
identificadas por varios processos conhecidos do especialista na

técnica. Estes processos incluem, mas nao estdao limitados a
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hibridagdes ADN-ADN ou ARN-ADN e técnicas de Dbioensaio ou
imunoensaio de proteinas, as quais incluem tecnologias baseadas
em membranas, solugdes ou placas para a deteccgéo e/ou

quantificacao de acido nucleico ou proteina.

Sao conhecidos na técnica varios protocolos para detectar e
medir a expressao de produtos codificados por polinucledtidos,
utilizando anticorpos policlonais ou monoclonais especificos
para o produto. Os exemplos 1incluem ensaio imunoabsorvente
ligado a enzima (ELISA), radioimunoensaio (RIA) e separacgao
celular activada por fluorescéncia (FACS) . Para algumas
aplicagbes pode ser preferido, um 1munoensaio baseado em
monoclonal de dois 1locais, utilizando anticorpos monoclonais
reactivos com doils epitopos nao-interferentes num determinado
polipéptido, mas pode ser também utilizado um ensaio de ligagéo
competitivo. Estes e outros ensaios sao descritos entre outros
locais em Hampton et al., Serological Methods, a Laboratory
Manual (1990) e Maddox et al., J. Exp. Med. 158:1211-1216
(1983) .

E conhecida dos técnicos com conhecimentos na matéria uma
ampla variedade de marcadores e técnicas de conjugagao e podem
ser utilizadas em varios ensaios de &cido nucleicos e de
aminodcidos. 0Os meios para produzir sondas de hibridacdo ou de
PCR marcadas para detectar sequéncias relacionadas com
polinucledtidos incluem a marcador de oligonucledtidos, traducgéao
por corte, marcador de extremidades ou amplificagao por PCR
utilizando um nucledtido marcado. Alternativamente, as
sequéncias ou qualquer sua porgao podem ser clonadas num vector
para a produgao de uma sonda de ARNm. Esses vectores sao
conhecidos na técnica, estao comercialmente disponiveis e podem

ser wutilizados para sintetizar sondas de ARN 1in vitro pela
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adigcao de uma polimerase de ARN adequada, tais como de T7, T3 ou
SP6 e nucledétidos marcados. Estes processos podem ser realizados
utilizando varios kits comercialmente disponiveis. As moléculas
repérter ou marcadores adequados que pode ser utilizadas incluem
radionuclidos, enzimas, agentes fluorescentes,
gquimioluminescentes ou cromogénicos, assim como substratos,

cofactores, inibidores, particulas magnéticas e semelhantes.

As células hospedeiras transformadas com uma sequéncia
polinucleotidica de interesse podem ser cultivadas sob condigdes
adequadas para a expressao e a recuperagao da proteina a partir
da cultura celular. A  proteina produzida por uma célula
recombinante pode ser segregada ou ser contida intracelularmente
dependendo da sequéncia e/ou do vector utilizado. Como sera
entendido pelo especialista na técnica, os vectores de expressao
contendo o0s polinucledétidos da invengdao podem ser concebidos
para conter sequéncias sinal dque direccionam a secregao do
polipéptido codificado através de uma membrana celular
procariota ou eucariota. Podem ser utilizadas outras construgdes
recombinantes para ligar sequéncias codificando um polipéptido
de interesse a sequéncia de nucledtidos codificando um dominio
polipeptidico que ira facilitar a purificagdo de ©proteinas
sollveis. Esses dominios facilitadores da purificagdo incluem,
mas nao estao limitados a péptidos quelantes de metais, tal como
médulos histidina-triptofano que permitem a purificagao em
metais 1imobilizados, dominios de proteina A gque permitem a
purificagao em imunoglobulina imobilizada e o dominio utilizado
no sistema de purificacao de extensao/afinidade FLAGS (Immunex.
Corporation, Seattle, Wash.). Pode ser utilizada a inclusao de
sequéncias de ligacdo quebraveis, tais como as especificas para
o Factor XA ou a enterocinase (Invitrogen. San Diego, Calif.)

entre o dominio de purificagdao e o polipéptido codificado para
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facilitar a purificagao. Um desses vectores de expressao
proporciona a expressao de uma proteina de fusao contendo um
polipéptido de interesse e um Aacido nucleico codificando
6 residuos de histidina precedendo um local de degradacao de
tiorredoxina ou de enterocinase. Os residuos de histidina
facilitam a purificagao em IMIAC (cromatografia de afinidade de
ido metalico imobilizado) como descrito em Porath et al., Prot.
Exp. Purif. 3:263-281 (1992) enquanto que o local de degradacao
da enterocinase proporciona um meio para purificar o polipéptido
pretendido a partir da proteina de fusadao. Em Kroll et al., DNA
Cell Biol. 12:441-453 (1993)), é proporcionada uma discussao de

vectores que contém proteinas de fuséao.

Além de métodos de producao recombinantes, os polipéptidos
da invencdo e seus fragmentos, podem ser produzidos por sintese
peptidica directa utilizando técnicas em fase sdélida
(Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 85:2149-2154 (1963)). A sintese
proteica pode ser realizada utilizando técnicas manuais ou por
automacao. A sintese automatizada pode ser realizada, por
exemplo, utilizando Applied Biosystems 431A Peptide Synthesizer
(Perkin Elmer). Alternativamente, podem ser sintetizados
quimicamente separadamente varios fragmentos e serem combinados

utilizando métodos gquimicos para produzir a molécula completa.

TECNICAS DE TRANSFERENCIA DE POLINUCLEOTIDOS IN VIVO

Em formas de realizacgao adicionais, sao introduzidas
construgdes genéticas compreendendo um ou mais dos
polinucledétidos da invencao em células in vivo. Isto pode ser

realizado wutilizando qualquer de varias ou bem conhecidas
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abordagens, algumas delas sao delineadas abaixo para objectivos

de ilustracao.

1. ADENOVIRUS

Un dos métodos preferidos para a transferéncia in vivo de
uma ou mais sequéncias de acidos nucleicos envolve a utilizacgéao
de um vector de expressao de adenovirus. “Vector de expressao de
adenovirus” pretende incluir as construgdes contendo sequéncias
de adenovirus suficientes para (a) suportar o empacotamento da
construcdo e (b) expressar um polinucledétido que foi ai clonado
com uma orientacao sentido ou anti-sentido. Obviamente, no
contexto de uma construgao anti-sentido, a expressao nao requer

gque o produto génico seja sintetizado.

O vector de expressao compreende uma forma geneticamente
modificada de um adenovirus. O conhecimento da organizacao
genética do adenovirus, um virus de ADN de cadeia dupla, linear,
de 36 kb, permite a substituigcdao de grandes partes do ADN
adenoviral por sequéncias exdgenas até 7 kb (Grunhaus e Horwitz,
1992). Ao contrario dos retrovirus, a infecgdo adenoviral de
células hospedeiras nao resulta na integragdo cromossémica
porque o ADN adenoviral pode duplicar de uma forma epissdmica
sem potencial genotoxicidade. Os adenovirus Sao também
estruturalmente estaveis e nao tem sido detectado qualquer
rearranjo do genoma apdés amplificacdo extensa. O adenovirus pode
infectar praticamente todas as células epiteliais
independentemente da sua etapa do ciclo celular. Até agora, a
infecgcao adenoviral parece estar apenas ligada a doenga benigna,

tal como doenca respiratdéria aguda em humanos.
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O adenovirus ¢é particularmente adequado para utilizacéao
como um vector de transferéncia génica devido ao seu genoma de
tamanho médio, facilidade de manipulacédo, titulo elevado, ampla
gama de células alvo e infecciosidade elevada. Ambas as
extremidades do genoma viral contém repetigcdes 1invertidas de
100-200 pares de bases (ITR) que sao elementos em cis
necessarios para a replicagdo e o empacotamento do ADN viral. As
regides precoce (E) e tardia (L) do genoma contém unidades de
transcrigao diferentes que sao divididas pelo estabelecimento da
replicagao de ADN viral. A regiao El1 (E1A e EIB) codifica
proteinas responsavels pela regulagdo da transcrigdoc do genoma
viral e alguns genes celulares. A expressao da regiao E2 (E2A e
E2B) resulta na sintese das proteinas de replicacdao do ADN
viral. Estas proteinas estdao envolvidas na replicagao do ADN,
expressao de genes tardios e 1inactivagcao da célula hospedeira
(Renan, 1990). O0Os produtos dos genes tardios, incluindo a
maioria das proteinas da capside viral, sdo expressos apenas
apés o ©processamento significativo de um UGnico transcrito
primario emitido pelo promotor tardio principal (MLP). O MLP,
(localizado nas 16,8 u. m.) é particularmente eficiente durante
a fase tardia da infeccgao e todos os ARNm emitido a partir deste
promotor possui uma sequéncia lider tripartida (TPL) 5‘ a qual

os torna os ARNm preferidos para tradugao.

Num sistema actual, o adenovirus recombinante é produzido a
partir da recombinagdo homdéloga entre vector transportador e
vector de proviral. Devido a possivel recombinagdo entre dois
vectores provirais, pode ser produzido adenovirus de tipo
selvagem a partir deste processo. Consequentemente, ¢é crucial
isolar um clone Unico do virus a partir de uma placa individual

e examinar a sua estrutura gendmica.
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A produgao e a propagacao dos vectores adenovirais actuais,
0os quais sao deficientes para a replicacao, dependem de uma
Gnica linha de células auxiliadoras, designada 293, a qual foi
transformada a partir de células embriondrias de rim humano com
fragmentos de ADN Ad5 e expressa constitutivamente proteinas E1
(Graham et al., 1977). Uma vez que a regido E3 é dispensavel do
genoma do adenovirus (Jones e Shenk, 1978), 0s vectores
adenovirais actuais, com o auxilio de células 293, contém ADN
exégeno quer em E1, D3 ou em ambas as regides (Graham e Prevec,
1991). Na natureza, o adenovirus pode empacotar aproximadamente
105% do genoma de tipo selvagem (Ghosh-Choudhury et al., 1987),
proporcionando capacidade de cerca de 2 kb extra de ADN.
Combinado com aproximadamente os 5,5 kb do ADN que sao
substituiveis nas regibdes El1 e E3, a capacidade maxima do vector
de adenovirus actual ¢ inferior a 7,5 kb ou cerca de 15% do
comprimento total do vector. Mais de 80% do genoma viral do
adenovirus permanece na estrutura base do vector e é a fonte de
citotoxicidade contida no vector. A deficiéncia para a
replicacdo do virus eliminado de E1 também ¢é incompleta. Por
exemplo, foi observada uma fuga de expressao génica viral com os
vectores actualmente disponiveis em multiplicidades elevadas de

infecgcao (MOI) (Mulligan, 1993).

As linhas celulares auxiliadoras podem ser derivadas de
células humanas, tais como células embriondrias de rim humano,
células musculares, células hematopoiéticas ou outras células
embrionarias humanas mesenquimatosas ou epiteliais.
Alternativamente, as células auxiliadoras podem ser derivadas de
células de outras espécies de mamifero que sao permissivas ao
adenovirus humano. Essas células incluem, e. g., células Vero ou

outras células embrionarias mesenquimatosas ou epiteliais de
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macaco. Como mencionado acima, a linha celular auxiliadora

actualmente preferida é a 293.

Recentemente, Racher et al. (1995) divulgou métodos
melhorados para cultivar células 293 e propagar adenovirus. Num
formato, 0s agregados celulares naturais sao cultivados
inoculando células individuais em frascos de centrifuga
siliconizados de 1 1litro (Techne, Cambridge, UK) contendo
100-200 mL de meio. Apds agitacdo a 40 rpm, a viabilidade
celular é estimada com azul tripano. Num outro formato, sao
utilizados microsuportes Fibra-Cel (Bibby Sterlin, Stone, UK)
(5 g/L) como se segue. FE adicionado um inéculo celular,
ressuspenso em 5 mL de meio ao suporte (50 mL) num frasco
Erlenmeyer de 250 mL e é deixado a repousar, com agitacéao
ocasional, durante 1 a 4 h. O meio é entdao substituido por 50 mL
de meio fresco e é 1iniciada a agitacao. Para a producao do
virus, é permitido o crescimento celular até uma confluéncia de
cerca de 80%, depois desse tempo o meio é substituido (até 25%
do volume final) e é adicionado adenovirus num MOI de 0,05. As
culturas sado deixadas estaciondrias durante a noite, apds o que
o volume ¢é aumentado para 100% e é iniciada agitacao durante

mais 72 h.

Além da exigéncia de que o vector de adenovirus seja
deficiente para a replicagao ou, pelo menos, condicionalmente
deficiente, nao se considera dque a natureza do vector de
adenovirus seja crucial para a realizagao, com sucesso, da
invencao. O adenovirus pode ser de qualguer dos 42 serotipos ou
subgrupos A-F diferentes conhecidos. O tipo 5 de adenovirus do
subgrupo C é o material inicial preferido, para obter um vector
de adenovirus deficiente para a replicagao condicional para

utilizagao na presente 1invengao, uma vez que o tipo 5 do
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Adenovirus ¢é um adenovirus humano acerca do qual ¢é conhecida
muita informagdao biogquimica e genética e tem sido historicamente
utilizado para a maioria das construgdes utilizando adenovirus

como um vector.

Como mencionado acima, o vector tipico de acordo com a
presente invencao ¢ deficiente para a replicagdao e nao ira ter
uma regido E1 do adenovirus. Deste modo, sera mais conveniente
introduzir o polinucledétido codificando o gene de interesse na
posigao a partir da qual as sequéncias codificando EI1 foram
removidas. No entanto, a posigao da insercao da construgao
dentro das sequéncias do adenovirus nao ¢é <crucial para a
invengao. O polinucledétido codificando o gene de interesse pode
ser também inserido em vez da regidao E3 eliminada em vectores de
substitui¢cao de E3 como descrito por Karlsson et al. (1986) ou
na regiao E4 em gue uma linha celular auxiliadora ou um virus

auxiliador completam a deficiéncia de EA4.

O adenovirus é facil de cultivar e de manipular e apresenta
um ampla gama de hospedeiros in vitro e in vivo. Este grupo de
virus pode ser obtido em titulos elevados, e. g., 10°-10%
unidades formadoras de placa por mL e estes sao altamente
infecciosos. O «ciclo de +vida do adenovirus nédo requer a
integragdao no genoma da célula hospedeira. Os genes exdgenos
distribuidos por vectores adenovirais sao epissoémicos e,
consequentemente, tém uma baixa genotoxicidade para as células
hospedeiras. Nao foli descrito qualquer efeito secundario em
estudos da vacinacdo com o adenovirus de tipo selvagem (Couch
et al., 1963; Top et al., 1971), demonstrando o seu potencial de
seguranca e terapéutico como vectores de transferéncia génica in

vivo.
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Tém sido wutilizados vectores adenovirais em expressao
génica eucariota (Levrero et al., 1991; Gomez-Foix et al., 1992)
e no desenvolvimento de vacinas (Grunhaus e Horwitz, 1992;
Graham e Prevec, 1992). Recentemente, estudos em animais
sugeriram gque possa ser utilizado adenovirus recombinante em
terapia genética (Stratford-Perricaudet e Perricaudet, 1991;
Stratford-Perricaudet et al., 1990; Rich et al., 1993). Os
estudos de administracao de adenovirus recombinante a diferentes
tecidos incluem a instilagao pela trageia (Rosenfeld et al.,
1991; Rosenfeld et al., 1992), injecg¢ao muscular (Ragot et al.,
1993), injecgdes intravenosas periféricas (Herz e Gerard, 1993)
e 1inoculagdo estereotactica no cérebro (Le Gall de La Salle

et al., 1993).

2. RETROVIRUS

Os retrovirus sao um grupo de virus de ARN de cadeia
simples caracterizados por uma capacidade para converter o seu
ARN em ADN de cadeia dupla em células infectadas por um processo
da transcrigao inversa (Coffin, 1990) . O ADN resultante
integra-se entdao de forma estavel nos cromossomas celulares como
um proé-virus e controla a sintese de proteinas virais. A
integracdo resulta na retencao das sequéncias génicas virais na
célula receptora e nos seus descendentes. 0O genoma retroviral
contém trés genes, gag, pol e env codificando, respectivamente,
para proteinas da cdapside, enzima polimerase e componentes do
invélucro. Uma sequéncia encontrada a montante do gene gag
contém um sinal de empacotamento do genoma em virides. Estao
presentes duas sequéncias de repetigdes terminais longas (LTR)
nas extremidades 5’ e 3’ do genoma viral. Estas contém um

promotor forte e sequéncias intensificadoras e sao também
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necessarias para a lintegracdo no genoma da célula hospedeira

(Coffin, 1990).

Para construlir um vector retroviral, ¢é inserido um &acido
nucleico codificando uma ou mais sequéncias oligonucleotidicas
ou polinucleotidicas de interesse no genoma viral em vez de
determinadas sequéncias virais para produzir um virus que é
deficiente para a replicagao. Para produzir virides, é
construida uma linha celular de empacotamento contendo os genes
gag, pol e env mas sem a LTR e os componentes de empacotamento
(Mann et al., 1983). Quando um plasmideo recombinante contendo
ADNc, em conjunto com a LTR retroviral e sequéncias de
empacotamento € introduzido nesta linha celular (por exemplon
por precipitagdo com fosfato de calcio), a sequéncia de
empacotamento permite que o transcrito de ARN do plasmideo

recombinante seja empacotado em particulas virais, que sao entao

segregadas para os meios de cultura (Nicolas e Rubenstein, 1988;

Temin, 1986; Mann et al., 1983). Os meios contendo o retrovirus
recombinante sao entao recolhidos, sao opcionalmente
concentrados e sao utilizados na transferéncia genética. Os

vectores retrovirais sao capazes de infectar uma ampla variedade
de tipos celulares. No entanto, a integragao e a expressao
estavel requerem a divisdao de células hospedeiras (Paskind

et al., 1975).

Foli recentemente desenvolvida uma nova abordagem concebida
para permitir visar especificamente vectores retrovirais baseada
na modificacao quimica de um retrovirus pela adigao guimica de
residuos de lactose ao invdlucro viral. Esta modificacgao pode
permitir a infecgao especifica dos hepatdécitos através

receptores sialoglicoproteicos.
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Foi concebida uma abordagem diferente para visar retrovirus
recombinantes em gque foram utilizados anticorpos biotinilados
contra uma proteina do invélucro retroviral e contra um receptor
celular especifico. Os anticorpos foram ligados via componentes
de biotina utilizando estreptavidina (Roux et al., 1989). Estes
demonstraram a infecgdo de varias células humanas que continham
aqueles antigénios de superficie com um virus ecotrépico
in vitro (Roux et al., 1989), wutilizando anticorpos contra
antigénios do complexo de histocompatibilidade principal da

classe I e classe I1I.

3. VIRUS ADENO-ASSOCIADOS

O AAV (Ridgeway, 1988; Hermonat e Muzycska, 1984) & um
parovirus, descoberto como uma contaminagdo de armazenamentos de
adenovirus. Este é um virus ubiquo (estdo presentes anticorpos
em 85% da populacaoc humana dos Estados Unidos) que nao foi
relacionado com qualquer doenca. E também classificado como um
dependovirus, uma vez gque a sua replicacdo esta dependente da
presenca de um virus auxiliador, tal como um adenovirus. Foram
isolados cinco serotipos, dos gquais o AAV-2 é o melhor
caracterizado. O AAV tem um ADN linear de cadeia simples gue
esta encapsidado nas proteinas da capside VP1l, VP2 e VP3 para
formar um virido icosaédrico com 20 a 24 nm de diédmetro

(Muzyczka e McLaughlin, 1988).

O ADN do AAV tem aproximadamente 4,7 kilobases de
comprimento. Este contém duas grelhas de leitura abertas e esta
flanqueado por duas ITR. Existem doils genes principais no genoma
do AAV: rep e cap. O gene rep codifica para proteinas

responsaveis pela replicacgdo viral, enquanto que o cap codifica
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para a proteina da céapside VP1-3. Cada ITR forma uma estrutura
em gancho com forma de T. Estas repetigcdes terminais sao os
Gnicos componentes em cis essenciais do AAV para a integracéao
cromossoémica. Consequentemente, o AAV pode ser utilizado como um
vector com todas as sequéncias codificante virais removidas e
substituidas pela cassete de genes para transferéncia. Foram
identificados trés promotores virais e foram denominados p5, pl?
e P40, de acordo com a sua posig¢ao no mapa. A transcricgao de pbd
e pl9 resulta na producado de proteinas rep e a transcricao de

P40 produz as proteinas da capside (Hermonat e Muzyczka, 1984).

Existem varios factores que induziram os investigadores a
estudar a possibilidade da utilizagao de rAAV como um vector de
expressao. Um destes é o facto as exigéncias para transferir um
gene de forma a integrar-se no cromossoma do hospedeiro serem
surpreendentemente reduzidas. E necessdrio estar presente a ITR
145-bp, a qual é apenas 6% do genoma do AAV. Isto deixa espaco
no vector para a montagem de uma insercao de ADN de 4,5 kb.
Embora esta capacidade de contencao possa 1impedir o AAV de

transferir genes grandes, ¢é significativamente adequada para a

transferéncia de construgdes anti-sentido da presente invengao.

O AAV & também uma boa selecgado como veiculo de
transferéncia devido a sua seguranca. Existe um mecanismo de
resgate relativamente complicado: sao necessarios nao apenas o
adenovirus de tipo selvagem mas também os genes AAV para
mobilizar o rAAV. Do mesmo modo, o AAV nao é patogénico e nao
esta associado a nenhuma doenca. A remocao de sequéncias
codificante virais minimiza as reacgdes imunitdarias a expressao
génica wviral e, consequentemente, o TrAAV nao provoca uma

resposta inflamatédria.
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4. OUTROS VECTORES VIRAIS COMO CONSTRUCOES DE EXPRESSAQ

Podem ser utilizados outros vectores virais como
construgdes de expressao na presente invencao para a
transferéncia de sequéncias oligonucleotidicas ou

polinucleotidicas a uma célula hospedeira. Podem ser utilizados
vectores derivados de virus, tais como virus vaccinia (Ridgeway,
1988; Coupar et al., 1988), lentivirus, virus da poliomielite e
virus do herpes. Estes oferecem varias caracteristicas
atractivas para varias c¢élulas de mamifero (Friedmann, 1989;

Ridgeway, 1988; Coupar et al., 1988; Horwich et al., 1990).

Com o reconhecimento recente do virus da hepatite B
deficiente, foi obtida uma nova percepcao na relagao entre a
fungao e a estrutura de sequéncias virais diferentes. Os estudos
in vitro mostraram que o virus pode conservar a capacidade de
empacotamento e de transcricao reversa dependente de auxilio
apesar da eliminacdo de até 80% do seu genoma (Horwich et al.,
1990). Isto sugeriu que possam ser substituidas grandes porgdes
do genoma por material genético exdégeno. O hepatotropismo e a
persisténcia (integracao) foram propriedades particularmente
atractivas para a transferéncia génica direccionada para o
figado. Chang et al. (1991) introduziram o) gene da
acetiltransferase do cloranfenicol (CAT) no genoma do virus da
hepatite B de pato em vez das sequéncias codificantes da
polimerase, superficie e pré-superficie. Este fol cotransfectado
com o virus do tipo selvagem numa linha celular de hepatoma
aviario. Foram utilizados meios de cultura contendo titulos
elevados do virus recombinante para infectar  hepatdcitos
primarios de pato recém-nascido. Foi detectada a expressao
estavel do gene da CAT durante, pelo menos, 24 dias apds a

transfecgao (Chang et al., 1991).
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5. VECTORES NAO-VIRAIS

Para efectuar a expressao das sequéncias oligonucleotidicas
ou polinucleotidicas da presente invencado, a construgao de
expressao deve ser transferida numa célula. Esta transferéncia
pode ser realizada in vitro, como em processos laboratoriais
para transformar linhas celulares ou in vivo ou ex Vvivo, COmo no
tratamento de determinados estados de doenca. Como descrito
acima, um mecanismo preferido, para a transferéncia ¢é via
infeccao viral, em que a construgao de expressao € encapsulada

numa particula viral infecciosa.

Uma vez tendo sido transferida a construgao de expressao no
interior da c¢élula o 4&cido nucleico codificando as sequéncias
oligonucleotidicas ou polinucleotidicas pretendidas pode ser
posicionado e ser expresso em locais diferentes. Em determinadas
formas de realizagdo, o acido nucleico codificando construgéo
pode estar integrado de forma estdavel no genoma celular. Esta

integragao pode estar na localizagao e orientagao especifica via

recombinacao homdéloga (substituigcao génica) ou pode estar
integrada numa posigao aleatéria, nao-especifica (aumento
génico). Em ainda novas formas de realizagdo adicionais, o acido

nucleico pode ser mantido de forma estavel na célula como um
segmento de ADN epissdémico separado. Esses segmentos de acidos
nucleicos ou “epissomas” codificam sequéncias suficientes para
permitir a manutengdo e a replicagao independente ou em
sincronizagao com o ciclo da célula hospedeira. A forma como as
construgdes de expressao sao transferidas a uma célula e em que
localizagao o acido nucleico permanece na célula estd dependente

do tipo de construgdes de expressao utilizadas.
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EFm determinadas formas de realizagcao da 1invengao, a
construgcao de expressao compreendendo uma ou mais sequéncias
oligonucleotidicas ou polinucleotidicas pode consistir apenas em
ADN recombinante ou plasmideos nus. A  transferéncia da
construgao pode ser realizada por gualguer dos métodos acima
referidos os qualis permeabilizam fisica ou guimicamente a
membrana celular. Isto ¢é particularmente aplicavel para a
transferéncia in vitro mas pode ser também aplicado a utilizacéao
in vivo. Dubensky et al. (1984) injectou com sucesso ADN de
poliomavirus sob a forma de precipitado em fosfato de calcio no
figado e no bago de murganhos adultos e recém-nascidos
apresentando replicacao viral activa e infeccao aguda.
Benvenisty e Reshef (1986) demonstraram também gque a injeccgéao
intraperitoneal directa de plasmideos precipitados com fosfato
de calcio resulta na expressdo dos genes transfectados. E
perspectivado que possa ser também transferido ADN codificando
um gene de interesse de uma forma semelhante in vivo e que

expresse o produto génico.

Uma outra forma de realizagao da invengao para transferir
uma construcgao de expressao de ADN nu para células pode envolver
bombardeamento de particulas. Este método depende da capacidade
de acelerar microprojécteis revestidos por ADN a uma velocidade
elevada permitindo que sete perfurem as membranas celulares e se
introduzam nas células sem as matar (Klein et al., 1987). Foram
desenvolvidos varios dispositivos para acelerar pequenas
particulas. Um desses dispositivos baseia-se numa descarga de
voltagem elevada para produzir uma corrente eléctrica que, por
sua vez, proporciocna a forga aceleradora (Yang et al., 1990). Os
microprojécteis utilizados tém consistido em substéncias
biologicamente inertes, tais como esferas de tungsténio ou de

ouro.
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Foram bombardeados orgaos seleccionados de ratos e
murganhos incluindo figado, pele e tecido muscular in vivo (Yang
et al., 1990; Zelenin et al., 1991). 1Isto pode requerer a
exposicado cirtrgica do tecido ou das células, para eliminar
qualquer tecido interferente entre o dispositivo e o orgao alvo,
i. e., tratamento ex vivo. Novamente, pode ser distribuido ADN
codificando um gene particular via este método e ainda ser

incorporado pela presente invengao.

COMPOSICOES POLIPEPTIDICAS

Em outros aspectos, a presente invengao  proporciona

composicgdes polipeptidicas.

Podem ser, geralmente, identificadas porgdes imunogénicas
utilizando técnicas bem conhecidas, tails como as resumidas em
Paul, Fundamental Immunology, 3@ ed., 243-247 (1993) e
referéncias ai contidas. Essas técnicas incluem o rastreio de
polipéptidos com capacidade para reagir com anticorpos
especificos para antigénio, antissoros e/ou linhas ou clones de
células T. Como aqui utilizado, os antissoros e os anticorpos
sao “especificos para um antigénio” se estes se ligarem
especificamente a um antigénio (i. e., estes reagirem com a
proteina num ELISA ou em outro imunoensaio e nao reagirem de um
modo detectavel com proteinas nao relacionadas) . Esses
antissoros e anticorpos podem ser preparados como aqui descrito
e utilizando técnicas bem conhecidas. Uma porgao imunogénica de
uma proteina de Mycobacterium sp. € uma poOrgao dJgue reage com
esses antissoros e/ou células T num nivel gque  nao é
substancialmente inferior a reactividade do polipéptido completo

(e. g., num ELISA e/ou num ensaio de reactividade de células T).
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Essas porgdes imunogénicas podem reagir dentro desses ensaios
num nivel que ¢é semelhante ou superior a reactividade do
polipéptido completo. Esses rastreios podem ser, geralmente,
realizados utilizando métodos bem conhecidos do especialista na
técnica, tal como os descritos em Harlow e Lane, Antibodies: A
Laboratory Manual (1988). Por exemplo, um polipéptido pode ser
imobilizado num suporte sdélido e ser feito contactar com soros
de doentes para permitir a ligagao de anticorpos dentro dos
soros ao polipéptido imobilizado. Os soros nao ligados podem ser
entao removidos e o0os anticorpos ligados serem detectados

A , 125
utilizando, por exemplo, Proteina A marcada com I.

Os polipéptidos podem ser preparados utilizando qualquer de
varias técnicas bem conhecidas. O0s polipéptidos recombinantes
codificados por sequéncias de ADN como descritos acima podem ser
facilmente preparados a partir das sequéncias de ADN utilizando
qualquer de varios vectores de expressdo conhecidos do
especialista na técnica. A expressao pode ser realizada em
gualquer célula hospedeira adequada que tenha sido transformada
ou transfectada com um vector de expressao contendo uma molécula
de ADN codificando um polipéptido recombinante. As células
hospedeiras adequadas incluem procariotas, leveduras e células
de eucariotas superiores, tais como células de mamifero e
células vegetais. De um modo preferido, as células hospedeiras
utilizadas sao E. coli, leveduras ou uma linha celular de
mamifero tal como COS ou CHO. Os sobrenadantes provenientes de
sistemas de hospedeiro/vector adequados que segregam a proteina
recombinante ou o polipéptido em meios de cultura podem ser
inicialmente concentrados utilizando um filtro comercialmente
disponivel. Apds concentracao, o concentrado pode ser aplicado a
uma matriz de purificagao adequada, tais como uma matriz de

afinidade ou uma resina de troca idénica. Finalmente, podem ser
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utilizados um ou mais passos de HPLC em fases reversa para

purificar adicionalmente um polipéptido recombinante.

Os polipéptidos da invengdo, seus fragmentos imunogénicos e
outras variantes tendo menos de cerca de 100 aminoacidos e,
geralmente, menos de cerca de 50 aminodcidos, podem ser também
produzidos por meios sintéticos, utilizando técnicas bem
conhecidas do especialista na técnica. Por exemplo, esses
polipéptidos podem ser sintetizados wutilizando qualquer das
técnicas em fase sdélida comercialmente disponiveis, tal como o
método de sintese em fase sdélida Merrifield, em que o0s
aminodcidos sdo adicionados sequencialmente a uma cadeia de
aminodcidos crescente. Ver Merrifield, J. Am. Chem. Soc.
85:2149-2146 (1963). O equipamento da sintese automatizada de
polipéptidos esta comercialmente disponivel de fornecedores tal
como Perkin Elmer/Applied BioSystems Division (Foster City, CA)

e pode ser operado de acordo com as instrugdes do fabricante.

Dentro de algumas formas de realizacdo especificas, um
polipéptido pode ser uma proteina de fusdao que compreende
polipéptidos multiplos como descrita aqui, ou compreender, pelo
menos, uma proteina de fusao como aqui descrita e uma sequéncia
nao relacionada. Por exemplo, um parceiro de fusao pode auxiliar
no fornecimento de epitopos T auxiliadores (um parceiro de fusao
imunoldégico), de um modo preferido, epitopos T auxiliadores
reconhecidos por humanos ou pode auxiliar na expressao da
proteina (um intensificador da expressao) com maiores
rendimentos do que a proteina recombinante nativa. Alguns
parceiros de fusao preferidos sSao parceiros de fusao
imunoldgicos e intensificadores da expressao. Podem ser
seleccionados outros parceiros de fusao para aumentar a

solubilidade da proteina ou permitir a proteina ser direccionada
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para compartimentos intracelulares pretendidos. Os parceiros de
fusao adiconais incluem ainda marcadores de afinidade, que

facilitam a purificacdo da proteina.

As proteinas de fusao podem ser, geralmente, preparadas
utilizando técnicas padrao, incluindo conjugagcao quimica. De um
modo preferido, uma proteina de fusdao ¢é expressa como uma
proteina recombinante, permitindo a produgao de niveis
aumentados, em relacdo a uma proteina nao-fundida, num sistema
de expressao. Resumidamente, as sequéncias de ADN codificando os
componentes polipeptidicos, podem ser montadas separadamente e
ser ligadas num vector de expressao adequado. A extremidade 3’
da sequéncia de ADN codificando um componente polipeptidico é
ligada, com ou sem um elemento de ligacgao peptidico, a
extremidade 5’ de uma sequéncia de ADN codificando o segundo
componente polipeptidico para que as grelhas de 1leitura das
sequéncias estejam em fase. Isto permite a tradugdao numa uUnica
proteina de fusao gque conserva a actividade bioldgica de ambos

o0s polipéptidos componentes.

Pode ser utilizada uma sequéncia de um elemento de ligacgao
peptidico para separar os primeiros e segundos componentes
polipeptidicos por uma distdncia suficiente para assegurar gque
cada polipéptido se enrola nas suas estruturas secundarias e
terciarias. Essa sequéncia de um elemento de ligagdo peptidico é
incorporada na proteina de fusao utilizando técnicas padrao bem
conhecidas no campo técnico. Podem ser seleccionadas sequéncias
adequadas de elementos de ligacao peptidicos com base nos
factores seguintes: (1) a sua capacidade para adoptar uma
conformagao extendida flexivel; (2) a sua incapacidade para
adoptar uma estrutura secunddria que ©possa interagir com

epitopos funcionais nos primeiros e segundos polipéptidos; e (3)
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a auséncia de residuos hidrofdébicos ou carregados gue possam
reagir com os epitopos funcionais do polipéptido. As segquéncias
preferidas do elemento de ligacao peptidico contém residuos de
Gly, Asn e Ser. Podem ser também utilizados outros aminodacidos
quase neutros, tais como Thr e Ala na sequéncia do elemento de
ligagcdo. As sequéncias de aminoacidos que podem ser utilizadas
de um modo util como elementos de ligacgdo incluem as divulgadas
em Maratea et al., Gene 40:39-46 (1985); Murphy et al., Proc.
Natl. Acad Sci. USA 83:8258-8262 (1986); Patente U. S. N°. 4935233
e Patente U.S. N° 4751180. A sequéncia do elemento de ligacgao
pode ter, geralmente, de 1 a cerca de 50 aminocdcidos de
comprimento. As sequéncias do elemento de ligagao nao sao
necessarias quando os primeiros e segundos polipéptidos tém
regides de aminodacidos nao essenciais no terminal N gque podem
ser utilizadas para separar os dominios funcionais e prevenir a

interferéncia estérica.

