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Sloudeniny a zplsoby pro imunoterapii a diagnostiku

tuberkulosy

Oblast techniky

Predklédany vyndlez se obecné tykd detekce, 1éCby a prevence
infekce Mycobacterium tuberculosis. Vyndlez se presndji tyka
polypeptidd obsahujicich antigen Mycobacterium tuberculosis, nebo
jeho &&st nebo variantu, a pouZiti takovych polypeptidd pro
diagnostiku a vakcinaci proti infekci zptisobené Mycobacterium

tuberculosis.

Dosavadni stav techniky

Tuberkulosa je chronické infek&ni onemocnéni, které je
oby&ejné& zplsobeno Mycobacterium tuberculosis. Je hlavnim
onemocnénim v rozvojovych zemich a stejné tak je nartstajicim
problémem v rozvinutych oblastech svéta, s asi 8 miliony novych
p¥ipadl a 3 miliony Gmrti za rok. Afkoliv mGZe byt infekce
asymptomatickd po znacné dlouhé casové obdobi, nejcastéji se
onemocnéni manifestuje jako akutni plicni za&nét, doprovazeny
hore¢kou a neproduktivnim ka$lem. Pokud neni 1léc&ena, vede obvykle
k zavaznym komplikacim a smrti.

Afkoliv miZe byt tuberkulosa obyfejné kontrolovina za pouziti
intenzivni antibiotické terapie, neni takova lécCba dostatedna
pro prevenci S$ifeni onemocnéni. Infikovani jedinci mohou byt po
uréitou dobu asymptomaticti, ale infekéni. Kromé toho, ackoliv je
spoluprédce nemocnémo p¥i 1é¢bé zdsadni, je chovani pacienta

obtiZné sledovatelné. N&ktefri pacienti nedokoné¢i lécbu, coz miaze
vést k jeji nizké G&innosti a k vyvoji resistence na léky.



Inhibice $ifeni tuberkulosy vyZaduje G&¢innou vakcinaci a
p¥esnou, &asnou diagnostiku onemocnéni. V soufasné dobé je
vakcinace Zivou bakterii nejadin&jgim zptsobem pro indukci
protektivni imunity. Nejlast&ji pouZivanou mykobakterii je pro
tento G&el Bacillus Calmette-Guerin (BCG), avirulentni kmen
Mycobacterium bovis. Nicméné&, bezpelnost a Glinnost BCG je
zdrojem kontroverse a nékteré zemé, jako napriklad USA,
nevakcinuji populaci. Diagnosa je oby&ejné provedena za pouziti
kozniho testu, ktery obsahuje intradermdlni expozici tuberculin
PPD (ptrelisté&ny proteinovy derivat). Antigen specifickd odpovéd
T-bunék vede k mé&fitelné induraci v misté injekce po 48 - 72
hodindch po injekci, coZ ukazuje na expozici mykobakteridlnim
antigenlim. Sensitivita a specificita tohoto testu jsou vSak
problematické a jedinci vakcinovani BCG nemohou byt timto testem
odliSeni od infikovanych jedinca.

Afkoliv bylo prokédzéno, ze makrofdgy jsou hlavnimi
efektorovymi elementy v imunité proti M. tuberculosis, jsou
T-buiiky p¥evaZujicimi induktory takové imunity. Z&sadni role T
bunék v obran& proti infekci M. tuberculosis je doloZena Castym
vyskytem M. tuberculosis u pacientd s AIDS, diky depleci CD4 T
bunék, kterd je spojena s infekci virem lidské imunoeficience
(HIV) . Mycobacterium-reaktivni CD4 T bullkky produkuji ve znafném
mnoZstvi interferon-gamma (IFN-7), ktery, jak bylo prokazéano,
spousti antimykobakteridlni Glinky makrofdgl u myS8i. Ackoliv je
role IFN-7 u 1lidi méné jasna, ukazuji studie, Ze
1,25-dihydroxy-vitamin D3, bud samostatn&, nebo v kombinaci s
IFN-7 nebo faktorem nekrosy nadort alfa, aktivuje lidské
makrofdgy pro inhibici infekce M. tuberculosis. Kromé toho, je
znadmo, Ze IFN-7 stimuluje lidské makroféagy k vyrobé

1,25-dihydroxy vitaminu D3. Obdobné&, bylo prokédzéno, Ze IL-12 ma



vyznamnou Glohu p¥i stimulaci resistence k infekci M.
tuberculosis. Pro ptehled imunclogie infekce M. tuberculosis viz
Chan a Kaufmann v "Tuberculosis: Pathogenesis, Protection and
Control", Bloom (vyd.), ASM Press, Washington, D.C., 1994.

V souladu s tim existuje v oboru potfeba vylepSené vakciny
a zpusobll pro prevenci, 1lé¢bu a detekci tuberkulosy. Predkladany
vyndlez spliiuje tyto pot¥eby a ddle poskytuje s témito potrebami

souvisejici vyhody.

Podstata nalezu

Stru&né&, tento vyndlez poskytuje slouleniny a zplsoby pro
prevenci a diagnostiku tuberkulosy. V jednom aspektu jsou
poskytnuty polypeptidy obsahujici imunogenni ¢&st solubilniho
antigenu M. tuberculosis, nebo varianty takového antigenu, ktera
se 1i8i pouze konzervativni substituci a/nebo modifikaci. V
jednom provedeni tohoto aspektu md solubilni antigen nésledujici

N-koncové sekvence:

(@)  Asp-Pro-Val-Asp-Ala-Val-lle-Asn-Thr-Thr-Cys-Asn-Tyr-Gly-
Gin-Val-Val-Ala-Ala-Leu; (SEQ ID No. 120)

(b)  Ala-Val-Glu-Ser-Gly-Met-Leu-Ala-Leu-Gly-Thr-Pro-Ala-Pro-
Ser; (SEQ ID No. 121)

(c) Ala-Ala-Met-Lys-Pro-Arg-Thr-Gly-Asp-Gly-Pro-Leu-Glu-Ala-
Ala-Lys-Glu-Gly-Arg; (SEQ ID No. 122) |

(d)  Tyr-Tyr-Trp-Cys-Pro-Gly-Gln-Pro-Phe-Asp-Pro-Ala-Trp-Gly-
Pro; (SEQ ID No. 123)

()  Asp-lle-Gly-Ser-Glu-Ser-Thr-Glu-Asp-Gln-Gln-Xaa-Ala-Val;
(SEQID No. 124)

(f)  Ala-Glu-Glu-Ser-Ile-Ser-Thr-Xaa-Glu-Xaa-lle-Val-Pro; (SEQ ID
No. 125)
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(g)  Asp-Pro-Glu-Pro-Ala-Pro-Pro-Val-Pro-Thr-Thr-Ala-Ala-Ser-
Pro-Pro-Ser; (SEQ ID No. 126)

(h)  Ala-Pro-Lys-Thr-Tyr-Xaa-Glu-Glu-Leu-Lys-Gly-Thr-Asp-Thr-
Gly; (SEQ ID No. 127)

() Asp-Pro-Ala-Ser-Ala-Pro-Asp-Val-Pro-Thr-Ala-Ala-Gln-Leu-
Thr-Ser-Leu-Leu-Asn-Ser-Leu-Ala-Asp-Pro-Asn-Val-Ser-Phe-
Ala-Asn; (SEQ ID No. 128)

) Xaa-Asp-Ser-Glu-Lys-Ser-Ala-Thr-lle-Lys-Val-Thr-Asp-Ala-
Ser; (SEQ ID No. 134)

(k)  Ala-Gly-Asp-Thr-Xaa-Ile-Tyr-Ile-Val-Gly-Asn-Leu-Thr-Ala-
Asp; (SEQ ID No. 135)or

) Ala-Pro-Glu-Ser-Gly-Ala-Gly-Leu-Gly-Gly-Thr-Val-Gln-Ala-
Gly; (SEQ ID No. 136)

kde Xaa miZe byt jakdkoliv aminokyselina.

V souvisejicim aspektu jsou poskytnuty polypeptidy obsahujici

imunogenni &ast solubilniho antigenu M. tuberculosis, nebo

varianty takového antigenu, kterd se 1i%i pouze konzervativni
substituci a/nebo modifikaci, kde antigen ma jednu

z nasledujicich N-koncovych sekvenci:

(m) Xaa-Tyr-lle-Ala-Tyr-Xaa-Thr-Thr-Ala-Gly-Ile-Val-Pro-Gly-Lys-
Ile-Asn-Val-His-Leu-Val; (SEQ ID No. 137) or

(n)  Asp-Pro-Pro-Asp-Pro-His-Gln-Xaa-Asp-Met-Thr-Lys-Gly-Tyr-
Tyr-Pro-Gly-Gly-Arg-Arg-Xaa-Phe; (SEQ ID No. 129)

kde Xaa miZe byt jakdkoliv aminokyselina.



V jiném provedeni obsahuje antigen aminokyselinovou sekvenci

kodovanou DNA sekvenci vybranou ze skupiny sklddajici se ze SEQ
ID NO: 1, 2, 4-10, 13-25, 52, 99 a 101, komplementl uvedenych
sekvenci a DNA sekvenci, které hybridizuji na sekvence SEQ ID NO:
1, 2, 4-10, 13-25, 52, 99 a 101 nebo komplementy uvedenych
sekvenci za podminek st¥edni p¥isnosti.

V souvisejicim aspektu polypeptidy obsahuji imunogenni &ast
antigenu M. tuberculosis, nebo varianty takového antigenu, ktera
se 1i81 pouze konzervativni substituci a/nebo modifikaci, kde
antigen obsahuje aminokyselinovou sekvenci kodovanou DNA sekvenci
vybranou ze skupiny skléddajici se ze SEQ ID NO: 26-51,
komplement uvedenych sekvenci a DNA sekvenci, které hybridizuji
na sekvence SEQ ID NO: 26-51 nebo komplementy uvedenych sekvenci

za podminek st¥edni p¥isnosti.

V souvisejicim aspektu jsou poskytnuty DNA sekvence kodujici
vySe uvedené polypeptidy, expresni vektory obsahujici tyto DNA
sekvence a hostitelské builky transformované nebo transfektované

takovymi expresnimi vektory.

V jiném aspektu pf¥edkladany vynédlez poskytuje fisni proteiny
obsahujici prvni a druhy polypeptid podle pfedklddaného vyndlezu,
nebo alternativné, polypeptid podle pf¥edkléddaného vyndlezu a
zndmy antigen M. tuberculosis.

V dalSich aspektech p¥edklddany vyndlez poskytuje
farmaceutické pripravky, které obsahuji jeden nebo vice z vySe
uvedenych polypeptidd nebo DNA molekulu kodujici takové
polypeptidy, a fyziologicky pf¥ijatelny nosi&. Vyndlez také
poskytuje vakcinu obsahujici jeden nebo vice polypeptidld jak jsou



popsany vyge a nespecificky zesilovac imunitni odpovédi, spolu s

vakcinami obsahujicimi jednu nebo vice DNA sekvenci kodujicich
takové polypeptidy a nespecificky zesilovad imunitni odpovédi.

V jedt& jiném aspektu jsou poskytnuty zpUsoby pro indukci
protektivni imunity u pacienta, ve kterych je pacientovi podéano

4%inné mno¥stvi jednoho nebo vice z vySe uvedenych polypeptida.

V jest& jiném aspektu p¥edklddaného vynalezu jsou poskytnuty
zplsoby a diagnostické kity pro detekci tuberkulosy u pacienta.
Zplsoby obsahuji kontaktovani koZnich bunék pacienta s jednim
nebo vice z uvedenych polypeptidd a detekci imunitni odpovédi
kti¥e pacienta. Diagnostické kity obsahuji jeden nebo vice z vySe
uvedenych7 polypeptidd v kombinaci s p¥istrojem dostateénym pro
kontaktovani polypeptidu s builkami kGiZe pacienta.

Tyto a daldi aspekty predkladaného vynalezu budou jasné z
ndsledujicho podrobného popisu a pf¥ipojenych obrdzka. VSechny zde

citované odkazy jsou zde uvedeny jako odkaz ve své Gplnosti.

Popis obrézk( na pripojenych vikresech

Obrazky 1A a 1B ilustruji stimulaci proliferace a produkce
IFN-7 v T-bufikdch odvozenych od prvniho a druhého M.
tuberculosis-immuniho darce, v p¥isludném po¥adi, za pouziti 14
kDa, 20 kDa a 26 kDa antigen®i, kde tato stimulace je popséna v
ptikladu 1.

Obrazek 2 ilustruje stimulaci proliferace a produkce IFN-7
v T-bufikdch odvozenych od M. tuberculosis-immuniho jedince za

pouZiti dvou representativnich polypepeptidd TbRa3 a TbRag.
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SEQ ID NO: 32 je DNA sekvence TbH-8.

SEQ ID NO: 33 je DNA sekvence TbH-9.

SEQ ID NO: 34 je DNA sekvence TbM-1.

SEQ ID NO: 35 je DNA sekvence TbM-3.

SEQ ID NO: 36 je DNA sekvence TbM-6.

SEQ ID NO: 37 je DNA sekvence TbM-7.

SEQ ID NO: 38 je DNA sekvence TbM-9.

SEQ ID NO: 39 je DNA sekvence TbM-12.

SEQ ID NO: 40 je DNA sekvence TbM-13.

SEQ ID NO: 41 je DNA sekvence TbM-14.

SEQ ID NO: 42 je DNA sekvence TbM-15.

SEQ ID NO: 43 je DNA sekvence TbH-4.

SEQ ID NO: 44 je DNA sekvence TbH-4-fwd.

SEQ ID NO: 45 je DNA sekvence TbH-12.

SEQ ID NO: 46 je DNA sekvence Tb38-1.

SEQ ID NO: 47 je DNA sekvence Tb38-4.

SEQ ID NO: 48 je DNA sekvence TbL-17.

SEQ ID NO: 49 je DNA sekvence TbL-20.

SEQ ID NO: 50 je DNA sekvence TbL-21.

SEQ ID NO: 51 je DNA sekvence TbH-16.

SEQ ID NO: 52 je DNA sekvence DPEP.

SEQ ID NO: 53 je odvozend aminokyselinovd sekvence DPEP.

SEQ ID NO: 54 je proteinovad sekvence DPV N-koncového antigenu.

SEQ ID NO: 55 je proteinova sekvence AVGS N-koncového
antigenu.

SEQ ID NO: 56 je proteinova sekvence AAMK N-koncového
antigenu.

SEQ ID NO: 57 je proteinova sekvence YYWC N-koncového
antigenu.

SEQ ID NO: 58 je proteinovad sekvence DIGS N-koncového
antigenu.



SEQ ID
antigenu.
SEQ ID
antigenu.
SEQ ID
antigenu.
SEQ ID
antigenu.
SEQ ID
SEQ ID
SEQ ID
SEQ ID
SEQ ID
SEQ ID
SEQ ID
SEQ ID
SEQ ID
SEQ ID
SEQ ID
SEQ ID
SEQ ID
SEQ ID
SEQ ID
SEQ ID
SEQ ID
SEQ ID
SEQ ID
SEQ ID
SEQ ID
SEQ ID
SEQ ID

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:

59

60

61

62

63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85

je

je

je

je

je
je
je
je
je
je
je
je
je
je
je
je
je
je
je
je
je
je
je
je
je
je
je

proteinova

proteinova

proteinova

proteinova

odvozena
odvozena
odvozena
odvozena
odvozena
odvozena
odvozena
odvozenda
odvozena
odvozena
odvozena
odvozend
odvozena
odvozena
odvozena
odvozena
odvozena
odvozena
odvozena
odvozena
odvozena
odvozena
odvozena

sekvence AEES

sekvence DPEP

sekvence APKT

sekvence DPAS

aminokyselinova
aminokyselinova
aminokyselinova
aminokyselinova
aminokyselinovéa
aminokyselinova
aminokyselinova
aminokyselinova
aminokyselinova
aminokyselinova
aminokyselinovéa
aminokyselinova
aminokyselinova
aminokyselinova
aminokyselinova
aminokyselinova
aminokyselinova
aminokyselinova
aminokyselinova
aminokyselinovéa
aminokyselinova
aminokyselinova
aminokyselinova

N-koncového

N-koncového

N-koncového

N-koncového

sekvence
sekvence
sekvence
sekvence
sekvence
sekvence
sekvence
sekvence
sekvence
sekvence
sekvence
sekvence
sekvence
sekvence
sekvence
sekvence
sekvence
sekvence
sekvence
sekvence
sekvence
sekvence
sekvence

TbRal.
TbRalo.
TbRall.
TbRalz2.
TbRal3l.
TbRalé6.
TbRal7.
TbRals8.
TbRal9.
TbRaz24.
TbRaz26.
TbRa28.
TbRaz29.
TbRa2A.
TbRa3.
TbRa32.
ThRa35s.
TbRa36.
TbRa4.
TbRa?9.
TbRaB.
TbRacC.
TbRaD.



SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ

ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
1D
ID
ID
1D
1D
ID
ID
ID
ID
1D
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
iD
ID
ID
ID
ID

NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:

86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116

je
je
je
je
je
je
je
je
je
je
je
je
je
je
je
je
je
je
je
je
je
je
je
je
je
je
je
je
je
je

je

odvozena
odvozena
odvozenda
odvozena
odvozena
odvozena

odvozena

10 .

aminokyselinova
aminokyselinova
aminokyselinova
aminokyselinova
aminokyselinova
aminokyselinova
aminokyselinova
sekvence
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YYWCPG.
TbAAMK .
Tb38-1.
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TbH-8.
TbH-9.
TbH-12.

aminokyselinova
aminokyselinova
aminokyselinova
aminokyselinova
aminokyselinova
aminokyselinova

sekvence
sekvence
sekvence
sekvence

sekvence

Tb38-1
Tb38-1
Tb38-1
Tb38-1
Tb38-1

peptid
peptid
peptid
peptid
peptid

O b W NN R

peptid

DNA sekvence DPAS.
odvozend aminokyselinova
DNA sekvence DPV.
odvozend aminokyselinova
DNA sekvence ESAT-6.
odvozend aminokyselinova
DNA sekvence TbH-8-2.
DNA sekvence TbH-9FL.
odvozend aminokyselinova
DNA sekvence TbH-9-1.
odvozend aminokyselinova
DNA sekvence TbH-9-4.
odvozend aminokyselinova
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DNA sekvence Tb38-1F2 IN.
DNA sekvence Tb38-2F2 RP.

odvozenéd aminokyselinova
odvozend aminokyselinova
DNA sekvence Tb38-1F3.

sekvence

sekvence

DPAS.

DPV.

ESAT-6.

TbH-9FL.

TbH-9-1.

TbH-9-4.

Tb37-FL.
Tb38-IN.
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SEQ ID NO: 117 je odvozend aminokyselinovéd sekvence Tb38-1F3.

SEQ ID NO: 118 je DNA sekvence Tb38-1F5.

SEQ ID NO: 119 je DNA sekvence Tb38-1F6.

SEQ ID NO: 120 je dedukovand N-koncovd aminokyselinova
sekvence DPV.

SEQ ID NO: 121 je dedukovanad N-koncovd aminokyselinova
sekvence AVGS.

SEQ ID NO: 122 je dedukovand N-koncovéd aminokyselinova
sekvence AAMK.

SEQ ID NO: 123 je dedukovanad N-koncovad aminokyselinova
sekvence YYWC.

SEQ ID NO: 124 je dedukovand N-koncovd aminokyselinova
sekvence DIGS.

SEQ ID NO: 125 je dedukovand N-koncovd aminokyselinova
sekvence AEES.

SEQ ID NO: 126 je dedukovand N-koncova aminokyselinova
sekvence DPEP.

SEQ ID NO: 127 je dedukovand N-koncovd aminokyselinova
sekvence APKT.

SEQ ID NO: 128 je dedukovand aminokyselinova sekvence DPAS.

SEQ ID NO: 129 je proteinovéd sekvence DPPN N-koncového
antigenu.

SEQ ID NO: 130 - 133 jsou proteinové sekvence Cty¥ DPPD
bromkyanovych fragmentd.

SEQ ID NO: 134 je N-koncova proteinovd sekvence XDS antigenu.

SEQ ID NO: 135 je N-koncova proteinovad sekvence AGD antigenu.

SEQ ID NO: 136 je N-koncovd proteinovd sekvence APE antigenu.

SEQ ID NO: 137 je N-koncova proteinovéd sekvence XYI antigenu.
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Jak bylo uvedeno vyfe, predklddany vyndlez je obecné zamé€fen
na ptipravky a zplsoby pro prevenci, lé&bu a diagnostiku
tuberkulosy. P¥ipravky podle pfedkladaného vyndlezu zahrnuji
polypeptidy, které obsahuji alespon jednu imunogenni &ast
antigenu M. tuberculosis, nebo varianty takového antigenu, ktera
se 1i81 pouze v konzervativnich substitucich nebo modifikacich.
Polypeptidy pat¥ici do rozsahu pfedkladaného vyndlezu zahrnuji,
ale nejsou omezeny na, imunogenni antigeny M. tuberculosis.
"Solubilni protein M. tuberculosis" je protein pochézejici z M.
tuberculosis, ktery je p¥itomen ve filtratu kultury M.
tuberculosis. Jak je zde pouZito, termin "polypeptid" zahrnuje
aminokyselinové Yet&zce jakékoliv délky, v&etné& kompletnich
proteint (t.j. antigend), ve kterych jsou aminokyselinové zbytky
navézény peptidovymi vazbami. Proto, polypeptid obsahujici
imunogenni &&st jednoho z vySe uvedenych antigent se miZe skladat
pouze z imunogenni &&sti, nebo miZe obsahovat dal8i sekvence.
Dal&i sekvence mohou byt odvozeny od p¥irozenych antigent M.
tuberculosis, nebo mohou byt heterologni, a takové sekvence mohou
(ale nemusi) byt imunogenni.