As sequéncias de ADN ligadas estdao operativamente ligadas a
elementos reguladores da transcrigcao ou da tradugao adequados.
Os elementos reguladores, responsaveis pela expressao do ADN,
estao apenas localizados em 5’ da sequéncia de ADN codificando
0s primeiros polipéptidos. De um modo semelhante, os coddes de
terminagdo necessarios para terminar a tradugdo e o0s sinais de
terminagcao de transcricao estao apenas presentes em 3’ da

sequéncia de ADN codificando o segundo polipéptido.

Sao também proporcionadas proteinas de fusao. Essas
proteinas compreendem um polipéptido como aqui descrito em
conjunto com uma proteina imunogénica nao relacionada. De um
modo preferido, a proteina imunogénica é capaz de promover uma

resposta de memdéria. Os exemplos dessas proteinas incluem
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proteinas de tétano, tuberculose e hepatite (ver e. g., Stoute

et al., New FEngl. J. Med. 336:86-91 (1997)).

Dentro das formas de realizagao preferidas, um parceiro de
fusdo imunoldgico é derivado da proteina D, uma proteina da
superficie da Dbactéria gram negativa Haemophilus influenza B
(documento WO 91/18926). De um modo preferido, um derivado da
proteina D compreende aproximadamente o primeiro terco da
proteina (e. g., o0s primeiros 100-110 aminoacidos do terminal N)
e um derivado da proteina D pode ser lipidado. Dentro de algumas
formas de realizacdo preferidas, sao incluidos no terminal N os
109 primeiros residuos de um parceiro de fusao lipoproteina D
para prorcionar ao polipéptido epitopos de células T exdgenos
adicionais e aumentar o nivel de expressao em E. coli
(funcionando deste modo como um intensificador da expressao). A
cauda lipidica assegura a apresentacdao Optima do antigénio as
células apresentadoras do antigénio. Outros parceiros de fuséao
incluem a proteina nao-estrutural do virus influenza, NS1
(hemaglutinina). Tipicamente, sdo utilizados os 81 aminoacidos
do terminal N, embora possam ser utilizados fragmentos

diferentes que incluam epitopos T auxiliadores.

Numa outra forma de realizagao, o parceiro de fusao
imunoldgico é a proteina conhecida como LYTA ou uma sua POrgao
(de um modo preferido, uma porgao do terminal C). A LYTA é
derivada de Streptococcus pneumoniae, 0 qual sintetiza uma
amidase de N-acetil-L-alanina conhecida como amidase LYTA
(codificada pelo gene LytA; Gene 43:265-292 (1986)). A LYTA é
uma autolisina que degrada especificamente determinadas ligagdes
na estrutura base do peptidoglicano. O dominio do terminal C da

proteina LYTA é responsavel pela afinidade com a colina ou com

alguns anadlogos da colina, tal como DEAE. Esta propriedade foi
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explorada para o desenvolvimento de plasmideos expressando
C-LYTA em E. coli Uteis para a expressao de proteinas de fusao.
Foi descrita a purificacao de proteinas hibridas contendo o
fragmento C-LYTA no terminal amino (ver Biotecnology 10:795-798
(1992)). Dentro de uma forma de realizagcao preferida, pode ser
incorporada uma porgao de repeticao de LYTA numa proteina de
fusdao. Na regiao do terminal C qgue inicia no residuo 178
encontra-se uma porgao de repetigao. Uma porgao de repeticao

particularmente preferida incorpora os residuos 188-305.

Em geral, sao isolados polipéptidos (incluindo as proteinas
de fusao) e polinucledétidos como aqui descritos. Um polipéptido
ou polinucledétido “isolado” ¢é aquele gque ¢é removido do seu
ambiente original. Por exemplo, uma proteina de ocorréncia
natural estda isolada se for separada de parte ou da totalidade
dos materiais coexistentes no sistema natural. De um modo
preferido, esses polipéptidos estao, pelo menos, cerca de 90%
puros, de um modo mais preferido, pelo menos, cerca de 95% puros
e de um modo muito preferido, pelo menos, cerca de 99% puros.
Considera-se que um polinucledétido esta isolado se, por exemplo,

for clonado num vector gue nado é uma parte do ambiente natural.

COMPOSICOES FARMACEUTICAS

Em formas de realizagdao adicionais, a presente invencgao
refere-se a formulagdo de um ou mais polinucledtidos ou
polipéptidos aqui divulgados em solugdes farmaceuticamente
aceitaveis ou fisiologicamente aceitaveis para administracdo a
uma célula ou a um animal, isoladamente ou em combinacdo com uma
ou mais de outras modalidades de terapia. Essas composig¢gdes sao

também Uteis para utilizacdes em diagnédstico.
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Sera também entendido que, se pretendido, podem ser também
administradas composigbdes de segmento de 4cido nucleico, ARN,
ADN ou APN que expressam um polipéptido como divulgado aqui em
combinagao com outros agentes, tais como, e. g., outras
proteinas ou polipéptidos ou varios agentes farmaceuticamente
activos. De facto, nao existe praticamente qualquer limite para
outros componentes gque possam ser também incluidos, desde que os
agentes adicionais nao causem um efeito adverso significativo
apés o contacto com as células alvo ou com os tecidos
hospedeiros. As composigdes podem ser, deste modo, transferidas
juntamente com varios outros agentes, de acordo com a
necessidade de cada caso particular. Essas composigdes podem ser
purificadas a partir de células hospedeiras ou de outras fontes
bioldégicas ou, alternativamente, serem sintetizadas quimicamente
como aquil descrito. Do mesmo modo, essas composigdes podem ainda
compreender ARN substituido ou derivatizado ou composigdes de

ADN.

A formulagao de excipientes e solugdes veiculo
farmaceuticamente aceitaveis é bem conhecida do especialista na
técnica, assim como é o desenvolvimento de regimes de tratamento
e dosagem adequados para utilizacao nas composigdes particulares
aqui descritas em varios regimes de tratamento, incluindo e. g.,
administracao e formulacgao oral, parentérica, intravenosa,

intranasal e intramuscular.

1. DISTRIBUICAO ORAL

Em determinadas aplicagdes, as composigdes farmacéuticas
aqui divulgadas podem ser distribuidas a um animal via

administracao oral. Como tal, estas composig¢gdes podem ser
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formuladas com um diluente inerte ou com um veiculo comestivel
assimilavel ou estas podem ser contidas em capsulas de gelatina
de revestimento duro ou mole ou estas podem ser prensadas em
comprimidos ou estas podem ser incorporadas directamente com o

alimento da dieta.

Os compostos activos podem ser mesmo incorporados com
excipientes e serem utilizados sob a forma de comprimidos
ingeriveis, comprimidos bucais, pastilhas, capsulas, elixires,
suspensdes, xaropes, hodéstias e semelhantes (Mathiowitz et al.,
1997; Hwang et al., 1998; Patente U.S. 5641515; Patente U.S.
5580579 e Patente U.S. 5792451). Os comprimidos, pastilhas,
pilulas, cépsulas e semelhantes podem também conter o seguinte:
um ligante, como goma de tragacanto, acdcia, amido de milho ou
gelatina; excipientes, tal como fosfato dicdlcico; um agente
desintegrante, tais como amido de milho, amido de batata, acido
alginico e semelhantes; pode ser adicionado um lubrificante, tal
como estearato de magnésio; e um agente adogante, tal como
sacarose, lactose ou sacarina ou um agente aromatizante, tais
como aroma de hortela-pimenta, &éleo de gaultéria ou cereja.
Quando a forma de unidade de dosagem é uma capsula; esta pode
conter, além de materiais do tipo acima, um veiculo liquido.
Podem estar presentes varios outros materiais como revestimentos
ou para de qualquer outro modo modificar a forma fisica da
unidade de dosagem. Por exemplo, os comprimidos, as pilulas ou
as capsulas podem ser revestidas com goma-laca, agucar ou com
ambos. Um xarope de elixir pode conter o composto activo
sacarose como agente adogante, metil e propilparabenos como
conservantes, um corante e aromatizante, tailis c¢omo aroma de
cereja ou laranja. Obviamente, qualquer material utilizado na
preparagao de qualquer forma de unidade de dosagem deve estar

farmaceuticamente puro e ser substancialmente nao-téxico nas
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quantidades utilizadas. Além disso, os compostos activos podem
ser 1ncorporados em preparagdes e formulagdes de libertacao

prolongada.

Tipicamente, estas formulagdes podem conter, pelo menos,
cerca de 0,1% do composto activo ou mais, embora a percentagem
do(s) ingrediente(s) activo(s) possa ser, obviamente, variada e
pode situar-se convenientemente entre cerca de 1 ou 2% e cerca
de 60% ou 70% ou mais do peso ou volume da formulagao total.
Obviamente, a quantidade do(s) composto(s) activo(s) em cada
composicao terapeuticamente Util pode ser preparada de forma a
ser obtida wuma dosagem adequada em qualquer dose unitaria
determinada do composto. Factores, tais como solubilidade, a
bioadisponibilidade, meia-vida bioldégica, via de administracao,
tempo de armazenamento de produto, assim como outras
consideragdes farmacoldgicas irdao ser contemplados por um
especialista na técnica da preparagao dessas formulagdes
farmacéuticas e como tal, podem ser pretendidas varias dosagens

e regimes de tratamento.

Para a administracao oral as composigbes da presente
invengao podem ser alternativamente incorporadas com um ou mais
excipientes na forma de elixir bucal, dentifrico, comprimido
bucal, vaporizagao oral ou formulagao sublingual administrada
oralmente. Por exemplo, pode ser preparado um elixir bucal
incorporando o ingrediente activo na quantidade necessaria num
solvente adequado, tal como uma solugao de borato de sddio
(Solugao de Dobell). Alternativamente, o ingrediente activo pode
ser incorporado numa solugao oral, tais como uma contendo borato
de sdédio, glicerina e bicarbonato de potassio ou ser disperso
num dentifrico ou ser adicionado numa quantidade

terapeuticamente eficaz a uma composicdo que pode incluir agua,
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ligantes, abrasivos, agentes aromatizantes, agentes espumantes e
humidificadores. Alternativamente as composigdes podem  ser
preparadas numa forma em comprimido ou em solugao que pode ser

colocada sob a lingua ou de outra forma dissolvida na boca.

2. DISTRIBUICAO INJECTAVEL

Em determinadas circunstdncias serda desejavel transferir
parentericamente, intravenosamente, intramuscularmente ou mesmo
intraperitonealmente as composigdes farmacéuticas aqui
divulgadas como descrito na Patente U.S. 5543158; Patente U.S.
5641515 e Patente U.S. 5399363. As solugdes dos compostos
activos como bases livres ou sais farmacologicamente aceitaveis
podem ser preparadas em agua adequadamente misturada com um
tensicactivo, tal como hidroxipropilcelulose. Podem ser também
preparadas dispersdes em glicerol, polietilenoglicdis ligquidos e
suas misturas e em &leos. Sob condigdes normais de armazenamento
e wutilizagao, estas preparagbes contém um conservante para

prevenir o crescimento de microrganismos.

As formas farmacéuticas adequadas para a utilizacao
injectdavel incluem solug¢des aquosas estéreis ou dispersdes e pd
estéril para a preparacao extempordnea de solugdes injectaveis
ou dispersbes estéreis (Patente U.S. 5466468). Em todos os
casos, a forma deve ser estéril e deve ser fluida na medida de
uma utilizagdo fdcil em seringa. Deve ser estavel nas condigdes
de preparagdo e armazenamento e deve ser conservada contra a
acgao contaminante de microrganismos, tais como bactérias e
fungos. O veiculo pode ser um solvente ou meio de disperséao
contendo, por exemplo, Aagua, etanol, poliol (e. g., glicerol,

propilenoglicol e polietilenoglicol 1liguido e semelhantes), suas
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misturas adequadas e/ou 6leos vegetais. A fluidez adegquada pode
ser mantida, por exemplo, pela utilizacao de um revestimento,
tal como lecitina, pela manutencdo do tamanho de particula
necessario, no caso da dispersao e pela utilizacao de
tensicactivos. A prevencgao da acgao de microrganismos pode ser
facilitada por varios agentes antibacterianos e antifungicos,
por exemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido sdérbico,
timerosal e semelhantes. Em muitos casos, sera preferivél,
incluir agentes isotdénicos, por exemplo, aglcar ou cloreto de
sédio. A absorcgdo prolongada das composigdes injectaveis pode
ser prorcionada pela utilizagao de agentes de atraso da
absorcao, por exemplo, monoestearato de aluminio e gelatina nas

composigdes.

Por exemplo, para a administracao parentérica numa solucgao
aquosa, a solucdao deve ser tamponada adequadamente se necessario
e o diluente liquido ser previamente tornado isotdénico com soro
fisioldgico ou glicose suficiente. Estas solugdes aquosas
particulares sao especialmente adequadas para a administracgao
intravenosa, intramuscular, subcutdnea e intraperitoneal. No gue
a isto se refere, um meio aquoso estéril gque possa ser utilizado
serda conhecido do especialista na técnica de acordo com a
presente divulgacgao. Por exemplo, uma dosagem pode ser
dissolvida em 1 mL de solugao isotdénica de NaCl e ser qguer
adicionada a 1000 mL de fluido de hipodermoclise quer injectada
no local de infusao proposto (ver e. g., Remington’s
Pharmaceutical Sciences, 152 Edigao, pp 1035-1038 e 1570-1580).
Ira necessariamente ocorrer alguma variacéao na dosagem
dependendo do estado do individuo a ser tratado. A pessoa
responsavel pela administracdo ira determinar, em qualqgquer
situagao, a dose adequada para o individuo individual. Além

disso, para a administragao humana, as preparagdes devem cumprir
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0s padrdes de esterilidade, pirogenicidade e seguranga geral e

pureza como requerido pelo FDA Office of Biologics standards.

Sao preparadas solugbdes 1injectaveilis estéreis incorporando
os compostos activos na quantidade necessaria no solvente
adequado com varios dos outros ingredientes listados acima, como
necessario, seguido de esterilizacdo por filtragdo. Geralmente,
as dispersdes sao preparadas incorporando varios ingredientes
activos esterilizados num veiculo estéril, o qual contém o meio
de dispersao basico e outros ingredientes necessarios dentro dos
listados acima. No caso de pds estéreis para a preparagao de
solugdes injectaveis estéreis, 0s métodos de preparacgao
preferidos consistem em técnicas de secagem sob vacuo e
liofilizagdao que produzem um pd do ingrediente activo adicionado
de qualquer ingrediente pretendido adicional a partir de uma sua

solugao previamente esterilizada por filtragao.

As composigdes aqui divulgadas podem ser formuladas sob uma
forma neutra ou sob a forma de sal. 0Os sals farmaceuticamente
aceitaveis, incluem os sais de adigdo acida (formados com oS
grupos amina livres da proteina) e que sado formados com acidos
inorgédnicos tais como, por exemplo, acidos cloridricos ou
fosféricos ou acidos orgédnicos, tais como acético, oxalico,
tartaric, mandélico e semelhantes. Os sais formados com o0s
grupos carboxilo livres podem ser também derivados de Dbases
inorgédnicas tais como, por exemplo, sbédio, potassio, amdnio,
calcio ou hidréxidos férricos e Dbases organicas, tais como
isopropilamina, trimetilamina, histidina, procaina e
semelhantes. Apds formulagao, as solugdes serao administradas de
uma forma compativel com a formulagao de dosagem e numa
quantidade que seja terapeuticamente eficaz. As formulagdes sao

facilmente administradas em varias formas de dosagem, tais como
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solugbes 1injectavels, capsulas de libertacdo de farmacos e

semelhantes.

Como aqui wutilizado, *“veiculo” inclui todos e quaisquer

solventes, meios de dispersao, veiculos, revestimentos,
diluentes, agentes antibacterianos e antifungicos, agentes
isotdénicos e de retardamento da absorcao, tampdes, solugdes

veiculo, suspensbes, coldides e semelhantes. A utilizacao desses
meios e agentes com substdncias activas farmacéuticas ¢é bem
conhecida na técnica. Excepto no caso em gque algum meio ou
agente convencional seja incompativel com o ingrediente activo,
a sua utilizacdao nas composicgdes terapéuticas é contemplada. Os
ingredientes activos suplementares também podem ser incorporados

nas composigdes.

A frase “farmaceuticamente aceitavel” refere-se a entidades
moleculares e composigdes que nao produzem uma reacgao alérgica
ou semelhante adversa quando administradas a um humano. A
preparagao de uma composigao aquosa que contém uma proteina como
um ingrediente activo é bem entendida na técnica. Tipicamente,
essas composigdes sdo preparadas como injectaveis, como solugdes
liguidas ou como suspensdes; também podem ser preparadas formas
s6lidas adequadas para solugao ou suspensao em liguido antes da

injecgao. A preparagao também pode ser emulsionada.

3. TRANSFERENCIA NASAL

Em determinadas formas de realizagao, as composigdes
farmacéuticas podem ser transferidas por vaporizagdes
intranasais, 1inalagao e/ou outros veiculos de transferéncia de

aerossdis. Foram descritos métodos para transferéncia de
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composigdes de genes, acidos nucleicos e péptidos directamente
aos pulmdes via sprays nasais de aerossol, e. g.,
Patente U. S. 5756353 e Patente U.S. 5804212. Do mesmo modo, &
também bem conhecida nas técnicas farmacéuticas a transferéncia
de farmacos utilizando resinas de microparticulas intranasais
(Takenaga et al., 1998) e compostos de lisofosfatidil-glicerol
(Patente U.S. 5725871). Do mesmo modo, na Patente U. S. 5780045 &
descrita a transferéncia transmucosal de farmacos sob a forma de

uma matriz de suporte de politetrafluoroetileno.

4., TRANSFERENCIA MEDIADA POR LIPOSSOMAS, NANOCAPSULAS E
MICROPARTICULAS

Em determinadas formas de realizacgao, 0SS requerentes
contemplam a utilizacgao de lipossomas, nanocapsulas,
microparticulas, microesferas, particulas lipidicas, vesiculas e
semelhantes, para a introducao das composigdbes da presente
invengcao em células hospedeiras adequadas. Em particular as
composigdes da presente invengao podem ser formuladas para a
transferéncia encapsuladas numa particula lipidica, num
lipossoma, numa vesicula, numa nanosfera ou numa nanoparticula

ou semelhantes.

Essas formulagdes podem ser preferidas para a introdugao de
formulagdes farmaceuticamente aceitaveis dos acidos nucleicos ou
construgdes aqui divulgados. A formagao e a utilizacao de
lipossomas sao, geralmente, conhecidas do especialista na
técnica (ver por exemplo, Couvreur et al., 1977; Couvreur, 1988;
Lasic, 1998; que descrevem a utilizacao de lipossomas e
nanocapsulas em terapia com antibidético direccionada para

infecgdes e doengas bacterianas intracelulares). Recentemente,
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foram desenvolvidos lipossomas com estabilidade e tempos de meia

vida em circulacgao no SOTro melhorados (Gabizon e
Papahadjopoulos, 1988; Allen e Choun, 1987;
Patente U. S. 5741516). Adicionalmente, tém sido revistos varios

métodos de preparacao de lipossomas e semelhantes a lipossomas
como potenciais veiculos de farmacos (Takakura, 1998; Chandran
et al., 1997; Margalit, 1995; Patente U. S. 5567434;
Patente U. S. 5552157; Patente U. S. 5565213; Patente U. S. 5738868
e Patente U.S. 5795587).

Tém sido utilizados com sucesso lipossomas com varios tipos
celulares gque sao normalmente resistentes a transfecgdo por
outros processos incluindo suspensdes de célula T, culturas
primarias de hepatdécitos e células PC 12 (Renneisen et al.,
1990; Muller et al., 1990). Além disso, os lipossomas estao
isentos do constrangimentos de comprimento do ADN que é tipico
dos sistemas de transferéncia virais. Os lipossomas tém sido
utilizados eficazmente para introduzir genes, farmacos (Heath e
Martin, 1986; Heath et al., 1986; Balazsovits et al., 1989;
Fresta e Puglisi, 1996), agentes radioterapéuticos (Pikul
et al., 1987), enzimas (Imaizumi et al., 1990a; Imaizumi et al.,
1990b), virus (Faller e Baltimore, 1984), factores de
transcrigdao e efectores alostéricos (Nicolau e Gersonde, 1979)
em varias linhas celulares cultivadas e em animais. Além disso,
foram concluidos varios, com sucesso, ensaios clinicos
examinando a eficacia da transferéncia de farmacos mediada por
lipossomas (Lopez-Berestein et al., 1985a; 1985b; Coune, 1988;
Sculier et al., 1988). Além disso, varios estudos sugerem que a
utilizagdo de lipossomas nao esta associada a respostas
autoimunitarias, toxicidade ou localizagao gonadal apds

transferéncia sistémica (Mori e Fukatsu, 1992).
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Os lipossomas sao formados a partir de fosfolipidos que séao
dispersos num meio aquoso e formam espontaneamente vesiculas em
bicamada concéntricas multilamelares (também designadas
vesiculas multilamelares (MLV). As MLV tém geralmente didmetros
de 25 nm a 4 pm. A sonicagdo das MLV resulta na formagao de
pequenas vesiculas unilamelares (SUV) com didmetros na gama de

200 a 500 A, contendo uma solucdo aquosa no nucleo.

Os lipossomas apresentam semelhanga com as membranas
celulares e sdo contemplados para utilizacao associada a
presente 1invencao como veiculos para composigdes peptidicas.
Estes sao amplamente adequados dado que podem ser aprisionadas
substancias solaveis em agua e lipidicas, i. e.,
respectivamente, nos espagos agquosos e no interior da prépria
bicamada. E possivel que os lipossomas contendo fdrmacos possam
ser mesmo utilizados na transferéncia especifica para um local
de agentes activos por modificagcao selectiva da formulagao

lipossdémica.

Além dos ensinamentos de Couvreur et al. (1977; 1988), pode
ser utilizada a informagao seguinte na produgao de formulagdes
lipossdémicas. Os fosfolipidos podem formar varias estruturas
além de lipossomas quando dispersos na agua, dependendo da
proporgdo molar entre o lipido e a agua. Em proporgdes baixas o
lipossoma ¢é a estrutura preferida. As caracteristicas fisicas
dos lipossomas dependem do pH, da forca idénica e da presenca de
catides divalentes. Os lipossomas podem apresentar
permeabilidade baixa a substédncias idénicas e polares, mas sofrer
uma transicao de fase a temperaturas elevadas dque altera
significativamente a sua permeabilidade. A transicao de fase
envolve uma alteracao de uma estrutura fortemente empacotada,

ordenada, conhecida como o estado de gel, para uma estrutura
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pouco empacotada, menos ordenada, conhecida como o estado de
fluido. 1Isto ocorre a uma temperatura de transigcao de fase
caracteristica e resulta num aumento da permeabilidade a ides,

aglcares e farmacos.

Além da temperatura, a exposicdao a proteinas pode alterar a
permeabilidade dos lipossomas. Determinadas proteinas soluveis,
tal como o citocromo ¢, ligam-se, deformam e penetram a
bicamada, causando deste modo modificag¢des na permeabilidade. O
colesterol inibe esta penetragcao de proteinas, aparentemente
empacotando os fosfolipidos mais fortemente. E contemplado que
as formagdes de lipossomas mails Uteis para a transferéncia de

antibidéticos e inibidores irdo conter colesterol.

A capacidade para aprisionar solutos varia entre tipos
diferentes de lipossomas. Por exemplo, as MLV sao moderadamente
eficientes no aprisionamento de solutos, mas as SUV sao
extremamente ineficientes. No entanto as SUV oferecem a vantagem
de homogeneidade e da reproduzibilidade na transferéncia de
tamanho e é oferecido um compromisso entre tamanho e eficiéncia
de aprisionamento por grandes vesiculas unilamelares (LUV).
Estas sao preparadas por evaporacao de éter e sao trés a quatro
vezes mais eficientes no aprisionamento de solutos do que as

MLV.

Além das caracteristicas do lipossoma, um determinante
importante no aprisionamento de compostos consiste nas
propriedades fisico-quimicas do préprio composto. Os compostos
polares sao aprisionados nos espagos agquosos e 0s compostos
nao-polares ligam-se a Dbicamada lipidica da vesicula. Os
compostos polares sao libertados através de permeagao ou guando

a bicamada ¢é interrompida, mas 0s compostos nao-polares
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permanecem associados a bicamada a menos que esta seja
interrompida por temperatura ou exposicdao a lipoproteinas. Os
dois tipos apresentam taxas maximas de efluxo a temperatura de

transicao de fase.

Os lipossomas interagem com células via gquatro mecanismos
diferentes: endocitose por células fagociticas do sistema do
reticuloendotelial, tais como macrdéfagos e neutrdédéfilos; adsorcgao
a superficie celular, por forcgas nao-especificas fracas
hidrofdébicas ou electrostdticas ou por interacgdes especificas
com componentes da superficie celular; fusdao com a membrana
plasmatica celular por insercao da Dbicamada lipidica do
lipossoma na membrana plasmatica, com a libertacdo simulténea do
conteudo lipossomal no citoplasma; e por transferéncia dos
lipidos lipossomais para membranas celulares ou subcelulares ou
vice-versa, sem qualquer associacgdao dos conteldos do lipossoma.
Frequentemente ¢é dificil determinar gqual o mecanismo gque ¢é

funcional e pode funcionar mais de um simultaneamente.

O destino e a disposigao dos lipossomas injectados
intravenosamente dependem das suas propriedades fisicas, tais
como tamanho, fluidez e carga superficial. Estes podem persistir
em tecidos durante h ou dias, dependendo da sua composicao e as
meias vidas no sangue variam desde min e varias h. Os lipossomas
maiores, tais como MLV e LUV, sao incorporados rapidamente pelas
células fagociticas do sistema do reticuloendotelial, mas a
fisiologia do sistema circulatério restringe a saida dessas
espécies grandes na maioria das localizagdes. Estas podem sair
apenas em localizagdes em que existam grandes aberturas ou poros
no endotélio capilar, tais como os sinusdéides do figado ou do
bago. Deste modo, estes orgaos sao o local predominante da

captura. Por outro lado, as SUV apresentam uma maior
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transferéncia tecidular mas sao ainda altamente sequestradas no
figado e no bago. Em geral, este comportamento in vivo limita o
direccionamento potencial dos lipossomas apenas para 0SS 0rgaos e
tecidos acessiveis ao seu grande tamanho. Estes incluem sangue,

figado, bago, medula 6ssea e orgaos linfdides.

O direccionamento nao €, geralmente, uma limitagdao para a
presente invencgao. No entanto, se for pretendido um
direccionamento especifico, estdao disponiveis métodos para este
ser realizado. Podem ser utilizados anticorpos para ligacao a
superficie do lipossoma e direccionar o anticorpo e o0s seus
contetdos de farmaco para receptores antigénicos especificos
localizados numa superficie de um tipo celular particular. Podem
ser também utilizados determinantes hidratos de carbono
(componentes glicoproteicos ou glicolipidicos da superficie
celular que desempenham um papel no reconhecimento, interacgao e
adesao intercelular) como locais de reconhecimento uma vez que
estes tém potencial no direccionamento de lipossomas para tipos
celulares particulares. Principalmente, ¢é contemplado que seja
utilizada a injeccao intravenosa de preparacgdes lipossédmicas,

mas sao também concebiveis outras vias de administracéo.

Alternativamente, a 1nvengao proporciona formulagdes de
nanocapsulas farmaceuticamente aceitaveis das composigdes do
presente invencgdo. As nanocapsulas podem, geralmente, aprisionar
compostos de um modo estavel e reprodutivel
(Henry-Michelland et al., 1987; et al. Quintanar-Guerrero., 1998;
Douglas et al., 1987). Essas particulas wultrafinas (com um
tamanho de aproximadamente 0,1 um) deve ser concebidas
utilizando polimeros capazes de serem degradados in vivo para
evitar efeitos secundarios devidos ao sobrecarregamento

polimérico intracelular. Sao contemplados para utilizacao na
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presente invengao nanoparticulas biodegradaveis de
polialguilcianoacrilato que cumprem estes requisitos. Essas
particulas podem ser facilmente preparadas como descrito
(Couvreur et al., 1980; 1988; =zur Muhlen et al., 1998; Zambaux
et al. 1998; Pinto-Alphandry et al., 1995 e Patente U.S.
5145684) .

VACINAS

Sao proporcionadas vacinas em algumas formas de realizacao
preferidas da presente invengao. As vacinas 1irao compreender,
geralmente, uma ou mails composigdes farmacéuticas, tais como as
discutidas acima, em combinagdao com um imuncestimulante. Um
imunocestimulante pode ser qualgquer substdncia que intensifique
ou potencie uma resposta imunitaria (de anticorpo e/ou mediada
por célula) a um antigénio exdgeno. Os exemplos de
imunoestimulantes incluem adjuvantes, microesferas
biodegradaveis (e. g¢g., galactido polildctico) e lipossomas (no
quails o composto é incorporado; ver e. g., Fullerton, Patente
U.S. N° 4235877). A preparagao de vacinas estda de um modo geral
descrita, por exemplo, em Powell e Newman, ed., Vaccine Design
(the subunit and adjuvant approach) (1995). As composigdes
farmacéuticas e as vacinas dentro do ambito da presente invencao
podem também conter outros compostos, 0s quails podem ser

biologicamente activos ou inactivos.

As vacinas ilustrativas podem conter ADN codificando um ou
mais dos polipéptidos como descritos acima, de forma a gque o
polipéptido seja produzido in situ. Como observado acima, o ADN
pode estar presente dentro de qualquer de varios sistemas de

transferéncia conhecidos do especialista na técnica, incluindo
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sistemas de expressdao de acidos nucleicos, bactérias e sistemas
de expressao virais. Sao bem conhecidas na técnica numerosas
técnicas de transferéncia génica, tais como as descritas por
Rolland, Crit. Rev. Therap. Drug Carrier Systems 15:143-198
(1998) e referéncias ai contidas. Os sistemas de expressao de
acidos nucleicos adequados contém as sequéncias de ADN
necessarias para a expressao no doente (tais como um promotor e
um sinal de terminagao adequados). Os sistemas de transferéncia
bacterianos envolvem a administragcdo de uma bactéria (tal como
Bacillus—-Calmette-Guerrin) dgue expressa uma Pporgao imunogénica
do polipéptido na sua superficie celular ou segrega esse
epitopo. Numa forma de realizagao preferida, o ADN pode ser
introduzido utilizando um sistema de expressao viral (e. g.,
vacinia ou outro poxvirus, retrovirus ou adenovirus), o que pode
envolver a utilizacdo de um virus néao-patogénico deficiente,
competente para a replicacgao. Os sistemas adequados sao
divulgados, por exemplo, em Fisher-Hoch et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 86:317-321 (1989); Flexner et al., Ann. N. Y.
Acad Sci. 569:86-103 (1989); Flexner et al., Vaccine 8:17-21
(1990); Patentes U.S. N° 4603112, 4769330 e 5017487; documento
WO 89/01973; Patente U.S. N° 4777127; documento GB 2200651;
documento EP 0345242; documento WO 91/02805; Berkner,
Biotechniques 6:616-627 (1988) ; Rosenfeld et al., Science
252:431-434 (1991); Kolls et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
91:215-219 (1994); Kass-Eisler et al., Proc. Natl. Acad Sci. USA
90:11498-11502 (1993); Guzman et al., Circulation 88:2838-2848
(1993); e Guzman et al., Cir. Res. 73:1202-1207 (1993). As
técnicas para incorporar ADN nesses sistemas de expressao sao

bem conhecidas do especialista na técnica. O ADN pode ser também

44 {4

nu”, como descrito, por exemplo, em Ulmer et al., Science
259:1745-1749 (1993) e revisto por Cohen, Science 259:1691-1692

(1993). A incorporagao de ADN nu pode ser aumentada revestindo o
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ADN em esferas biodegradaveils, as quais sao eficientemente
transportadas para o interior das células. Sera evidente gue uma
vacina pode compreender uma componente polinucleotidica e
polipeptidica. Essas vacinas podem prover uma resposta

imunitdria intensificada.

Sera evidente que uma vacina pode conter sais
farmaceuticamente aceitaveis dos polinucledtidos e dos
polipéptidos aqui proporcionados. Esses sais podem ser

preparados a partir de Dbases nao-tdxicas farmaceuticamente
aceitaveils, incluindo bases orgéanicas (e. g., sails de aminas
primarias, secundarias e terciarias e aminoadcidos basicos) e
bases inorgénicas (e. g¢g., sails de sdédio, potassio, 1litio,

aménio, cdlcio e magnésio).

Embora possa ser utilizado qualquer veiculo adequado
conhecido do especialista na técnica, nas composigdes de vacina
desta invencgdo, o tipo da veiculo irada variar dependendo do modo
de administracao, As composicgdes da presente invencao podem ser
formuladas para qualguer forma adequada de administracao,
incluindo, por exemplo, administracdo tépica, oral, nasal,
intravenosa, intracraniana, intraperitoneal, subcutéanea ou
intramuscular. Para administracdo parentérica, tal como injeccgao
subcutédnea, o veiculo compreende, de um modo preferido, agua,
soro fisioldgico, alcool, uma gordura, uma cera ou um tampao.
Para a administragcao oral, pode ser utilizado qualquer dos
veiculos acima ou um veiculo sdélido, tais como manitol, lactose,
amido, estearato de magnésio, sacarina de sdédio, talco,
celulose, glicose, sacarose e carbonato de magnésio. Podem ser
também utilizadas microesferas biodegradaveis (e. g.,
poliglicolato de polilactato) como veiculos das composigdes

farmacéuticas desta invengao. As microesferas biodegradaveis
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adequadas sao divulgadas, por exemplo, nas Patentes U.S.
N° 4897268; 5075109; 5928647; 5811128; 5820883; 5853763; 5814344
e 5942252. Pode-se também utilizar um veiculo compreendendo os
complexos particula-proteina descritos na Patente U.S.
N° 5928647, os dquals sao capazes de 1nduzir uma resposta de

linfécito T citotdxico restrita a classe I num hospedeiro.