"Imunogenni", jak je zde pouZito, oznaluje schopnost vyvolat
imunitni odpov&d (nap¥iklad buné&lnou) u pacienta, jako je Clovék,
a/nebo v biologickém vzorku. Konkrétné&, antigeny, které jsou
imunogenni (a imunogenni &&sti nebo jiné varianty takovych
antigen) jsou schopné stimulovat proliferaci bunék, produkci
interleukinu-12 a/nebo produkci interferonu-7 v biologickém
vzorku obsahujicim jednu nebo vice bunék vybranych ze skupiny
sklddajici se z T-bun&k, NK bunék, B-buné&k a makrofdgd, kde burky
jsou ziskdny od jedince imunniho proti M. tuberculosis.
Polypeptidy obsahujici alesponl imunogenni &ast jednoho nebo vice
antigenti M. tuberculosis mohou byt, obecné, pouZity pro detekci
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tuberkulosy nebo pro indukci protektivni imunity proti

tuberkulose u pacienta.

Pfipravky a zplsoby podle predklddaného vyndlezu také zahrnuji
varianty vy$e uvedenych polypeptidld. "Varianta", jak je zde
pouZito, je polypeptid, ktery se 1i81 od p¥irozeného antigenu
pouze v konzervativnich substitucich a/nebo modifikacich, takZe
je zachovana schopnost polypeptidu indukovat imunitni odpovéd'.
Takové varianty mohou byt obecné& identifikovéany modifikaci jedné
z vyS8e uvedenych polypeptidovych sekvenci a hodnocenim
imunogennich vlastnosti modifikovaného polypeptidu, za pouZiti,
napriklad, representativnich postupt zde popsanych.

"Konzervativni substituce" je takova substituce, p¥i které je
jedna aminokyselina substituovédna za jinou aminokyselinu, ktera
ma podobné vlastnosti, takZe odbornik v oboru peptidové chemie
miZe ocCekdvat, Ze se sekunddrni struktura a hydropaticky
charakter polypeptidu vyznamné nezméni. Obecné&, ndsledujici
skupiny aminokyselin pY¥edstavuji konzervativni zm&ny: (1) ala,
pro, gly, glu, asp, gln, asn, ser, thr; (2) cys, ser, tyr, thr;
(3) val, ile, leu, met, ala, phe; (4) lys, arg, his; a (5) phe,
tyr, trp, his.

Varianty mohou byt také (nebo alternativn&) modifikovany,
nap¥iklad, deleci nebo adici aminokyselin, které maji minim&lni
vliv na imunogenni vlastnosti, sekunddrni strukturu a
hydropaticky charakter polypeptidu. Nap¥iklad, polypeptid miZe
byt konjugovdn se signdlni (nebo leaderovou) sekvenci v oblasti
N-konce proteinu, kde tato sekvence bude ko-transladn& nebo
post-translacCné& ¥idit prenos proteinu. Polypeptid miZe byt také
konjugovan na spojovaci sekvenci nebo na jinou sekvenci pro
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usnadnéni syntesy, prelidténi nebo identifikace polypeptidu
(naptriklad poly-His), nebo pro zvySeni vazby polypeptidu na pevny
nosi¢. Napf¥iklad, polypeptid miZe byt konjugovadn na Fc region

imunoglobulinu.

V pribuzném aspektu jsou popsény kombinadni polypeptidy.
"Kombina¢ni polypeptid" je polypeptid obsahujici alespoil jednu z
vySe uvedenych imunogennich ¢asti a jednu nebo vice dal8ich
imunogennich sekvenci M. tuberculosis, které jsou na sebe
navazany peptidovou vazbou za vzniku jednoho aminokyselinového
Yetézce. Sekvence mohou byt navazany pf¥imo (t.j. bez vmeze¥enych
aminokyselin), nebo mohou byt navazany prost¥ednictvim spojovaci
sekvence (napriklad Gly-Cys-Gly), kterd nesniZuje vyznamné
imunogenni charakter sloZek polypeptidu.

Obecné, antigeny M. tuberculosis a DNA sekvence kodujici
takové antigeny, mohou byt pY¥ipraveny za pouziti jakéhokoliv z
mnoha postupl. Napfiklad, solubilni antigeny mohou byt izolovany
z filtratu kultury M. tuberculosis za pouZiti postupl, které jsou
odbornikim v oboru znadmé&, vletné aniontové vymé&nné chromatografie
a chromatogrfie na reversni fazi. Prec¢iSténé antigeny jsou potom
hodnoceny na svou schopnost vyvolédvat vhodnou imunitni odpovéd
(napfiklad buné&nou) za pouZiti, nap¥iklad, representativnich
metod zde popsanych. Imunogenni antigeny mohou byt Castelné
sekvencoviny za pouZiti technik jako je klasick& Edmanova chemie
(Viz Edman a Berg, Eur. J. Biochem., 80: 116 - 132, 1967.

Imunogenni antigeny mohou také byt produkovény rekombinantné
za pouZziti DNA sekvence, kterd koduje antigen, kterd je
insertovana do expresniho vektoru a kterd je exprivovéna ve
vhodného hostiteli. DNA molekuly kodujici solubilni antigeny
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mohou byt izolovany vySet¥fovanim vhodnych M. tuberculosis
expresnich knihoven s antiserem (napfiklad krédli¢im) namifenym
specificky proti solubilnim antigend M. tuberculosis. DNA
sekvence kodujici antigeny, které mohou nebo nemusi byt
solubilni, mohou byt identifikovany vySetfovanim vhodnych M.
tuberculosis genomovych nebo cDNA expresnich knihoven sérem
ziskanym od pacientl infikovanych M. tuberculosis. Takové
vy8et¥eni miZe byt provedeno za pouziti technik dob¥e znamych v
oboru, jako jsou techniky popsané v Sambrook et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratories,
Cold Sprin Harbor, NY, 1989.

DNA sekvence kodujici solubilni antigeny mohou byt také
ziskany vySettovadnim vhodnych M. tuberculosis cDNA nebo
genomovych DNA knihoven na DNA sekvence, které hybridizuji s
degenerovanymi oligonukleotidy odvozenymi z &asteénych
aminokyselinovych sekvenci izolovanych solubilnich antigend.
Degenerované oligonukleotidové sekvence pro pouziti v takovém
vySet¥ovani mohou byt navrZeny a syntetizovany, a vySetfovani
miZe byt provedeno, naptiklad, jak je popsdno v Sambrook et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Sprin Harbor
Laboratories, Cold Sprin Harbor, NY, 1989 (a odkazem tam
uvedenych) . Také miZe byt pouzita polymerasové Yetézova reakce
(PCR), za pouZiti vySe uvedenych oligonukleotidl v metodé& dobfe v
oboru znamé, pro izolaci nukleokyselinové sondy z cDNA nebo
genomové knihovny. VySet¥eni knihovny miZe byt potom provedeno za

pouziti izolované sondy.

Alternativné, genomové nebo c¢DNA knihovny odvozené od M.
tuberculosis mohou byt vySetf¥ovany pf¥imo za pouZiti
mononukledrnich bunék periferni krve (PBMC) nebo T bunéénych
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1inii nebo klon odvozenych od jedincl imunnich va&i M.
tuberculosis. Obecn&, PBMC a/nebo T bufiky pro pouZiti v takovych
vyget¥enich mohou byt pfipraveny zplsobem, ktery je popsan déle.
Primé vySet¥ovéni knihovny miZe byt obecné provedeno testovanim
soubort exprivovanych rekombinantnich proteind na jejich
schopnost indukovat proliferaci a/nebo produkci interferonu-r

v T-butikdch odvozenych od jedince imunniho va&i M. tuberculosis.
Alternativn&, mohou byt nejprve vybrany potencidlni antigeny pro
T-bufiky na z&klad& protildtkové reaktivity, jak je popsano vyse.

Bez ohledu na zpisob p¥ipravy maji antigeny (nebo jejich
imunogenni &&st) podle p¥edkladaného vyndlezu (které mohou, ale
nemusi byt solubilni) schopnost indukovat imunitni odpovéd'.
Pfesn&ji, antigeny maji schopnost indukovat proliferaci a/nebo
produkci cytokin@ (t.j. interferonu-7 a/nebo interleukinu-12) v
T-butikdch, NK buiikdch, B-buiikdch a/nebo makrofagach odvozenych od
jedinct imunnich va&i M. tuberculosis. Vyb&r typu bunék pro
hodnoceni imunitni odpové&di na antigen bude, samozfejm&, zaviset
na poZadované odpov&di. Nap¥iklad, produkce interleukinu-12 je
nejlépe hodnocena za pouZiti p¥ipravkd obsahujicich B-burky
a/nebo makrofagy. Jedinec imunni va&i M. tuberculosis je takovy
jedinec, ktery je povaZovén za resistentniho na tuberkulosu diky
tomu, ¥e md G¢innou odpové&d T-bunék na M. tuberculosis (t.j. je v
podstaté& bez priznakl onemocnéni). Takovi jedinci mohou byt
identifikovéani na z&kladé silné pozitivniho (t.j. indurace o
pram&ru v&t3im neZ 10 mm) intradermdlniho koZniho testu v
odpové&di na tuberkulosni proteiny (PPD) a podle absence
jakychkoliv znamek nebo p¥iznakd tuberkulosy. T-buiiky, NK buiky,
B-buiiky a makrofdgy mohou byt ziskdny od jedinci imunnich vi&i M.
tuberculosis za pouZiti metod dobfe zndmych v oboru. Napfiklad,

mi¥e byt pouZita p¥iprava PBMC (t.j. mononukledrnich bunék
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periferni krve) bez daldi separace jednotlivych sloZek. PBMC
mohou byt pf¥ipraveny, napfiklad, za pouziti densitni centrifugace
v Ficoll™ (Winthrop Laboratories, NY). T-builky pouZité v testech
zde popsanych mohou byt také prediStény primo z PBMC.
Alternativn&, mohou byt pouZity obohacené linie bunék reaktivnich
s mykobakteridlnimi proteiny, nebo klony T-bunék reaktivni s
jednotlivymi mykobakteridlnimi proteiny. Takové klony T bunék
mohou byt ziskdny, nap¥iklad, kultivaci PBMC od jedince imunniho
vu¢i M. tuberculosis s mykobakteridlnimi proteiny po dobu 2-4
tydnli. Tento postup umoZni expansi pouze T.bunék specifickych pro
mykobakteridlni proteiny, za vzniku linie sloZené pouze z
takovych bunék. Tyto builky mohou byt potom klonovany a testovany
s jednotlivymi proteiny, za pouZiti metod odbornikim znamych, pro
presnéjsi definici individudlni specificity T-bunék. Obecné,
antigeny, které jsou pozitivni v testech na proliferaci a/nebo
produkci cytokind (t.j. produkci interferonu-7 a/nebo
interleukinu-12) provedenych za pouZiti T-bunék, NK-bunék,
B-bunék a/nebo makrofagl ziskanych od jedince imunniho va&i M.
tuberculosis jsou povaZovany za imunogenni. Takové testy mohou
byt provedeny, naptiklad, za pouZiti representativnich postupu
popsanych ddle. Imunogenni ¢asti takovych antigenti mohou byt
identifikovany za pouziti stejnych testl a mohou byt presentovany
spolu s polypeptidy podle predkléddaného vynélezu.

Schopnost polypeptidu (napfiklad imunogenniho antigenu, nebo
jeho ¢asti nebo varianty) indukovat proliferaci bunék je
hodnocena kontaktovadnim bunék (napf¥iklad T-buné&k a/nebo NK-bunék)
s polypeptidem a mé¥enim proliferace bunék. Obecné&, mnoZstvi
polypeptidu, které je dostatecné pro hodnoceni asi 10° bunék, je
v rozmezi od 10 ng/ml do asi 100 pg/ml a vyhodné je 10 ug/ml.
Inkubace polypeptidu s burikami je typicky provedena p¥i 37 °C po



dobu Sesti dnl. Po inkubaci s polypeptidem jsou builky testovany

na proliferaéni odpovéd, kterda miZe byt hodnocena za pouziti
metod dobfe v oboru znamych, jako je expozice bunék pulsu
radioaktivné znaceného thymidinu a méfeni inkorporace znaceného
thymidinu do bun&fné DNA. Obecné&, polypeptid, ktery zpusobi
alesponl trojnadsobné zvySeni proliferace proti zdkladni hodnoté
(t.j. proliferace pozorované pro buiiky kultivované bez
polypeptidu) je povaZovan za schopny vyvolani proliferace.

Schopnost polypeptidu stimulovat produkci interferonu-7 a/nebo
interleukinu-12 miZe byt hodnocena kontaktovanim bunék s
polypeptidem a mé¥enim hladiny interferonu-7 nebo interleukinu-12
produkovaného builkami. Obecné, mnoZstvi polypeptidu, které je
dostatelné pro hodnoceni asi 10° bunék, je v rozmezi od 10 ng/ml
do asi 100 pug/ml a vyhodné je 10 ug/ml. Polypeptid miZe, ale
nemusi, byt imobilizovan na pevném nosic¢i, jako jsou kordlky nebo
biodegradovatelné mikrosféry, naptriklad jak jsou popsédny v US
patentech &. 4897268 a 5075109. Inkubace polypeptidu je typicky
provedena p¥i 37 °C po dobu Sesti dnd. Po inkubaci s polypeptidem
jsou bullky testovany na produkci interferonu-7 a/nebo
interleukinu-12 (nebo jedné nebo vice jeho podjednotek), coZ miZe
byt provedeno za pouZiti metod dobfe v oboru znadmych, jako je
enzymoveé vazany imunosorbentni test (ELISA) nebo, v pfipadé P70
podjednotky IL-12, biotest, nap¥iklad mé¥ici proliferaci T-bunék.
Obecné, polypeptid, ktery zplsobi produkci alespoili 50 pg
interferonu-7 na ml supernatantu kultury (obsahujici 10*-10°
bunék na ml) je povazovan za schopny stimulace produkce
interferonu-7. Polypeptid, ktery stimuluje produkci alespoii 10
pg/ml P70 podjednotky IL-12 a/nebo alespoii 100 pg/ml P40
podjednotky IL-12, na 10° makrofdagu nebo B-bun&k (nebo na 3 x 10°
PBMC) je povaZovan za schopny stimulace produkce IL-12.



Obecné&, imunogenni antigeny jsou takové antigeny, které

stimuluji proliferaci a/nebo produkci cytokind (t.j.
interferonu-7 a/nebo interleukinu-12) v T-buiikdch, NK-burikach,
B-burikdch a/nebo makrofagdch ziskanych od alesponl 25% jedincl
imunnich va¢i M. tuberculosis. Mezi témito imunogennimi antigeny
mohou byt odliSeny polypeptidy majici vyhodnéj&i terapeutické
vlastnosti na zédkladé rozsahu odpovédi ve vyge uvedenych testech
a na zadkladé procenta jedincl, u kterych je odpovéd pozorovana.
Kromé toho, antigeny, které maji nejvyhodné&jsi terapeutické
vlastnosti, nebudou stimulovat proliferaci a/nebo produkci
cytokind in vitro u buné&k ziskanych od vice neZ 25% jedinct,
ktefi nejsou imunni va&éi M. tuberculosis, coZ eliminuje odpovédi,
které nejsou specifické diky buiikdch reaktivnim vac&i M.
tuberculosis. Ty antigeny, které indukuji odpovéd ve vysokém
procentu T-bunék, NK-bunék, B-bunék a/nebo makrofdglt od jedinci
imunnich va¢i M. tuberculosis (s nizkou odpovédi u pF¥ipravkl
bunék od jinych jedincl) maji nejvyhodnéjsi terapeutické

vlastnosti.

Antigeny s nejvyhodnéjs$imi terapeutickymi vlastnostmi mohou
byt také identifikovany na zdkladé jejich schopnosti zmiriovat
zavaznost infekce M. tuberculosis u pokusnych zvi¥at, pokud jsou
podany jako vakcina. Vhodné pripravky pro vakcinaci pro pouZiti u
pokusnych zvi¥at jsou podrobné& popsany ddle. U&innost miZe byt
urCena na zadklad€ schopnosti antigenu zplsobit alespori 50%
redukci poltu bakterii a/nebo alesporl 40% sniZeni mortality po
pokusné infekci. Vhodnd pokusnéd zvifata zahrnuji my3i, mordata a

primaty.

Antigeny majici nejvyhodné&js$i terapeutické vlastnosti mochou
byt obecné identifikovény na z&kladé& schopnosti vyvolat odpov&d v
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intradermdlnim testu provedeném u jedince s aktivni tuberkulosou,
ale nikoliv v testu provedeném na jedinci, ktery neni infikovéan
M. tuberculosis. Obecn& mohou byt koZni testy provedeny zplUsobem
popsanym ddle, kdy za pozitivni odpovéd je povaZovéna alesporn 5

mm indurace.

Imunogenni &asti antigend podle predkladaného vyndlezu mohou
byt pripraveny a identifikovény za pouZiti dobfe znamych technik,
jako jsou techniky shrnuté v Paul, Fundamental Immunology,
3.vydéani, Raven Press, 1993, str. 243 - 247, a v odkazech tam
citovanych. Takové techniky zahrnuji vySet¥ovani polypeptidovych
Casti p¥irozeného antigenu na jejich imunogenni vlsatnosti.
Representativni testy proliferace a produkce cytokint mohou byt
pouzity v té&chto vySetfovanich. Imunogenni ¢ast polypeptidu je
¢ast, kterd v takovych representativnich testech vyvoléava
imunologickou odpovéd (napf¥iklad proliferaci, produkci
interferonu-7 a/nebo interleukinu-12), kterd je vyznamné podobna
odpovédi, kterd je vyvoléana kompletnim antigenem. Jinymi slovy,
imunogenni ¢ast antigenu miZe vyvolévat alesporl 20%, a lépe 100%,
proliferaci indukovanou kompletnim antigenem v testu proliferace
zde popsaném. Imunogenni Cast antigenu miZe také, nebo
alternativné, vyvolavat alespon 20%, a lépe 100%, produkce
interferonu-7 a/nebo interleukinu-12 indukovanou kompletnim
antigenem v testu proliferace zde popsaném.

Casti a jiné varianty antigend M. tuberculosis mohou byt
generovany prostf¥ednictvim syntesy nebo rekombinantnimi
prosttedky. Syntetické polypeptidy majici méné neZz p¥ibliZné& 100
aminokyselin, a obylejné méné neZ 50 aminokyselin, mohou byt
generovany za pouziti technik v oboru dobfe znamych. Nap¥iklad,
takové polypeptidy mohou byt syntetizovany za pouZiti jakékoliv z



komerdn& dostupnych technik syntesy na pevné fazi, jako je
Merrifieldova metoda syntesy na pevné fézi, ve které jsou
aminokyseliny sekven&n& p¥iddvany k rostoucimu aminokyselinovému
Yet&zci (viz Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 85: 2149 - 2146,
1963) . Vybaveni pro automatizovanou syntesu polypeptidd je
komer&n& dostupné od dodavateld, jako napriklad od Applied
Biosystems, Inc., Foster City, CA, a miZe byt pouzito podle
navodu vyrobce. Varianty p¥irozeného antigenu mohou byt obecné
p¥ipraveny za pouZiti standartnich technik mutagenese, jako je
oligonukleotidy ¥izend mistné specifickd mutagenese. Sekce DNA
sekvence mohou byt také odstranény za pouziti standartnich
technik pro p¥ipravu zkrdcenych polypeptidl.

Rekombinantni polypeptidy obsahujici &&asti a/mebo varianty
p¥irozeného antigenu mohou byt snadno pfipraveny z DNA sekvence
kodujici polypeptid za pouZiti mnoha technik dobfe v oboru
znamych. Nap¥iklad, supernatant z vhodnych systémi
vektor/hostitel, které secernuji rekombinantni protein do
kultivadniho media, miZe byt nejprve koncentrovédn za pouZiti
komer&né dostupného filtru. Po koncentraci miZe byt koncentrat
aplikovan na vhodnou matrici pro pfe&isténi jako je afinitni
matrice nebo iontovad vym&nnd pryskyfice. Nakonec, pro dal$i
predist&ni rekombinantniho proteinu miZe byt pouzit jeden nebo

vice krokl HPLC s reversni fazi.