Essas composigdes também podem compreender tampdes (e. g.,
soro fisioldgico tamponado neutro ou soro fisioldgico tamponado
com fosfato), hidratos de carbono (e. g., glicose, manose,
sacarose ou dextranos), manitol, proteinas, polipéptidos ou
aminodcidos, tal como glicina, antioxidantes, bacteriostaticos,
agentes guelantes, tais como EDTA ou glutationa, adjuvantes
(e. g., hidréxido de aluminio), solutos que tornam a formulacao
isotdénica, hipotdénica ou fracamente hipertdnica com o sangue de
um receptor, agentes de suspensdo, agentes espessantes e/ou
conservantes. Alternativamente, as composicgdes da presente
invengao podem ser formuladas sob a forma de um liofilizado. Os
compostos podem ser também encapsulados dentro de lipossomas

utilizando tecnologia bem conhecida.

Pode ser utilizado qualquer de varios imunoestimulantes nas
vacinas desta invencao. Por exemplo, pode ser incluido um
adjuvante. A maioria dos adjuvantes contém uma substéncia
concebida para proteger o antigénio do catabolismo rapido, tais
como o hidréxido de aluminio ou o déleo mineral e um estimulante
de respostas imunitarias, tais como lipido A, proteinas obtidas
de Bortadella pertussis ou de espécies de Mycobacterium ou de
Mycobacterium. Por exemplo, pode ser utilizado M. vaccae
(“pVac”) deslipidado, desglicolipidado. Numa outra forma de
realizagdo, € utilizado o BCG como um adjuvante. Além disso, a

vacina pode ser administrada a um individuo anteriormente
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exposto ao BCG. Estdao comercialmente disponiveis adjuvantes
adequados como, por exemplo, o Adjuvante Incompleto e o
Adjuvante Completo de Freund (Difco Laboratories, Detroit, MI);
Adjuvante Merck 65 (Merck and Company, Inc., Rahway, NJ); AS-2 e
seus derivados (SmithKline Beecham, Filadélfia, PA); CWS, TDM,
Leif, sais de aluminio, tais como gel de hidrdéxido de aluminio
(alumina) ou fosfato de aluminio; sailis de cdlcio, ferro ou
zinco; uma suspensao 1insoltvel de tirosina acilada; aglUcares
acilados; polissacaridos derivatizados cationicamente ou
anionicamente; polifosfazenos; microesferas biodegradaveis;
monofosforil 1lipido A e quil A. Podem ser também utilizadas
citocinas, tais como GM-CSEF ou interleucina 2,-7, ou-12, como

adjuvantes.

Dentro das wvacinas aquil proporcionadas, a composigao
adjuvante ¢é, de um modo preferido, concebida para induzir uma
resposta imunitdria predominantemente do tipo Thl. ©Niveis
elevados de citocinas do tipo Thl (e. g., IFN-y, TNFa, IL-2 e
IL-12) tendem a favorecer a indugdo de respostas imunitarias
mediadas por células contra um antigénio administrado. Pelo
contrario niveis elevados de citocinas do tipo Th2 (e. g., IL-4,
IL-5, IL-6 e IL-10) tendem a favorecer a inducao de respostas
imunitdrias humorais. Apds a aplicagcado de uma vacina como agqui
proporcionada, um doente ira suportar uma resposta imunitaria
que inclui respostas do tipo Thl e Th2. Dentro de uma forma de
realizacao preferida, em gque uma resposta é predominantemente do
tipo Thl, o nivel de citocinas do tipo Thl ira aumentar numa
maior extensdao do que o nivel de citocinas do tipo Th2. Os
niveis destas citocinas podem ser facilmente avaliados
utilizando ensaios padrao. Para uma revisao das familias de
citocinas, ver Mosmann e Coffman, Ann. Rev. Immunol. 7:145-173

(1989).
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Os adjuvantes preferidos para utilizacao na promogao de uma
resposta predominantemente do tipo Thl incluem, por exemplo, uma
combinacdo do monofosforil lipido A, de um modo preferido,
monofosforil lipido A 3-des-0O-acilado (3D-MPL), em conjunto com
um sal de aluminio. Os adjuvantes MPL estao disponiveis de
Corixa Corporation (Seattle, WA; ver as Patentes US N° 4436727;
4877611; 4866034 e 4912094). 0Os oligonucledtidos contendo CpG
({em que o dinucledétido CpG é nao metilado) induzem também uma
resposta predominantemente Thl. Esses oligonucledétidos s&o bem
conhecidos e estao descritos, por exemplo, nos documentos
WO 96/02555, WO 99/33488 e nas Patente U.S. N° 6008200 e 5856462.
Sao também descritas sequéncias de ADN imunoestimulantes, por
exemplo, ©por Sato et al., Science 273:352 (1996) . Outro
adjuvante preferido, compreende uma saponina, tais como Quil A
ou 0s seus derivados, incluindo 0s21 e QS7 (Agquila
Biopharmaceuticals Inc., Framingham, MA); Escina; Digitonina; ou
saponinas de Gypsophila ou de Chenopodium quinoa. Outras
formulagdes preferidas incluem mais de uma saponina nas
combinagdes de adjuvante da presente invengao, por exemplo
combinag¢gdes de, pelo menos, dois do grupo seguinte compreendendo

QsS21, QS7, Quil A, PB-escina ou digitonina.

Alternativamente as formulagbdes de saponina podem ser
combinadas com veiculos de vacina compostos por quitosano ou

outros polimeros policatidénicos, particulas de polilactido e

polilactido-co-glicdlido, matriz de polimero baseada em
poli-N-acetilglucosamina, particulas compostas por
polissacaridos ou polissacarido modificados gquimicamente,

lipossomas e particulas a base de lipidos, particulas compostas
por monoésteres do glicerol, etc. As saponinas podem ser também
formuladas na presenga de colesterol para formar estruturas

particuladas, tais como lipossomas ou ISCOM. Além disso, as
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saponinas podem ser formuladas em conjunto com um éter ou éster
de polioxietileno, numa solugao ou suspensao nao-particulada ou
numa estrutura particulada, tais como um lipossoma paucilamelar
ou ISCOMS. As saponinas podem ser também formuladas com
excipientes tal como Carbopol® para aumentar a viscosidade ou
serem formuladas sob a forma de pd seco com um excipiente em pd

tal como a lactose.

Numa forma de realizagao preferida, o sistema de adjuvante
inclui a combinagdao de um monofosforil lipido A e de um derivado
de saponina, tal como a combinacdo de QS21 e adjuvante 3D-MPL®,
como descrito no documento WO 94/00153 ou uma composigdo menos
reactogénica em que a QS21 ¢é atenuada com colesterol, como
descrito no documento WO 96/33739. Outras formulacgdes preferidas
compreendem uma emulsaoc de 6leo-em-agua e tocoferol. No
documento WO 95/17210 é descrita uma outra formulagado de
adjuvante particularmente preferida utilizando QS21, adjuvante

3D-MPL® e tocoferol numa emulsdo de bleo-em-agua.

Outro sistema de adjuvante melhorado envolve a combinacgao
de um oligonucledtido contendo CpG- e um derivado de saponina
particularmente a combinacao de CpG e QS21 como divulgado no
documento WO 00/09159. De um modo preferido, a formulagéo
compreende adicionalmente uma emulsao de dleo em Aagua e

tocoferol.

Outros adjuvantes preferidos incluem Montanide ISA 720
(Seppic, Franga), SAF (Chiron, Califdérnia, Estados Unidos),
ISCOMS (CSL), MF-59 (Chiron), série SBAS de adjuvantes (e. g.,
SBAS-2, AS2’, AS2,” SBAS-4 ou SBAS6, disponivel de SmithKline
Beecham, Rixensart, Bélgica), Detox (Corixa, Hamilton, MT),

RC-529 (Corixa, Hamilton, MT) e outros 4-fosfatos de
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amincalquilglucosaminida (AGP), tais como os descritos nos
Pedidos de Patente U.S. pendentes com os N° de Série 08/853826 e
09/074720, e adjuvantes de éter de polioxietileno, tal como os

descritos no documento WO 99/52549A1.

Outros adjuvantes preferidos incluem moléculas de adjuvante
da foérmula geral (I): HO(CH,CH20),-A-R, em gue n é 1-50, A é uma

ligagao ou -C(0)-, R é alquilo Ci-sp ou Fenilalgquilo Ci_sgp.

Uma forma de realizacao da presente invengao consiste numa
formulagcao de vacina compreendendo um éter de polioxietileno de
férmula geral (I), em que n se situa entre 1 e 50, de um modo
preferido, 4-24, de um modo muito preferido, 9; o componente R é
Ci-50, de um modo preferido, alquilo C;Cyy e de um modo muito
preferido, alquilo Ci, e A é uma ligacgado. A concentragao dos
éteres de polioxietileno deve-se situar na gama de 0,1-20%, de
um modo preferido, de 0,1-10% e, de um modo muito preferido, na
gama de 0,1-1%. Os éteres de polioxietileno preferidos sao
seleccionados do grupo seguinte: éter polioxietileno-9-
laurilico, éter polioxietileno-9-esteorilico, éter
polioxietileno-8-esteorilico, éter polioxietileno-4-laurilico,

éter polioxietileno-35-laurilico e éter polioxietileno-23-

laurilico. Os éteres de ©polioxietileno tal como o éter
polioxietilenolaurilico sao descritos no indice Merck (122
edigdo: entrada 7717). Estas moléculas adjuvantes sao descritas

no documento WO 99/52549.

O éter de polioxietileno de acordo com a férmula geral (I)
acima pode, se pretendido, ser combinado com outro adjuvante.
Por exemplo, uma combinacdo de adjuvante preferida &, de um modo
preferido, com CpG como descrito no pedido de patente UK

pendente GB 9820956.2.
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Qualgquer vacina aqui proporcionada pode ser preparada
utilizando métodos bem conhecidos que resultam numa combinacao
de antigénio, resposta imunitaria intensificadora e um veiculo
ou excipiente adequado. As composigdes aquil descritas podem ser
administradas como parte de uma formulagcao de libertacgao
prolongada (i. e., uma formulagdo, tais como uma capsula,
esponja ou gel (por exemplo, constituida por polissacaridos) que
efectua um libertacao lenta do composto apds a administracao).
Essas formulagdes podem ser, geralmente, preparadas utilizando
tecnologia bem conhecida (ver, e. g., Coombes et al., Vaccine
14:1429-1438 (1996)) e serem administradas, por exemplo, por
implantagdo oral, rectal ou subcutdnea ou por implantagdo no
local alvo pretendido. As formulagbes de libertagao prolongada
podem conter um polipéptido, polinucledtido ou anticorpo
disperso numa matriz veiculo e/ou <contido dentro de um

reservatdério rodeado de uma membrana de controlo da taxa.

Os veiculos para utilizacao dentro dessas formulagdes sao
biocompativeis e podem ser também biodegradaveis; de um modo
preferido, a formulagao proporciona um nivel relativamente
constante de 1libertacdo do componente activo. Esses veiculos
incluem microparticulas de poli(lactido-co-glicdélido),
poliacrilato, latex, amido, celulose, dextrano e semelhantes.
Outros veiculos de 1libertacado retardada incluem Dbiovectores
supramoleculares que compreendem um ntcleo hidrofilico
nao-liquido (e. g., um polissacarido ou oligossacarido
reticulado) e, opcionalmente, uma camada externa compreendendo
um composto por anfifilico, tal como um fosfolipido (ver e. g.,
Patente U.S. N° 5151254 e pedidos PCT WO 94/20078, W0/94/23701
e WO 96/06638). A quantidade de composto activo contida dentro

de uma formulagao de libertagao prolongada depende do local de
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implantacao, da taxa e da duragao esperada da libertacao e da

natureza do estado a ser tratado ou prevenido.

As vacinas e as composigbes farmacéuticas podem ser
apresentadas em recipientes de dose unitdria ou multi-dose, tais
como ampolas seladas ou frasquinhos. Esses recipientes sao de um
modo preferido, hermeticamente selados para conservar a
esterilidade da formulagcdo até a wutilizagcdo. Em geral, as
formulagdes podem ser armazenadas sob a forma de suspensodes,
solugdes ou emulsdes em veiculos oleosos ou aquosos.
Alternativamente, uma vacina ou composicao farmacéutica pode ser
armazenada num estado liofilizado requerendo apenas a adigao de

um veiculo liquido estéril imediatamente antes da utilizagéo.

EXEMPLOS

Os exemplos seguintes sao proporcionados apenas a titulo de
ilustragdo e nao a titulo de limitacdo. O técnico na matéria ira
reconhecer facilmente varios parédmetros nao-criticos gque podem
ser alterados ou modificados para produzir resultados

essencialmente semelhantes.

Exemplo Antecedente 1: Vacinagao de cobaios com proteina de

fusdao MTB72F e composicdes com antigénios individuais

Os cobaios foram imunizados com apenas adjuvante (SBASI,
SBAS2 ou ASAS7 mais Al(OH)3), proteina de fusdao MTIB72F em

adjuvante ou TbHY9 mais a composigao de antigénio Ra35.
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Métodos:

Grupos: 1) SBAS1
2) SBAS2
3) SBAS7 + A1(OH)s;
4) TbH9+Ra35 + SBAS 1
5) TbHY9 + Ra3b + SBAS2
6) TbH9 + Ra35 + SBAS7 (Al(OH)3)
7) MTB72F em SBAS 1
8) MTB72F em SBAS2
9) MTB72F em SBAS7 + Al(OH)s
10) PBS
11) BCG

Dosagem: 4 upug de cada um de TbH9 e Ra3b
8 1g MTB72F

Protocolo: 12? imunizagao, 2?2 1imunizagao, aproximadamente,
3 semanas mais tarde, 32 imunizacgao aproximadamente duas semanas

e meia mais tarde.

Pré-estimulacao: DTH (hipersensibilidade do tipo retardado,

utilizada para determinar a antigenicidade; 10 pg de antigénio)

Estimulacgao: Aerossol com ~30 cfu de estirpe
Erdman

Monitorizacao apds Perda de peso

estimulacao:

Morte (~6 meses apds estimulacédo)
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Resultados:

1. DTH

Reacgao positiva aos antigénios imunizantes. As reacgdes a
antigénios individuais ou a proteina de fusdo foram comparaveis.
A reactividade do teste dérmico a PPD foil apenas verificada com

grupos imunizados com BCG
2. Proteccao: Os cobaios vacinados com a proteina de fusao

MTB72F obtiveram protecgao em comparagao com o0s imunizados com

uma mistura de antigénios (ver a Figura 1).

Exemplo Antecedente 2: Vacinacdo de murganhos com proteina

de fusao MTBT72F e composicgdes com antigénios individuais

Como descrito acima, os murganhos foram imunizados com
apenas adjuvante (SBAS2, SBAS2’, SBAS2’’ ou SBAS6), proteina de
fusdao de MTB72F em adjuvante, ADN de MTB72F, proteina de fuséao
MTB59F em adjuvante ou composigdo de antigénio TbH9, Ra35 e

RalZ2.

Métodos:
SBAS2

+

Grupos: 1) MTB72F

2) MTB72F SBAS2’

+

3) MTB72F + SBAS2'’

4) MTB72F + SBASG6

5) Ral2 + TbH9 + Ra35 em SEAS2
6) MTB59F em SBAS2
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7) SBAS2

8) MTB72F + M.vaccae deslipidado,
desglicolipidado

9) ADN de MTRBR72F

10) MTB72F + IFA

11) MTB72F + BCG

12) M.vaccae deslipidado, desglicolipidado

13) BCG

14) Soro fisioldgico

15) MTB72F +SBAS2 (formulacao

proprietaria)

8 animais por grupo

Calendario de imunizagdo: primeira imunizacgao, segunda
imunizagao aproximadamente 3 semanas mails tarde; terceira

imunizacao aproximadamente trés semanas mais tarde.

Estimulagdao com aerossol aproximadamente trés meses apds a

primeira dose

Foram isoladas e cultivadas células de bago ou de pulmao;
contagem de CFU das culturas aproximadamente trés semanas apds o

plagqueamento.

Dose: 8 wpg MIB72F, 6,56 upg MIBS59F ou, respectivamente,
1,52, 4,3 e 2,24 ng, de Ral2, TbHY9 e Ra35, misturadas.

Resultados:

Dos adjuvantes AS, AS2’’ + MTIB72F proporcionaram a melhor
protecgao no bago e nos pulmdes neste conjunto de experiéncias

(ver as Figuras 2A e 2B). O MTB72F proporcionou ~1 log de melhor
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protecgao do que MTBS59F tanto no bago como nos pulmdes neste
conjunto de experiéncias, indicando que RalZ2 proporciona um
beneficio adicional. A mistura de 12/H9/35 + AS2 proporcionou
uma melhor protecgao do que MIB72F nesta experiéncia. O ADN de
MTB72F proporcionou a melhor protecgao nesta experiéncia,
particularmente no bago (>2 log). A proteccao nos pulmdes foi
comparavel a observada com a proteina MTB72F + AS2’’, nesta

experiéncia.

Exemplo Antecedente 3: Vacinagdo de cobaios com a proteina

de fusao MTB72F e composicdes com antigénios individuais

Como descrito acima, o0s cobaios foram imunizados com apenas
adjuvante (SBAS2, SBAS2’, SBAS2’’ ou SBAS6), proteina de fuséao
MTB72F em adjuvante, ADN de MTB72F, proteina de fusdo MTB59F em

adjuvante ou TbH9, composicao de antigénios Ra35 e Ral2.

Métodos:

Grupos: 1) MTB72F + SBAS2
2) MTB72F + SBAS2'
3) MTB72F + SBAS2'’
4) MTB72F + SBAS6
5) RalZ2 + TbHY9 + Ra35 em SBAS2
6) MTB59F em SBAS2
7) SBAS2
8) MTB72F + pvac
9) ADN de MTB72F
10) MTB72F + IFA
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11) MTB72F + BCG

12) BCG
13) Soro fisioldgico
14) M.vaccae deslipidado,
desglicolipidado
Antigénios:

Os antigénios foram formulados num equivalente molar

5 animais por grupo

O volume de injecgao por dose é de 250 pL (IM) contendo

MTRB72F 20 ng

Ral2, TbHY9, Ra35 3,8, 10,8 e 5,6 ug

MTB59F 16,4 pg

Calendarizacgao:

12 imunizagao, 22 imunizagao aproximadamente trés semanas

mais tarde, 32 1imunizag¢dao aproximadamente trés semanas mais

tarde.

Estimulacao: ~um més e meio apds a primeira imunizacgao.

Resultados:

~38 semanas apdés a estimulacao
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Grupos Vivos Estado

Gl. MTB72F + AS2 1/5 [perda de peso]
G2. MTH72F + AS2' 2/5 [sem ganho de peso]
G3. MTB72F + AS2'' 3/5 [aspecto normal, mas sem

ganho de peso]

G4. MTB72F + AS6 2/5 [ambos com ganho de peso]

G5. MTBRal2 + H9 + Ra3b 4/5 [um possivelmente um pouco

+AS2 no maximo, mas dois com
ganho]

G6. MTB59F + AS2 2/5 [ambos com um pouco de
perdal

Grupo de Sete. AS2 2/5 [ambos com perda]

G8. MTB72F + pVac 1/5 [aspecto pouco normal]

G9. ADN de MTB72F 3/5 [totalidade mantendo-se
estavel]

G10. MTB72F + IFA 2/5 [normais]

G11. MTB72F + BCG 5/5 [comendo muito bem]

G12 BCG 4/5 [normais]

Soro fisioldgico de G13 todos mortos

Gl4 pVac 2/5 [sem ganho de peso]

As 50 semanas apdés a estimulacdo, enquanto 80% (4/5) dos
cobaios imunizadas com BCG + Mtb72F estavam ainda vivas, apenas
20% (1/5) das imunizados apenas com BCG estavam vivos. As
85 semanas, 4/5 dos cobaios imunizados com BCG + Mtb72F estavam

ainda vivos e saudaveis (ver a Figura 7).
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Exemplo Antecedente 4: Protecgdo a longo prazo

Como descrito acima, os cobaios foram imunizados com apenas
adjuvante (AS2 ou AS2’’), proteina de fusao MTB72F em adjuvante,
e composicdo de antigénio TbH9, Ra35 Ral2 ou varios antigénios

individuais em adjuvante.

Métodos
GRUPOS DOSE DE ANTIGENIO
1. AS2’’ + MTB39 (TbH9) 20 ug/250 ulL (IM)
2. AS2’’ + MTB8.4 (DPV) 20 ug
3. AS2’’ + MTB9.9 (MTI) 20 ug
4, AS2'’ 4+ MTB41l (MTCC N° 2) 20 ug
5. AS2’’ + MTB40 (HTCC N° 1) 20 ug
6. AS2’’7 + MTB9.8 (MSL) 20 ug
7. AS2''’ + MTIB72F 20 ug
8. AS2'’ 4+ Ral2+TbH9 + Ra35
(equivalente molar) 3,8 png +10,8 ng +5,6 ug
9. AS2'’’ + MTIBT71F + MTB72F + HTCC 20 ng +20 pg +10 ug
Ne 1
10. AS2’’ + Ral2 20 ng
11. BCG
12. AS277

13. AS2 + MTB72F
14. AS2 + Ral2 + TbH9 + Ra3b
15. AS2
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Exemplo Antecedente 5: Vacinagdo de macacos com proteina de

fusdao MTB72F e composicdes com antigénios individuais

Como descrito acima, os macacos foram imunizados com a
proteina de fusado MTIB72F em adjuvante SBAS2 ou com composicao de

antigénio MTB8.4 em adjuvante ou com uma mistura de MTB72F e

MTB8.4.
Métodos:
Grupos
1. Soro fisioldgico
2. BCG
3. MTB8.4/AS2
4., MTB72F/AS2
5. MIB72F/AS2 (um braco) + MTB8.4/AS2 (outro braco)

40 pg de cada antigénio

Resultados:

As 8 semanas apds a estimulacao, os macacos imunizados com

BCG estao a mostrar sintomas de infeccgao

Os dados actuais para 16 semanas de estimulagao revelam a

tendéncia seguinte:
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Os grupos imunizados com MTBR72F (4 e 5) estao a manter os
seus pesos e tém valores baixos de ESR em comparagdo com O grupo

3 (imunizagao com MTIB8.4) (Tabelas 1 e 2).

Tabela 1

Estudo de Vacina Profilactica em Macacos Cynomolgus com

MTB8.4 e MTIB72F formulados em AS2 as 20 Semanas Apds a

Estimulagéao
Alteracao do peso Raio x do tdrax

Grupos ID liguido (kg) (estabelecimento) Estado
1398K -24% Pn, bil, prog (smn 8) Vivo

AS2 4437B -33% Pn, bil, prog (smn 4) Morto
2959G -8,30% Pn, bil, prog (smn 4) Vivo
605AE -14,00% Pn, rt, estdvel (smn 8) Vivo
3436A -15,00% Neg Vivo

BCG 3642G Mais 4,5% Pn, rt, prog (smn 8) Vivo
1190H % Neg Vivo
10511 -30% Pn, rt, prog (smn 8) Morto
3665C -25% Pn, rt, prog (smn 8) Morto

MTB8. 4 2200F -18,00% Pn, rt, estdvel (smn 8) Vivo
16540 -33,00% Pn, bil, prog (smn 4) Morto
4141C -33% Pn, bil, prog (smn 4) Morto

3061C* Morto apds estimulagdo IT
MTB72F 1228G Mais 3,6% Bron, bil, estavel Vivo

durante 3 meses (smn 8)

3462E -2,20% Neg Vivo
4254cC Mais 1,21 Pn, rt, estdvel durante Vivo

3 meses (smn 4)

4496A Mais 7% Pn, rt, estdvel durante Vivo
1 meses (smn 8)

MTBS8. 4 4422C -39,00% Pn, bil, prog (smn 4) Morto
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(continuacao)

Alteracgao do peso Raio x do térax
Grupos ID liquido (kg) (estabelecimento) Estado
MTB72F 4416A Mais 11% Pn, rt, estdvel durante Vivo

2 meses (smn 12)
2734E Mais 12,5% Susp infil rt, estdvel Vivo

durante 3 meses (smn 8)

Tabela 2

Estudo de Vacina Profildctica em Macacos Cynomolgus com

MTBR8.4 e MTRB72F formulados em AS2

Smns Apds Estimulacgdo

ESR

Grupos D 4 38 12 16 Raio x do Térax 16 smns
1398K 3 3 10 19 Pn, bil, progrsv

AS2 4437B 10 20 3 Morreu
2959G 6 3 3 0 Pn, rt, progrsv
605AE 1 4 7 3 Pn, rt, estavel
3436A 0 8 7 15 Neg

BCG 3642G 0 0 0 0 Pn, rt, progrsv
11900 1 0 2 0 Neg
10511 0 8 22 7 Pn, bil, w/furt progrsv
3665C 12 30 19 Morreu

MTBS8. 4 2200F 1 7 2 0 Pn, rt, progrsv
16540 20 8 21 7 Pn, bil, w/fur progrsv
4141C 13 8 2 15 Pn, bil, w/fur progrsv
3061C* Morreu apds estimulacgdao IT

MTB72F 1228G 0 1 20 0 Agora estdvel
3462E 0 0 0 0 Neg
4254C 13 0 0 0 Pn, agora estdvel
4496A 5 1 0 5 Pn, rt, w/furt progrsv
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MTB8.4/ 4422C 10 3 0 Morreu

MTB72F 4416A 6 0 1 0 Pn, agora estavel
2734E 0 0 0 0 Susp infil, agora estéavel
Exemplo Antecedente 6: Ensaio de iniciagao de BCG em
macacos

Foram imunizados com BCG 5 animais por grupo com gquatro
grupos e seguidamente repousaram, seguidamente foram imunizados
como descrito acima e foram estimulados. Sera utilizado o

protocolo seguinte:

Grupos N° de Imunizacdo com Antigénio Dose de Antigénio
animais

1. Nada 5 AS2

2. BCG 5 AS2

3. BCG 5 MTB72F 40 ug

4. BCG 4 Ral2 + TbH9 + Ra3 Equiv molar de

antigénios na dose
de MTB72F
5. BCG 4 MTB72F + MTB71F + MTB40 40 ug de MTIB72F
40 ug de MIB72F
20 ug de MTB40

Todos os antigénios foram formulados em AS2

Os grupos 4 e 5 tém quatro animais cada um. Dois dos

macacos imunizados com BCG morreram
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Grupos N° de Imunizag¢ao com Antigénios para proliferacdao
animais Antigénio de células T e ensaios de

producgdo de citocina

1. Nada 5 AS2 PHA, PPD, MTIB72F,

MTB71F, HTCC N° 1, DPV,
MTCC N° 2, Ral2, TbH9,
Ra35, MSL, MTI

2. BCG 5 AS2 PHA, PPD, MTIB72F,
MTB71F, HTCC N° 1, DPV,
MTCC N° 2, Ral2, TbH9,
Era35, MSL, MTI

3. BCG 5 MTB72F PHA, PPD, MTIB72F, Ralz,
TbH9, Ra3b

4. BCG 4 Ral2 + TbHY9 + Ra35 PHA, PPD, MTB72F, RalZ2,
TbH9, Ra3b

5. BCG 4 MTB72F + MTIB71F + MTB40 PHA, PPD, MTIB72F,

MIB71F, HTCC N° 1,
DPV, MTCC-2, Ral2,
TbHY9, Ra35, MSL,
MTI

Exemplo 7: Construcao de Ra35MutSA e MTB72FMutSA

A  expressao de Mtb72f resulta tipicamente em alguns
produtos de degradacao. Além disso, a expressao das sequéncias
completas da forma madura ou completa de Ra3b (Mtb32A) em E. coli
foi dificil. O produto expresso foi apenas visivel depois de
imunotransferéncia com um Ab policlonal de coelho anti-Ra3b
indicando niveis baixos de expressao da proteina. Mesmo assim,
foram detectadas miltiplas espécies especificas (bandas)
indicativas de degradacgao auto-catalitica (degradacgao) do
antigénio recombinante. Foi considerado que isto era devido a

expressao de Ra3b5FL em E. coli numa forma biologicamente activa.
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Foi anteriormente demonstrado gue era possivel expressar
Ra35FL como duas metades sobrepostas compreendendo o terminal N
(Ra35N-term, designado Ra3b) e metades C-term (Ra35C-term
designado Ral2). Foi introduzida uma mutagdo pontual Unica num
dos residuos dentro da triade do local activo (substituicéao de
Ser por Ala; ver a Figura 6) para intensificar e estabilizar a
expressao da molécula Ra35 completa. Esta forma mutageneizada de
Mtb32A pode ser agora facilmente expressa em niveis elevados de
uma forma estavel. Além disso, fol incorporada uma substituigéo
de um Unico nucledétido (T em G, resultando numa modificagao de
Ser em Ala na posigao 710 do polipéptido de fusao) na sequéncia
de Mtb72F na posigao de nucledtido 2128 (ver a Figura 5) para

estabilizar a expressao de Mtb72F.

Esta estabilizagao ¢é também facilmente realizada por
mutageneizagdao de qualquer um, de quaisquer dois ou da
totalidade dos trés dos trés residuos compreendendo a triade do
local activo em Ra35FL, Ra35 ou Mtb72F ou em outras proteinas de
fusdo compreendendo Ra35 (His, Asp ou Ser). A mutagénese pode
ser realizada utilizando qualguer técnica conhecida de um

técnico na matéria.

Exemplo 8: Imunizagao de murganhos com Ra35FLMutSA-TbHY9 e

MTB72FMut SA

Foram imunizados oito murganhos por grupo com as
composigdes listadas abaixo, as quais incluem o adjuvante AS2A.
Os murganhos foram entao estimulados com Mycobacterium

tuberculosis e fol medida a sobrevivéncia dos murganhos.
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Grupo Concentragao de proteina ou de ADN

1. Proteina Mtb72f 1,5 mg/mL
2. ADN de Mtb72f 1,2 mg/mL
3. Proteina Mtb72f£-85b 0,6 mg/mL
4. ADN de Mtb72f-85b 1,1 mg/mL
5. Proteina Mtb72f-MTI 1,3 mg/mL
6. ADN de Mtb72f-MTI 1,1 mg/mL
7. Proteina Mtb72f MutSA 1,7 mg/mL
8. Proteina MTB3AMutSA-TbHO9 2,4 mg/mL
9. BCG

10. AS2

11. apenas vector 1,5 mg/mL

12. soro fisioldgico

LISTAGEM DE SEQUENCIAS

<110> Skeiky, Yasir
Reed, Steven
Alderson, Mark
Corixa Corporation
<120> Proteinas de Fusao de Mycobacterium Tuberculosis

<130> CRX-P457EP3D1

<150> US 09/597796
<151> 2000-06-20

<150> US 60/265737
<151> 2001-02-01

<160> 49

<170> PatentIn Ver. 2.1
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<210> 1

<211> 1872
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>

<223> n = g,

<400> 1

GACTACGTTG
TAGCTACCCC
GTCATGGTTG
GGCGGCCCCG
CCCGTCCGCG
CTACAACAAC
GACCAACAAC
CCAAACCTAC
GCTGCGCGGT
GCCCGTCGTC
CAGGGTGGTC
GACATTGAAC
CGTCGTCAAC
GCTGTCCCAG
CCAAATCCGA
CTTGGGTGTT
TCCGGCGGCA
GATCAACTCG
CTCGGTGAAC
GGGACCCCCG
CAGCCGTGAT
GCAATGAACG
GGCGGTGTGG
GATCCGACCT
GCCAGCGCGG
TGGCTTGGCA:
GGTTACGACA
GTCGCCCTGG
AATCACACCT
TACGGTGACT
TTCGTCGACA
GCACCGATTC

MTB32A

(Ra35FL)

a, ¢ ou

GTGTAGAAAR
GACACAGGAG
CTGAGCGTGC
CCGGCCTTGT
ATGGTCGCCC
GCCGTGGGCG
CACGTGATCG
GGCGTCGATG
GCCGGTGGCC
GCGATGGGCA
GCGCTCGGCC
GGGTTGATCC
GGCCTAGGAC
GGTGGGCAGG
TCGGGTGGGG
GTCGACAACA
AGTCTCGGCA
GCCACCGCGA
TGGCAAACCA
GCCTGATTTG
TGCCGCGTGA
AGGCAGAACA
TCGAGCATCC
GGTTTAAGCA
ACGGTTCCGN
TCGACTGCAT
TTCGCGACTT
TCGACACCGC
CGGAGTCGCA
ATTACGTGTG
CCGAAGAGTC
TT

base_modificada
(1)..(1872)

t

ATCCTGCCGC
GTTACGGGAT
TGGCTGCCGT
CGCAGGACCG
AAGTGGCGCC
CCGGGACCGG
CGGGCGCCAC
TGGTCGGGTA
TGCCGTCGGC
ACAGCGGTGG
AAACCGTGCA
AGTTCGATGC
AGGTGGTCGG
GATTCGCCAT
GGTCACCCAC
ACGGCAACGG
TCTCCACCGG
TGGCGGACGC
AGTCGGGCGG
TCGCGGATAC
GCCCCCGAGT
CAGCGTTGAG
GGATGCCAAG
CGCCGTCTTC
CGATCTGCGT
CTGTTGCCGC
CTACAAGGTG
TCACCGGCGA
CCCCTGGTTT
GAGCGACACC
GAACTGGTCA

Mycobacterium tuberculosis

CCGGACCCTT
GAGCAATTCG
CGGGCTGGGC
GTTCGCCGAC
ACAGGTGGTC
CATCGTCATC
CGACATCAAT
TGACCGCACC
GGCGATCGGT
GCAGGGCGGA
GGCGTCGGAT
CGCAATCCAG
TATGAACACG
TCCGATCGGG
CGTTCATATC
CGCACGAGTC
CGACGTGATC
GCTTAACGGG
CACGCGTACA
CACCCGCCGG
TCCGTCTCCC
CACCCTCCCG
GACTTCGGCA
TACGAGGTGC
GGACTCATCG
CGTTCCTACG
CTGCCCGAAT
GGTATCCGCA
CAGGAGTCCC
AGCGAGCGCT
TTCGATCCTG
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AAGGCTGGGA
CGCCGCCGCT
CTGGCCACGG
TTCCCCGCGC
AACATCAACA
GATCCCAACG
GCGTTCAGCG
CAGGATGTCG
GGCGGCGTCG
ACGCCCCGTG
TCGCTGACCG
CCCGGTGATT
GCCGCGTCCG
CAGGCGATGG
GGGCCTACCG
CAACGCGTGG
ACCGCGGTCG
CATCATCCCG
GGGAACGTGA
CCGGCCAATT
GTGCGCGTGG
TGCAGGGCAG
GCGCCGCCGC
TGGTCCGGGC
ATCGCCTCGA
ACTCACCGCT
TCGGCACCGT
TCATCACCGA
GCCGCGACCC
ACACCGACGC
TCCGCCGACA