Jakykoliv z mnoha expresnich vektorl zndmych v oboru miZe byt
pouZit pro expresi rekombinantich polypeptidi podle p¥edkladaného
vyndlezu. Exprese miZe byt provedena v jakékoliv vhodné
hostitelské buiice, kterd byla transformovana nebo transfektovana
expresnim vektorem obsahujicim DNA molekulu, kterd koduje
rekombinantni polypeptid. Vhodné hostitelské buiiky zahrnuji



prokaryoty, kvasinky a vyS$Si eukaryotické builkky. Vyhodné& jsou

jako hostitelské buriky pouZity E. coli, kvasinky nebo savéi
buné&éné linie jako je COS nebo CHO. DNA sekvence exprivovand
timto zplsobem miZe kodovat prirozen& se vyskytujici antigeny,
¢asti prirozen& se vyskytujicich antigend nebo jejich jiné
varianty.

Obecn&, bez ohledu na zplisob pfipravy, jsou polypeptidy podle
pfedklddaného vyndlezu p¥ipraveny ve vyznamné& pfediit&né formd.
Vyhodn& jsou polypeptidy alespoil 80% &istoty, lépe alespoii 90%
Cistoty a nejlépe alespoil 99% &istoty. V jistych vyhodnych
provedenich, podrobnéji popsanych ddle, jsou vyznamnd pFedifté&né
polypeptidy inkorporovany do farmaceutickych p¥ipravkd nebo
vakcin pro pouZiti v jedné nebo vice zplisobech podle
predkladaného vynédlezu.

V ur¢itych specifickych provedenich popisuje vyndlez
polypeptidy obsahujici alespoil imunogenni ¢&st solubilniho
antigenu M. tuberculosis, ktery md ndsledujici N-koncové
sekvence, nebo jeho varianty, které se 1i8i pouze konzervativni
substituci a/nebo modifikaci:

(a) Asp-Pro-Val-Asp-Ala-Val-Ile-Asn-Thr-Thr-Cys-Asn-Tyr-Gly- |
Gln-Val-Val-Ala-Ala-Leu; (SEQ ID No. 120)

(b)  Ala-Val-Glu-Ser-Gly-Met-Leu-Ala-Leu-Gly-Thr-Pro-Ala-Pro-
Ser; (SEQ ID No. 121)

(c) Ala-Ala-Met-Lys-Pro-Arg-Thr-Gly-Asp-Gly-Pro-Leu-Glu-Ala-
Ala-Lys-Glu-Gly-Arg; (SEQ ID No. 122)

(d)  Tyr-Tyr-Trp-Cys-Pro-Gly-Gln-Pro-Phe-Asp-Pro-Ala-Trp-Gly-
Pro; (SEQ ID No. 123)



(e) Asp-lle-Gly-Ser-Glu-Ser-Thr-Glu-Asp-Gln-Gln-Xaza-Ala-Val;
(SEQ ID No. 124)

® Ala-Glu-Glu-Ser-Ile-Ser-Thr-Xaa-Glu-Xaa-Ile-Val-Pro; (SEQ ID
No. 125)

(g)  Asp-Pro-Glu-Pro-Ala-Pro-Pro-Val-Pro-Thr-Ala-Ala-Ala-Ser-
Pro-Pro-Ser; (SEQ ID No. 126)

(h)  Ala-Pro-Lys-Thr-Tyr-Xaa-Glu-Glu-Leu-Lys-Gly-Thr-Asp-Thr-
Gly; (SEQ ID No. 127)

(1) Asp-Pro-Ala-Ser-Ala-Pro-Asp-Val-Pro-Thr-Ala-Ala-Gin-Leu-
Thr-Ser-Leu-Leu-Asn-Ser-Leu-Ala-Asp-Pro-Asn-Val-Ser-Phe-
Ala-Asn; (SEQ ID No. 128)

§) Xaa-Asp-Ser-Glu-Lys-Ser-Ala-Thr-Ile-Lys-Val-Thr-Asp-Ala-
Ser; (SEQ ID No. 134)

(k)  Ala-Gly-Asp-Thr-Xaa-Ile-Tyr-lle-Val-Gly-Asn-Leu-Thr-Ala-
Asp; (SEQ ID No. 135) or

6y Ala-Pro-Glu-Ser-Gly-Ala-Gly-Leu-Gly-Gly-Thr-Val-Gln-Ala-
Gly; (SEQ ID No. 136)

kde Xaa miZe byt jakdkoliv aminokyselina, vyhodn& cysteinovy
zbytek. DNA sekvence kodujici antigen identifikovany jako (g),
vy8e, je uvedena v SEQ ID NO: 52 a polypeptid kodovany SEQ ID NO:
52 je uveden v SEQ ID NO: 53. DNA sekvence kodujici antigen
oznacfeny (a) je uvedena v SEQ ID NO: 101; jeji odvozena
aminokyselinovd sekvence je uvedena v SEQ ID NO: 103. DNA
sekvence odpovidajici antigenu (d), vy8e, je uvedena v SEQ ID NO:
24 a DNA sekvence odpovidajici antigenu (c¢) je uvedena v SEQ ID
NO: 25 a DNA sekvence odpovidajici antigenu (i) je uvedena v SEQ
ID NO: 99; jeji odvozend aminokyselinové sekvence je uvedena v
SEQ ID NO: 100.



V dal8im specifickém provedeni popisuje vyndlez polypeptidy

obsahujici alespoil imunogenni &ist antigenu M. tuberculosis,
ktery md ndsledujici N-koncové sekvence, nebo jeho varianty,

které se 1i%i pouze konzervativni substituci a/nebo modifikaci:

(m) Xaa-Tyr-Ile-AIa-Tyr-Xaa-Thr-'Ihr-Ala-GIy-IIe—Val-Pro-Gly-Lys-
lle-Asn-Val-His-Leu-Val; (SEQ ID No 137) or

(n) Asp—Pro-Pro~Asp-Pro-His-GIn—Xaa—Asp-Met-ﬂu—Lys-Gly-Tyr-
Tyr-Pro-Gly-Gly-Arg-Arg-Xaa-Phe; (SEQ ID No. 129)

kde Xaa miZe byt jakdkoliv aminokyselina, vyhodn& cysteinovy
zbytek.

V jingch specifickych provedenich popisuje vynédlez polypeptidy
obsahujici alesponi jednu imunogenni &&st solubilniho antigenu M.
tuberculosis (nebo variantu takového antigenu), kter&d obsahuje
jednu nebo vice aminokyselinovych sekvenci kodovanych (a) DNA
sekvencemi SEQ ID NO: 1, 2, 4-10, 13, 25 a 52; (b) sekvencemi
komplementdrnimi k takovym DNA sekvencim, nebo (c) DNA sekvencemi
vyznamné& homolognimi k sekvencim v (a) a (b).

V jesté jinych specifickych provedenich popisuje vynélez
polypeptidy obsahujici alespoil jednu imunogenni &&st antigenu M.
tuberculosis (nebo variantu takového antigenu), ktery nemusi byt
solubilni, kterd obsahuje jednu nebo vice aminokyselinovych
sekvenci kodovanych (a) DNA sekvencemi SEQ ID NO: 26 a 51; (b)
sekvencemi komplementdrnimi k takovym DNA sekvencim, nebo (c) DNA
sekvencemi vyznamné& homolognimi k sekvencim v (a) a (b).

Ve specifickych provedenich uvedenych vySe zahrnuje antigen M.




tuberculosis varianty, které jsou kodovany DNA sekvencemi, které

jsou vyznamné homologni k jedné nebo vice DNA sekvencemi zde
uvedenymi. "Vyznamnd homologie", jak je zde pouZito, oznafuje DNA
sekvence, které jsou schopné hybridizace za podminek st¥edni
p¥isnosti. Vhodné podminky stfedni pf¥isnosti zahrnuji predpromyti
v roztoku 5xSSC, 0,5% SDS, 1,0 mM EDTA (pH 8,0); hybridizaci pfi
50 °C - 65 °C, 5X SSC, pres noc, nebo, v ptripadé mezidruhové
homologie p¥i 45 °C, 0,5X SSC; potom dvakrdt promyti p¥i 65 °C po
dobu 20 minut kaZdym z 2X, 0,5X a 0,2X SSC obsahujicim 0,1% SDS).
Takové hybridizujici sekvence spadaji také do rozsahu
p¥edkladaného vynédlezu, stejné jako nukleotidové sekvence, které
vzhledem k degeneraci genetického kodu, koduji imunogenni
polypeptid, ktery je kodovan hybridizujici DNA sekvenci.

V souvisejicim aspektu poskytuje p¥edkléddany vynédlez fasni
proteiny obsahujici prvni a druhy polypeptid podle p¥edklédaného
vyndlezu, nebo, alternativné, polypeptid podle p¥edkladaného
vyndlezu a znamy antigen M. tuberculosis, jako je 38 kDa antigen
popsany vySe nebo ESAT-6 (SEQ ID NO: 103 a SEQ ID NO: 104), spolu
s variantami takovych fGsnich proteinG. Fisni proteiny podle
predkladaného vyndlezu mohou obsahovat spojovaci peptid mezi
prvnim a druhym polypeptidem.

DNA sekvence kodujici fisni protein podle ptedklédaného
vynalezu je konstruovana za pouziti znamych rekombinantnich DNA
technik pro sefazeni separdtnich DNA sekvenci kodujicich prvni a
druhy polypeptid do vhodného expresniho vektoru. 3' konec DNA
sekvence kodujici prvni polypeptid je ligovéan, s nebo bez
sekvence spojovaciho peptidu, na 5' konec DNA sekvence kodujici
druhy polypeptid, takZe &Cteci ramelky sekvenci jsou ve féazi
umozriujici translaci mRNA dvou DNA sekvenci do fasniho proteinu,




ktery si uchovava biologickou aktivitu jak prvniho, tak druhého

polypeptidu.

Peptidova spojovaci sekvence miZe byt pouZita pro separaci
prvniho a druhého polypeptidu dostatelnou vzddlenosti pro to, aby
bylo zajisténo pro kazdy polypeptid sprévné sloZeni jeho
sekunddrni a tercidrni struktury. Takovd peptidova spojovaci
sekvence je vloZena do flsniho proteinu za pouZiti technik v
oboru dobfe zndmych. Vhodné peptidové spojovaci sekvence mohou
byt vybrany na z&kladé€ ndsledujicich faktorud: (1) jejich
schopnosti p¥ijimat flexibilni roztaZenou konformaci; (2) jejich
neschopnosti pfijimat sekundarni strukturu, kterd by mohla
interagovat s funkénimi epitopy na prvnim nebo na druhém
polypeptidu; a (3) chybé&ni hydrofobnich nebo nabitych zbytkd,
které by mohly interagovat s funk&nimi epitopy polypeptidi.
Vyhodné peptidové spojovaci sekvence obsahuji Gly, Asn, a Ser
zbytky. Jiné pribuzné neutrdlni aminokyseliny, jako je Thr a Ala,
mohou byt také pouZity ve spojovaci sekvenci. Aminokyselinové
sekvence, které mohou byt vyhodné& pouZity jako spojovaci
sekvence, zahrnuji ty, které jsou popsdny v Marata et al., Gene
40: 39 - 46, 1985; Murphy et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:
8258 - 8262, 1986; US patent &. 4935233 a US patent &. 4751180.
Spojovcaci sekvence miZe mit délku od 1 do 20 aminokyselin.
Peptidové sekvence nejsou nutné, pokud prvni a druhé polypeptidy
maji neesencidlni N-koncové aminokyselinové regiony, které mohou
byt pouzity pro separaci funk&nich domén a zabrin&ni sterické
interference.