CAATTTCTGA
CACTCAGGTG
CGCCGGCCCA
TGCCCCTCGA
CCAAACTGGG
GTGTCGTGCT
TCGGCTCCGG
CGGTGCTGCA
CGGTTGGTGA
CGGTGCCTGG
GTGCCGARGA
CGGGCGGGCC
ATAACTTCCA
CGATCGCGGG
CCTTCCTCGG
TCGGAAGCGC
ACGGCGCTCC
GTGACGTCAT
CATTGGCCGA
GGATTGGCGC
CATTGTGGAA
TTACGTCGAA
CCTGCCCGCC
GTTCTTCGAC
CTACCTGCAG
GCGCGACGGC
CGACGATTTC
CCTGGTGATG
AGACGGACCG
CCGGATCATC
GTTNCTACTG

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
1872



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

2
355
PRT

Mycobacterium tuberculosis

MTB32A

2

Met
1
Val

20

Ala Pro Pro Ala

35
Leu Asp
50

Pro

Asn
65

Pro

Ile Asn Thr

(Ra35FL)

5

Ser Asn Ser Arg Arg Arg Ser Leu

Leu Ala Ala Val Gly Leu Gly Leu

25

Leu Ser Gln Asp Arg

40

Ser Ala Met Val Ala

S5

Lys Leu Gly Tyr Asn

70

Arg
10

Ala
Phe
Gln

Asn

Trp
Thr
Ala
Val

Ala
75

Ser
Ala
Asp
Ala

60
Val

Trp
Pro
Phe
45

Pro

Gly

Leu Leu Ser
15

Ala Gln Ala

30

Pro Ala Leu

Gln Val val

Ala Gly Thr
80

Gly Ile Val

Ile Ala Gly

Thr Tyr Gly

11s

Val Leu Gln
130

Gly Gly

14S

Gly Gln

Val
Gly

Gly Gln Thr

Leu Asn Gly

195

Gly Gly Pro
210

Ala Ala

225

Ile Pro

Ser
Ile
Gly Gly Ser
val

2785
Ala

Gly val

Gly Ser

290
Thr Ala
305

Val

Ile
aAla
100
val
Leu
Ala
Gly
val
180
Leu
val
Asp
Gly
Pro
260
Asp

Pro

Asp

Asp
85
Thr

Asp

val
Thr
165
Gln
Ile
val
Asn
Gln
245
Thr
Asn

Ala

Gly

Pro Asn Gly Val

ASp
val
Gly
Gly
150
Pro
Ala
Gln
Asn
Phe
230
Ala
val
Asn

Ala

Ala
310

Ile
val
Ala
135
Glu
Arg
Ser
Phe
Gly
215
Gln
Met
His
Gly
Ser

295
Pro

Asn Ala
105
Gly Tyr
120
Gly Gly

Pro vVal
Ala val
Asp Ser
185
Asp Ala
200
Leu Gly
Leu Ser
Ala Ile
Ile Gly
265
Asn Gly
280
Leu Gly

Ile Asn

108

Val
90

Phe
Asp
Leu
Val
Pro
170
Leu
Ala
Gln
Gln
Ala
250
Pro
Ala
Ile

Ser

Leu

Ser

Pro
Ala
155
Gly
Thr
Ile
val
Gly
23S
Gly

Thr

Ser

Ala
315

Thr
Vval
Thr
Ser
140
Met
Arg
Gly
Gln
Val
220
Gly
Gln
Ala
val
Thr

300
Thr

Asn
Gly
Gln
125
Ala
Gly
val
Ala
Pro
208
Gly
Gln
Ile
Phe
Gln
285
Gly

Ala

Asn His Val
95

Ser Gly Gln

110

Asp Val Ala

Ala Ile Gly

Asn Ser Gly
160
Val Ala Leu
175
Glu Glu Thr
190
Gly Asp Ser

Met Asn Thr

Gly Phe Ala
240

Arg Ser Gly
2585

Leu Gly Leu
270
Arg Val Val

Asp Val Ile

Met Ala Asp
320




Ala Leu Asn Gly His His Pro Gly Asp Val Ile Ser Val Asn Trp Gln

Thr Lys Ser Gly Gly Thr Arg Thr Gly Asn Val Thr Leu Ala Glu Gly

325

340

Pro Pro Ala

<210> 3

<211> 1002

<212> ADN

355

330

345

<213> Mycobacterium tuberculosis

<220>

<223> MTB32A

<400> 3

catatgcatc
ttccecgege
aacatcaaca
gatcccaacg
gcgttcagceg
caggatgtcg
ggcggegteg
acgceccecegtg
tegctgaceg
cccggtgagg
gcegegtecg
caggcgatgg
gggcctaccg
caacgcgtgg
accgecggteg
catcatcceg
gggaacgtga

<210> 4
<211> 330
<212> PRT

accatcacca
tgccectcga
ccaaactqggg
gtgtcgtget
tcggeteegg
cggtgctgeca
cggttggtga
cggtgcectgg
gtgccgaaga
¢€gggcgggcc
ataacttcca
cgatcgcygg
ccttcetcgg
tcgggagegce
acggcgctec
gtgacgtcat
cattggeccga

<213> Mycobacterium

<220>

<223> MTB32A

(Ra35 maduro)

tcacgeccecg
cccgtceegeg
ctacaacaac
gaccaacaac
ccaaacctac
gctgegeggtr
geccgtegtce
cagggtggtc
gacattgaac
cgtcgtcaac
gctgtcccag
ccagatccga
cttgggtgtt
tecggcggea
gatcaactcg
ctcggtgacc
gggacceccecg

ccggecttgt
atggtcgccc
gccgtgggeg
cacgtgatcg
ggcgtcgatg
gceggtggec
gcgatgggea
gcgeteggec
gggttgatcc
ggcctaggac

ggtgggcagg

tcgggtgggg
gtcgacaaca

agtctcggca
gccaccgcga
tggcaaacca
gcctgagaat

tuberculosis

(Ra35 maduro)
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cgcaggacceg
aagtggggcc
ccgggaccgg
cgggcgecac

tggtcgggta.

tgecegtegge
acagcggtgg
aaaccgtgca
agttcgatgc
aggtggtcgg
gattcgccat
ggtcacccac
acggcaacgg
tctccacegg
tggcggacge
agtcgggegg
tc

335

350

gttcgccgac
acaggtggtce
catcgtcatce
cgacatcaat
tgaccgcace
ggcgatcggt
gcagggcgga
ggcgtcggat
cgcgatccag
tatgaacacg
tcecgatcggg
cgttcatatc
cgcacgagtc
cgacgtgatc
gcttaacggg
cacgcgtaca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
€00
660
720
780
840
900
260
1002



<400> 4

Met

Phe

Gln

Asn

val

65

Phe

Asp

Leu

val
Pro
145
Leu
Ala
Gln
Gln
Ala
225
Pro
Ala
Ile
Ser
val

305

AsSn

His

A'Ian

val
Ala

S0
Leu
ser

Arg

Pro

Ala
130
Gly
Thr
Ile
val
Gly
210
Gly
Thr
Arg
Ser
Ala
290

Ile

val

His
Asp
Gly
val
Thr
val
Thr

Ser
115

Met
Arg
Gly
Gln
val
195
Gly
GIn
Ala
val
Thr
275
Thr

Ser

Thr

His
Phe

20
Pro
Gly
Asn
Gly
GlIn

100

Ala

Gly
val
Ala
Pro
180
Gly
GlIn
Ile
Phe
Glin
260
Gly
Ala

val

Leu

His
Pro
Gln
Ala
Asn
ser

85

Asp

Ala

Asn
val
Glu
1658
Gly
Met
Gly
Arg
Leu
245
Arg
Asp
Met

Thr

Ala
325

His
Ala
val
Gly
His

70
Gly

val

Ile

Ser
Ala
150
Glu
Asp
ASn
Phe
ser
230
Gly
val
val
Ala
Trp

310
Glu

His
Leu
val
Thr

5%
val
GlIn

Ala

Gly

Gly
135
Leu
Thr
Ser
Thr
Ala
215
Gly
Leu
val
Ile
Asp
295

Glin

Gly

Ala
Pro
Asn

40
Gly
Ile
Thr

val

Gly
120
Gly

Gly
Leu
Gly
Ala
200
Ile
Gly
Gly
Gly
Thr
280
Ala

Thr

Pro

Pro
Leu

25
Ile
Ile
Ala
Tyr
Leu

105
Gly

GlIn
GlIn
Asn
Gly
185
Ala
Pro
Gly
val
ser
265
Ala
Leu
Lys

Pro

110

Pro

10
Asp
Ash
val
Gly
Gly

90

Gln

val

Gly
Thr
Gly
170
Pro
Ser
Ile
ser
val
250
Ala
val
Asn

Ser

Ala
330

Ala
Pro
Thr
Ile
Ala

75
val

Leu

Ala

Gly
val
155
Leu
val
Asp
Gly
Pro
23S
AsSp
Pro
Asp

Gly

Gly

Leu
ser
Lys
Asp

60
Thr
Asp

Arg

val

Thr
140
GIn
Ile
val
Asn
Gln
220
Thr
Asn
Ala
Gly
His
300
Gly

Ser
Ala
Leu

45
Pro
Asp
val

Gly

Gly
125

Pro
Ala
Gln
Asn
Phe
205
Ala
val
Asn
Ala
Ala
285
His

Thr

GIn
Met

30
Gly
Asn
Ile
val
Ala

110
Glu

Arg
ser
Phe
Gly
190
GIn
Met
His
Gly
Ser
270
Pro

Pro

Arg

Tyr
Gly
Asn
%

Gly

Pro

Ala
Asp
AsSp
175
Leu
Leu
Ala
Ile
Asn
255
Leu
Ile

Gly

Thr

Arg
Ala
Asn
val
Ala

80
Tyr

Gly

val

val
ser
160
Ala
Gly
Ser
Ile
Gly
240
Gly
Gly
Asn

Asp

Gly



<210> 5
<211> 1002
<212>

<213>

ADN

<220>
<223>

<400> 5

catatgcatc

ttceceegege

aacatcaaca

gatccecaacg
gcgttcageg
caggatgtcg
ggcggegteg
acgccceegtg
tcgectgaccyg
cceggtgatg
gecgcecgtecg
caggcgatgg
gggcctaccg
caacgcgtgg
accgcggtceg
catcatcceg
gggaacgtga

<210> 6
330
PRT

<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

accatcacca
tgccectega

gtgtcgtgct
tcggetecgg
cggtgctgca
cggttggtga
cggtgcctgy
gtgccgaaga
cgggegggce
ataacttcca
cgatcgcggg
ccttectegg
tcgggagcegce
acggcegcetce
gtgacgtcat
cattggcecga

Sequéncia Artificial

Descrigao da Sequéncia Artificial:

tcacgececeg ccggecttge
ccegteegeg atggtegece
ccaaactggg ctacaacaac gccgtgggcg

gaccaacaac
ccaaacctac
gctgcgeggt
gceegtegtce
cagggtggtc
gacattgaac
cgtecgtcaac
gctgtcceccag
ccagatccga
cttgggtgtt
tccggcggea
gatcaactceg
cteggtgacce
gggacccccg

Sequéncia Artificial

cacgtgatcg
ggcgtcgatg
gccggtggcece
gcgatgggca
gcgcteggec
gggttgatcc
ggcctaggac
ggtgggcagg
tcgggtgggg
gtcgacaaca
agtctcggca
gccaccgcega
tggcaaacca
gcctgagaat

Descrigcao da Sequéncia Artificial:

111

cgcaggaccg
aagtggggcc
ccgggaccgg
cgggcgecac
tggtcgggta
tgccgtecgge
acagcggtgg
aaaccgtgca
agttcgatgce
aggtggtcgg
gattcgccat
ggtcacccecac
acggcaacgg
tcteccaccgyg
tggcggacge
agtcgggcgg
tc

Ra35FLMutSA

gttcgeecgac
acaggtggtc
catcgtcatc
cgacatcaat
tgaccgecace
ggcgatcggt
gcagggcgga
ggcgtceggat
cgcgatccag
tatgaacacg
tccgatcggg
cgttcatatc
cgcacgagtc
cgacgtgatc
gcttaacggg
cacgcgtaca

Ra35FLMUtSA

60
120
180
240
300
3s0
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1002



<400> 6

Met

Phe

Gln

Asn

Val

65

Phe

Asp

Leu

val

Pro
145

His
Ala
Val
Ala

sSo
Leu
Ser
Arg
Pro
Ala

130

Gly

His His
Asp Phe
20

Gly Pro
35

Val Gly
Thr Asn
val Gly
Thr Gln

100

Ser Ala
115

Met Gly

Arg Val

His

Pro

Gln

Ala

Asn

Ser

85

Asp

Ala

Asn

Val

His

val

Gly

His

70

Gly

Val

Ile

Ser

Ala
150

His

Leu

Val

Thr

55

Val

Gln

Gly

Gly
135

Leu

Ala
Pro
Asn

40
Gly
Ile
Thr
vVal
Gly
120

Gly

Gly

Pro
Leu

25
Ile
Ile
Ala
Tyr
Leu
105
Gly

Gln

Gln

Pro

10

Asp

Asn

Val

Gly

Gly

90

Gln

val

Gly

Thr

Ala

Pro

Thr

Ile

Ala

75

val

Leu

Ala

Gly

vVal
155

Leu

Ser

Lys.

Asp

60

Thr

Asp

Arg

val

Thr

140

Gln

Ser
Ala
Leu

45
Pro
Asp
val
Gly
Gly
125

Pro

Ala

Gln
Met
30

Gly

Ile
val
Ala

110

Glu

Ser

AsSp
15

val

Gly

Asn

Gly

95

Gly

Pro

Ala

Asp

Axg

Ala

Asn

val

Ala

80

Gly

val

Vval

Ser
160

Leu

Gln

Gln

Ala

225

Pro

Thr
Ile
Val
Gly
210

Gly

Thr

Gly Ala

Gln Pro
180

Val Gly
195
Gly Gln

Gln Ile

Ala Phe

Glu
165
Gly
Met
Gly

Arg

Leu
245

Glu

Asp

Asn

Phe

Ser

230

Gly

Thr

Ala
215

Gly

Leu

Leu
Gly
Ala
200
Ile

Gly

Gly

Asn
Gly
185
Ala
Pro

Gly

vVal

Gly

170

Pro

Ser

Ile

Ser

Val
250

112

Leu

val

Asp

Gly

Pro

235

Asp

Ile

val

Asn

Gln

220

Thr

Asn

Gln

Asn

Phe

205

Ala

val

Asn

Phe
Gly
190
Gln
Met

His

Gly

Asp

175

Leu

Leu

Ala

Ile

Asn
255

Ala

Gly

Ser

Ile

Gly

240

Gly




Ala Arg val Gln Arg Val Val Gly Ser Ala Pro Ala Ala Ser Leu Gly
260 265 270

Ile Ser Thr Gly Asp Val Ile Thr Ala Val Asp Gly Ala Pro Ile Asn
275 280 285

Ser Ala Thr Ala Met Ala Asp Ala Leu Asn Gly His His Pro Gly Asp
290 295 300

vVal Ile Ser Val Thr Trp Gln Thr Lys Ser Gly Gly Thr Arg Thr Gly
308 310 315 320

Asn Val Thr Leu Ala Glu Gly Pro Pro Ala
325 330

<210> 7
<211> 585
<212> ADN

<213> Mycobacterium tuberculosis

<220>
<223 Terminal N Ra35 de MTB32A (Ra35FL)

<400> 7

gccccegecggecttgtegcaggaccggttegeecgactteccegegetgeeecctcgacecegtecgeg
atggtcgcccaagtggggcecacaggtggtcaacatcaacaccaaactgggctacaacaacgecgtg
ggcgccgggaccggcatecgtcatecgateccaacggtgtegtgetgaccaacaaccacgtgategeg
ggcgcocaccgacatcaatgegttcagegtcggetecggeccaaacctacggegtegatgtggteggy
tatgaccgcacccaggatgtcgeggtgetgcagetgegeggtgecggtggectgecgteggeggeyg
atcggtggceggecgtcogeggttggtgagoeccgtegtcgegatgggeaacageggtgggcagggegga
acgccccgtgeggtgectggcagggtggtcgegctcggecaaaccgtgcaggcgtecggattegetg
accggtgcocgaagagacattgaacgggttgatcecagttegatgecgegateccagececggtgaggeyg
ggcgggcccgtegtcaacggectaggacaggtggteggtatgaacacggeegegtee

<210> 8
<211> 195
<212> PRT

<213> Mycobacterium tuberculosis

113



<220>
<223> Terminal N Ra35 de MTB32A (Ra35FL)

<400> 8
Ala Pro Pro Ala Leu Ser Gln Asp Arg Phe Ala Asp Phe Pro Ala Leu
Pro Leu Asp Pro Ser Ala Met Val Ala Gln Val Ala Pro Gln Val Val
Asn Ile Asn Thr Lys Leu Gly Tyr Asn Asn Ala Val Gly Ala Gly Thr
Gly Ile Val Ile aAsp Pro Asn Gly Val Val Leu Thr Asn Asn His Val
Ile Ala Gly Ala Thr Asp Ile Asn Ala Phe Ser Val Gly Ser Gly Glin
Thr Tyr Gly Val asp Val Val Gly Tyr Asp Arg Thr Gln Asp Val Ala
Val Leu Gln Leu Arg Gly Ala Gly Gly Leu Pro Ser Ala Ala Ile Gly
Gly Gly Val Ala val Gly Glu Pro Val Val Ala Met Gly Asn Ser Gly
Gly Gln Gly Gly Thr Pro Arg Ala Val Pro Gly Axrg Val Val Ala Leu
Gly Gln Thr Val Gln Ala Ser Asp Ser Leu Thr Gly Ala Glu Glu Thr

Leu Asn Gly Leu Ile Gln Phe Asp Ala Ala Ile Gln Pro Gly Asp Ser

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

Ala Ala Ser

<210> 9
<211> 447
<212> ADN

<213> Mycobacterium tuberculosis

<220>
<223> Terminal C Ral2 ou MTBRal2 de MTB32A (Ra35FL)

114



<400> 9

CGGTATGAAC ACGGCCGCGT

CATTCCGATC
CACCGTTCAT

CGGCGCACGA GTCCAACGCG

CGGCGACGTG

CGCGCTTAAC GGGCATCATC
CGGCACGCGT ACAGGGAACG
ATACCACCCG CCGGCCGGLC

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

10
132
PRT

10

CCGATAACTT CCAGCTGTCC CAGGGTGGGC

GGGCAGGCGA TGGCGATCGC GGGCCAGATC CGATCGGGTG
ATCGGGCCTA CCGCCTTCCT CGGCTTGGGT GTTGTCGACA

TGGTCGGGAG CGCTCCGGCG GCAAGTCTCG

ATCACCGCGG TCGACGGCGC TCCGATCAAC TCGGCCACCG

TGACATTGGC CGAGGGACCC CCGGCCTGAT

AATTGGA

Mycobacterium tuberculosis

Terminal C Ra 12 ou MTBRal2 de MTB32A

AGGGATTCGC
GGGGGTCACC
ACAACGGCAA
GCATCTCCAC
CGATGGCGGA
CCGGTGACGT CATCTCGGTG AACTGGCAAA CCAAGTCGGG

TTCGTCGYGG

(Ra35FL)

60
120
180
240
300
360
420
447

Thr Ala Ala Ser Asp

Ala
Gly
Leu

val
65

Ile
Gly
Gly

50
Gly

Pro Ile Gly
20

Gly Ser Pro

35

val Val Asp

Ser Ala Pro

Asn
Gln
Thr
Asn

Ala
70

Phe
Ala
val
Asn

55
Ala

Gln
Met
His
40

Gly

Ser

Leu
Ala
25

Ile

Asn

Leu

Ser
10

Ile
Gly
Gly

Gly

Gln
Ala
Pro
Ala

Ile
75

Gly
Gly
Thr

60
Ser

Gly
Gln
Ala
45

val

Thr

Gln Gly
15

Ile Arg

30

Phe Leu

Gln Arg
Gly Asp

Phe
Ser
Gly
Val

val
80

Ile
Asp
Gln

Gly

Thx
Ala
Thr

Pro
130

Ala Val Asp
85
Leu Asn Gly
100
Lys Ser Gly
115
Pro Ala

Gly
His

Gly

Ala

His

Thr

Pro

Pro

120

Ile

Gly
105
Thr

Asn
90
Asp

Gly

115

Ser

val

Asn

Ala

Ile

val

Thr

Ser

Thr
125

Ala Met
95
Val Asn
110
Leu Ala

Ala

Trp

Glu




<210> 11
<211>
<212>

<213>

851
ADN

<220>

<223>

<220>

<221>
<222>

<400> 11

CTGCAGGGTG

CCGGGTTGCT
CGCCGAGAAC
CCCGGCGATC
GATGTTTGGC
GGCGCCGGAG
CTCCGACACC
GGCCCAGCCC
CTCGCCGCAT
GACCAACTCG
GGCGGCGGCC
GCTGGGCAGC
GGCGGCCTCG
GAACGGTGGT
GAAACAGTTA

<210> 12
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

MTB39

263
PRT

MTB39

{TbH9)

(767)
<223> n =

g, a, C

GCGTGGATGA
GCGGCGGCCT
CGTGCTGAAC
GCGGTCAACG
TACGCCGCGG
ATGACCAGCG
GCCGCGGCGA
ACGCAGGGCA
CGGTCGCCGA
GGTGTGTCGA
GCCCAGGCCG
TCGCTGGGTT
GTACGGTATG
CCGGCGTAAG
c

base_modificada

ou t

GCGTCACCGC
ACGAGACGGC
TGATGATTCT
AGGCCGAATA
CGACGGCGAC
CGGGTGGGCT
ACCAGTTGAT
CCACGCCTTC
TCAGCAACAT
TGACCAACAC
TGCAAACCGC
CTTCGGGTCT
GTCACCGGGA
GTTTACCCCC

(TbH9)

Mycobacterium tuberculosis

GGGGCAGGCC
GTATGGGCTG
GATAGCGACC
CGGCGAGATG
GGCGACGGCG
CCTCGAGCAG
GAACAATGTG
TTCCAAGCTG
GGTGTCGATG
CTTGAGCTCG
GGCGCAARAC
GGGCGGTCEE
TGGCGGAARA
GTTTTCTGGA

Mycobacterium tuberculosis

116

GAGCTGACCG
ACGGTGCCCC
AACCTCTTGG
TGGGCCCAAG
ACGTTGCTGC
GCCGCCGCGG
CCCCAGGCGC
GGTGGCCTGT
GCCAACAACC
ATGTTGAAGG
GGGGTCCGGG
GTGGCCGCCA
TATGCANAGT
TGCGGTGAAC

CCGCCCAGGT
CGCCGGTGAT
GGCAAAACAC
ACGCCGCCGC
CGTTCGAGGA
TCGAGGAGGC
TGAAACAGTT
GGAAGACGGT
ACATGTCGAT
GCTTTGCTCC
CGATGAGCTC
ACTTGGGTCC
CTGGTCGGCG
TTCGTCAACG

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
851



<220>

<221>
<222>
<223>

Xaa

<400> 12

Val
1
Gln
val
Ile
Glu
65
Gly
Glu
Ala
Asn
Thr
145
His
Ser
Leu
Ala
Ser

225
Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

Ala
Val
Pro
Ala

50
Ala

Tyr
Glu
Ala
Asn
130
Thr
Arg
Met
Lys
Gln
210
Ser

val

Arg

Trp
Arg
Pro
35

Thr
Glu
Ala
Ala
val
115
val
Pro
Ser
Thr
Gly
195
Asn
Gly
Arg

Asn

13
3058
ADN

MOD_RES
(254)

qualquer aminodcido

Met
val
20

Pro

Asn

Ala
Pro
100
Glu
Pro
Ser
Pro
Asn
180
Phe
Gly

Leu

Gly
260

Ser
Ala
val
Leu
Gly
Ala
85

Glu
Glu
Gln
Ser
Ile
165
Ser
Ala
val
Gly
Gly

245
Gly

vVal
Ala
Ile
Leu
Glu
70

Thr
Met
Ala
Ala
Lys
150
Ser

Gly

Pro

Gly
230
His

Pro

Thr

Ala
Gly
55

Met
Ala
Thr
Ser
Leu
135
Leu

Asn

val

Ala
215
Gly

Ala

Ala
Glu

40
Gln

Trp
Thx
Ser
Asp
120
Lys
Gly
Met
Ser
Ala
200
Met

val

Asp

Gly
25
Asn

Asn

Ala
Ala
105
Thr
Gln
Gly
Val
Met
185
Ala
Ser

Ala

Gly

Gln
10
Glu

Thr
Gln
Thr
S0

Gly
Ala
Leuy,
Leu
Ser
170
Thr
Ala
Ser

Ala

Gly
250

Mycobacterium tuberculosis

117

Ala
Thr
Ala
Pro
Asp
Ala
Gly
Ala

Ala

Trp
165
Met
Asn
Gln
Leu
Asn

2358
Lys

Glu
Ala
Glu
Ala
60

Ala
Thr
Leu
Ala
Gln
140
Lys
Ala
Thr
Ala
Gly

220
Leu

Tyr

Leu

Leu
45

Ile
Ala
Leu
Leu
Asn
125
Pro
Thr
Asn
Leu
val
205
Ser

Gly

Ala

Thr
Gly
30

Met
Ala
Ala
Leu
Glu
110
Gln
Thr
val
Asn
Ser
1580
Gln
Ser

Arg

Xaa

Ala
15

Leu
Ile
val
Met
Pro
95

Gln
Leu
Gln
Ser
His
175
Ser
Thr
Leu

Ala

Ser
255

Ala
Thr

Leu

Phe
80

Phe
Ala
Met
Gly
Pro
160
Met
Met-
Ala
Gly
Ala

240
Gly



<220>
<223> MTB

<400> 13
GGACATGGCG

GTGGGCGTCC

GCTAGACACC

GGTGCGTGAC

GCAGATéCTC
ACAGGTTCGA
CGCGCTCAGG
GCGAGTGACT
GGCCGTAACT
GCCGGCAACA
GCCAAGGCCA
CTAAGTGGTC
CAGTGCTGCT
TTCGTCGTGT
GAAGATGCCC
GTTGGACCAG
GCGGGCGGTG
CCGATCATAT
GGTGCGCACC
GGTTCTGCAG
GGCGTGGGCG

GAAGAACGCC

<210> 14
391

PRT

<211>
<212>
<213>

39 (TbHOFL

GGCCGTTTTG AGGTGCACGC
GCGCAAAACA TTTCCGGTGC
ATGGCCCAGA TGAATCAGGC
GGGCTGGTTC GCGACGCCAA
AGCAGCTAAC GTCAGCCGCT
TGACCATCAR CTATCAATTC
CCGGGTTGCT GGAGGCCGAG

TTTGGGGCGG CGCCGGTTCG

TCCAGGTGAT CTACGAGCAG

ACATGGCGCA AACCGACAGC
GGGACGTGGT GTACGAGTGA
AGTGCTGGGG TGTTGGTGGT
CGGGCTCGGG TGAGGACCTC
TGTTCGGCGA GGACGGCTCC
ACGACGTCGG TTCGGCGTCG
ATTTGGCGCC AGATCTGCTT
TCGAGGTGCT CGGCCACCGC
TGGGCAACAA CTGATTCGGC
CACGGCCAGG AGGGCTTCGG

CGCTGCCAGG CCGCTGCGGG

TCGCTGGTGA CCAGCGCGAC

AGCCAGCCGG CCCCGTCCTC

CCAGACGGTG
GGGCTGGAGT
GTTTCGCAAC
CAACTACGAG
GCAGCACAAT
GGGGATGTCG
CATCAGGCCA
GOGGCCTGCC
GCCAACGCCC
GCCGTCGGCT
AGTTCCTCGC
TTGCTGCTTG
GAGGCCCAGG
GACGAGGCGG
TACCTCTCGG
GGGGAAGGCG
GGGGAGTTTG
GTCGGGCTGG
GGTGGCTGCC
CAGGGTGGCG
CCCGGACAGG

GGCGGAGGTG

Mycobacterium tuberculosis

118

GAGGACGAGG CTCGCCGGAT

GGCATGGCCG AGGCGACCTC

ATCGTGAACA TGCTGCACGG

CAGCAAGAGC AGGCCTCCCA

ACTTTTACAA

ACGCTCACGG

TCATTCGTGA

AGGGGTTCAT

ACGGGCAGAA

CCAGCTGGGC

GTGATCCTTC

GCGGGTTCTT

TAGCGCCGTC

ATGATCGAGG

TTGAGGCGTT

GTGAACGCCA

TCGGTCAGAG

TCGTAGATGG

ATCAGATTGG

CCGATCGCGG

CCGCGGGCGA

ACCTGGATGC

GCGAAGGAGA
CGCCATGATC
TGTGTTGACC
TACCCAGTTG
GGTGCAGGCT
CTGACACCAG
GGGTGGCAGT
CGGTGCTGGT
CTTCGATCCA
CGCGGTCGGG
CCTGGGGGTT
GCAGGTCGGT
CGTCGAGTAC
AGTGCAGCAG
CTGCGTAGTG
CCACCAGGCC
CCAGGTCGCG

CCAGGATC

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3058



<220>

<223> MTB39

<400> 14

Met
1
Tyr
ASp
val
Leu
65
Ala
Ala
Glu
GlIn
Trp
145
Thr
Ser
Asp
Gln
Gly

225
Met

val Asp
Ala Gly

Ser val
35

val Trp
50

met val
Gly GlIn
Tyr Glu

Asn Arg
115

Asn Thr
130

Ala Gln
Ala Thr
Ala Gly
Thr Ala

195

GIn Leu
210

Gly Leu

val Ser

Ser Met Thr

Ala Ala Ala

275

Met Ser Ser

290

(TbHOFL)

Phe
Pro

20
Ala
Gly
Ala
Ala
Thr
100
Ala
Pro
Asp
Ala
Gly
180
Ala
Ala

Trp

Met

Asn
260

GlIn

Leu

Gly
Gly
Ser
Leu
Ala
Glu

85
Ala
Glu
Ala
Ala
Thr
165
Leu
Ala
Gln

Lys

Ala

245
Thr

Ala

Gly

Ala
Ser
Asp
Thr
Ala

70
Leu
Tyr
Leu
Ile
Ala
150
Leu
Leu
Asn
Pro
Thr

230

Asn

Leu

val

Ser

Leu
Ala
Leu
val

55
ser
Thr
Gly
Met
Ala
135
Ala
Leu
Glu
Gln
Thr
215

val

Asn

Ser
GIn

ser
295

Pro
Ser
Phe

40
Gly
Pro
Ala
Leu
Ile
120
val
Met
Pro
GlIn
Leu
200
GlIn

Ser

His

Ser

Thr
280

Leu

Pro
Leu

25
ser
Ser
Tyr
Ala
Thr
105
Leu
Asn
Phe
phe
Ala
185
Met
Gly

Pro

Met

Met
265

Ala

Gly

Glu

10
val
Ala
Trp
val
Gln

90
val
Ile
Glu
Gly
Glu
170
Ala
Asn
Thr
His
Ser

250

Leu

Ala

Ser

119

Ile
Ala
Ala
Ile
Ala

75
val
Pro
Ala
Ala
Tyr
155
Glu
Ala
Asn
Thr
Arg

235
Met

Lys
Gln

Ser

Asn
Ala
Ser
Gly

60
Trp
Arg
Pro
Thr
Glu
140
Ala
Ala
val
val
Pro
220

Ser

Thr

Gly

Asn

Ser
Ala
Ala

45
Ser
Met
val
Pro
Asn
125
Tyr
Ala
Pro
Glu
Pro
205
ser

Pro

Asn

Phe

Gly
285

Leu

Ala
Gln

30
Phe
Ser
ser
Ala
val
110
Leu
Gly
Ala
Glu
Glu
190
GlIn
Ser

Ile

ser

Ala
270

val

Gly

Arg

15
Met
Gln
Ala
val
Ala

95
Ile
Leu
Glu
Thr
Met
175
Ala
Ala
Lys

Ser

Gly
255

Pro
Arg

Gly

Met
Trp
Ser
Gly
Thr

80
Ala
Ala
Gly
Met
Ala
160
Thr
Ser
Leu
Leu
Asn

240
val

Ala
Ala

Gly



val Ala Ala Asn Leu Gly Arg Ala Ala Ser val Gly Ser Leu Ser val
305 310 315 320

Pro GIn Ala Trp Ala Ala Ala Asn Gln Ala val Thr Pro Ala Ala Arg
325 330 335

Ala Leu Pro Leu Thr Ser Leu Thr Ser Ala Ala Glu Arg Gly Pro Gly
340 345 350

GIn Met Leu Gly Gly Leu Pro val Gly Gln Met Gly Ala Arg Ala Gly
355 360 365

Gly Gly Leu Ser Gly val Leu Arg val Pro Pro Arg Pro Tyr val Met
370 375 380

Pro His Ser Pro Ala Ala Gly
385 390

<210> 15
<211> 2287
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Descrigao da Sequéncia Artificial: proteina de tri-fusao

MTB72F (fusao Ral2-TbH9-Ra35 ou MTB32-MTB39)

<220>
<221> CDS
<222> (42)..(2231)

<223> MTIB72F

<220>
<221> base_modificada
<222> (30)

<223> n =g, a, c ou t

120



<220>

CcC ou t

c ou t

<221> base_modificada
<222> (33)

<223> n = g, a,

<220>

<221> base_modificada
<222> (2270)

<223> n = g, a,

<400> 15

tctagaaata attttgttta ctttaagaan ganatataca t atg cat cac cat cac 56

cat
His

gga
Gly

cga
Arg

cte
Leu

cac
His

ttc
Phe

tcg
Ser
ggc

Gly
55

acg gcc
Thr Ala

gcc att
Ala Ile
25

ggt ggg
Gly Gly
40

ttg ggt
Leu Gly

gcg
Ala
10

ccg

Pro

999
Gly

gtt
Val

tce
Ser

atc
Ile

tca
Ser

gtc
val

gat
Asp

999
Gly

ccce
Pro

gac
Asp
60

aac ttc
Asn Phe

cag gecg
Gln Ala
30

acc gtt
Thr Val
45

aac aac
Asn Asn

cag
Gln
1S

atg
Met

cat
His

ggc¢
Gly

121

ctg
Leu

gcg
Ala

atc
Ile

aac
Asn

Met His His His His
)