Ligované DNA sekvence jsou operativn& navdzané na vhodné
transkripéni a transladni regulaéni regulaéni elementy. Reguladni

elementy odpovidajici za expresi DNA jsou umist&ny pouze na 5'



konci DNA sekvence kodujici prvni polypeptid. Podobné&, stop

kodony nutné pro ukondeni translace a transkrip&éni terminadni
signdly jsou umistény pouze na 3' konci DNA sekvence kodujici
druhy polypeptid.

V jiném aspektu poskytuje predklddany vyndlez zplsob pro
pouZiti jednoho nebo vice z vySe uvedenych polypeptidl nebo
fasnich proteinli (nebo DNA molekul kodujicich takové polypeptidy)
pro indukci protektivni imunity proti tuberkulose u pacienta. Jak
je zde pouZito, "pacient" oznaluje jakékoliv teplokrevného
ZivoCicha, vyhodn& &lové&ka. Pacient mi¥e byt postiZen
onemocnénim, nebo miZe byt bez detekovatelného onemocnéni a/nebo
infekce. Jinymi slovy, protektivni imunita miZe byt indukovéna
pro prevenci nebo pro 1léc¢bu tuberkulosy.

V tomto aspektu je polypeptid, fisni protein nebo molekula DNA
obyCejné pfitomna ve farmaceutickém p¥ipravku a/nebo vakcind.
Farmaceutické pripravky mohou obsahovat jeden nebo vice
polypeptidl, z nichZ ka?dy miZe obsahovat jednu nebo vice z vySe
uvedenych sekvenci (nebo jejich variant) a fyziologicky
pfijatelny nosi¢. Vakciny mohou obsahovat jeden nebo vice z vyde
uvedenych polypeptidl a nespecificky zesilovad imunitni odpové&di,
jako je adjuvans nebo liposom (do kterého je polypeptid
inkorporovén) . Takové farmaceutické p¥ipravky a vakciny mohou
také obsahovat dal$i antigeny M. tuberculosis, bud v kombinovaném
polypeptidu nebo v jiném separdtnim polypeptidu.

Alternativné miZe vakcina obsahovat DNA kodujici jeden nebo
vice pblypeptidﬁ popsanych vy8e, jako jsou polypeptidy generované
in situ. V takovych vakcindch miZe byt DNA p¥itomna v jakémkoliv
z mnoha systémd pro poddni v oboru zndmych, vEetn& expresnich



systémi nukleovych kyselin, bakteridlnich a virovych expresnich

systémi. Vhodné expresni systémy nukleovych kyselin obsahuji
nezbytné DNA sekvence pro expresi u pacienta (jako je vhodny
promotor a terminadni signdl). Bakteridlni systémy pro podani
obsahuji podani bakterie (jako je Bacillus Calmette-Guerrin),
kterd exprivuje imunogenni &ast polypeptidu na svém povrchu. Ve
vyhodném provedeni miZe byt DNA zavedena do organismu za pouZiti
virového expresniho systému (nap¥iklad viru vakcinie nebo pox
viru, retroviru nebo adenoviru), coZ mife obsahovat pouZiti
nepatogennich (defektnich), replikace-kompetentnich vira.
Techniky pro vloZeni DNA do takovych expresnich systémd jsou
odbornikim v oboru dobfe zndmé. DNA miZe také byt "naha", jak je
to popséno, napfiklad, v Ulmer et al., Science 259: 1745 - 1749,
1993 a Cohen, Science 259: 1691 - 1692, 1993. Vychyt&vani nahé
DNA miZe byt zvySeno potaZenim DNA na biodegradovatelné kordlky,
které jsou G&¢inné transportovany do bunék.

V souvisejicim aspektu miZe byt DNA vakcina jak je popséna
vySe poddna simulté&né& nebo sekvendné s polypeptidem podle
pfedkladaného vyndlezu a nebo zndmym antigenem M. tuberculosis,
jako je 38 kDa antigen popsany vySe. Naptiklad, pod&ni DNA
kodujici polypeptid podle p¥edklddaného vyndlezu, bud "nahé",
nebo v systému pro podédni popsaném vySe, miZe byt ndsledovano
podanim antigenu pro zvySeni protektivniho imunitniho G&inku

vakciny.

Zpusoby a frekvence podéni, stejn& jako davkovani, se bude
velmi 1iSit mezi jednotlivci a miZfe byt paralelni k v soudasné
dobé& pouZivané imunizaci za pouZiti BCG. Obecn&, farmaceutické
kompozice a vakciny mohou byt poddny injek&n& (naptiklad

intrakutédnné, intramuskuldrn&, intravenosn& nebo subkutanneé) ,



intranasalné (naptriklad aspiraci) nebo ordln&. 1 aZ 3 davky mohou

byt podédny v pribéhu 1 - 36 tydni. Vyhodné& jsou poddny 3 davky, v
intervalu 3 aZ 4 mésicl, a dosycovaci imunizace mohou byt potom
podavany periodicky. Alternativni protokoly mohou byt vhodné pro
jednotlivé pacienty. Vhodnou davkou je mnoZstvi DNA nebo
polypeptidu, které, pri podédni popsaném vyge, vyvold imunitni
odpovéd u imunizovaného pacienta, kterd je dostatednd pro ochranu
pacienta p¥ed infekci M. tuberculosis po dobu alespoii 1-2 let.
Obecné, mnoZstvi polypeptidu v divce (nebo produkované in situ
DNA) je v rozsahu od asi 1 pg do asi 100 mg na kg hostitele,
typicky od asi 10 pg do asi 1 mg, a vyhodn& od asi 100 pg do asi
1 pg. Vhodna velikost davky se bude velmi 1i8it podle velikosti
pacienta, ale typicky bude v rozmezi od asi 0,1 ml do asi 5 ml.

Alkoliv ve farmaceutickém p¥ipravku podle predkl&daného
vynélezu miZe byt pouZit jakykoliv vhodny nosi& v oboru znamy,
bude se typ nosife velmi 1iSit podle zpusobu poddni. Pro
parenterdlni podani, jako je subkutdnni injekce, bude nosié&
vyhodn& zahrnovat vodu, fyziologicky roztok, alkohol, tuk, vosk
nebo pufr. Pro ordlni podani miZe byt pouZit jakykoliv z vyse
uvedenych nosi¢l nebo pevny nosi€, jako je manitol, laktossa,
Skrob, steran hofelnaty, sacharin sodny, talek, celulosa,
gluoosa, sacharosa a uhli¢itan hofelnaty. Biodegradovatelné
mikrosféry (napf¥iklad galaktan kyseliny polymlé&né) mohou byt
také pouzity jako noside pro farmaceutické p¥ipravky podle
pfedklddaného vyndlezu. Vhodné biodegradovatelné mikrosféry jsou
popsany, napfiklad, v US patentech &. 4897268 a 5075109.

Ve vakcindch podle predkladaného vyndlezu miZe byt pro
nespecifické posileni imunitni odpov&di pouZito jakékoliv z mmoha
adjuvans. V&€tSina adjuvans obsahuje slouleniny navrZené pro




ochranu antigenu pfed rychlym katabolismem, jako je hydroxid

hlinity a minerdlni olej, a nespecifické stimuldtory imunitni
odpovédi, jako je lipid A, Bordetella pertussis nebo
Mycobacterium tuberculosis. Vhodnd adjuvans jsou komerdné&
dostupna jako, napfiklad, Freundovo nekompletni adjuvans a
Freundovo kompletni adjuvans (Difco laboratories) a Merck
Adjuvant 65 (Merck and Company, Inc., Rahway, NJ). Dal&i vhodna
adjuvans zahrnuji siran hlinitodraselny, biodegradovatelné
mikrosféry, monofosforyl lipid A a quil A.

V jiném aspektu vyndlez poskytuje metody pro pouZiti jednoho
nebo vice polypeptidld podle ptedklé&daného vyndlezu pro
diagnostiku tuberkulosy za pou%iti ko¥niho testu. Jak je zde
pouzito, "koZni test" je test provedeny pf¥imo na pacientovi, ve
kterém je m&Fena reakce odddleného typu precitliv&losti (DTH)
(jako je otok, z&ervendni nebo dermatitis) po intradermdlni
injekci jednoho nebo vice polypeptidi podle piedkladaného
vynélezu. Takovd injekce miZe byt provedena za pouziti
jakéhokoliv vhodného prost¥edku dostate&ného pro kontaktovani
pPolypeptidu nebo polypeptidl s butikami dermis pacienta, jako je
nap¥iklad tuberkulinovd injek&ni st¥ikadka nebo 1 ml injekéni
stfikalka. Vfhodné je reakce m&fena alespofl 48 hodin po injekci,
lépe 48 - 72 hodin.

DTH reakce je imunitni odpov&d zprostfedkovand butikami, ktera
je nejvE&tSi u pacientt, kte¥i byly d¥ive vystaveni testovanému
antigenu (t.j. imunogenni &&sti pouZitého polypeptidu, nebo jeho
varianty). Odpovéd miZe byt m&¥ena vizudln&, za pouziti pravitka.
Obecné&, odpovéd vét3i neZ 0,5 cm v prum&ru, lépe vétSi neZ 1,0 cm
v prum@ru, je pozitivni odpov&d, ukazujici na tuberkulosni
infekci, kterid se miZe nebo nemusi projevovat jako aktivni
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onemocnéni.

Polypeptidy podle pfredklddaného vyndlezu jsou vyhodné
formulovany, pro pouziti v koZnim testu, jako farmaceutické
pfipravky obsahujici polypeptid a fyziologicky pf¥ijatelny nosié,
jak je popséno vySe. Takové ptipravky typicky obsahuji jeden nebo
vice z vySe uvedenych polypeptidld v mnoZstvi od asi 1 u do asi
100 ug, vyhodné od 10 ug do asi 50 ug v objemu 0,1 ml. V¥hodn& je
nosicem pouZitym v takovych farmaceutickych p¥ipravcich
fyziologicky roztok s vhodnymi konzervadnimi &inidly, jako je
fenol a/nebo Tween 80T,

Ve vyhodném provedeni je polypeptid pouZity v koZnim testu
dostatecné velikosti, aby zustdval v mist& injekce po dobu trvani
reakce. Obecn€, dostateény je polypeptid o délce alespon 9
aminokyselin. Polypeptid je také vyhodn& zpracovan makrofagy
bé&hem nékolika hodin po injekci pro presentaci T-bufikdm. Takové
polypeptidy mohou obsahovat opakujici se Gseky jedné nebo vice z
vySe uvedenych sekvenci a/nebo dal3i imunogenni nebo neimunogenni
sekvence.