1

tcc cag
Ser Gln

atc gcg
Ile Ala

ggg cct
Gly Pro
50

ggc gca
Gly ala
€5

ggt
Gly

ggc
Gly
3s

acc
Thr

cga
Arg

999
Gly
20

cag

Gln

gcc
Ala

gtc
val

cag
Gln

atc
Ile

ttc
Phe

caa
Gln

104

152

200

248



cge
Arg
70

gac
Asp

atg
Met

acc
Thr

gcc
Ala

ccg
Pro
150

ctg
Leu

tcg
Ser

teg
Ser

tat
Tyr

gcc
Ala
230

acg
Thr

ctg
Leu

gtg
val

gtg
Val

gcg
Ala

tgg
Trp

gag
Glu
1385

gag
Glu

gatg
Val

gcc
Ala

tgg
Trp

gtg
val
215

cag

Gln

gtg
val

ata
Ile

gtc
val

atc
Ile

gac
Asp

caa
Gln
120

gga
Gly

atc
Ile

gcc
Ala

gcg
Ala

ata
Ile
200

gcg
Ala

gtc
val

cce
Pro

gcg
Ala

999

agc

gct

Gly Ser Ala

acc
Thx

gcg
Ala
105

acc
Thr

cce
Pro

aac
Asn

gcg
Ala

tcg
Ser
185

agt
Gly

tgg
Trp

©gg

ceg
Pro

acce
Thr
265

gcg
Ala
90

ctt
Leu

aag
Lys

ccg
Pro

tece
Ser

gct
Ala
170

acg
Ala

tcg
Ser

atg
Met

gtt
val

ccg
Pro
250

aac
Asn

75

gte
Val

aac
Asn

teg
Ser

gcc
Ala

gcq
Ala
155

cag
Gln

Lttt
Phe

teg
Ser

agce
Ser

gct
Ala
235

gtg
val

ctc
Leu

ccg
Pro

gac
Asp

gg99
Gly

ggce
Gly

gaa
Glu
140

agg

atg
Met

cag
Gln

gcg
Ala

gtc
Val
220

gcg
Ala

atc
Ile

ttg
Leu

gcg
Ala

ggc
Gly

cat
His

ggc
Gly
125

ttc
Phe

atg
Met

tgg

tcg
Ser

ggt
Gly
205

acc

Thx

gcg
Ala

gce
Ala

999
Gly

gca
Ala

gct
Ala

cat
His
110

acg
Thr

atg
Met

tac

gac
Asp

gtg
Val
190

ctg
Leu

gcg
Ala

gce
Ala

gag
Glu

caa
Gln
270

agt
Ser

ccg
Pro
95

cce
Pro

cgt
Arg

gtg
vVal

gce
Ala

agc
Ser
175

gtc
val

atg
Met

ggg
Gly

tac

Tyr

aac
Asn
255

aac
Asn

122

ctc
Leu
80

atc
Ile

ggt
Gly

aca
Thr

gat
Asp

ggc
Gly
160

gtg
Val

tgg
Trp

gtg
Val

cag
Gln

gag
Glu
240

cgt

acc
Thr

ggc
Gly

aac
Asn

gac
Asp

g99
Gly

ttc
Phe
145

ceg
Pro

gcg
Ala

ggt
Gly

gcg
Ala

gee
Ala
225

acg

Thr

gct
Ala

ccg
Pro

atc
Ile

tcg
Ser

gtc
val

aac
Asn
130

gg99
Gly

ggt
Gly

agt
Ser

ctg
Leu

gcg
Ala
210

gag
Glu

gcg
Ala

gaa
Glu

gcg
Ala

tcc
Ser

gee
Ala

atc
Ile
118

gtg
val

gcg
Ala

tcg

Ser’

gac
Asp

acg
Thr
195

gcc
Ala

ctg
Leu

tat
Tyr

ctg
Leu

atc
Ile
275

acc
Thr

acce
Thr
100

tcg
Ser

aca
Thr

tta
Leu

gce
Ala

ctg
Leu
180

gtg
val

teg
Ser

acce
Thr

999
Gly

atg
Met
260

gcg
Ala

ggc
Gly
85

gcg
Ala

gtg
Val

ttg
Leu

cca
Pro

tcg
Ser
165

ttt
Phe

ggg
Gly

ccg
Pro

gec
Ala

ctg
Leu
245

att
Ile

gte
val

296

344

392

440

488

536

584

632

680

728

776

824

872



aac
Asn

ttt
Phe

ttc
Phe
310

gcc
Ala

atg
Met

ggc
Gly

ccg
Pro

atg
Met
390

atg
Met

gcg
Ala

ggt
Gly

gcce
Ala

cag
Gln
470

agc

Ser

999
Gly

gag
Glu

ggc
Gly
295

gag
Glu

gcc
Ala

aac
Asn

ace
Thr

cat
His
378

tcg
Ser

ttg
Leu

gcg
Ala

tct
Ser

tcg
Ser
455

gca

Ala

gcc
Ala

cag
Gln

gcc
Ala
280

tac

Tyr

gag
Glu

gcg
Ala

aat
Asn

acg
Thr
360

cgg

atg
Met

aag
Lys

caa
Gln

tcg
Ser
440

gtc
Val

gte
val

gcg
Ala

atg
Met

gaa
Glu

gcc
Ala

gcg
Ala

gtc
Vval

gtg
val
345

cct
Pro

tcg
Ser

acc
Thr

gg9c
Gly

aac
Asn
425

ggt
Gly

ggt
Gly

acc
Thr

gaa
Glu

ggc
Gly
505

tac

gcg
Ala

ccg
Pro

gag
Glu
330

cce

Pro

tct
Ser

ccg
Pro

aac
Asn

ttt
Phe
410

999
Gly

ctg
Leu

teg
Ser

ccg
Pro
aga
490

gcc
Ala

ggc
Gly

gcg
Ala

gag
Glu
315

gag
Glu

cag
Gln

tecce
Ser

atce
Ile

tcg
Serx
395

gct
Ala

gtc
val

ggc
Gly

ttg
Leu

gcg

Ala
47%

999
Gly

agg

gag
Glu

acg
Thr
300

atg
Met

gce
Ala

gcg
Ala

aag
Lys

agce
Ser
380

ggt
Gly

ccg
Pro

€99
Arg

ggt
Gly

teg
Ser
460

gcg
Ala

cce
Pro

gcc
Ala

atg
Met
285

gcg
Ala

ace
Thr

ecc
Ser

ctg
Leu

ctg
Leu
365

aac
Asn

gtg
Val

gcg
Ala

gcg
Ala

999
Gly
445

gtg
val

cgg
Arg

999
Gly

agt
Gly

tgg
Trp

acg
Thr

agce
Ser

gac
Asp

caa
Gln
350

ggt
Gly

atg
Met

tcg
Ser

gcg
Ala

atg
Met
430

gty
val

ccg
Pro

gcg
Ala

cag
Gln

ggt
Gly
510

gcce
Ala

gcg
Ala

gcg
Ala

acc
Thr
335

cag
Gln

ggc
Gly

gtg
val

atg
Met

gce
Ala
415

agc

Ser

gce
Ala

cag
Gln

ctg
Leu

atg
Met
495

g99
Gly

123

caa
Gln

acg
Thr

ggt
Gly
320

gce
Ala

ctg
Leu

ctg
Leu

tcg
Ser

acc
Thr
400

cgce
Arg

tcg
Ser

gcc
Ala

gcc
Ala

ccg
Pro
480

ctg

Leu

cte
Leu

gac
Asp

gcg
Ala
305

999
Gly

gcg
Ala

gcc
Ala

tgg
Trp

atg
Met
385

aac
Asn

cag
Gln

ctg
Leu

aac
Asn

tgg
Trp
465

ctg

Leu

ggc
Gly

agt
Ser

gcc
Ala
290

acg
Thr

ctce
Leu

gcg
Ala

cag
Gln

aag
Lys
370

gee
Ala

acc
Thr

gce
Ala

ggc
Gly

ttg
Leu
450

gce
Ala

ace
Thr

999
Gly

ggt
Gly

gce
Ala

ttg
Leu

cte
Leu

aac
Asn

cce
Pro
358

acg
Thr

aac
Asn

ttg
Leu

gtg
val

agc
Ser
435

ggt
Gly

gcg
Ala

agc
Ser

ctg
Leu

gtg

Val

518

gcg
Ala

ctg
Leu

gag
Glu

cag
Gln
340

acg
Thr

gtc
val

aac
Asn

agce
Ser

caa
Gln
420

tcg
Ser

cgg
Arg

gece
Ala

ctg
Leu

ccg
Pro
s00

ctg
Leu

atg
Met

ccg
Pro

cag
Gln
325

ttg
Leu

cag
Gln

tcg
Ser

cac
His

tcg
Ser
405

acc
Thr

ctg
Leu

gcg
Ala

aac
Asn

acc
Thr
485

gtg
val

cgt
Arg

920

968

1016

1064

1112

1160

1208

1256

1304

1352

1400

1448

1496

1544

1592



gtt
val

atc
Ile

ctg
Leu
550

gtc
val

ace
Thr

gtg
val

caa
Gln

gcg
Ala
630

ggt
Gly

ggt
Gly

cte
Leu

aca
Thr

tcg
Ser
710

acg
Thr

gntgtaacaa agcccgaaa

ccg
Pro

gcc
Ala
535

cce
Pro

aac
Asn

ggc
Gly

atc
Ile

acc
Thr
615

gtg
val

ggc
Gly

999
Gly

ggc
Gly

ttg
Leu
695

ggc
Gly

gcc

ccg
Pro
520

ccg
Pro

cte
Leu

atc
Ile

ate
Ile

gcg
Ala
600

tac

ctg
Leu

ggc
Gly

cag
Gln

caa
Gln
680

aac

Asn

999
Gly

cga
Arg

ceg
Pro

gac
Asp

aac
Asn

gte
Val
585

ggc
Gly

ggc
Gly

cag
Gln

gte
Val

ggc
Gly
665

acc

Thr

gg99
Gly

cce
Pro

ccc
Pro

gcc
Ala

ccg
Pro

ace
Thr
570

atc
Ile

gcce
Ala

gtc
Val

ctg
Leu

gcg
Ala
650

gga
Gly

gtg
Val

ttg
Leu

gtc
Val

tat

ttg
Leu

tce
Ser
555

aaa
Lys

gat
Asp

acc
Thr

gat
Asp

cgc
Axrg
635

gtt
val

acg
Thr

cag
Gln

atce
Ile

gtc
val
715

gtg
Val

teg
Ser
540

gcg
Ala

ctg
Leu

cce
Pro

gac
Asp

gtg
val
620

ggt
Gly

ggt
Gly

cce
Pro

gcg
Ala

cag
Gln
700

aac

atg
Met
525

cag
Gln

atg
Met

ggc
Gly

aac
Asn

atc
Ile
605

gtc
val

gce
Ala

gag
Glu

cgt
Arg

tcg
Ser
685

tte
Phe

ggc

ccg cat
Pro His

gac cgg
Asp Arg

gtc
val

tac

ggt
Gly
590

aat
Asn

999
Gly

ggt
Gly

ccc
Pro

gcg
Ala
670

gat
Asp

gat
Asp

cta

gce
Ala

aac
Asn
575

gtc
val

gcg
Ala

tat

ggc
Gly

gtc
val
655

gtg
val

teg
Ser

gcc
Ala

gga

Asn Gly Leu Gly

tct ccg gca gcc
Ser Pro Ala Ala

530

ttc gcc gac ttc
Phe Ala Asp Phe

caa
Gln
560

aac
Asn

gtg
val

ttc
Phe

gac
Asp

ctg
Leu
640

gte
val

cct
Pro

ctg
Leu

gcg
Ala

cag
Gln
720

545

gtg ggg cca
val Gly Pro

gcc
Ala

ctg
Leu

agc
Ser

cgc
Arg
625

ccg
Pro

gcg
Ala

ggc
Gly

acc
Thr

atc
Ile
705

gtg
Val

gtg
Val

acc
Thr

gtc
val
610

acc
Thr

tcg
Ser

atg
Met

agg
Arg

ggt
Gly
690

cag

Gln

gtc
val

ggc
Gly

aac
Asn
595

ggc
Gly

cag
Gln

gcg
Ala

gge
Gly

gtg
val
675

gcc
Ala

ccc
Pro

ggt
Gly

ggce gat
Gly Asp

cce geg
Pro Ala

cag
Gln

gcce
Ala
580

aac
Asn

tce
Ser

gat
Asp

gcg
Ala

aac
Asn
660

gte
val

gaa
Glu

ggt
Gly

atg
Met

gcg tec taggatatcc atcacactgg cggccgctceg agcagatceg
Ala Ala Ser

124

gtg
val
565

999
Gly

cac
His

ggc
Gly

gtc
val

atc
Ile
645

agc
Ser

gcg
Ala

gag
Glu

gat
Asp

aac
Asn
725

1640

1688

1736

1784

1832

1880

1928

1976

2024

2072

2120

2168

2216

2268

2287



<210> 16

<211> 729

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<223> Descrigao da Sequéncia Artificial: proteina de tri-fuséao
MTB72F (fusao Ral2-TbH9-Ra35 ou MTB32-MTB39)

<400> 16

Met His His His His His His Thr Ala Ala Ser Asp Asn Phe Gln Leu
1 5 10 1§

Ser Gln Gly Gly Gln Gly Phe Ala Ile Pro Ile Gly Gln Ala Met Ala
20 25 30

Ile Ala Gly Gln Ile Arg Ser Gly Gly Gly Ser Pro Thr Val His Ile
35 40 45
Gly Pro Thr Ala Phe Leu Gly Leu Gly Val Val Asp Asn Asn Gly Asn
S0 S5 60

Gly Ala Arg Val Gln Arg Val Val Gly Ser Ala Pro Ala Ala Ser Leu
65 70 75 80

Gly Ile Ser Thr Gly Asp Val Ile Thr Ala Val Asp Gly Ala Pro lle
8s 90 95

Asn Ser Ala Thr Ala Met Ala Asp Ala Leu Asn Gly His His Pro Gly
100 108 110

Asp val Ile Ser Val Thr Trp Gln Thr Lys Ser Gly Gly Thr Arg Thr
115 120 125

Gly Asn Val Thr Leu Ala Glu Gly Pro Pro Ala Glu Phe Met -Val Asp
130 135 140

Phe Gly Ala Leu Pro Pro Glu Ile Asn Ser Ala Arg Met Tyr Ala Gly
145 150 1585 160

Pro Gly Ser Ala Ser Leu Val Ala Ala Ala Gln Met Trp Asp Ser Val
165 170 . 175

Ala Ser Asp Leu Phe Ser Ala Ala Ser Ala Phe Gln Ser Val Val Trp
180 185 190

Gly Leu Thr Val Gly Ser Trp Ile Gly Ser Ser Ala Gly Leu Met Val
195 200 205
Ala Ala Ala Ser Pro Tyr Val Ala Trp Met Ser Val Thr Ala Gly Gln
210 215 220

Ala Glu Leu Thr Ala Ala Gln Val Arg Val Ala Ala Ala Ala Tyr Glu
225 230 235 240

125



Thr

Ala

Pro

Asp

Ala

305

Gly

Ala

Trp
Met
385

Asn

Gln

Ala Tyr Gly Leu Thr Val

245

Glu Leu Met Ile Leu Ile

260

Ala Ile Ala Val Asn Glu
275

Ala Ala Ala Met Phe Gly

2590

295

Thr Leu Leu Pro Phe Glu
310

Leu Leu Glu Gln Ala Ala

325

Ala Asn Gln Leu Met Asn

340

Gln Pro Thr Gln Gly Thr
355

Lys Thr Val Ser Pro His

370

375

Ala Asn Asn His Met Ser
390

Thr Leu Ser Ser Met Leu

405

Ala Val Gln Thr Ala Ala

Leu Gly

Asn Leu

450

Trp Ala
465

Leu Thr

420

Ser Ser Leu
438

Gly Arg Ala

Ala Ala Asn

Ser Leu Thr
485

Gly Gly Leu Pro Val

Ser Gly

Pro Ala

530

500

Val Leu Arg
515

Ala Gly Asp

Gly Ser Ser

Ala Ser

Pro

Ala

Ala
280

Tyr

Glu

Ala

Thr

360

Met

Lys

Gln

Pro

Thr

265

Glu

Ala

Ala

val

val

345

Pro

Ser

Thr

Gly

Pro
250

Asn

Ala

Pro

Glu

330

Pro

Ser

Pro

Asn

Phe
410

val

Leu

Gly

Ala

Glu

315

Glu

Gln

Ser

Ile

Ser

395

Ala

Ile

Leu

Glu

Thr

300

Met

Ala

Ala

Lys

Ser

380

Gly

Pro

Asn Gly Val Arg
425

440

455

Gln Ala

470

Ser Ala

Gly Gln

Vval Pro

Ile Ala

val

val

Ala

Met

Pro

Gly Leu

Gly Ser

Thr Pro

Glu Arg

Ala

Gly Gly

Leu Ser

Ala Glu

Gly Gln
270

Met Trp
285

Ala Thr
Thr Ser
Ser Asp
Leu Gln

350

Leu Gly
365

Asn Met
Val Ser

Ala Ala

Ala Met

Asn
255
Asn
Ala
Ala
Ala
Thr
335
Gln
Gly
val
Met
Ala

415

Ser

430

445

460

475

490

505

520

535

Pro

126

Arg Pro

Pro Ala

Gly Ala Arg

Tyr

Leu

Gly Pro

Ala

Ala

val

Ser

Axg

Thr

Gln

Thr

Gly

320

Ala

Leu

Leu

Ser

Thr

400

Arg

Ser

Gly Val RAla Ala

Val Pro Gln Ala

Arg Ala Leu Pro

480

Gly Gln Met Leu

495

510

525

540

Gly Gly Gly Leu

Met Pro His Ser

Gln Asp Arg Phe



Ala Asp Phe Pro Ala Leu Pro Leu Asp Pro Ser Ala Met Val Ala Gln
545 550 558 560

Val Gly Pro Gln Val Val Asn Ile Asn Thr Lys Leu Gly Tyr Asn Asn
565 570 575

Ala Val Gly Ala Gly Thr Gly Ile Val Ile Asp Pro Asn Gly Val Val
580 585 ) 590

Leu Thr Asn Asn His Val Ile Ala Gly Ala Thr Asp Ile Asn Ala Phe
595 600 605

Ser Val Gly Ser Gly Gln Thr Tyr Gly Val Asp Val Val Gly Tyr Asp
610 615 620

Arg Thr Gln Asp Val Ala Val Leu Gln Leu Arg Gly Ala Gly Gly Leu
625 630 635 640

Pro Ser Ala Ala Ile Gly Gly Gly Val Ala Val Gly Glu Pro Val Val
645 650 655

Ala Met Gly Asn Ser Gly Gly Gln Gly Gly Thr Pro Arg Ala Val Pro
660 665 €70

Gly Arg Val Val Ala Leu Gly Gln Thr Val Gln Ala Ser Asp Ser Leu
675 680 685

Thr Gly Ala Glu Glu Thr Leu Asn Gly Leu Ile Gln Phe Asp Ala Ala
690 695 700

Ile Gln Pro Gly Asp Ser Gly Gly Pro Val Val Asn Gly Leu Gly Gln
705 710 715 720

vVal Val Gly Met Asn Thr Ala Ala Ser
725

<210> 17
<211> 2190
<212> ADN

<212> Sequéncia Artificial
<220>

<223> Descrigao da Sequéncia Artificial:MTB72FMUtSA (Ral2-TbHp-

Ra35MutSA) ADNc

127



<400> 17

atgcatcacc
cagggattcg
ggggggtcac

atcaccatca
ccattccgat
ccaccgttca

cacggcegeg
cgggcaggeg
tatcgggect

tccgataact tccagetgtc ccagggtggg

atggcgatcg
accgccttcee

cgggccagat
tcggettggg

ccgategggt
tgttgtcgac

60
120
180

aacaacggca
ggcatctcca
gcgatggegg
accaagtcgg
ttcatggtgg

ccgggttegg
ttttcggccqg

acggcgcacg
ccggcgacgt
acgcgcettaa
gcggcacgacyg
atttcggggce
cctecgetggt

‘cgtcggcegtt

agtccaacgc
gatcaccgeg
cgggcatcat
tacagggaac
gttaccaccg
ggccgeggcet
tcagteggtg

gtggtcggga
gtcgacggceg
cccggtgacg
gtgacattgg
gagatcaact
cagatgtggyg
gtctggggte

gcgcecteeggce
ctccgatcaa
tcatctcggt
ccgagggacce
ccgcgaggat
acagecgtggc
tgacggtggg

ggcaagtctc
ctecggccacce
gacctggcaa
cccggccgaa
gtacgecegge
gagtgacctg
gtcgtggata

240
300
360
420
480
540
600

ggttcgtcgg
accgcggggce
acggcgtatg
attctgatag
gaatacggcg
gcgacggcga
gggctccteyg
ttgatgaaca
ccttcttcca
aacatggtgt
aacaccttga
accgecggege
ggtctgggcg
gtgccgcagg
ctgaccagcc
gtggggcaga
cgaccctatg
caggaccggt
gtggggeccac
gggaccggca
ggcgccacceqg
gtcgggtatg
ccgtcggegg
agcggtgggc
accgtgcagg
ttcgatgcecg
gtggtecggta

cgggtctgat
aggccgagct
ggctgacggt
cgaccaacct
agatgtgggc
cggcgacgtt
agcaggecgce
atgtgcccca
agctgggtgg
cgatggccaa
gctegatgtt
aaaacggggt
gtggggtggce
cctgggcegce
tgaccagcgce
tgggcgcecag
tgatgccgea
tcgccgactt
aggtggtcaa
tcgtecatcga
acatcaatgc
accgcaccca
cgatcggtgg
agggcggaac
cgtcggatte
cgatccagcce
tgaacacggc

gagtggcggcy
gaccgecgcce
gccececegecy
cttggggcaa
ccaagacgec
gctgecegtte
cgcggtcegag
ggcgctgcaa
cctgtggaag
caaccacatg
gaagggcttt
ccgggcegatg
cgccaacttg
ggccaaccag
cgcggaaaga
ggccggtggt
ttcteccggcea
cceegegetg
catcaacacc
tcccaacggt
gttcagcgtc
ggatgtcgeg
cggcgtegeg
gcccegtgeg
gctgaccggt
cggtgatgcg
cgcgtcctag

gcctegeegt
caggtccggg
gtgatcgccg
aacaccccgg
geccgegatgt
gaggaggcge
gaggcctecg
cagctggccce
acggtctcge
tcgatgacca
gcrecggegyg
agctcgectgg
ggtcgggcegyg
gcagtcaccc
gggcccggge
gggctcagtg
gcecggegata
ccecctcgace
aaactgggct
gtcgtgctga
ggctceggcece
gtagctgcagc
gttggtgagc
gtgcctggca
gccgaagaga
ggcgggceeceg

atgtggcgtg
ttgectgcggce
agaaccgtge
cgatcgeggt
ttggectacgce
cggagatgac
acaccgccge
agcccacgca
cgcatcggtc
actcgggatgt
cggccgceeca
gcagctcgcet
cctcggtcgg
€ggcggcgeyg
agatgctggg
gtgtgctgeg
tcgeececegece
cgtccgegat
acaacaacgc
ccaacaacca
aaacctacgg
tgcgeggtge
ccgtegtege
gggtggtege
cattgaacgg
tcgtcaacgg

gatgagcgtc
ggcctacgag
tgaactgatg
caacgaggcec
cgcggcgacg
cagcgegggt
ggcgaaccag
gggcaccacy
gccgatcage
gtcgatgacce
ggccgtgcaa
gggttcttcg
ttcgttgtcg
ggcgctgecg
cgggetgccg
tgttccgecg
ggecettgteg
ggtcgcccaa
cgtgggcegcec
cgtgatcgcg
cgtcgatgtg
cggtggectg
gatgggcaac
gctcggccaa
gttgatccag
cctaggacag

660

720

780

840

800

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2190

<210> 18

<211> 729
<212> PRT
<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> Descrigao da Sequéncia Artificial:MTB72FMutSA (Ral2-TbHp-

Ra35MUtSA)

128



<400> 18

Mgt
ser
Ile
Gly
Gly

65

Gly

Asn

His

Gln

Ala

Pro

50

Ala

Ile

Ser

Asp val

Gly
Phe
145
Pro
Ala
Gly
Ala
Ala
225
Thr
Ala

Pro

ASD

AsSn
130
Gly
Gly
ser
Leu
Ala
210
Glu
Ala
Glu

Ala

Ala
290

His

Gly

Gly

35

Thx

Arg

Ser

Ala

I1e-

115

val
Ala
Ser
Asp
Thr
195
Ala
Leu
Tyr
Leu
Ile

275
Ala

His

Gly
20

Gln

Ala

val

Thr

Thr
100

ser

Thr
Leu
Ala
Leu
180
val
ser
Thr
Gly
Met
260

Ala

Ala

His

Gln

Ile

Phe

Gln

Gly
85

Ala

val

Leu
Pro
Ser
165
Phe
Gly
Pro
Ala
Leu
245
Ile

val

Met

His

Gly

Leu

Arg
70

Asp

Met

Thr

Ala
Pro
150
Leu
ser
Ser
Tyr
Ala
230
Thr
Leu

Asn

Phe

His

Phe

Ser

Gly
55

val

val

Ala

Trp

Glu
135
Glu
val
Ala
Trp
val
2158
GlIn
val

Ile

Glu

Thr

ala

Gly
40

Leu

val

Ile

Asp

Gln
120

Gly
Ile
Ala
Ala
Ile
200
Ala
val
Pro
Ala
Ala

280
Tyr

Ala

Ile
25

Gly

Gly

Gly

Thr

Ala
105

Thr

Pro
Asn
Ala
ser
185
Gly
Trp
Arg
Pro
Thr
265

Glu

Ala

129

Ala
10

Pro

Gly

val

Ser

Ala
90

Leu

Lys

Pro
ser
Ala
170
Ala
ser
Met
val
Pro
250
Asn

Tyr

Ala

Ser Asp

Ile Gly

Ser Pro

Val Asp
60

Ala Pro
75

val Asp

Asn Gly

ser Gly

Ala Glu
140

Ala Arg
155

Gln Met
Phe Gln
Ser Ala
Ser val

220
Ala Ala

235
val 1le
Leu Leu

Gly Glu

Ala Thr
300

AsSn
Gln
Thr

45
Asn
Ala
Gly
His

Gly
1

Phe.

Met
Trp
ser
Gly
205
Thr
Ala
Ala
Gly
Met

285
Ala

Phe

Ala
30

val

Asn

Ala

Ala

His
110

Thr

Met
Tyr
Asp
val
190
Leu
Ala
Ala
Glu
GlIn
270

Trp

Thr

Gln
15

Met

His

Gly

Ser

Pro
95

Pro

Arg

val
ala
Ser
175
val
Met
Gly
Tyr
ASnh
255
Asn

Ala

Ala

Leu

Ala

Ile

Asn

Leu
80

Ile

Gly

Thr

Asp
Gly
160
val
Trp
val
Gln
Glu
240
Arg
Thr

Gln

Thr



Ala
308
Gly
Ala
Ala
Trp
Met
385
Asn
Gln
Leu
Asn
Tr
465
Leu
Gly
ser
Pro
Ala
545
val
Ala

Leu

Ser

Thr
Leu
Ala
Gln
370
Ala
Thr
Ala

Gly

Leu
450

p Ala

Thr
Gly
Gly
Ala
530
ASp
Gly
val

Thr

val
610

Leu

Leu

Asn

Pro

355

Thr

Asn

Leu

val

ser
435

‘6ly

Ala
ser
Leu
val
515
Ala
Phe
Pro
Gly
Asn

595
Gly

Leu
Glu
Gln
340
Thr
val
Asn
ser
Gln
420
Ser
Arg
Ala
Leu
Pro
500
Leu
Gly
Pro
Glin
Ala
580

Asn

Ser

Pro
Gln
325
Leu
Gln
Ser
His
Ser
405
Thr
Leu
Ala
Asn
Thr
485
val
Arg
Asp
Ala
val
565
Gly
His

Gly

Phe
310
Ala
Met
Gly
Pro
Met
390
Met
Ala
Gly
Ala
Gln
470
ser
Gly
val
Ile
Leu
550
val
Thr

val

Gln

Glu
Ala
AsSn
Thr
His
375
Ser
Leu
Ala
Ser
Ser
455
Ala
Ala
Gln
Pro
Ala
535
Pro
Asn
Gly

Ile

Thr
615

Glu
Ala
ASn
Thr
360
Arg
Met
Lys
Gln
Ser
440
val
val
Ala
Met
Pro
520
Pro
Leu
Ile
Ile
Ala

600
Tyr

Ala
val
val
345
Pro
ser
Thr
Gly
ASnh
425
Gly
Gly
Thr
Glu
Gly
505
Arg
Pro
ASp
AsSn
val
58S

Gly

Gly

130

Pro
Glu
330
Pro
Ser
Pro
Asnh
Phe
410
Gly
Leu
Ser
Pro
Arg
490
Ala
Pro
Ala
Pro
Thr
570
Ile

Ala

val

Glu
315
Glu
Gln
ser
Ile
Ser
395
Ala
val

Gly
Leu
Ala
475

Gly
Arg
Tyr
Leu
ser
555
LysS
ASp

Thr

Asp

Met
Ala
Ala
Lys
ser
380
Gly
Pro
Arg
Gly
Ser
460
Ala
Pro
Ala
val
Ser
540
Ala
Leu
Pro

Asp

val
AN

Thr
Ser
Leu
Leu
365
Asn
val

Ala
Ala
Gly
445
val

Arg
Gly
Gly
Met
525
Gln
Met
Gly
Asn
Ile

605
val

Ser
Asp
Gln
350
Gly
Met
Ser
Ala
Met
430
val
Pro
Ala
GlIn
Gly
510
Pro
Asp
val
Tyr
Gly
590

Asn

Gly

Ala
Thr
335
Gln
Gly
val

Met
Ala
415
Ser
Ala
Gln

Leu

Met

495

Gly
His
Arg
Ala
Asn
575
val

Ala

Tyr

Gly
320

Ala

Leu
ser
Thr
400
Ala
ser
Ala
Ala
Pro
480
Leu
Leu
ser
Phe
Gln
560
Asn
val

Phe

Asp



Arg Thr GIn Asp val Ala val Leu GIn Leu Arg Gly Ala Gly Gly Leu
625 630 635 640

Pro ser Ala Ala Ile Gly Gly Gly val Ala val Gly Glu pPro val val
645 650 65S

Ala Met Gly Asn Ser Gly Gly Gln Gly Gly Thr Pro Arg Ala val Pro
660 665 670

Gly Arg val val Ala Leu Gly GIn Thr val Gln Ala Ser Asp Ser Leu
675 680 685

Thr Gly Ala Glu Glu Thr Leu Asn Gly Leu Ile Gln Phe Asp Ala Ala
690 695 700

Ile Gln Pro Gly Asp Ala Gly Gly Pro val val Asn Gly Leu Gly Gln
705 710 715 720

val val Gly Met 932 Thr Ala Ala Ser

<210> 19
<211> 1797
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Descrigao da Sequéncia Artificial: proteina de bi-fusao

TbH9-Ra35 (designada MTR59f)

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1791)

<223> MTB59F

<400> 19

cat atg cat cac cat cac cat cac atg gtg gat ttc g9gg gcg tta cca 48
His Met His His H1§ His His His Met val Asp Phe Gly Ala Leu Pro
1 10 15

Ccg gag atc aac tcc gcg agg atg tac gcc g?c ccg ggt tcg gcc tcg 96
Gly

Pro Glu Ile Asn Ser Ala Arg Met Tyr Ala Pro Gly ser Ala Ser
20 25 30

131



ctg
Leu

tcg
ser

tcg
Ser
65

tat
TYyr

gcc
Ala

acg
Thr

ctg
Leu

aac
Asn
145

Tttt
Phe

ttc
Phe

gce
Ala

atg
Met

&y
225

ccg
Pro

atg
Met

atg
Met

gcg
Ala

gt
va

gcc
Ala
S0

tag
Trp

gt
va

cag
GlIn

gt
va

ata
Ile
130

gag
Glu

3ty

gag
Glu

gcc
Ala

aac
Asn
210

acc
Thr

cat
His

tcg
ser

tta
Leu

gcg
Ala
290

gcc
Ala

gcg
Ala

ata
Ile

acg
Ala

gtc
val

ccc
Pro
115

gcg
Ala

cc
21 a

tac
Tyr

cag
Arg

atg
Met
aag
Lys
275
caa
Gln

gcg

gct

cag

atg

tgg

gac

agc

Ala Ala GIn Met Trp Asp Ser

tcg
ser

oty

tgg
Trp

cgg
100

ccg
Pro

acc
Thr

gaa
Glu

gcce
Ala

gcg
Ala
180

gtc
val

gt
va

cct
Pro

tcg
Ser

acc
Thr
260

¢ty

aac
Asn

aca
Ala

tcg
Ser

atg
Met
85

gtt
val

ccg
Pro

aac
Asn

tac
Tyr

gcg
Ala
165

ccg
Pro

gag
Glu

ccc
Pro

tct
ser

ccg
Pro
245

aac
AsSn

ttt
Phe

&ty

ttt
Phe

tcg
Ser
70

agc
ser

gct
Ala

ot
va

ctc
Leu

v
150

gcg
Ala

gag
Glu

gag
Glu

cag
Gln

tcc
ser
230

atc
Ile

tcg
Ser

gct
Ala

gtc
val

cag
Gln
55

g9¢cg
Ala

gtc
val

gcg
Ala

atc
Ile

ttg
Leu
135

gag
Glu

acg
Thr

atg
Met

gcc
Ala

gco
Ala
215
aag

Lys

agc
ser

&

CcCg
Pro

€99
Arg
295

40

tcg
Ser

&ty

acc
Thr

gcg
Ala

gcc
Ala
120

&ty

atg
Met

9cg
Ala

acc
Thr

tcc
ser
200

ctg
Leu

ctg
Leu

aac
Asn

gt
va

gcg
Ala
280

gcg
Ala

gt
va

ctg
Leu

gce
Ala
105

gag
Glu

caa
Gln

tgg
Trp

acg
Thr

agc
Ser
185

gac
Asp

caa
Gln

atg
Met

tcg
Ser
265

gcg
Ala

atg
Met

gtc
val

atg
Met

gg9
aly

90
tac

Tyr

aac
Asn

aac
Asn

gcc
Ala

gco
Ala
170

C
351

acc
Thr

cag
Gln

3ty

Oal
250

atg
Met

gcc
Ala

agc
ser

132

gt

gcg

agt

gac

ctg

val Ala Ser Asp Leu

tag
Trp

gt
va
75

cag
Gln

gag
Glu

cgt
Arg

acc
Thr

caa
GIn
155

acg
Thr

&y

gcc
Ala

ctg
Leu

ctg
Leu
235

tcg
ser

acc
Thr

gcce
Ala

tcg
ser

&
60

gcq
Ala

gcc
Ala

acg
Thr

gct
Ala

ccg
Pro
140

gac
Asp

gcg
Ala

&y

gcd
Ala

gcc
Ala
220

tgg
Trp

atg
Met

aac
Asn

cag
GlIn

ctg
Leu
300

45

ctg
Leu

gcg
Ala

gag
Glu

gcg
Ala

gaa
Glu
125

gcg
Ala

gcc
Ala

acg
Thr

ctc
Leu

gcg
Ala
205

cag
Gln

aag
Lys

gcc
Ala

acg
Thr

gcce
Ala
285

oty

acg
Thr

gce
Ala

ctg
Leu

tat
Tyr
110

ctg
Leu

atc
Ile

gcc
Ala

ttg
Leu

ctc
Leu
190

aac
AsSn

cccC
Pro

acg
Thr

aac
Asn

ttg
Leu
270

gt
va

age
Ser

gt
va

tcg
Ser

acc
Thr
95

4

atg
Met

aca
Ala

gca
Ala

ctg
Leu
175

gag
Glu

cag
GlIn

acg
Thr

gtc
val

aac
Asn
255

agc
Ser

caa
Gln

tcg
Ser

ttt
Phe

sty

ccg
Pro
80

gcc
Ala

ctg
Leu

att
Ile

gtc
val

atg
Met
160

cCg
Pro

cag
Gln

ttg
Leu

cag
Gin

tcg
Ser
240

cac
His

tcg
Ser

acc
Thr

ctg
Leu

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912



ggt tct tcg ggt ctg ggc gogt ggg gtg gcc gcc aac ttg ggt cgg gcg 960

Gly Ser Ser Gly Leu Gly Gly Gly val Ala Ala Asn Leu Gly Arg Ala
305 310 315 320

gcc tcg gtc g?t tcg ttg tcg gtg CCg cag gcc tgg gcc gcg gcc aac 1008
Ala Ser val Gly gg; teu Ser Vval Pro g}g Ala Trp Ala Ala g;g Asn

cag gca gtc acc ccg gcg gcg ¢gg gcg ctg ccg ctg acc agc ctg acc 1056
Gln Ala val ;25 Pro Ala Ala Arg glg Leu Pro Leu Thr ggg Leu Thr

agc gcc gcg gaa aga g?g cce g?g cag atg ctg g?c g?g ctg ccg gt 1104
Ser Ala Ala Glu Arg Gly Pro §65 Gln Met Leu Gly gsg Leu Pro Va
355

g?g cag atg g?c gcc agg gcc g?t g?t g?g ctc agt g?t gtg ctg cgt 1152
Gly Gln Met Gly Ala Arg g;; Gly Gly Gly Leu ggs Gly val Leu Arg
370

gtt ccg ccg cga ccc tat gtg atg ccg cat tct ccg gca gec g?c gat 1200
val Pro Pro Arg Pro Tyr Val Met Pro His Ser Pro Ala Ala Gly Asp
385 390 395 400

atc gcc ccg ccg gcc ttg tcg cag gac cgg ttc gce gac ttc ccc gcg 1248
Ile Ala Pro Pro ﬁgg Leu Ser GIn Asp 2{ Phe Ala Asp Phe Z{g Ala

ctg cCc ctc gac ccg tcc gcg atg gtc gcc caa gt g?g cca cag gt 1296
Leu Pro Leu Asp Pro Ser Ala Met Va; Ala Gln val Gly :gg Gln va
420 42

gtcC aac atc aac acc aaa ctg g?c tac aac aac gcc gt g?c gcc g?g 1344
val Asn Ile Asn Thr Lys Leu 645 Tyr Asn Asn Ala Xis Gly Ala Gly
435 : 4

acc g?c atc gtc atc gat ccc aac g?t gtc gtg ctg acc aac aac cac 1392
Thr gsy Ile val Ile Asp Z;g Asn Gly val va kgg Thr Asn Asn His
0

gtg atc gcg g?c gcc acc gac atc aat gcg ttc agc gtc g?c tcc g?c 1440
val 1le Ala Gly Ala Thr Asp Ile Asn Ala Phe Ser val Gly Ser Gly
465 470 475 480

caa acc tac g?c gtc gat gtg gtc g?g tat gac cgc acc cag gat gtc 1488
Gln Thr Tyr Gly Xg} Asp val val Gly ng Asp Arg Thr GlIn :gg val
4

gcg gtg ctg cag ctg coc g?t gcc g?t g?c ctg ccg tcg gcg gcg atc 1536
Ala val Leu ggS Leu Arg Gly Ala gog Gly Leu Pro Ser glg Ala Ile

g?t g?c g?c gtc gcg gtt g?t gag €CcC gtc grc gcg atg g?c aac agc 1584
Gly Gly glg val Ala val Gly ggg pro val val Ala ?gg Gly Asn Ser

g?t g?g cag g?c g?a acg ccc cgt g¢cg gtg cct ggc agg gtg gtc gcg 1632
Gly §35 GIn Gly Gly Thr grg Arg Ala val Pro §4% Arg val val Ala
3

ctc ggc caa acc gtg cag gcg tcg gat tcg ctg acc g?t gcc gaa gag 1680
Gly

Leu Gly 6In Thr val Gln Ala Ser Asp Ser Leu Thr Ala Glu Glu
545 550 555 560

133



aca ttg aac ggg ttg atc cag ttc gat gcc gcg atc cag ccc ggt gat 1728
Thr Leu Asn Gly %gg Ile GIn Phe Asp é}g Ala Ile GIn Pro g7§ Asp

tcg ggc g?g ccc gtc gtc aac g?§ cta g?a cag gt? gtc g?t atg aac 1776

ser Gly Gly Pro val val Asn Leu Gly GIn val val Gly Met Asn

580 585 590
acg gcc geg tcc tag gatatc 1797
Thr Ala Ala Ser

595

<210> 20

<211> 596

<212> PRT

<213> Artificial Seqguence

<223> Descrigao da Sequéncia Artificial: proteina de bi-fusao

TbH9-Ra35 (designada MTB59F)

<400> 20
His Met His His His His His His Met val Asp Phe Gly Ala Leu Pro
Pro Glu Ile Agg Ser Ala Arg Met ng Ala Gly Pro Gly sgg Ala ser

Leu val A;g Ala Ala Gln Met ng Asp Ser val Ala SSE Asp Leu Phe

Ser A}g Ala ser Ala Phe G}g ser val val Trp Ggg Leu Thr val Gly

Ser Trp Ile Gly Ser Ser Ala Gly Leu Met val Ala Ala Ala Ser Pro
65 70 75 80

Tyr val Ala Trp Met Ser val Thr Ala Gly Gln Ala Glu Leu Thr Ala
85 90 95

g val Ala Ala Ala Ala Tyr Glu Thr Ala Tyr Gly Leu

Ala Gln val Ar
100 105 110

Thr val Pro Pro Pro val Ile Ala Glu Asn Arg Ala Glu Leu Met Ile
115 120 125

Leu Ile Ala Thr Asn Leu Leu Gly GIn Asn Thr Pro Ala Ile Ala val
130 135 140

Asn Glu Ala Glu Tyr Gly Glu Met Trp Ala GIn Asp Ala Ala Ala Met
145 150 155 160

Phe Gly Tyr Ala Ala Ala Thr Ala Thr Ala Thr Ala Thr Leu Leu Pro
165 170 175

Phe Glu Glu Ala Pro Glu Met Thr Ser Ala Gly Gly Leu Leu Glu GlIn
180 185 190

134



Ala
Met
Gly
2258
Pro
Met
Met
Ala
Gly
305
Ala
Gln
ser
Gly
val
385
Ile
Leu
val
Thr
val
465

Gln

Ala

Gly

Gly

Ala
Asn
210
Thr
His
ser
Leu
Ala
290
Ser
ser
Ala
Ala
Gln
370
Pro
Ala
Pro
Asn
Gly
450
Ile

Thr

val

Gly

Gly

Ala
195
Ash
Thr
Arg
Met
Lys
275
Gln
Ser
val
val
Ala
355
Met
Pro
Pro
Leu
Ile
435§
Ile
Ala

Tyr

Leu

Gly
515

GIn

val

val

Pro
Ser
Thr
260
Gly
Asn
Gly
Gly
Thr
340
Glu
Gly
Arg
Pro
Asp
420
Asn
val
Gly

Gly

Gln

Glu
Pro
ser
Pro
245
ASn
Phe
Gly
Leu
Ser
325
Pro
Arg
Ala
Pro
Ala
405
Pro
Thr
Ile
Ala
val

485

Leu

500 -

val

Gly

Ala

Gly

Glu
Gln
Ser
230
Ile
ser
Ala
val
Gly
310
Leu
Ala
Gly
Arg
Tyr
390
Leu
Ser
Lys
Asp
Thr
470

Asp

Arg

val

Thr

Ala
Ala
215
Lys
Ser
Gly
Pro
Arg
295
Gly
ser
Ala
Pro
Ala
375
val
ser
Ala
Leu
Pro
455
ASp

val

Gly

Gly

Pro
535

ser
200
Leu
Leu
AsSn
val

Ala
280
Ala
Gly
val
Arg
Gly
360
Gly
Met
Gln
Met
Gly
440
Asnh
Ile

val

Ala

Glu
520

Arg

ASp
Gln
Gly
Met
Ser
265
Ala
Met
val
Pro
Ala
345
Gin
Gly
Pro
Asp
val
425
Tyr
Gly
Asn

Gly

Gly

Pro

Ala

135

Thr
GlIn
Gly
val
250
Met
Ala
Ser
Ala
GlIn
330
Leu
Met
Gly
His
Arg
410
Ala
Asn
val
Ala
Tyr
490
Gly

val

val

Ala
Leu
Leu
235
Ser
Thr
Ala
Ser
Ala
315
Ala
Pro
Leu
Leu
Ser
395
Phe
Gln
Asn
val
Phe
475

Asp

Leu

val

Pro

Ala
Ala
220
Trp
Met
Asn
GIn
Leu
300
Asn
Trp
Leu
Gly
ser
380
Pro
Ala
val
Ala
Leu
460
ser

Arg

Pro

Ala

Gly

Ala
205
Gln
Lys
Ala
Thr
Ala
285
Gly
Leu
Ala
Thr
Gly
365
Gly
Ala
Asp
Gly
val
445
Thr
val

Thr

ser

Met
525

Arg

ASn
Pro
Thr
Asn
Leu
270
val
ser
Gly
Ala
ser
350
Leu
val
Ala
Phe
Pro
430
Gly
ASn
Gly

GlIn

Ala
510

Gly

val

Gln
Thr
val
Asn
255
ser
Gln
ser
Arg
Ala
335
Leu
Pro
Leu
Gly
Pro
415
Gln
Ala
AsSn
ser
Asp

495
Ala

Leu
GlIn
ser
240
His
Ser
Thr
Leu

Ala
320
Asn

Thr
val

Arg
Asp
400
Ala
val

Gly
His
Gly
480

val

Ile

Asn Ser

val Ala



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

Leu
545

Thr

Ser
Thr Ala Ala ser
595
21
500
ADN

Mycobacterium tuberculosis

MTB8.4 (DPV) ADNc

21

CGTGGCAATG TCGTTGACCG TCGGGGCCGG
CATTAACACC ACCTGCAATT ACGGGCAGGT
GGCTGCCGCA CAGTTCAACG CCTCACCGGT
CGCACCGCCA CCTCAGCGCG CTGCCATGGC
ACAGTACATC GGCCTTGTCG AGTCGGTTGC
GGGCCCCATC CCGCGACCCG GCATCGTCGC
ACGGGCCGCA TCCCGCGACC CGGCATCGTC
CAACGGGCCG CATCTCGTGC CGAATTCCTG
GCCGCCACCG CGGTGGAGCT

22
96
PRT

Mycobacterium tuberculosis

MTB8.4 (DPV)

GGTCGCCTCC
AGTAGCTGCG
GGCGCAGTCC
CGCGCAATTG
CGGCTCCTGC
CGGGGCTAGG
GCCGGGGCTA
CAGCCCGGGG

136

GCAGATCCCG
CTCAACGCGA
TATTTGCGCA
CAAGCTGTGC
AACAACTATT
CCAGATTGCC
GGCCAGATTG
GATCCACTAG

Gly GIn Thr val GIn Ala Ser Asp Ser Leu Thr Gly Ala Glu Glu

550 555 560

Leu Asn Gly Leu ITe GIn Phe Asp Ala Ala Ile GIn Pro Gly Asp
565 570 575

Gly Gly Pro val val Asn Gly Leu Gly Gln val val Gly Met Asn
580 585 : 590

TGGACGCGGT
CGGATCCGGG
ATTTCCTCGC
CGGGGGCGEC
AAGCCCATGC
CCGCTCCTCA
CCCCGCTCCT
TTCTAGAGCG

60
120
180
240
300
360
420
480
500



<400> 22

Val Ala
1
Val Asp

Ala Leu

Met

Ala

Asn

Ser Leu Thr val
5

val Ile Asn

20

Ala Thr Asp

Thr

Pro

35

Pro Val
S0

Gln Arg

65

Gln Tyr

Ala

Ala

Ile

Leu
55
Ala

Gln Ser Tyr

Ala Met Ala

70

Gly Leu Val
85

Glu

<210> 23

<211> 585
<212>

<213>

<220>
<223>

<400> 23

ADN

MT89.8

(MSL)

Gly Ala
10
Thr Cys
25
Gly Ala

Arg Asn

Gln Leu

Ser val

90

Mycobacterium tuberculosis

TGGATTCCGA TAGCGGTTTC GGCCCCTCGA CGGGCGACCA

GGGGGGCCGG
TCGGGCTGAC
CGGGGACCTG
GAGGCGACGG
GGGTCGAAAG
CCCAGTCGGC
AGGCGGCGAT
CCCATGCCCG
CGAATCTGGG

GACGCTGGGA TTCGCCGGGA
CGCACTGGCC GGTGATGAGT
GGAGCAGGGC AGCAACGAGC
CTTACCGCAC GACAGCAAGT
GAGAGATGTT ATGAGCCTTT
GTTTGCCGCC AAGGCGGGGC
GTCGGCTCAG GCGTTTCACC
GTTTGTGGCG GCGGCCGCCA
TGAGGCCGCC GGTACCTATG

<210> 24

<211> 97
<212>

<213>

<220>
<223>

PRT

MTBO9.8

(MSL)

CCGCAACCAA
TCGGCAACGG
CCGAGGCGCC
AACCGAATTC
TGGATGCTCA
TGATGCGGCA
AGGGGGAGTC
ARGTCAACAC
TGGCCGCCGA

Mycobacterium tuberculosis

137

Gly Val Ala
Asn Tyr Gly
Ala Ala Gln

Phe Leu Ala

60

Gln Ala Val

75

Ala Gly Ser

CGGCGCGCAG
AGAACGCCGG
CCCCCGGATG
CGACGGATCG
CGAATCACGT
TATCCCACAG
CACGATCGGT
GTCGGCGGCG
CTTGTTGGAT
TGCTG

Ser Ala Asp Pro
15
Gln val Val Ala
30
Phe Asn Ala Ser
45
Ala Proc Pro Pro
Pro Gly Ala Ala
Cys Asn Asn Tyr
95
GCCTCCGAAC 60
GTCCGGGCGE 120
CCGATGGTGC 180
GGGAGAGGGG 240
GGACCCGTAC 300
TTGGTGGCCT 360
CAGGCCGAGC 420
TTTCAGGCCG 480
GTCGCGCAGG 540
585



<400> 24

Met Ser Leu Leu Asp Ala His Ile Pro Gln Leu Val Ala Ser Gln Ser

1 5 ) 10 1S

Ala Phe Ala Ala Lys Ala Gly Leu Met Arg His Thr Ile Gly Gln Ala

20 25 30
Glu Gln Ala Ala Met Ser Ala Gln Ala Phe His Gln Gly Glu Ser Ser
35 40 45
Ala Ala Phe Gln Ala Ala His Ala Arg Phe Val Ala Ala Ala Ala Lys
SO 55 60

Val Asn Thr Leu Leu Asp Val Ala Gln Ala Asn Leu Gly Glu Ala Ala

65 70 75 80

Gly Thr Tyr val Ala Ala Asp Ala Ala Ala Ala Ser Thr Tyr Thr Gly
8% 90 -1

Phe

<210> 25
<211> 1742
<212> ADN

<213> Mycobacterium tuberculosis

<220>
<223> MTB9.9A (MTI, também conhecido como MTI-A)

<220>
<221> base_modificada
<222> (1) .. (1742)

<223> n =g, a, c ou t

138



<400> 25

CCGCTCTCTIT
AATAACGCGT
GTGCCGAACA
TTCTCATGGT
GCAACGCTCG
CCGATCACCC
AGATCATCCT
CGTGAGGCCA
GTCGGCAGAT
TCGTCGGGAT
TCGGTCACGG
CACGCTCGCT
TGCTGGGATT
CTGGCAGCTG
GCCGCGGCTG
ACCGCGGCTC
GCCATTCACG
GAGGCGGCCA
GGGGAACATC
GGCGTCCATA
CACGTTTTAT
CCCAGACGGT
CGGGCTGGAG
CGTTTCGCAA
ACAANTACGA
CACAGCTGNG
CGGGGACGTC
GCATCAGGCC
GGTGGCTTGC
" GG

TCAACGTCAT
GTCCCATGGA
CTACCGCGTC
CGTTAACGCC
GCTCCGGCAC
GTGCCATGAC
TGAGCTCGGC
GCATGCGCTG
CGGGACNACN
CGCAGACGTC
GCTTTCGTCG
GCGGTTCAGC
AATTGGGAGA
CGGCGGCGAA
CTCCAACCAC
AGTTTGCTGC
AAATGTTCGT
ACGCAGCCGC
CGGAGTTCTC
ACAGCAGACG
GACGGATCCG
GGAGGACGAG
TGGCATGGCC
CATCGTGAAC
ACARGCAAGAG
TACGNTTTCT
GACGCTCATG
ATCGTTCGTG
CAGGAGTTCA

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

26
2836
ADN

AAGTTCGGTG
TACCCGGACC
CACGCTCAGC
TTCCAACACT
CCGGCGCGCG
ATCAGCCGAC
CAGCCGGCGG
CACCACCAGC
GTCGATGCTG
CTGAACATCG
ACCAGAGCCA
GTCGCGAGCC
GGAAGACAGC
CCTACAGGGT
CGGAGTAGTG
GCACGCGCAG
GAACACGCTG
TGCCGGCTGA
GGGTCAGGGG
ATCTAGGCAT
CATGCGATGC
GCTCGCCGGA
GAGGCGACCT
ATGCTGCACG
CAGGCCTCCC
CACATTAGGA
GCGCCATGAT
ATGTGCTTGGC
TTACCCAGTT

GGCCAGTCGG
GCACGACGGT
CCTGCCGCGT
GCGACGGTGC
GCTGCCAACA
GCTCGATAGT
TCGGTGCCGA
ACACCCTCGG
TTCAGGTCAC
AGGCCGTCGG
GCATCAGATC
GCTCAGCCAG
ATGTCGTTCG
ATTGGCACGA
CCCGCAGCCG
ATGTACCAAA
GTGGCCAGTT
ACGGGCTCGC
TTGCGCCAGC
TCAGTACTAA
GGGACATGGC
TGTGGGCGTC
CGCTAGACAC
GGGTGCGTGA
AGCAGATCCT
GAACACCAAT
CCGCGCTCAG
CGCGGGTGAC
GGGCCGTAAC

Mycobacterium tuberculosis

MT89.9A

(MTI também conhecido como MTI-A)

base _modificada

(104)

n =g,

ay

c ou t

139

CCGCGCGTGC
AGAGCGGATC
TGCGGAAGAT
GCGCCCCGGC
CCCCACGATT
ACGGCGCGCC
ACAGCGCCAG
CGATCACCAA
GGAAATCGTC
GGTGCTGGGC
GGCGGCGCTG
CCACTCTTGC
TGACCACACA
CAATGAACGC
CCGATGAAGT
CGGTCAGCGC
CTGGCTCATA
ACGAACCTGC
GCCCAGCCGA
GGAGACAGGC
GGGCCGTTTT
CGCGCAAAAC
CATGACCTAG
CGGGCTGGTT
GRGCAGNTAG
ATGACGATTA
GCGGCGTCGC
TTTTGGGGCG
TTCCAGGTGA

ATATGGCACC
AGCGCAGCCG
CGAGCCCAGG
GACCACCTGA
GAGATGGAAG
GACACCGGCC
CGGCGTGAAC
CGCCTTGCCG
GAGCCGTGGG
ACAACGGCCT
CGCAGGATGT
AGAGAGCCGT
GCCGGAAGCC
CCAGAACGCG
ATCAGCGCTG
CCAGGCCGCG
CGCGGCCACC
TGAAGGAGAG
TTCAGNTATC
AACATGGCCT
GAGGTGCACG
ATTTCCGGTG
ATGAATCAGG
CGCGACGCCA
CGCCGAAAGC
ATTACCAGTT
TTGAGGCGGA
GCGCCGGTTC
TCTACGAGCA

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
1742



<400> 26

GITEATTONG
GGTTEDETOR
CRATTACLC
CORECATERD
CARCOGRCTEE
[CCoEEoERT
CRAGTTORGC
COSTCATCGE
DERGAGOEES
TTACCOEETC
THCAGRTAGT
THGOEGGCET
ToOLEAGLLT
TOEATECTOY
ACCGUTETTAL
BACGRETEEC
GTTGCTREGA
QRETELRCARS
(LEE AR
TRACTROGET
CEECCATICA
CLGRGROGET
ASGRAGRAOR
TOGRLETOOR
CTCACGTTTY
CRCCCAGROE
TEOEREOTRE
SROATTTORC
CRACRACTAL
GUCARCRGCTDS
TTOGGEEEROS
CRECATCAGE
TOGETEECTT
CREECCAALE
AGDRLOETOR
BRCGETETEC
CRACAGAGTA
CTACTCRATA
TOCARTEACT
GTCARRCGADG
CETEARGTOG
ARCCAEOCEQ
LOASGCONGT
ACGATOTOGQ
CACECOSALC
ATTCGECRGG
SOCREEATOC
CCATOEETTC

<210> 27
<211>
<212>

<213>

94
PRT

TTOACERCEE
GTEAGCTOGC
CRACGGRARGG
GOEGTTTLTT
CTOCORCGRA
GYCOGCRAGT
COTCGORGCT
CBAAGCGTCC
SOTACR
TOCRTCRGER
GATCGACOGE
GOICOATCRE
e e el
PETGRUGTTA
ATCGARATCA
TTAATTGGGR
FECEOss0E
PRCTCCAACE
FOAGTTTGOT
COARATETTC
CRACGICAGES
POCGGATTTC
PAACRGCAGA
ATGACGGATC
GTGAAGHACS
AGTOGCATGE
ARCATCETGA
GARCAGCRAG
CGTACGUTTT
TCEACSCTCA
GCC&EGA&TT
CUCACGEGCR
BOTCCAGOTS
TEOTETETEC
COCGCACTEA
TOOGECACET
GHCTAAACEA
TCRCCCTGOT
ACTGESTETC
ATAGCECOTS
CAGCOGUGAT
ASCCACHAGS
rcood

CEOOGARSRL
COARTOCCAR
AROGRIGATOE
[OTTORATOE
GOCTOETALS
TTRECGCCGH
COSGOOTTOR
ASCTECEGTS
SEOCCTTOS
GERATAGCTTYT
SUOGGTCGET
TrEACCeTEn
COGRTAANTA
TOAAORCTER
COBCRETGA
EOTTETTONG
GRAGRAASACH
ARCOTACRRSE
ACCHOAGTAG
LBOBLACGEOEE
STEARRCRLGT
SRECOARET
TOCEETAGH
CRRTTTASG
CECATGOGAT
AGGOTOO0NNG
COSREGOEAC
BORTEODGOA
AGCASEICTC
CICARCATTAS
TRROECNTE

TOATATOTTE G000

CRETACCCAG
GARAGETGIAL

GECCTAMARC
TECASTTYARLD
CRPCACCETC
TELELLTERG

FCRCCORBGE .

ACREETOEOT
GTCACBOGEC
TERCATCCOT

TTOGTTIGCT
CACAGCAGCT
CARCGLCACA
CGRAGCLRET
AGGGAGECTT

AR
CORPOCGUTC
ARACGCCGCA
COCTGETCAG
STATCTORAG
ATTTECOOTE
THECASTERT
GOATETCGTT
STATTEO0AD
TEELOACAGT
ACATGTACCR
TOOTOOCCAG
GOTTGCACCA
ATTCAUTACT
GOGGGACATG
GATATGERCG
CTOGCTAGRS
COGEETECST
COAGCAGATC
CAGARCACCA
ATCCGURCTS

BEOEETACGE O]

GATCRCCGCR
CARCHOGETC
CeaTETCRRr
COTTORGCAC

Mycobacterium tuberculosis

140

GUTOREETOR
CIVHETSOES
CGETCRGETCR
GACCTTORE
ATTOROTGEQN
COGERGEETIO
TERGEUEGEEC
GLITCGRGED
CEEETTCCEC
TEHEOGEONS
CAUCHECACTA
TTRTCIGCEE
COCGRCTCTT

TOECACAGRC
TTOCCTEEECT
TACTTGACGA
LRAGGRRGCA
CIEEETECAS
TOEETEOOAC
ACGOCERATET
ATACOGCTEG
CRCRILE

COCCARATGEE
TCRRTEORECA
CRAGATTTCR
COGRCTERNT

TERACOOEUAR AOCOBETOAN

CURRCTRETE
CTRCICICTT
CETGACCACR
SACAATERAL
OGOCEATEAS,
ﬁﬁCEGTuAGC
ﬁﬂﬁCﬁA&ECT

GOECCCASIC
ARGGROACAS

GOBGGCOGTT TIGR

POCGOECARE
ACCATAROCT
GROGGEETOE
CTGAGCRGLT
ATRTGADSAT
AGELEECETC

G ACTITTGEEE

ACTTCCAGET
ACARCATRES

RRCACTTOOG
GUAGREAGOD
CAGCCOGARG
SCCCAGAADH
ETATCMICGC
GCCCRGGCCG
GCTG&RGG&G
BATTCABITA
GORACATEEC
DEFTECA
ACATTTCCGRE
AGATGAATCA
TTLROFEAOGS
ACCGOCHANA
TRATTRCCAG
GOTTEAGEOG
CEECROOE0ET
GATCTACGRG
SCARRLUGRC

TOSCACCALRE ACACCRACOR
COSCTEREET Astanteeat
GCTTOTEEAT SCTTOREGCE

GEUCBTACGT
TEOEOARECA
AGGTECTTEC

P ADNUGGTCAT

TOCOGEOTEET
ACATONCORT

F ROSETOTEEA

TERASCAEAT
TOGATCALGES
COCGEGARGC

CTCUACCGRT
GORTATTETS
COCARCCTRAT
AGRCERCGRAG
GTTGECC0GG
GTCGATTCAC
TCATOGALCH
TCTGCGRCAT

&3
izg
150
248
300
380
4320
4840
548
SO0
5&0
TR0
780
840
pelied
a50

I020
L1080
Y1LAD
1200
1360
1320
1388
1440
1508
1980
1630
LG80
1740
1800
1860
1820
1880
ST
2108
2180
2220
2280
2330
2400
2480
25238
2580
2e48
2700
278l
ARG
2838



<220>

<223> MTB9.9A (MTI, também conhecido como MTI-A) péptido ORF
<400> 27
Met Thr Ile Asn Tyr Gln Phe Gly Asp Val Asp Ala His Gly Ala Met
1 5 10 15
Ile Arg Ala Leu Ala Gly Leu Leu Glu Ala Glu His Gln Ala Ile Ile
20 25 30
Ser Asp Val Leu Thr Ala Ser Asp Phe Trp Gly Gly Ala Gly Ser Ala
35 ’ 40 45
Ala Cys Gln Gly Phe Ile Thr Gln Leu Gly Arg Asn Phe Gln Val Ile
50 55 60
Tyr Glu Gln Ala Asn Ala His Gly Gln Lys Val Gln Ala Ala Gly Asn
65 70 75 80
Asn Met Ala Gln Thr Asp Ser Ala Val Gly Ser Ser Trp Ala
85 90
<210> 28
<211> 1200
<212> ADN
<213> Mycobacterium tuberculosis
<220>
<223> MTB40 (HTCC N° 1) ADNc
<400> 28
CAGGCATGAG CAGAGCGTTC ATCATCGATC CAACGATCAG TGCCATTGAC GGCTTGTACG 60
ACCTTCTGGG GATTGGAATA CCCAACCAAG GGGGTATCCT TTACTCCTCA CTAGAGTACT 120
TCGAARAAGC CCTGGAGGAG CTGGCAGCAG CGTTTCCGGG TGATGGCTGG TTAGGTTCGG 180
CCGCGGACAA ATACGCCGGC AAAAACCGCA ACCACGTGAA TTTTTTCCAG GAACTGGCAG 240
ACCTCGATCG TCAGCTCATC AGCCTGATCC ACGACCAGGC CAACGCGGTC CAGACGACCC 300
GCGACATCCT GGAGGGCGCC AAGAAAGGTC TCGAGTTCGT GCGCCCGGTG GCTGTGGACC 360
TGACCTACAT CCCGGTCGTC GGGCACGCCC TATCGGCCGC CTTCCAGGCG CCGTTTTGCG 420
CGGGCGCGAT GGCCGTAGTG GGCGGCGCGC TTGCCTACTT GGTCGTGAAA ACGCTGATCA 480
ACGCGACTCA ACTCCTCAAA TTGCTTGCCA AATTGGCGGA GTTGGTCGCG GCCGCCATTG 540
CGGACATCAT TTCGGATGTG GCGGACATCA TCAAGGGCAC CCTCGGAGAA GTGTGGGAGT 600
TCATCACAAA CGCGCTCAAC GGCCTGAAAG AGCTTTGGGA CAAGCTCACG GGGTGGGTGA 660
CCGGACTGTT CTCTCGAGGG TGGTCGAACC TGGAGTCCTT CTTTGCGGGC GTCCCCGGCT 720
TGACCGGCGC GACCAGCGGC TTGTCGCAAG TGACTGGCTT GTTCGGTGCG GCCGGTCTGT 780
CCGCATCGTC GGGCTTGGCT CACGCGGATA GCCTGGCGAG CTCAGCCAGC TTGCCCGCCC 840
TGGCCGGCAT TGGGGGCGGE TCCGGTTTTG GGGGCTTGCC GAGCCTGGCT CAGGTCCATG 900
CCGCCTCAAC TCGGCAGGCG CTACGGCCCC GAGCTGATGG CCCGGTCGGC GCCGCTGCCG 960
AGCAGGTCGG CGGGCAGTCG CAGCTGGTCT CCGCGCAGGG TTCCCAAGGT ATGGGCGGAC 1020
CCGTAGGCAT GGGCGGCATG CACCCCTCTT CGGGGGCGTC GAAAGGGACG ACGACGAAGA 1080
AGTACTCGGA AGGCGCGGCG GCGGGCACTG AAGACGCCGA GCGCGCGCCA GTCGAAGCTG 1140
ACGCGGGCGG TGGGCAAARG GTGCTGGTAC GAAACGTCGT CTAACGGCAT GGCGAGCCAA 1200

141



<210> 29
<211> 392
<212> PRT

<213> Mycobacterium tuberculosis

<220>
<223> MTB40 (HTCC N° 1)

<400> 29

Met Ser Arg Ala Phe Ile Ile Asp
1 5
Leu Tyr Asp Leu Leu Gly Ile Gly
20
Tyr Ser Ser Leu Glu Tyr Phe Glu
35 40
Ala Phe Pro Gly Asp Gly Trp Leu
. 50 55
Gly Lys Asn Arg Asn His Val Asn
65 70
Asp Arg Gln Leu Ile Ser Leu Ile
85

Thy Thy Ay asp Iie Leu Glu Gly
1p@
Avyg Pro Val Als Val Asp Leu Thr
135 128
Iwu Ser Ala Alz Fhe Glo Ala Pro
130 138
¥al Gly &ly Als Leu Ala Tyr Leu
1435 150
Thr Giln Leuw Leuw Lys Leuw Lew Ala
185
Ala Ile Ala Asp Ils Ile Fex Asp
180
Leu Gly Glu val Trp Glu Phe Tle
i35 200
Gln Les Top Asp Lys Leu Thye Gly
219 218
Sly Tep Ser Asm Leu Glu Ser Bhe
225 230
Gly Ala Thy Ser Gly Ley Ser Gin
245
Gly Lew Ser Ala Ser Ser dly Leu
268

Pro
Ile
25

Lys
Gly
Phe
His
Ala
105
Ehe
Val
Lys
Yal
188
Thy
Trp
Phe

Val

Ala
265

142

Thr
10

Pro
ala
Ser

Phe

Asp
90

Lys
Ile
Cys
Val
LEw
170
Ala
Aan
Val
Ala
Thy

250
His

Ile
Asn
Leu
Ala
Gln

75
Gln

Lays
Pro
Ala
Lys
155
Ala
Asp
Ala
Thy
Gly
23%
Ely

Al

Ser
Gln
Glu
Ala
60

Glu
Ala
Giy
Val

Sly
140

Thr

Giu
Ile
AT H
Gly
223G
¥al

Ly

Asp &

Ala
Gly
Glu
45

Asp

Leu

Asn

s
Val

125
Ala

Lau
Fls
Asn

208
L33

Ile
Gly
30

Leu
Lys
Ala

Ala

Fiu
11¢
Gly
Met
Ile
Val
Lys
180
Qly

Phie

iy

Lew
270

Asp
15
Ile

Ala

Asp

vVal
95

Flie
Hig
Ala
Asn
Ala

195
Gly

Syt .