Nasledujici p¥iklady jsou uvedeny pro ilustraci, nikoliv jako
omezeni predklddaného vynilezu.

Priklady provedeni vyndlezu

Pfiklad 1 - Pfelisténi a charakterizace polypeptidd z filtratu
kultury M. tuberculosis

Tento pfiklad ilustruje pfipravu solubilnich polypeptidd M.
tuberculosis z filtratu kultury. Pokud neni uvedeno jinak, jsou



v8echna procenta uvedena jako hmotnost na objem.

M. tuberculosis (bud’ H37Ra, ATCC &. 25177, nebo H37Rv, ATCC &.
25618) bylo kultivovdno ve sterilnim GAS mediu p¥i 37 °C po dobu
C¢trndcti dnd. Medium bylo potom vakuové& filtrovano (s ponechanim
objemu buné&k) pres 0.45 p filtr do sterilni 2,5 1 nadoby. Medium
bylo potom filtrovéno p¥es 0,2 p filtr do sterilni 4 1 nadoby a k
filtratu kultury byl p¥idan NaN_, v koncentraci 0,04%. Lahve byly
potom umist&ny v mistnosti s teplotou 4 °C.

Filtrat kultury byl koncentrovdn umist&nim filtratu do 12 1
reservoaru, ktery byl potom autoklavovdn a vloZenim filtratu
do Amicron michaci kyvety, kterd byla vyplachnuta ethanolem a
obsahovala 10000 kDa MWCO membrdnu. Tlak byl udrfovan na 60 psi
za pouziti plynného dusiku. Tento postup redukoval 12 1 objem na
pfibliZné& 50 ml.

Filtrat kultury byl dialyzovén do 0,1% hydrogenuhliéitanu
amonného za pouZiti 8000 kDa MWCO membrany z esteru celulosy, se
dvéma vyménami roztoku hydrogenuhliditanu amonného. Koncentrace
proteinu byla urcena komer&n& dostupnym BCA testem (Pierce,
Rocford, IL).

Dialyzovany filtrat kultury byl potom lyofilizovén a
polypeptidy byly resuspendovany v destilované vods. Polypeptidy
byly znovu dialyzovény proti 0,01 mM 1,3
bis(tris(hydroxymethyl)—methylamino)propanu, PH 7,5 (Bis-Tris
propanovy pufr), coZ bylo vychodiskem pro aniontovou vymé&nnou
chromatografii. Frakcionace byla provedena za pouZiti gelové
vyluCovaci chromatografie na POROS 146 II Q/M aniontové vym&nné
koloné 4,6 x 100 mm (Perseptive BioSystems, Framingham, MA)



uvedené do rovnovdhy v 0,01 mM Bis-Tris propanového pufru pH 7,5.

Polypeptidy byly eluovdny linedrnimi gradienty 0 - 0,5 M NaCl ve
vySe uvedeném pufrovacim systému. Eluent z kolony byl sledovéan

pri vlinové délce 220 nm.

Soubory polypeptidd eluujici z iontové‘v?ménné kolony byly
znovu dialyzovany proti destilované vodé a lyofilizovany.
Vyslednd materidl byl rozpudté&n v 0,1% kyseliné trifluoroctové
(TFA) pH 1,9 ve vodé a polypeptidy byly pfelistény na Delta-Pak
Cl8 koloné (Waters, Milford, MA) s velikosti pdérl 300 Angstromi,
velikosti &astic 5 mikrond (3,9 x 150 mm) . Polypeptidy byly
eluovany z kolony linedrnim gradientem 0-60% ¥ediciho pufru (0,
1% TFA v acetonitrilu). Rychlost pratoku byla 0,75 ml/minutu
a HPLC eluent byl sledovédn p¥i 214 nm. Frakce obsahujici eluované
polypeptidy byly odebrény pro maximalizaci Cistoty jednotlivych
vzorkld. Bylo zisk&no asi 200 pfeciSténych polypeptidl.

PfeCisté&né polypeptidy byly potom vyS8et¥ovany na schopnost
indukovat proliferaci T-bun&k v PBMC pfipravcich. PBMC od darcl s
pozitivnim PPD koZnim testem a ty T-butiky, které proliferovaly v
odpovédi na PPD a surové solubilni proteiny od MTB byly
kultivovany v mediu obsahujicim RPMI 1640 doplnéné 10% odebranym
lidskym sérem a 50 ug/ml gentamicinu. PrediSt&né polypeptidy
byly p¥idany ve dvojim provedeni v koncentracich 0,5 aZ 10 ug/ml.
Po Sesti dnech kultivace v 96-jamkovych plotnédch s plochym dnem v
objemu 200 pl, bylo 50 ul media odebrano z kasdé jamky pro ur&eni
hladin IFN-7, jak je popséano vySe. Plotny byly potom pulsovany 1
uCi/jamku tritiem znadeného thymidinu po dobu dalZich 18 hodin,
potom byly sklizeny a byly urdeno vychytdvani tritia za pouZiti
plynné scintilaéni kamery. Frakce, které zpisobovaly v obou
provedenich proliferaci trojnésobné& vy881i, neZ je pozorovéna u
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bunék kultivovanych pouze za pritomnosti media, byly povazZovany

za pozitivni.

IFN-7 byl mé¥en za pouZiti enzymov& vazaného imunosorbentniho
testu (ELISA). ELISA plotny byly potaZeny my$i monoklondlni
protilatkou namifenou proti lidskému IFN-7 (PharMingen, San
Diego, CA) v PBS po dobu 4 hodin p¥i pokojové teploté. Jamky byly
potom blokovany PBS obsahujicim 5% (hmotnost/objem) odtudn&né
suSené mléko po dobu 1 hodiny p¥i pokojové teploté. Plotny byly
potom Sestkrdt promyty v PBS/0,2/ Tween-20 a vzorky ¥ed&né 1:2 v
kultivaénim mediu na ELISA plotndch byly inkubovany p¥es noc pri
pokojové teploté&. Plotny byly znovu promyty a do ka¥dé jamky bylo
pridano polyklondlni krdli&i anti-lidsky IFN-7 sérum Fed&né
1:3000 v PBS/10% normdlni kozi sérum. Plotny byly potom
inkubovény po dobu 2 hodin p¥i pokojové teploté&, byly promyty a
byly p¥idany anti-krdlidi IgG s navdzanou kienovou peroxidasou
(Sigma Chemicals So., St. Louis, MO) v ¥ed&ni 1:2000 v PBS/5%
odtucnéné suSené mléko. Po dvou hodindch inkubace p¥i pokojové
teploté byly plotny promyty a byl p¥idan TMB substrat. Opticka
densita byla urcena pfi 450 nm za pouZiti 570 nm jako referenéni
vinové délky. Frakce, které m&ly v obou provedenich OD dvakrat
vySSi neZ je prim&rnd OD pro bufiky kultivované v mediu samotném,
plus 3 standartni odchylky, byly povaZovany za pozitivni.

Pro sekvencovani byly polypeptidy jednotlivé suSeny na
Biobrene™ (Perkin Elmer/Applied BioSystems Division, Foster
City, CA) oSetfenych filtrech ze skelnych vldken. Filtry s
polypeptidem byly vloZeny do Perkin Elmer/Applied BioSystems
Division Procise 492 proteinového sekvenitoru. Polypeptidy byly
sekvencovany z amino konce za pouZiti tradi&ni Edmanovi chemie.
Aminokyselinovd sekvence byla ur&ena pro kazdy polypeptid
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srovndnim reten&ni doby PTH aminokyselinového derivatu s vhodnymi

standardy PTH derivatu.

Za pouziti postupl popsanych vySe byly izolovény antigeny
majici ndsledujici N-koncové sekvence:

(@  Asp-Pro-Val-Asp-Ala-Val-lle-Asn-Thr-Thr-Xaa-Asn-Tyr-Gly-
Gln-Val-Val-Ala-Ala-Leu; (SEQ ID No. 54) "

(b) Ala-Val-Glu-Ser-Gly-Met-Leu-Ala-Leu-Gly-Thr-Pro-Ala-Pro- |
Ser; (SEQ ID No. 55)

(c) Ala-Ala-Met-Lys-Pro-Arg-Thr-Gly-Asp-Gly-Pro-Leu-Glu-Ala-
Ala-Lys-Glu-Gly-Arg; (SEQ ID No. 56)

(d)  Tyr-Tyr-Trp-Cys-Pro-Gly-Gln-Pro-Phe-Asp-Pro-Ala-Trp-Gly-

Pro; (SEQ ID No. 57)
(e) Asp-Ile-GIy-Ser—GIu-Ser-Thr-Glu~Asp-G1n-Gln-Xaa-Ala—Val;

(SEQ ID No. 58)

¢3) Ala-Glu-Glu-Ser-Ile-Ser-Thr-Xaa-Glu-Xaa-Ile-Val-Pro; (SEQ ID
No. 59)

(g) Asp—Pro—GIu—Pro-AIa—Pro-Pro-VaI-Pro-’Ihr-Alva-Ala-Ala-Ala-
Pro-Pro-Ala; (SEQ ID No. 60) and

(h) Ala—Pro—Lys-Thr—Tyr-Xaa-Glu—Glu-Leu-Lys-Gly—Thr—Asp—Thr-
Gly; (SEQID No. 61)

kde Xaa miZe byt jakdkoliv aminokyselina.

DalSi antigen byl ziskdn za pou¥iti kroku p¥edift&ni na
microbore HPCL navic k postupu popsanému vy8e. Konkrétn&, 20 ul
frakce obsahujici smé&s antigend z df¥ive popsaného kroku
chromatografického predit&ni bylo prediit&no na Aquapore C18
kolon& (Perkin Elmer/Applied Biosystems Division, Foster City,



CA) s pory velikosti 7 mikronl, kolonou velikosti 1 mm x 100 mm,

na Perkin Elmer/Applied Biosystems Division Model 172 HPLC.
Frakce byly eluovdny z kolony za poufiti linedrniho gradientu
1%/minutu acetonitrilu (obsahujiciho 0,05% TFA) ve vodé& (0,05%
TFA) rychlosti toku 80 pul/minutu. Eluent byl monitorovan p¥i 250
nm. Origindlni frakce byla separovéna do 4 hlavnich pika plus
dalSich menSich sloZek a byl ziskdn polypeptid, ktery mé&l
molekuovou hmotnost 12.054 kDa (podle hmotové spektrometrie) a
ktery mél ndsledujici N-koncovou sekvenci:

(1) Asp-Pro-Ala-Ser-Ala-Pro-Asp-Val-Pro-Thr-Ala-Ala-Gln-Gln-
Thr-Ser-Leu-Leu-Asn-Asn-L eu-Ala-Asp-Pro-Asp-Val-Ser-Phe-
Ala-Asp (SEQ ID No. 62).