Leu

All
2BS
Ala

Gly
Leu
Ala
Ala
Leu

80
Gln

Val

Val
Ala
1&9
Ala
Thr

Liyn

Thy
240
Ala

Ser



Ber Ala
Hly Gly

2350
Ala Leu
305
Val Giy

Gly Gly

Lys Gly

Glu Asp
378
Lys Val
385

<210> 30

<211> 1441
<212> ADN

<213>

<220>
<223>

<400> 30

MTB41

Sayr
275
Leu
Arg
aly
Proy

Thr

IS5
Ala

Leu

Tamtg
o gal
Pro
Sln
Val
340
Tho
Glu

Yal

(MTCC N°

Pro Ala leu Ala Gly Ile
280
Sayr Leuw
fef:1
Axg Ala hdp Qly Pro Wal
30
Ser 3ln
325
Gly Met

330

,Gly Gly Mek His
348

Thr Lys

Arg Ala

Arg Asn
3540

350
Pro Vsl Glu Als
378
¥al val

Mycobacterium tuberculosis

2) ADNc

Ma Gln Val His Ala Ala

By Als

Pro Sex
Lya Tyy Ser Glu 8ly Ala

Asp Ala

Gly Gly 8ly
285

300
Ala
318

Leu ¥al Ser Ala @iln Gly Ser

Ser

Ala
365
Gly
388

8
Ser Thr

Ala

g

Sy

er 3ly Phe

hrg Glao

Gin
320
Mg

Glw

Gly
135
Alas

in

Sar

350

Als

L5

gaggttgctg
ttccggtecg
ggagttgact
gtggatgggg
ggccgecacg
gtttgggacg
gttgatgtcg
ccaggccgag
ggcatctgceg
ggccgggecc
tgcacaggcg
ggccgcecaac
gcaagtcgga
cgcgerctac
cagaccctgg
tccactgagt

gcaatggatt
gggccggagt
tccgccgegg
ccggcggegg
gcggcgetgg
gcgttcgcga
ctggtcgcgg
tatgccgaaa
gccgegtegg
gcggecgeag
acactggccc
gctgatcege
tccgetcage
attgcatcca
cacatcggcec
tcggcgaccg

tcgggetttt
cgatgctagc
tctcgtatgg
ccgegatggce
cgaaggagac
tgacggtgcc
cgaacattct
tgtgggccca
cgttgccgec
ccgcggcegac
agctgeccccc
tgacatcggg
cgatagtgat
tcgcgaccygg
tatacgggaa
acqagccgqga

acctccggaa
cgccgeggec
atcggtggtg
ggccgeggca
ggccacacag
accatccctc
ggggcaaaac
agacgctgcc
gttcactcca
Cccaagccgcec
ggggatcctg

actgttgggg
ccccaccecyg

cagcattgcg
c€gccggegygg
gccgcactqgg

143

gtgaattcaa
gcctgggacy
tcgacgctga
acgccgtatg
gcgagggeag
gtcgcggeca
agtgcggcga
gtgatgtaca
cccgtgcaag
ggtgcgggcg
agcgacattc
atcgcgtcga
ataggggaat
ctcgcgatca
ctgggaccga
ggcccctteg

Gly Thr

¢ Gly Gln

gccgaatgta
gtgtggccgce
tcgttgagcee
tggggtggct
cggcggaagce
accgcagcecg
tcgecggetac
gctatgaggg
gcaccggece
ccgttgcgga
tgtccgecatt
ccectcaaccec
tggacgtgat
cgaacacggc
cgcagggcca
gaggacgcgqgc

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



gccggtgtec
ctggaccacg
cagcgeceagc
ggctttggcg
cagcactgac
gccgecegga
cctggtoagce
gacgacggtg
g

<210> 31
423

PRT

<211>
<212>
<213>

<220>

<223> MTB41

<400> 31

Met
ser
Gly
val
Met

65
Ala

Phe

ASN

Asn

Asp
Gly
val
Ser

S0
Ala
Leu

Gly

Arg

gcgggegteg
gccgceceag
gccgacccga
agcctggecg
ggccaagagg
aacccecege
gtggctatcc
tctggattct

(MTCC N°

pPhe Gly

pro Gly
20

Ala Ala

35

Thr Leu
Ala
Ala Lys

Ala
100

Thr

ser

Arg
115

ser Ala Ala Ile

130

Ala
145

Ala

Gln Asp Ala Ala

ser Ala Leu Pro

Leu
Pro
Glu
Ile
Ala Ala
35

Phe

Leu

gccacgcage
agatccagct
cggccctaaa
cacgcggcac
acggccgcaa
ggtaaaagtc
gacgggccgt
cggcggctat

2)

Leu Pro

5

Glu ser

Leu Thr

Glu
55

val

Thr
70

Thr

Pro
Ala
Ala Met

Met Ser

Pro
Met
Ser

40
Pro
Tyr
Thr

Thr

Leu

attagtcgga
cgccgttcag
cgggatgccg
gacgggcggt
acccccggta
cggcaaccgt
tcacaccgct
cagagcgatt

Mycobacterium tuberculosis

val
10

Ala

Glu

Leu
25

Ala Ala

Trp Met
val Gly

Ala
90

Gln

val Pro

105

val Ala

120

Ala
135

Met

Ala
val
150

Pro Phe

165

Thr GlIn

Tyr

Thr

Ala

ser Tyr

Asn
Ala
val
Gly
Trp

75
Arg

Pro

Ala

Glu

Glu

gcgttgtcag
gcaacaccca
gcaggcctgce
ggcggcaccc
gttgtgatta
tcgtcgecge
tgtagtagcg
ttgctcgcaa

Ser Ser

Ala Ala

Ser Tyr

45
Pro Ala
60

Leu Ala

Ala Ala

Ser Leu

Arg
Ala

30
Gly
Ala
Ala

Ala

val

tgccgcacag
ccttcagctc
tcagcgggat
gtagcggcac
gagagcagcc
gcggaaaatg
tacggctatg
cctcagcaaa

Met
15

Trp

Tyr
Asp
Ser val
Ala Ala
Ala

80
Ala

Thr

Glu
95

Ala Ala

110

Ile
125

Asn

140

155

Pro
170

Pro

144

val

Tyr Ala Glu Met
Gly Ala ser Ala

Gln Gly Thr Gly
175

teu Gly GIn

Trp

Ala
160

Pro

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1441



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

Ala
Ala
Leu
ser
225
Ala
Ala
Thr
Gly
Pro
305
Gly
Trp
Thr
Pro
Gly
385

Gln

Pro

32
154
ADN

Gly
val
Ser
210
Gly
Gln
Leu
Asn
Leu
290
Glu
val
Thr
Phe
Ala
370
Thr

Glu

Pro

Pro
Ala
195
ASp
Leu
Pro
Tyr
Thr
275
Gly
Pro
Gly
Thr
ser
3558
Gly
Thr

Asp

Gly

Ala
180
Asp
Ile
Leu
Ile
Ile
260
Ala
Pro
His
His
Ala
340
Ser
Leu
Gly

Gly

Asn
420

Ala
Ala
Leu
Gly
)
Ala
Arg
Thr
Trp
Ala
325
Ala
sSer
Leu
Gly
Arg

405

Pro

Ala
Gln
Ser
Ile
230
Ile
Ser
Pro
Gln
Gly
310
Ala
Pro
Ala
ser
Gly
390

Lys

Pro

Ala
Ala
Ala
215
Ala
Pro
Ile
Trp
Gly
295
Pro
Leu
Glu
Gly
Gly
375
Gly

Pro

Arg

Ala
Thr
200
Leu
Ser
Thr
Ala
His
280
His
Phe
val
Ile
Ala
360
Met

Thr

Pro

Mycobacterium tuberculosis

ESAT-

6

Ala
185
Leu
Ala
Thr
Pro
Thr
265
Ile
Pro
Gly
Gly
GlIn
345
ASp
Ala

Arg

val

145

Thr
Ala
Ala
Leu
Ile
250
Gly
Gly
Leu
Gly
Ala
330
Leu
Pro
Leu

Ser

val
410

GIn
Gln
AsSn
Asn
235
Gly
Ser
Leu
ser
Ala
315
Leu
Ala
Thr
Ala
q]

39
val

Ala
Leu
Ala
220
Pro
Glu
Ile
Tyr
sSer
300
Ala
Ser
val
Ala
ser
380

Thr

Ile

Ala
Pro
205
Asp
Gln
Leu
Ala
Gly
285
Ala
Pro
val
Gln
Leu
365
Leu

ser

Arg

Gly
190
Pro
Pro
val
Asp
Leu
270
Asn
Thr
val
Pro
Ala
350
ASn
Ala

Thr

Glu

Ala
Gly
Leu

Gly

Ala
Asp
ser
His
335
Thr
Gly
Ala

Asp

GlIn
415

Gly

Thr
Ser
240
Ile
Ile
Gly
Glu
Ala
320
ser
Pro
Met
Arg
Gly

400

Pro



<400> 32

ATGACAGAGC AGCAGTGGAA TTTCGCGGGT ATCGAGGCCG CGGCAAGCGC AATCCAGGGA 60
AATGTCACGT CCATTCATTC CCTCCTTGAC GAGGGGAAGC AGTCCCTGAC CAAGCTCGCA 120
GCGGCCTGGE GCGGTAGCGG TTCGGAAGCG TACC 154

<210> 33

<211> 51

<212> PRT

<213> Mycobacterium tuberculosis

<220>
<223> ESAT-6

<400> 33
Met Thr Glu Gln Gln Trp Asn Phe Ala Gly Ile Glu Ala Ala Ala Ser
1 S 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
S0
<210> 34
<211> 327
<212> ADN

<213> Mycobacterium tuberculosis

<220>
<223> Tb38-1 ou 38-1 (MTbll)

146



<400> 34

CGGCACGAGA GACCGATGCC GCTACCCTCG CGCAGGAGGC AGGTAATTTC GAGCGGATCT 60
CCGGCOGACCT GAAAACCCAG ATCGACCAGG TGGAGTCGAC GGCAGGTTCG TTGCAGGGCC 120
AGTGGCGCGG CGCGGCGEGE ACGGCCGCCC AGGCCGCGGT GGTGCGCTTC CAAGAAGCAG 180
CCAATAAGCA GAAGCAGGAA CTCGACGAGA TCTCGACGAA TATTCGTCAG GCCGGCGTCC 240
AATACTCGAG GGCCGACGAG GAGCAGCAGC AGGCGCTGTC CTCGCAAATG GGCTTCTGAC 300
CCGCTAATAC GAAAAGARAC GGAGCAA 327

<210> 35

<211> 95

<212> PRT

<213> Mycobacterium tuberculosis

<220>
<223> Tb38-1 ou 38-1 (MTbll)

<400> 35

Thr Asp Ala Ala Thr Leu Ala Gln Glu Ala Gly Asn Phe Glu Arg Ile

Ser Gly Asp Leu Lys Thr Gln Ile Asp Gln Val Glu Sexr Thr Ala Gly
. 20 25 30
Ser Leu.Gln Gly Gln Trp Arg Gly Ala Ala Gly Thr Ala Ala Gln Ala
35 40 45
Ala Val Val Arg Phe Gln Glu Ala Ala Asn Lys Gln Lys Gln Glu Leu
50 S5 60
Asp Glu Ile Ser Thr Asn Ile Arg Gln Ala Gly Val Gln Tyr Ser Arg
65 70 75 80
Ala Asp Glu Glu Gln Gln Gln Ala Leu Ser Ser Gln Met Gly Phe
85 90 23

<210> 36
<211> 542
<212> ADN

<213> Mycobacterium tuberculosis

<220>

147



<223>

<220>
<221>
<222>

<223> n =

<400> 36

GAATTCGGCA
GGCGGCGGAG
CATTGAGCAG
AGTGTCGTTC
AAATCGCACG
GCGCGGCCCA
CCGGAGTTAA
CCGTGGCCAG
AGCGTCCGTA
GG

<210> 37

<211> 66
<212> PRT

<213>

<220>
<223>

<400> 37

TbRa3

g, a,

CGAGAGGTGA
GCGGTCCAGC
GACATGGCCG
AAGATGAGGC
GTTTGCGGTT
GGTCCGCGTG
TGCTTCGCGT
CCCGTCGATG
GGCGGCGGTG

TbRa3

base_modificada
(406)

Cc ou t

TCGACATCAT
GGGCGCGGGA
TGGACAGCGC
CGGCGCAACC
GATTCGTGCG
CTGCCGTATC
CGACCCGAAC
CCCGAGTTGC
CTGACCGGCT

CGGGACCAGC
TAGCGTCGAT
CGGCAAGATC
GCGCTAGCAC
ATTTTGTGTC
CAGGCGTGCA
TGGGCGATCC
CCGAGGAAAC
CTGCCTGCGC

Mycobacterium tuberculosis

CCCACATCCT
GACATCCGCG
ACCTACCGCA
GGGCCGGCGA
TGCTCGCCGA
TCGCGATTCC
GCCGGNGAGC
GTGCTGCCAG
CCTCAGTGCG

GGGAACAGGC
TCGCTCGGGT
TCAAGCTCGA
GCAAGACGCA
GGCCTACCAG
GGCGGCCACG
TGATCGATGA
GCCGGTAGGA
GCCAGCGAGC

60
120
180
240
300
360
420
480
540
542

val Ile Asp Ile Ile Gly Thr Ser Pro Thr Ser Trp Glu Gln Ala Ala
10

1l
Ala Glu Ala val

20

5

25

15
Gln Arg Ala Arg Asp Ser Val Asp Asp Ile Arg Val

30

Ala Arg Val Ile Glu Gln Asp Met Ala Val Asp Ser Ala Gly Lys Ile

35

40

45

Thr Tyr Arg Ile Lys Leu Glu Val Ser Phe Lys Met Arg Pro Ala Gln
S0
Pro Arg

65

-1

148

60



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

38
1993
ADN

Mycobacterium tuberculosis

38 kD

<400> 38

TGTTCTTCGA
AGCATGCGGA
GCGGARATTG
CGTGTTGACC
CGGTTCGCCT
GGTGACGTTG
GGCCTTTCAC
CGGGATCGCG
GGAAGGTGAT
GCAGGTCAAC
GGCGGCCATG
CCCCGGCGTG
TGACACCTTC
GCCCGGCTTC
CAACGGCGGC
CAGCTTCCTC
TGGCAATTTC
GAAAACCCCG
GATCATCAAC
GACCTTGCAG

CCAGGTTCAT

CGGCAGGCTG
AACCGCCCGA
AAGAGCACAG
GCTGCGCCGC
GAAACGGGCG
GCGGAGACCG
GAGAGGTATC
CAGGCCGCCG
ATGGCCGCGC
TACAACCTGC
TACCAGGGCA
AACCTGCCCG
TTGTTCACCC
GGCACCACCG
ATGGTGACCG
GACCAGGCCA
TTGTTGCCCG
GCGAACCAGG
TACGAGTACG
GCATTTCTGC

TTCCAGCCGC

GTGGAGGAAG
TACGTCGCCG
ARAGGTATGG
TGCTGCTAGC
COGGCGCCEE
GTAGCACGCT
CGAACGTCAC
CCGGGACGGT
ACAAGGGGCT
CCGGAGTGAG
CCATCARRAC
GCACCGCGGT
AGTACCTGTC
TCGACTTCCC
GTTGCGCCGA
GTCARCGGGG
ACGCGCAAAG
CGATTTCGAT
CCATCGTCAA
ACTGGGCGAT

TGCCGCCCGC

GGCCCACCGA
GACTGTCGGG
CGTGAAAATT
AGCGGCGGGC
TACTGTCGCG
GCTCTACCCG
GATCACCGCT
CAACATTGGG
GATGAACATC
CGAGCACCTC
CTGGGACGAC
AGTTCCGCTG
CAAGCAAGAT
GGCGGTGCCG
GACACCGGGC
ACTCGGCGAG
CATTCAGGCC
GATCGACGGG
CAACCGGCAA
CACCGACGGC

GGTGGTGAAG

149

ACAGCTGTTC
GGACGTCAAG
CGTTTGCATA
TGTGGCTCGA
ACTACCCCCG
CTGTTCAACC
CAGGGCACCG
GCCTCCGACG
GCGCTAGCCA
AAGCTGAACG
CCGCAGATCG
CACCGCTCCG
CCCGAGGGCT
GGTGCGCTGG
TGCGTGGCCT
GCCCAACTAG
GCGGCGGCTG
CCCGCCCCGG
AAGGACGCCG
AACAAGGCCT

TTGTCTGACG

TCCTCGCCGA
GACGCCAAGC
CGCTGTTGGC
AACCACCGAG
CGTCGTCGCC
TGTGGGGTCC
GTTCTGGTGC
CCTATCTGTC
TCTCCGCTCA
GAAAAGTCCT
CTGCGCTCAA
ACGGGTCCGG
GGGGCAAGTC
GTGAGAACGG
ATATCGGCAT
GCAATAGCTC
GCTTCGCATC
ACGGCTACCC
CCACCGCGCA
CGTTCCTCGA

CGTTGATCGC

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

66(

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260




GACGATTTCC AGCTAGCCTC GTTGACCACC ACGCGACAGC AACCTCCGTC GGGCCATCGG 1320
GCTGCTTTGC GGAGCATGCT GGCCCGTGCC GGTGAAGTCG GCCGCGCTGG CCCGGCCATC 1380
CGGTGGTTGG GTGGGATAGG TGCGGTGATC CCGCTGCTTG CGCTGGTCTT GGTGCTGGTG 1440
GTGCTGGTCA TCGAGGCGAT GGGTGCGATC AGGCTCAACG GGTTGCATTT CTTCACCGCC 1500
CGGTCGGCGC CTACTACGGG GCGTTGCCGC TGATCGTCGG GACGCTGGCG ACCTCGGCAA 1620
TCGCCCTGAT CATCGCGGTG CCGGTCTCTG TAGGAGCGGC GCTGGTGATC GTGGAACGGC 1680
TGCCGAAACG GTTGGCCGAG GCTGTGGGAA TAGTCCTGGA ATTGCTCGCC GGAATCCCCA 17490
GCGTGGTCGT CGGTTTGTGG GGGGCAATGA CGTTCGGGCC GTTCATCGCT CATCACATCG 1800
CTCCGGTGAT CGCTCACAAC GCTCCCGATG TGCCGGTGCT GAACTACTTG CGCGGCGACC 1860
CGGGCAACGG GGAGGGCATG TTGGTGTCCG GTCTGGTGTT GGCGGTGATG GTCGTTCCCA 1920
TTATCGCCAC CACCACTCAT GACCTGTTCC GGCAGGTGCC GGTGTTGCCC CGGGAGGGCG 1980
CGATCGGGAA TTC 1993

<210> 39

<211> 374

<212> PRT

<213> Mycobacterium tuberculosis

<220>
<223>

<400>

38 kD

39

Met Lys Ile Arg Leu His Thr Leu Leu Ala val Leu Thr
1 5

Leu Leu Leu A;a Ala Ala Gly Cys G}g Ser Lys Pro Pro

40 45

Thr Leu Ala Glu Thr Gly Ser Thr Leu Leu
55 60

Pro Glu ng Gly Ala Gly Ala Gly Thr val Ala Thr Thr

ser Pro val
50

150

Ala Ala Pro
15
ser Gly Ser

.30

Pro Ala Ser

Tyr Pro Leu



Phe

65
Ile
Ala
AsSp
Ala
Leu

145
Trp

Gly
Phe
Lys
Ala
225
TF-
ser
Phe
Ala
Ala
3058
Asn
His
His

Ile

Asn
Thr
Gly
Met
Gln
130

Asn

ASD

Thr
Leu
ser
210
Leu
Pro
Gln
Leu
ser
290
Pro
Arg
Trp

Phe

Ala
370

Leu
Ala
Thr
Ala
115
Glin

Gly

Asp

Ala
Phe
195
Pro
Gly
Gly
Arg
Leu
275
Lys
Asp
Gln
Ala
Gln

355
Thr

Trp

Gln

val

-100

Ala
val
Lys

Pro

val
180
Thr
aly

Glu

Gly
260
Pro
Thr
Gly
LysS
Ile
340

Pro

Ile

Gly
Gly

85
Asn
His
Asn

val

Gln
165

val
Gln
Phe
ASn
val
245
Leu
ASp
Pro
Tyr
ASp
325
Thr

Leu

Ser

Pro

70
Thr
Ile
Lys
Tyr
Leu

150
Ile

Pro

Tyr

Gly
Ala
Ala
Pro
310
Ala
Asp

Pro

Ser

Ala
Gly
Gly
Gly
Asn
135

Ala

Ala

Leu
Leu
Thr
215
ASn
Tyr
Glu
Gln
Asn
295
Ile
Ala

Gly

Pro

Phe
Ser
Ala
Leu
120
Leu
Ala
Ala
His
Ser
200
Thr
Gly
Ile
Ala
ser
280
Gln
Ile
Thr

Asn

Ala
360

151

His
Gly
Ser
105
Met
Pro
Met
Leu
Ar
185
Lys
val
Gly
Gly
Glin
265
Ile
Ala
Asn
Ala
Lys
345§

val

Glu
Ala

90
Asp
Asn
Gly

Tyr

Asn
170

GlIn
Asp
Met
Ile
250
Leu
Gln
Ile
Tyr
GlIn
330

Ala

val

Arg

75
Gly
Ala
Ile
val
Gln
155

Pro

g Ser Asp

Asp
Phe
val
235
ser
Gly
Ala
ser
Glu
315
Thr

Ser

Lys

Tyr
Ile
Tyr
Ala
ser
140

Gly

Gly

Gly
Pro
Pro
220
Thr
Phe
AsSn
Ala
Met
300
Tyr
Leu

Phe

Leu

Pro
Ala
Leu
Leu
125
Glu

Thr

val

Ser
Glu
205
Ala
Gly
Leu
ser
Ala
285
Ile
Ala
Gln

Leu

ser
365

Asn
Gln
Ser
110
Ala
His
Ile

Asn

Gly
190
Gly
val
Ccys
Asp
ser
270
Ala
Asp
Ile
Ala
Asp

350

ASp

val Thr

80

Ala Ala

95

Glu Gly

Ile

Leu

ser

Lys

Lys Thr

Leu
175

Asp

Trp

Pro

Ala
Glin
255
Gly
Gly
Gly
val
Phe
335

Gln

Ala

160

Pro

Thr
Gly
Gly
Glu
240
Ala
Asn
Phe
Pro
Asn
320
Leu

val

Leu



<210>
<211>

40
999

<212> ADN

<213>

<220>
<223>

<400> 40

ATGCATCACC
CGATTGGCGG
CCCGCGACCG
CCGCCGTCGA
GCCGCCGCCA
GACCCGAACG
GACAACCCGG
GCCCACTTCG
GGACAGCCGC
CTTTACGCCA
GGTGAGTTCT
GCCAACGGGG
CCGAACGGCC
GGGCCCeCrTe
GGCGCGGCCA
GCACCGGCTC
CCGACGACAC

<210>
<211>

41

<212>
<213>

<220>
<223>

332
PRT

DPEP

ATCACCATCA
CACTGGCTAT
CCAACGCCGA
CCGCTGCAGC
ACACGCCGAA
CACCGCCGCC
TTGGAGGATT
ACTACGGTTC
CGCCGGTGGC
GCGCCGAAGC
ATATGCCCTA
TGTCTGGAAG
AGATCTGGAC
AGCGCTGGTT
AGGCGCTGGC
CTGCAGAGCC
CGACACCGCA

DPEP

CATGCATCAG
CGCGGCGATG
TCCGGAGCCA
GCCACCCGCA
TGCCCAGCCG
ACCTGTCATT
CAGCTTCGCG
AGCACTCCTC
CAATGACACC
CACCGACTCC
CCCGGGCACC
CGCGTCGTAT
GGGCGTAATC
TGTGGTATGG
CGAATCGATC
CGCTCCGGCG
GCGGACCTTA

Mycobacterium tuberculosis

GTGGACCCCA
GCCAGCGCCA
GCGCCCCCGG
CCGGCGACAC
GGCGATCCCA
GCCCCARACG
CTGCCTGCTG
AGCARAACCA
CGTATCGTGC
AAGGCCGCGG
CGGATCAACC
TACGAAGTCA
GGCTCGCCCG
CTCGGGACCG
CGGCCTTTGG
CCGGCGCCGG
CCGGCCTGA

Mycobacterium tuberculosis

152

ACTTGACACG
GCCTGGTGAC
TACCCACAAC
CTGTTGCCCC
ACGCAGCACC
CACCCCAACC
GCTGGGTGGA
CCGGGGACCC
TCGGCCGGCT
CCCGGTTGGG
AGGAAACCGT
AGTTCAGCGA
CGGCGAACGC
CCAACAACCC
TCGCCCCGCC
CCGGGGAAGT

TCGCAAGGGA
CGTTGCGGTG
GGCCGCCTCG
CCCACCACCG
TCCGCCGGCC
TGTCCGGATC
GTCTGACGCC
GCCATTTCCC
AGACCAAAAG
CTCGGACATG
CTCGCTCGAC
TCCGAGTAAG
ACCGGACGCC
GGTGGACAAG
GCCGGCGCCG
CGCTCCTACC

60
120
180
240
300
360
420
480
540
€00
660
720
780
840
900
960
999



<400> 41

Met

Ala

Glu

Pro

Asn

Phe

Tyr
145
Gly
Leu
Ala
Gly
Ser
225
Pro
Ala
Thr
Ser
Ala

308
Pro

His
Arg
ser
Pro
50

Ala
Ala
Pro
Ala
Ala
130
Gly
Gln
Asp
Ala
Thr
210
Gly
Asn
Pro
Ala
Ile
290
Glu

Thx

His
Lys
Leu
35

Ala
Ala
Ala
Pro
Pro

118
Leu

Ser

Pro
Gln
Arg
195
Arq
Ser
Gly
Asp
Asn
275
Arg

Pro

Thr

His
Gly
20

Val
Pro
Pro
Asn
Ala
100
Gln

Pro

Pro
Lys
180
Leu
Ile
Ala
Gln
Ala
260
Asn
Pro

Ala

Pro

His
5

Q
Arg

Thr
Pro
Pro
Thr
85

Asp
Pro
Ala
Leu
Pro
165
Leu
Gly
Asn
Ser
Ile
245
Gly
Pro
Leu

Pro

Thr
328

H J. s
Leu
Val
Val
Ala
70

Pro
Pro
Val
Gly
Leu

150
val

TYX
Ser

Gln

Tyr
230
TP
Pro
val
val

Ala
310
Pro

His
Ala
Ala
Pro
55

Pro
Asn
Asn
Arg
Trp
135
Ser
Ala
Ala

Asp

Glu
215

Tyr
Thr
Pro
Asp
Ala
295

Pro

Gln

Met
Ala
val
40

Thr
Ala

Ala

Ile
120
val
Lys
Asn
Ser
Met
200
Thr
Glu
Gly
Gln

Lys

- 280

Pxo

Ala

His
Leu
25

Pro
Thr
Thr
Gln
Pro
105
Asp
Glu
Thr
Asp
Ala
185
Gly
Val
Val
Val
Arg
265
Gly
Pro

Pro

Thr

153

Gln
10
Ala

Ala

Pro
Pro
90

Pro
Asn
Ser
Thr
Thr
170
Glu
Glu
Ser

Lys

Ile
250

Trp
Ala

Pro

Leu
330

Val
Ile

Thr

Val
75

Gly
Pro
Pro
Asp
Gly
155
Ala
Phe
Leu
Phe
235
Gly
Phe

Ala

Gly
315
Pro

Asp
Ala
Ala
Ser
60

Ala
Asp
Pro
val
Ala
140
Asp
Ile
Thr
Tyr
Asp
220
Ser
Ser
Val
Lys
Pro
300
Glu

Ala

Pro
Ala
Asn
45

Pro
Pro
Pro
Val
Gly
125
Ala
Pro
Val
Asp
Met
205
Ala
Asp
Pro
Val
Ala
285
Ala

Val

Asn
Met
30

Ala
Pro
Pro
Asn
Ile
110
Gly
His

Pro

Ser
190
Pro
Asn
Pro
Ala
270
Leu

Pro

Ala

Leu
15

Ala
Asp
Ser
Pro
Ala
95

Ala
Phe
Phe
Phe
Gly
175
Lys
Tyr
Gly
Ser
Ala
255
Leu
Ala
Ala

Pro

Thr
Ser
Pro
Thr
Pro
80

Ala
Pro
Ser
Asp
Pro
160
Ala
Pro
Val
Lys
240
Asn
Gly
Glu

Pro

Thr
320



<210>
<211>
<212>
<213>

42
702
ADN

<220>
<223>

<220>
<221>
<223> n =

<400> 42

CGGCACGAGG
CGAGGARAGC
ATGAACGGGC
AGCACTAAGG
AGATTTTGAA
CCATCACACC
CCGACAACAT
CGCTGCGCAA
ACAACGACGG
CGGCCGAACT
TCAAAGAAGC
GGGATGGGTG

<210>
<211>
<212>
<213>

43
286
PRT

<220>

<223>

<220>
<221>

TbH4

g, a,

ATCGGTACCC
CGCTACCAGA
GGCATCAAAT
AGGATGATCC
CAGGGCCAAC
GTGCGRACTC
GCGGGAATAC
CGCGGCCAAG
CGAAGGAACT

base _modificada <222>

c ou t

CGCGGCATCG
TGGCGCTGCC
TAGTGCAGGA
GATATGACGC
GAGGTGGAGG
ACGGNGGNTA
CTGGCGGCCG
GNGTATGGCG
GTGCAGGCAG

AACCGATACG CCGAGGGTGG
GGCAAGGAAG CTCGAAACGG
GAACACTTNC ACCCTGACGC

TbH4

MOD_RES

Mycobacterium tuberculosis

(1)..(702)

GCAGCTGCCG
GAAGTAGGGC
ACCTTTCAGT
AGTCGCAGAC
CCCCGATGGC
ARRACGCCGC
GTGCCAAAGA
AGGTTGATGA
AATCGGCCGG
CCACGGCCGG
GCGACCAAGG
TGCAAGGCGA

Mycobacterium tuberculosis

154

ATTCGCCGGG
GATCCGTTCG
TTAGCGACGA
CGTGACGGTG
GGACCCACCG
CCAACAGNTG
GCGGCAGCGT
GGAGGCTGCG
GGCCGTCGGA
TGAACCCAAC
CGCATCGCTC
CG

TTTCCCCACC
CGATGCCGGC
TAATGGCTAT
GATCAGCAAG
ACTGATGTCC
GTNTTGTCCG
CTGGCGACCT
ACCGCGCTGG
GGGGACAGTT

TTCATGGATC
GCGCACTGNG

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
702



<222>

<223> xaa =

<400> 43
Gly
1
Leu
His
val

Ser
65
Tyr

Asn
Ala
Ala
AsSp
145
Pro

Pro

Gly
225
Ala
Arg

Leu

Asp
Gly
Ala
Ala
50

Gly
Ile
Phe

Thr

Met
130
Val
Asp
Ala
Val
Pro
210
Phe
Glu
Val

Pro

(1)..(286)

qualquer aminodcido

Ser
Ala

Asp

Leu
Thr
Asp

Glu
115
Pro

Ala
Gly
Gly

Ile
195

Trp
Ser
Ser

Asn

Gly
275

Phe
Thr
20

Gly

Asp

val
Pro

100
Gln

Ala
Ala
val
val
180
Ala
val
Asp
Gln
1le

260
Phe

Ala
His

Pro

Tyr
85
Glu

Arg
Ala
Asp
val
165
Pro
Val
Pro
Thr
Val
245
Asp

Asp

Ala
Gly
Ser
Ala
Met
70

Asn
Gly
Thr
Leu
val

150
Ile

Tyr
Ser
Gly
Arg
230
Gly

Pro

Glu

Ala
Arg
Leu

Phe
58

Cys
Glu
Val

Asn

135
Trp

Glu
Vval
Asp
Thr
215
Pro
Axrg
Phe

Gly

Ala
Thr
Leu
40

Ala
Gly
Pro
Leu
Lys
120
Ala
Ser

Thr
Thr
Trp
200
Ala
Gly
Gly

Gly
280

Asp
Thr

2S5
Leu

Glu

Tyr
Gly

105
Xaa

Ala
Val
Glu
Arg
185
Met
Leu
Gly
Phe
Ala

265
Gly

155

Gln
10

Leu
Asp
Glu
Asn
val
90

Gly
Gln
Gln
Thx
Lys
170
Ala
Arg
Thr
Gly
250
Gly

Leu

Met
Thr
Ala
Ile
Pro
75

Gln
Ile

Ile
Met
Ser
155
Leu
Leu
Ala
Leu
Arg
235
Axrg
Arg

Arg

Ala Arg Gly Phe

Gly

Gly
60
Glu

Pro

Leu

Leu
140

Trp
Arg
Glu
Val
Gly
220
Tyr
Gly
Gly

Pro

Glu

Asn
45
Tyr

Asn

Pro

Ala
125

Ala
Gly
His
Asn
Pro
205
Thr
Phe
Trp
Pro

Xaa
285

Gly
30

Pro
Ile
Ile
Glu

Tyr
110
Ser

Ala
Glu
Pro
Ala
190
Glu
Asp
Asn
Pro
Pro

270
Lys

1s
Leu

Ala
Xaa
Phe
Pro
95

His
Gly
Glu
Leu
Asp
175
Arg
Gln
Gly
Thr
Gly

255
Ala

Val
Gln
Val
Glu
Phe

80
Glu

Val

Trp
Asn
i60
Gly
Ile
Phe
Asp
240

Arg

Gln



<210> 44

<211> 339

<212> ADN

<213> Mycobacterium tuberculosis

<220>

<223> DPPD ADN gendmico

<400> 44

ATGAAGTTGA
TTTCCTGCCT
GGCTATTGCC
TACCCCGACG
TACTTCGATT

<210> 45

<211> 112

<212> PRT

<213> Mycobacterium tuberculosis

<220>

<223> DPPD

<400> 45

Met
1
Ala
Pro

Gly

Ser
65
Tyr

Pro

Lys
Ala
His
Phe
50

Phe
Phe

Gly

Leu
Leu
Gln
35

Gly
Txp

Asp

Gly

Lys Phe

Val Phe
20
Pro Asp

Asp Leu
His Gln

Cys Val

85
Cys Gly
100

Ala
Pro
Met
Ala
70

Ser

Gly

val
55

Met
Gly

Ala

Leu
Ser
Lys
40

Cys
Gln
Gly

Ile

ser
val
25

Gly

Asp

Glu

Pro
105

156

Thr ala
10
Ala Ser

Tyr Cys
Gly Glu

Trp Phe
75

Pro Leu

90

Ser Glu

Ile
Ala
Pro
Lys
60

Thr

Pro

Gln

Leu
Asp
Gly
45

Tyr
Gly
Gly

Pro

AGTTTGCTCG CCTGAGTACT GCGATACTGG GTTGTGCAGC GGCGCTTGTG
CGGTTGCCAG CGCAGATCCA CCTGACCCGC ATCAGCCGGA CATGACGAAA
CGGGTGGCCG ATGGGGTTTT GGCGACTTGG CCGTGTGCGA CGGCGAGAAG
GCTCGTTTTG GCACCAGTGG ATGCAAACGT GGTTTACCGG CCCACAGTTT
GTGTCAGCGG CGGTGAGCCC CTCCCCGGCC CGCCGCCACC GGGTGGTTGC
GGTGGGGCAA TTCCGTCCGA GCAGCCCAAC GCTCCCTGA

Gly Cys

15
Pro Pro
30

Gly Arg
Pro Asp
Pro Gln
Pro Pro

95

Asn Ala
110

60
120
180

240
300
339

Asp
Trp
Gly
Phe
80

Pro

Pro



<210> 46
<211> 921
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Descricao da Sequéncia Artificial: proteina de tri-fusao

DPV-MTI-MSL (designada MTb31F) ADNc

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(900)

<223> MTb31F

<400> 46

cat atg cat cac cat cac cat cac gat ccc gtg gac gcg gtc att aac 48
His Met His His His His His His Asp Pro Val Asp Ala Val Ile Asn
1 5 10 15

acc acc tgc aat tac ggg cag gta gta gct gcg ctc aac gcg acg gat 96
Thr Thr Cys Asn Tyr Gly Gln Val Val Ala Ala Leu Asn Ala Thr Asp
20 25 30

ccg ggg get goc gca cag ttc aac gec tca ccg gtg geg cag tec tat 144
Pro Gly Ala Ala Ala Gln Phe Asn Ala Ser Pro Val Ala Gln Ser Tyr
35 40 45

ttg cgc aat ttc ctc gocc gca ccg cca cect cag cge get gee atg gee 192
Leu Arg Asn Phe Leu Ala Ala Pro Pro Pro Gln Arg Ala Ala Met Ala
S0 55 60

gcg caa ttg caa gct gtg ccg ggg gcg gca cag tac atc ggec ctt gte 240"
Ala Gln Leu Gln Ala Val Pro Gly Ala Ala Gln Tyr Ile Gly Leu Val
65 70 75 80

gag tcg gtt gcc gge tcc tgec aac aac tat gag ctc atg acg att aat 288
Glu Ser Val Ala Gly Ser Cys Asn Asn Tyr Glu Leu Met Thr Ile Asn
85 20 95

tac cag ttc ggg gac gtc gac gct cat ggc gecc atg atc ¢gc gct cag 336
Tyr Gln Phe Gly Asp Val Asp Ala His Gly Ala Met Ile Arg Ala Gln
100 105 110

157



gcg
Ala

gce
Ala

ttc
Phe
14s

aac
Asn

acc
Thxr

gat
Asp

aag
Lys

atg
Met
225

gce
Ala

ttg
Leu

gcc
Ala

cac
His

gcg
Ala

gcg
Ala
130

att
Ile

gce
Ala

gac
Asp

gct
Ala

gcg
Ala
210

tcg
Ser

gcc
Ala

gat
Asp

gce
Ala

act
Thr
290

ctga

tcg
Ser
115

ggt
Gly

acc
Thr

cac
His

agc
Ser

cat
His
195

g99
Gly

gct
Ala

cat
His

gte
Val

gat
Asp
275

ggc
Gly

ctt
Leu

gac
Asp

cag
Gln

ggg
Gly

gcc
Ala
180

atc
Ile

ctg
Leu

cag
Gln

gcc
Ala

gcg
Ala
260

gct
Ala

ggc
Gly

gag
Glu

ttet
Phe

ttg
Leu

cag
Gln
165
gtc
Val

cca
Pro

atg
Met

gcg
Ala

cgg

245

cag
Gln

gcg
Ala

cge

gcg
Ala

tgg
Trp

ggc
Gly
150

aag
Lys

ggc
Gly

cag
Gln

cgg
Arg

ttt
Phe
230

ttt
Phe

gcg
aAla

gcc
Ala

tecg
Serxr

gag
Glu

ggc
Gly
135

cgt

gtg
val

tce
Ser

ttg
Leu

cac
His
215

cac
His

gtg
vVal

aat
Asn

gcg
Ala

age
Ser
295

cat
His
120

99¢
Gly

aac

Asn

cag
Gln

agce
Ser

gtg
val
200

acg
Thr

cag
Gln

gcg
Ala

ctg
Leu

tcg
Ser
280

aga
Arg

cag
Gln

gce
Ala

ttc
Phe

gct
Ala

tgg
Trp
185

gcc
Ala

atc
Ile

999
Gly

gcg
Ala

ggt
Gly
265

acc

Thr

tcc
Ser

gce
Ala

ggt
Gly

cag
Gln

gcc
Ala
170

gce
Ala

tcc
Ser

ggt
Gly

gag
Glu

gcce
Ala
250

gag
Glu

tat

ggc
Gly

158

ate
Ile

tcg
Ser

gtg
Vval
155

ggc
Gly

act
Thr

cag
Gln

cag
Gln

tcg
Ser
235

gcc
Ala

gcc
Ala

acc
Thr

tgc
Cys

gtt
Val

gtg
Val

140

atc
Ile

aac
Asn

agt
Ser

teg
Ser

gcc
Ala
220

tcg
Ser

aaa
Lys

gcc
Ala

999
Gly

taacaaagcc cgaaaggaag

cgt
128

gct
Ala

tac

Tyxr

aac
Asn

atg
Met

gcg
Ala
205

gag
Glu

gcg
Ala

gtc
Val

ggt
Gly

ttc
Phe
285

gat
Asp

tgc
Cys

gag
Glu

atg
Met

agc
Ser
190

tct
Phe

cag
Gln

gcg
Ala

aac
Asn

acc
Thr
270

gat
Asp

9tg
Val

cag
Gln

cag
Gln

gcg
Ala
175

ctt
Leu

gcc
Ala

gcg
Ala

ttt
Phe

acc
Thr
25%

tat
Tyr

atc
Ile

ttg
Leu

gag
Glu

gce
Ala
160

caa
Gln

ttg
Leu

gcce
Ala

gcg
Ala

cag
Gln
240

ttg
Leu

gtg
val

cat
His

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

917

921



<210> 47

<211> 299

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<223> Descrigcao da Sequéncia Artificial: proteina de tri-fusao

DPV-MTI-MSL (designada MTb31F) ADNc

<400> 47

His Met His His His His His His Asp Pro Val Asp Ala Val Ile Asn
1 5 10 15

Thr Thr Cys Asn Tyr Gly Gln Val val Ala Ala Leu Asn Ala Thr Asp
20 25 30

Pro Gly Ala Ala Ala Gln Phe Asn Ala Ser Pro Val Ala Gln Ser Tyr
35 40 45

Leu Arg Asn Phe Leu Ala Ala Pro Pro Pro Gln Arg Ala Ala Met Ala
50 55 60

Ala Gln Leu Gln Ala Val Pro Gly Ala Ala Gln Tyr Ile Gly Leu Val
65 70 75 80

Glu Ser val Ala Gly Ser Cys Asn Asn Tyr Glu Leu Met Thr Ile Asn
85 9o 95

Tyr Gln Phe Gly Asp Val Asp Ala His Gly Ala Met Ile Arg Ala Gln
100 108 110

Ala Ala Ser Leu Glu Ala Glu His GIn Ala Ile val Arg Asp val Leu
115 120 125

Ala Ala Gly Asp phe Trp Gly Gly Ala Gly Ser val Ala Cys Gln Glu
130 135 - 140

Phe I1le Thr GIn Leu Gly Arg Asn Phe GIn val Ile Tyr Glu Gln Ala
145 150 155 160

Asn Ala His Gly Gln Lys val Gln Ala Ala Gly Asn Asn Met Ala Gln
165 170 175

Thr Asp Ser Ala val Gly Ser Ser Trp Ala Thr Ser Met Ser Leu Leu
180 185 190

Asp Ala His Ile Pro Gln Leu val Ala Ser Gln Ser Ala Phe Ala Ala
195 200 205

275 280 ' 285

His Thr Gly Gly Arg Ser Ser Arg Ser Gly Cys
290 295

159



<210> 48
<211> 2168
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Descrigao da Sequéncia Artificial: proteina de tetra-fusao

DPV-MTI-MSL-MTCC N° 2 (designada MTb71F)

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(2133)

<223> MTb71F

<400> 48

cat atg cat cac cat cac cat cac gat ccc gtg gac gcg gtc att aac 48
His Met His His His His His His Asp Pro Val Asp Ala Val Ile Asn
1 S 10 15

acc acc tgc aat tac ggg cag gta gta gct gcg ctc aac gcg acg gat %6
Thr Thr Cys Asn Tyr Gly Gln Val Val Ala Ala Leu Asn Ala Thr Asp
20 25 30

ccg 999 gct gcc gca cag ttec aac gec tea ccg gbkg geg cag tcce tat 144
Pro Gly Ala Ala Ala Gln Phe Asn Ala Ser Pro Val Ala Gln Ser Tyr
35 40 45

ttg cgc aat ttc ctc gce gca ¢cCg cca ¢Ct cag cgc gct gcc atg gcc 192
Leu Arg Asn Phe Leu Ala A1§ Pro Pro Pro GlIn Agg Ala Ala Met Ala
50 5

gcg caa ttg caa gct gtg ccg g?g gcg gca cag tac atc g?c ctt gtc 240
Ala Gln Leu GIn Ala val pro Gly Ala Ala GIn Tyr Ile Gly Leu val
65 70 75 80
gag tcg gtt gcc ggc tcc tgc aac aac tat gag ctc atg acg att aat 288

Glu ser val Ala Gly Ser Cys Asn Asn Tyr Glu Leu Met Thr Ile Asn
85 90 95

160



tac
Tyr

gca
Ala

gcc
Ala

ttc
Phe
145

aac
Asn

acc
Thr

gat
Asp

aag
LysS

atg
Met
225

gcc
Ala

ttg
Leu

gce
Ala

gat
ASp

y
305

gt
va

tcg
ser

gcg
Ala

cag
Gln

C
Ala

gcg
Ala
130

att
Ile

Ala

gac
Asp

gct
Ala

gcg
Ala
210

tcg
ser

gcc
Ala

gat
Asp

gcc
Ala

ttc
Phe
290

cCcg
Pro

gcc
Ala

acg
Thr

gcc
Ala

ttc
Phe

tcg
Ser
115

ety

acc
Thr

cac
His

agc
ser

cat
H1sS
195

3ty

gct
Ala

cat
His

gtc
val

gat
ASp
275

Sty
3ty

gcg
Ala

ctg
Leu

gcg
Ala

355

&ty
100

ctt
Leu

gac
Asp

cag
Gln

aty

gcc
Ala
180

atc
Ile

ctg
Leu

cag
GIn

gce
Ala

gcg
Ala
260

gct
Ala

ctt
Leu

ccg
Pro

gag
Glu

atc
Ile
340

gca
Ala

gac
Asp

gag
Glu

Tttt
Phe

ttg
Leu

cag
Gln
165

gtc
val

cCa
Pro

atg
Met

gcg
Ala

cgg
Arg
245

cag
GIn

gcg
Ala

tta
Leu

gag
Glu

ttg
Leu
325

gtt
val

acg
Thr

gtc
val

acyg
Ala

tgg
Trp

&y
150

aag
Lys

&ty

cag
Gln

€gg9
Arg

ttt
Phe
230

ttt
Phe

gcga
Ala

gcc
Ala

cct
Pro

tcg
Ser
310

act
Thr

gag
Glu

ccg
Pro

gac
Asp

gag
Glu

&y
135

cgt
Arg

gt
va

tcc
ser

ttg
Leu

cac
His
215

cac
His

gt
va

aat
Ash

acg
Ala

ccg
Pro
295

atg
Met

tcc
Ser

ccg
Pro

tat
Tyr

gct
Ala

cat
His
120

&ty

aac
ASNn

cag
Gln

agc
Ser

gt
va
200

acg
Thr

cag
GIn

gcg
Ala

ctg
Leu

tcg
ser
280

gaa
Glu

cta
Leu

gcc
Ala

tgg
Trp

gt
va

360

cat
H1s
105
cag
Gln

gce
Ala

ttc
pPhe

gct
Ala

tag
Trp
185
gce
Ala

atc
Ile

oty

gcg
Ala

&y
265

acc
Thr

gt
va

gcc
Ala

Ala

atg
Met
345

3ty

oty

gcc
Ala

ggt
Gly

cag
Gln
gcc
Ala
170
gcce
Ala

tcc
Sser

&ty

gag
Glu

gcc
Ala
250

gag
Glu

tat
Tyr

aat
Asn

gcce
Ala

gtc
val
330

3ty

tag
Trp

161

gcc
Ala

atc
Ile

tcg
Ser

gt
va
155

sty

act
Thr

cag
Gln

cag
GIn

tcg
Ser
235

gcc
Ala

gcc
Ala

acc
Thr

tca
ser

gcg
Ala
31S

tco
ser

ccg
Pro

ctg
Leu

atg
Met

gtt
val

gt
va
140

atc
Ile

aac
Asn

agt
ser

tcg
ser

gcc
Ala
220

tcg
ser

aaa
Lys

gcc
Ala

ety

agc
ser
300

gcce
Ala

tat
Tyr

Ala

gcc
Ala

atc
Ile

cgt
Arg
125

gct
Ala

tac
Tyr

aac
Asn

atg
Met

gca
Ala
205

gag
Glu

Ala

gtc
val

ggt
Gly

ttc
Phe
285

cga
Arg

gcce
Ala

sty

gcg
Ala

gcc
Ala

365

cgc
Arg
110

gat
Asp

tgc
cys

gag
Glu

atg
Met

agc
Ser
190

ttt
Phe

cag
GIn

gcg
Ala

aac
Asn

acc
Thr
270

gat
Asp

atg
Met

tag
Trp

tcg
ser

gcc
Ala
350

acg
Thr

gct
Ala

gt
va

cag
GlIn

cag
GlIn

gcg
Ala
175

ctt
Leu

gcc
Ala

gcg
Ala

ttt
Phe

acc
Thr
255

tat
TYyr

atc
Ile

tat
Tyr

gac
Asp

gt
va
335

gcg
Ala

gcg
Ala

cag
Gln

ttg
Leu

gcc
Ala
160

caa
GIn

ttg
Leu

gcc
Ala

gcg
Ala

cag
Gln
240

ttg
Leu

gt
va

atg
Met

tcc
ser

Q?t
320

gt
va

atg
Met

gco
Ala

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104



<210> 49

<211> 710

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<223> Descrigao da Sequéncia Artificial: proteina de tetra-fuséo

DPV-MTI-MSL-MTCC N° 2 (designada MTb71F)

<400> 49

His Met His His His His His His Asp Pro Val Asp Ala Val Ile Asn
1 S 10 15

Thr Thr Cys Asn Tyr Gly Gln Val Val Ala Ala Leu Asn Ala Thr Asp
20 25 30

Pro Gly Ala Ala Ala Gln Phe Asn Ala Ser Pro Val Ala Gln Ser Tyr
35 40 45

Leu Arg Asn Phe Leu Ala Ala Pro Pro Pro Gln Arg Ala Ala Met Ala
S0 55 60

Ala Gln Leu Gln Ala Val Pro Gly Ala Ala Gln Tyr Ile Gly Leu Val
65 70 75 80

Glu Ser val Ala Gly Ser Cys Asn Asn Tyr Glu Leu Met Thr Ile Asn
8S g0 95

Tyr Gln Phe Gly Asp Val aAsp Ala His Gly Ala Met Ile Arg Ala Gln
100 105 110

Ala Ala Ser Leu Glu Ala Glu His Gln Ala Ile Val Arg Asp Val Leu
11s 120 128

Ala Ala Gly Asp Phe Trp Gly Gly Ala Gly Ser Val Ala Cys Gln Glu
130 135 140

Phe Ile Thr Gln Leu Gly Arg Asn Phe Gln Val Ile Tyr Glu Gln Ala
145 150 1S5 160

Asn Ala His Gly Gln Lys Val Gln Ala Ala Gly Asn Asn Met Ala Gln
165 170 175

162



Thr Asp Ser Ala

Asp

Lys

Gly
305

Yal

Seyr

Ala

e

Gly

388

Ser

Gin

Ser

Ala
Ala
210

Bar

a Ala

3 Asp

Ala
#he
280
Pro
Ala
Thr
Als
Ala
370

Thr

Sax

Asp

Ala
450

His
188
3y
ala
Hia

Val

Asp

275

iy

8y
Als
ey
Ala
358
Lyg

Ala

Arg

. Ala

ala
435

Ley

18¢

Ile

Leu

Sin

Ala

Als

280

Ala

Leuw

Fro

Gly

Ile

340

Ala

Glu

Fhe

N

Ile

420

Als

Fro

Val Gly Ser Ser Trp Ala Thr Sar Met Ser Leu Leu

Bro Gln
Het Arg
Ala Phe

230

Avg Phe
245

Gln Ala

Ala &la
L8g Pro
Gig Ssy

3l

Len Thr
338

val Slu
Thr Pro
Thr ala
Alz Met

T3%0
Met Ser
&05%

Ala Ala

Yal Mab

Pro Phe

Len
His
2i%
Hig
Yal

hsn

Rla
Pro
295
Met
Ser
Pro
Tyy
Thr
375

Thr

Thy
Tyr

Thr
455

s

Wal Ala
204

Thr Ile
Gin @1y
Ala Als
Leu Gly

285
Seyr Thr

280
@lu ¥al

Lew Ala

Ala Ala

Trp Mat
345

val Gly
360

Gln Ala
val Pro
val Ala
Gln Ala

4235

Ser Tyr
440

180

Ber Gln Ser Ala Phe Ala Ala

Gly Gln
Giu Ser
23§

Ala Als
28¢

3lu Als

TYL The
Asn Ser
Ala Ala

318

Val ser
330

Gly Pro
Trp Leu
Arg Ala
Fro Sexr

g8

Ala asn
418

Ala
230
Sey
Lys

&la

Gly

Sar
300

Ala
Ty
Ala
Ala
3la
i8¢

Loy

Ile

Glu Tyr Ala

Glu Gly

Ala

205

Glu Gln Ala Als

Ala als Phe Glo
240

Val Asn Thr Leu
2585

Gly Thy Tyr Val
270

Phe Rep Ile Net
i8S
Arg Met Tyr Bay

Ala Trp Rap Gly
330

Gly Sey ¥al wal
338

Als Ala Ala Mt
350

Ala Thy Als Ala
368

Ala Glu iz Phe
val Ala Ala Asn
400

Leu Gly Gln Asn
415

Glu Mat Trp Ala
430

Ser Als Ala Ala
445

Pro Pro Val Gln Gly Thr Gly Pro Ala

163

480



Gly Pro Ala Ala Ala Ala Ala Ala Thr Gln Ala Ala Gly Ala Gly Ala
470

465

475

480

val Ala Asp Ala Gln Ala Thr Leu Ala Gln Leu Pro Pro Gly Ile Leu

485

490

495

Ser Asp Ile Leu Ser Ala Leu Ala Ala Asn Ala Asp Pro Leu Thr Ser

Gly
Gln
Leu

545

Asn

Glu
Val
Thr

625

Phe

Thr

Glu

Pro
705

Leu

Pro
530

Tyr

Thr

Gly

Pro

Gly

610

Thr

Ser

Gly

Thr

Asp
690

500

Leu Gly Ile Ala

515

Ile Val

Ile Ala

Ala Arg

Pro Thr

580

His Trp
595

His Ala

Ala Ala

Ser Ser

Leu Leu
660

Gly Gly
675

Gly Arg

Gly Asn Pro

Ile

Ser

Pro

565

Gln

Gly

Ala

Pro

Ala

645

Ser

Gly

Lys

Pro

Pro

Ile
S50

Trp

Gly

Pro

Leu

Glu

630

Gly

Gly

Gly

Pro

Arg
710

Lisboa,

Ser

Thr

535

Ala

His

His

Phe

val

615

Ile

Ala

Met

Thr

Pro
695

505

Thr Leu Asn Pro

520

Pro

Thr

Ile

Pro

Gly

600

Gly

Gln

Asp

Ala

Arg

680

val

Ile

Gly

Gly

Leu

585

Gly

Ala

Leu

Pro

Leu

665

Ser

val

Gly
Ser
Leu
570
Ser
Ala
Leu
Ala
Thr
650
Ala

Gly

val

Glu

Ile
585

Tyr

Ser

Ala

Ser

Val

635

Ala

Ser

Thr

Ile

Gln

Leu

540

Ala

Gly

Ala

Pro

val

620

Gln

Leu

Leu

Ser

Arg
700

510

Val Gly
528

Asp Val

Leu Ala

Asn Ala

Thr Asp
590

Val Ser
605

Pro His

Ala Thr

Asn Gly

Ala Ala
670

Thr Asp
685

Glu Gln

28 de Dezembro de 2011
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Serx
Ile
Ile
Gly

575

Glu

Ser

Pro

Met

655

Gly

Pro

Ala
Ala
Thx
560
Gly
Pro
Gly
Trp
Thr
640
Pro
Gly

Gln

Pro



REIVINDICACOES

Acido nucleico codificando um polipéptido compreendendo um
antigénio MTB32A de uma espécie de Mycobacterium do complexo
da tuberculose, em que pelo menos um aminodcido na triade do
local activo do antigénio MTB32A (SEQ ID N°:2 ou 4) foi

substituido por um aminocdcido diferente.

Acido nucleico da reivindicacdo 1, em que um residuo de
serina correspondendo a um aminodacido na posicdo 183 da SEQ
ID N°: 4 ou posicao 208 da SEQ ID N°: 2 foi substituido por

outro aminodcido.

Acido nucleico da reivindicacdo 2, em que um residuo de

alanina foi substituido pelo residuo de serina.

Acido nucleico da reivindicacdo 3, em que o &cido nucleico

compreende uma sequéncia nucleotidica da SEQ ID N°: 5.

Composicao farmacéutica compreendendo o acido nucleico da

reivindicacao 1.

Acido nucleico codificando um polipéptido de fusao

compreendendo o acido nucleico da reivindicacgédo 1.

Polipéptido compreendendo um polipéptido MTB32A de uma
espécie de Mycobacterium do complexo da tuberculose, em que
pelo menos um aminodcido na triade do local activo do
antigénio MTB32A (SEQ ID N°: 2 ou 4) foi substituido por um

aminodcido diferente.



10.

11.

12.

13.

14.

Polipéptido da reivindicagdo 7, em que um residuo de serina
correspondendo a um aminodcido na posicgao 183 da
SEQ ID N°: 4 ou aminoacido na posigao 208 da SEQ ID N°: 2

foi substituido por outro aminoacido.

Polipéptido da reivindicagao 8, em que um residuo de alanina

foi substituido pelo residuo de serina.

Polipéptido da reivindicagcdao 9, em que o polipéptido

compreende uma sequéncia de aminodcidos da SEQ ID N°: 6.

Composicao farmacéutica compreendendo o polipéptido da

reivindicacao 7.

Polipéptido de fusao compreendendo o polipéptido da

reivindicagao 7.

Acido nucleico codificando um  polipéptido de fusao
compreendendo um antigénio MTB39 (SEQ ID N°: 12 ou 14) de
uma espécie de Mycobacterium do complexo da tuberculose, e
um antigénio compreendendo pelo menos 195 aminoacidos do
terminal N do antigénio MTB32A (SEQ ID N°: 2 ou 4) de uma
espécie de Mycobacterium do complexo da tuberculose, em que
um aminodacido na triade do local activo do antigénio MTB32A
(SEQ ID N°: 2 ou 4) foi substituido por um aminoacido

diferente.

Acido nucleico da reivindicacgdo 13, em que um residuo de
serina correspondendo a um aminoacido na posicgdo 183 da SEQ
ID N°: 4 ou posigao 208 da SEQ ID N°: 2 foi substituido por

outro aminoacido.



15.

l6.

17.

18.

19.

20.

21.

Acido nucleico da reivindicacao 14, em gque um residuo de

alanina foi substituido pelo residuo de serina.

Composigdo farmacéutica compreendendo o acido nucleico da

reivindicacao 13.

Acido nucleico codificando um polipéptido de fusao

compreendendo o acido nucleico da reivindicacgédo 13.

Acido nucleico codificando um polipéptido de fusao, em que o
acido nucleico compreende uma sequéncia de aminoacidos da

SEQ ID N°: 17.

Polipéptido de fusao compreendendo um antigénio MTB39
(SEQ ID N°: 12 ou 14) de uma espécie de Mycobacterium do
complexo da tuberculose, e um antigénio compreendendo pelo
menos 195 aminoacidos do terminal N de um antigénio MTB32A
(SEQ ID N°: 2 ou 4) de uma espécie de Mycobacterium do
complexo da tuberculose, em que um aminoacido na triade do
local activo do antigénio MTB32A (SEQ ID N°:2 ou 4) foi

substituido por um aminocdcido diferente.

Polipéptido da reivindicagao 19, em gque um residuo de serina
correspondendo a um aminoacido na posicgao 183 da
SEQ ID N°: 4 ou aminoadcido na posicao 208 da SEQ ID N°: 2

foi substituido por outro aminoacido.

Polipéptido da reivindicagdao 19, em que um residuo de

alanina foi substituido pelo residuo de serina.



22. Composicao farmacéutica compreendendo o polipéptido da

reivindicacao 19.

Lisboa, 28 de Dezembro de 2011
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3/9

: 290 490 709 aa
- “H";’cad” 140~ 141= ELEMENTO DE LIGACAQ 533-534 = ELEMENTO DE LIGACAO

| 129 Rol2-THHY-Re35

e oS00 »2;':';{':f;«:f»:':f:'.'f:':':",-,":':';';-:f,'f:—:':'}: =————

Ral2 TbHI Ro35 24-DEC- 1998
{1-132) (1-391) (33-221)
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ADN do terminal N de Ra35
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gcccegeegg ccttgtegea ggaccggtte gecgacttcece cegegetgee
tegececaagt ggggecacag gtggtcaaca tcaacaccaa actgggctac
gaccggcatc gtcatcgatc ccaacggtgt cgtgctgacc aacaaccacg
atcaatgcgt tcagcgtcgg ctccggceccaa acctacggeg tegatgtggt
atgtcgcggt gctgcagectg cgeggtgecg gtggectacce atcggeggey
tggtgagcce gtcgtcgega tgggtaacag cggtgggcag ggcggaacgce
gtggtcgcge tcggeccaaac cgtgcaggeg tcggattege tgaccggtge
tgatccagtt cgatgccgeg atccagecceg gtgattcoggg cgggeccgte
ggtcggtatg aacacggccg cgtcctag

Sequéncia de aminodcidos

588

do terminal N de Ra35

Ala Pro Pro Ala Leu Ser Gln
5

Met val Ala Gln Val Gly Pro
25

Gly Ala Gly Thr Gly Ile Val
45 50

Gly Ala Thr Asp Ile Asn Ala
70

Tyr Asp Arg Thr Gln Asp Val
90 95

Asp
Gln

30
Ile

Phe

Ala

Rrg Phe Ala Asp Phe Pro
10

Val val Asn Ile Asn Thr
35

Asp Pro Asn Gly Val Vval
55

Ser Val Gly Ser Gly Gln
75 80

Val Leu Gln Leu Arg Gly
100

FIG. 4.

cctcgacceg
aacaacgccg
tgatcgeggg
cgggtatgac
atcggtggcg
ccegtgeggt
cgaagagaca
gtcaacggce

tcecgegatygg
tgggcgecgg
cgccaccgac
cgcacccagg
gcgtegeggt
gcctggeagg
ttgaacgggt
taggacaggt

Ala Leu Pro Leu Asp

15

70

140
210
280
350
420
490
560

Pro Ser

20

Lys Leu Gly Tyr Asn Asn Ala

40

Leu Thr Asn Asn His Val Ile

60

65

Thr Tyr Gly Val Asp Val Val

85

Ala Gly Gly Leu Pro Ser Ala
105

Ala
Val
Ala
Giy

Ala
110



5/9

Ile Gly Gly Gly Val Ala Val Gly Glu Pro Val Val Ala Met Gly Asn Ser Gly Gly Gln Gly Gly
115 120 125 : 130

Thr Pro Arg Ala Val Pro Gly Arg Val Val Rla Leu Gly Gln Thr Val Gln Ala Ser Asp Ser Leu
135 140 145 150

Thr Gly Ala Glu Glu Thr Leu Asn Gly Leu Ile Gln Phe Asp Ala Ala Ile Gln Pro Gly Asp Ser
155 160 . 165 : 170 - 175

.Gly Gly Pro Val Val Asn Gly Leu Gly Gln Val Val Gly Met Asn Thr Ala Ala Ser
180 185 190 195

FIG. 4. (CONTINUACAO)



56
56

111
111

166
166

221
221

276
276

331
331

386
386
441
441
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_  Ral2
MHHHEHHTAASDNFQLSQGGQGFAIPIGQAMATIAGQIRSGGGSPTVHIGPTAFLG
MHHHHHHTAASDNFQLSQGGQGFAIPIGQAMAIAGQIRSGGGSPTVHIGPTAFLG

LGVVDNNGNGARVQRVVGSAPAASLGISTGDVITAVDGAPINSATAMADALNGHH
LGVVDNNGNGARVQRVVGSAPAASLGISTGDVITAVDGAPINSATAMADALNGHH
TbHOFL
PGDVISVIWQTKSFFTRTEFNVTLAEGPPAEFMVDFGALPPEINSARMYAGPGSAS
PGDVISVTWQTKSFFTRTENVTLAEGPPARFMVDFGALPPEINSARMYAGPGSAS

LVARAQMWDSVASDLFSAASAFQSVVWGLTVGSWIGSSAGLMVAAASPYVAWMSV
LVAAAQMWDSVASDLFSAASAFQSVVWGLTVGSWIGSSAGLMVARASPYVAWMSY

TAGQAELTARQVRVARAAYETAYGLTVPPPVIAENRAELMILIATNLLGONTPAI
TAGQAELTAAQVRVAAAAYETAYGLTVPPPVIAENRAELMILIATNLLGONTPAT

AVNEAEYGEMWAQDAAAMFGYAAATATATATLLPFEEAPEMTSAGGLLEQAAAVE
AVNEAEYGEMWAQDAAAMFGYAAATATATATLLPFEEAPEMTSAGGLLEQAAAVE

EASDTAAANQLMNNVPQALQQLAQPTQGTTPSSKLGGLWKTVSPHRSPT SNMVSM
EASDTAAANQLMNNVPQALOQLAQPTQGTTPSSKLGGLWKTVSPHRSPISNMVSM

ANNHMSMTNSGVSMTNTLSSMLKGFAPAAAAQAVQTARQNGVRAMSSLGSSLGSS
ANNHMSMTNSGVSMTNTLSSMLKGFAPAAAAQAVQTAAQNGVRAMSSLGSSLGSS

GLGGGVAANLGRAASVGSLSVPQAWAAANQAVTPAARALPLTSLTSAAERGPGOM
GLGGGVAANLGRAASVGSLSVPQAWAAANQAVTPAARALPLTSLTSAAERGPGOM

FIG. 5.

Mtb72f
Mtb72f-mutSA

Mtb72f
Mtb72f-mutSA

Mtb72f
Mtb72f-mutSaA

Mtb72£
Mtb72f-mutSA

Mtb72£
Mtb72 f-mutSA

Mtb72f
Mtb72f-mutSa

Mtb72£
Mtb72f-mutSA

Mtb72f
Mtb72f-mutSA

Mtb72f
Mtb72£f-mutSA



496
496

551
551

606
606

661
661

716
716

7/9

LGGLPVGOMGARAGGGLSGVLRVPPRPYVMPHS PAAGDIAPPALSQDRFADFPAL
LGGLPVGOMGARAGGGLSGVLRVPPRPYVMPHS PAAGDIAPPALSQDRFADFPAL

PLDPSAMVAQVGPQVVNINTKLGYNNAVGAGTGIVIDPNGVVLTNNNVIAGATDI
PLDPSAMVAQVGPQVVNINTKLGYNNAVGAGTGIVIDPNGVVLTNNHVIAGATDT

NAFSVGSGQTYGVDVVGYDRTQDVAVLOLRGAGGLPSARIGGGVAVGEPVVAMGN
NAFSVGSGOTYGVDVVGYDRTQDVAVLOLRGAGGLPSARIGGGVAVGEPVVAMGN

SGGQGGTPRAVPGRVVALGQTVQASDSLTGAEETLNGLIQFDAATQPGDSGGEVY
SGGQGGTPRAVPGRVVALGQTVQASDSLTGAEETLNGLIQFDAAIQPGDRGGPVV

NGLGQVVGMNTAAS
NGLGQVVGMNTAAS

FIG. 5. (CONTINUAGAO)

Mtb72f
Mtb72f-mutSA

Mtb72f
Mtb72f-mutSA

Mtb72£
Mtb72f-mutSA

Mtb72f
Mtb72f-mutSA

Mtb72f
Mtb72f-mutSA
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51
51

101
101

151

151

201

201 AS

251
251

301
301
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Ra35 N-term
MHHHHH PPALSQDRFADFPALPLDPSAMVAQVGPQVVNINTKLGYNNA TbRa35_mat
MHHHHHHAPPALSQDRFADFPALPLDPSAMVAQVGPQVVNINTKLGYNNA TbRa35 “mutSA

VGAGTGIVIDPNGVVLTNNHVIAGATDINAFSVGSGQTYGVDVVGYDRTQ TbRa35 mat
VGAGTGIVIDPNGVVLTNNHVIAGATDINAFSVGSGQTYGVDVVGYDRTQ TbRa35 mutSA

DVAVLQLRGAGGLPSAAIGGGVAVGEPVVAMGNSGGQGGTPRAVPGRVVA TbRa35_mat
DVAVLQLRGAGGLPSAAIGGGVAVGEPVVAMGNSGGQGGTPRAVPGRVVA TbRa35 mutSA
‘ ' Ral2 Cterm
LGQTVQASDSLTGAEETLNGLIQFDAARIQPGDSGGPVVNGLGQVVGMNIA TbRa35 mat
LGQTVQASDSLTGAEETLNGLIQFDAAIQPGanGPVVNGLGQVVGMN A TbRa35 mutSA
end Ra35 Nterm
ASDNFQLSQGGQGFAIPIGQAMATIAGQIRSGGGSPTVHIGPTAFLGLGVV TbRa35 mat
\SIDNFQLSQGGQGFAIPIGQAMAIAGQIRSGGGSPTVHIGPTAFLGLGVV TbRa35 mutSA

DNNGNGARVORVVGSAPAASLGISTGDVITAVDGAPINSATAMADALNGH TbRa35_mat
DNNGNGARVQRVVGSAPAASLGISTGDVITAVDGAPINSATAMADALNGH TbRa35 mutSA

HPGDVISVTWQTKSGGTRTGNVTLAEGPPA| end - TbRa35_mat
HPGDVISVTWQTKSGGTRTGNVTLAEGPPA| Ral2 TbRa35 mutSA

FIG. 6.
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