Bylo prokazéno, Ze tento polypeptid indukuje proliferaci a
produkci IFN-7 v p¥ipravcich PBMC za pouZiti testl popsanych

P

vyse.

Dals$i solubilni antigeny byly izolovany z filtratu kultury M.
tuberculosis ndsledujicim zpUsobem. Filtrat kultury M.
tuberculosis byl p¥ipraven stejnym zpisobem jako vySe. Po dialyze
proti Bis-Tris propanovému pufru, pPfi pH 5,5, byla provedena
frakcionace za pouZiti aniontové vyménné chromatografie na Poros
QE koloné 4,6 x 100 mm (Perseptive Biosystems) uvedené do
rovnovdhy Bis-Tris propanovym pufrem pH 5,5. Polypeptidy byly
eluovdny linedrnim gradientem 0 - 1,5 M NaCl ve vySe uvedeném
pufrovacim systému p¥i pratoku 10 ml/minutu. Eluens kolony byl
monitorovan p#i vlnové délce 214 nm.

Frakce eluujici z iontové vym&nné kolony byly shromi¥dé&ny a
byly podrobeny chromatografii na reversni f&zi za pouZiti Poros



R2 kolony 4,6 x 100 mm (Perseptive Biosystems) . Polypeptidy byly
eluovany z kolony linedrnim gradientem od 0 - 100% acetonitrilu
(0,1% TFA) p¥i pritoku 5 ml/minutu. Eluens byl monitorovén p¥i
214 nm.

Frakce obsahujici eluované polypeptidy byly lyofilizovany a
resuspendovany v 80 ul vodného 0,1% TFA a dile byly podrobeny
chromatografii ne reversni fézi na Vydac C4 kolond& 4,6 x 150 mm
(Western Analytical, Temecula, CA) s linedrnim gradientem od
0 - 100% acetonitrilu (0,1% TFA) pfi pritoku 2 ml/minutu. Eluens
byl monitorovdn p¥i 214 nm.

Frakce s biologickou aktivitou byla separovéana do jednoho
hlavniho piku plus dal$ich menZich sloZek. Western blot tohoto
piku na PVDF membran& ukizal t¥i hlavni prouZky o molekulové
hmotnosti 14 kDa, 20 kDa a 26 kDa. U téchto polypeptidd byly
ur€eny nésledujici N-koncové sekvence, v pfislugném poradi:

G) Xaa-Asp-Ser-GIu-Lys-Ser-Ala—Th:—IIe-Lys-VaI-Thr—Asp-Ala—
Ser; (SEQ ID No. 134)

k) AIa-Gly-Asp-Thr-Xaa-IIe-Tyr-Ile~Val-Gly-Asn-Leu—Thr-AIa—
Asp; (SEQID No. 135) and

M Ala-Pro-Glu-Ser-Gly-AIa—GIy-Leu—Gly-Gly-Thr—VaI-GIn~A1a-
Gly; (SEQ ID No. 136),

kde Xaa miZe byt jakdkoliv aminokyselina.

Za pouZiti testl popsangch vy8e bylo prokédzdno, Ze tyto
polypeptidy indukuji proliferaci a produkci IFN-7 u PBMC. Obrazky
1A a 1B ukazuji vysledky takovych testl za pouZiti pripravkd PBMC
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od prvniho a druhého darce, v p¥islufném poradi.

DNA sekvence, které koduji antigeny ozna&ené jako (a), (c),
(d) a (g9), vy8e, byly ziskény vySetf¥enim genomové M. tuberculosis
knihovny za pouZiti *2P koncové& znadenych degenerovanych
oligonukleotidd odpovidajicich N-koncové sekvenci a obsahujici M.
tuberculosis chybné kodony. VySet¥feni provedené za pou¥iti sondy
odpovidajici antigenu (a), vySe, identifikovalo klon majici
sekvence uvedenou v SEQ ID NO: 101. Polypeptid kodovany SEQ ID
NO: 101 je uveden v SEQ ID NO: 102. VyZet¥eni provedené za
pouziti sondy odpovidajici antigenu (g), vySe, identifikovalo
klon majici sekvence uvedenou v SEQ ID NO: 52. Polypeptid
kodovany SEQ ID NO: 52 je uveden v SEQ ID NO: 53. VySet¥eni
provedené za pouZiti sondy odpovidajici antigenu (d), vyse,
identifikovalo klon majici sekvence uvedenou v SEQ ID NO: 24
a vySetf¥eni provedené za pouZiti sondy odpovidajici antigenu (c),
vySe, identifikovalo klon majici sekvence uvedenou v SEQ ID NO:
25.

Vy8e uvedené aminokyselinové sekvence byly srovnédvény se
znamymi aminokyselinovymi sekvencemi v genové bance za pouZiti
DNA STAR systému. Prozkoumdvdna database obsahovala okolo 173000
proteini a byla kombinovadna se Swiss, PIR databasemi spolu s
translatovanymi proteinovymi sekvencemi (Verse 87). Nebyly
detekovany Zadné signifikantni homologie s aminokyselinovymi
sekvencemi pro antigeny (a) - (h) a (1).

Bylo zjisténo, Ze aminokyselinova sekvence pro antigen (i) je
homologni se sekvenci z M. leprae. Kompletni sekvence M. leprae
byla amplifikovdna z genomové DNA za pouziti sekvence ziskané z
GENBANK. Tato sekvence byla potom pouZita pro vySetfovani M.



tuberculosis knihovny popsané ddle v p¥ikladu 2 a byla ziskana

kompletni kopie homologu M. tuberculosis (SEQ ID NO: 99).

Bylo zjiSténo, Ze aminokyselinovd sekvence pro antigen (j) je
homologni k zndmému proteinu M. tuberculosis translatovanému z
DNA sekvence. Podle v&domosti vyndlezct nebylo doposud popséano,
Ze by tento protein m&l stimuladni aktivitu pro T-bumnky. Bylo
zjisté&no, Ze aminokyselinové sekvence (k) je p¥ibuznid sekvenci z
M. leprae.

V¥sledky pro representativni antigeny uvedené vySe v testech
proliferace a IFN-7 produkce provedenych za pouZiti t¥i PPD

pozitivnich dédrct jsou uvedeny v tabulce 1:

Tabulka 1 - Vysledky testu proliferace PBMC a produkce IFN-7

Sekvence Proliferace IFN-T7
(a) + -
(c) +++ +++
(d) ++ ++
(g) +++ +++
(h) +++ +4++

V tabulce 1 byla odpov&d, kterd dédvala stimula&ni index (SI)
mezi 2 a 4 (vzhledem k buiikam kultivovanym pouze v mediu)
poditdna jako +, SI 4 - 8 nebo 2 - 4 v koncentraci 1 ug nebo
mensSi byla po&itdna jako ++ a ST vySS8i neZ 8 byla pod&iténa jako
+++. Antigen sekvence (c) m&l vysoky SI (+++) pro jednoho darce a

nizsi SI (++ a +) pro dalZi dva darce v proliferadnim i IFN-7



testu. Tyto vysledky ukazuji, Ze tyto antigeny jsou schopné

indukce proliferace a/nebo produkce IFN-7.

Priklad 2 - PouZiti séra od pacienta pro izolaci antigeni M.

tuberculosis

Tento priklad popisuje izolaci antigenti z lyz&ta M.
tuberculosis za pomoci vySet¥ovani sérem od jedinct infikovanych
M. tuberculosis.

VysuSené M. tuberculosis H37Ra (Difco Laboratories) bylo
pfidano k 2% roztoku NP40 a t¥ikrat byla provedena st¥idavé
homogenizace a sonikace. Vznikld suspenze byla centrifugovdna pii
13000 rpm v mikrocentrifugovych tubdch a supernatant byl
protladen pfes 0,2 mikronovy st¥ikalkovy filtr. Filtrat byl
navazan na Macro Prep DEAE koralky (BioRad, Hercules, CA).
Koralky byly dikladn& promyty 20 mM Tris PH 7,5 a navazané
proteiny byly eluovdny 1 M NaCl. 1 M NaCl eluit byl dialyzovéan
pfes noc proti 10 mM Tris, pH 7,5. Dialyzovany roztok byl oSet¥en
DNAsou a RNAsou pf¥i koncentraci 0,05 mg/ml po dobu 30 minut p¥i
pokojové teplot& a potom @-D-manosidasou, 0,5 U/mg pf¥i pH 4,5 po
dobu 3 - 4 hodin p¥i pokojové teplot&. Po navratu k PH 7,5 byl
materidl frakcionovadn pomoci FPLC na Bio Scale Q-20 kolon&
(BioRad) . Frakce byly kombinovény do 9 souborl, byly
koncentrovany na Centriprep 10 (Amicon, Beverley, MA)

a byly vySetfovdny ve Western blotu na svou serologickou aktivitu
za pouziti séra od pacientu infikovanych M. tuberculosis, které
nebylo imunoreaktivni s jingmi antigeny podle ptredkladaného
vynélezu.

Nejvice reaktivni frakce byla potom podrobena SDS-PAGE a byla



pfenesena do PVDF. Byl vy¥iznut prouZek o p¥ibli%¥né& 85 kDa za

zisku sekvence:

(m) Xaa-Tyr-IIe-Ala—Tyr-Xaa-Thr-Thr~AIa—GIy-IIe-Val-Pro-Gly-Lvs-
Ile-Asn-Val-His-Leu-Val: (SEQ ID No. 137),

kde Xaa miZe byt jakdkoliv aminokyselina.

Srovnani této sekvence se sekvencemi v genové bance jak bylo
popséno vySe neukdzalo Z&dnou signifikantni homologii se znamymi
sekvencemi .

Pfiklad 3 - P¥iprava DNA sekvenci kodujicich antigeny M.
tuberculosis

Tento pfiklad popisuje pfipravu DNA sekvenci kodujicich
antigeny M. tuberculosis za pomoci vySet¥ovdni M. tuberculosis
expresni knihovny sérem od pacientld infikovanych M. tuberculosis,
nebo anti-séra proti solubilnim antigenim M. tuberculosis.

A. Priprava solubilnich antigeni M. tuberculosis za pouziti
krédlid¢iho antiséra

Genomova DNA byla izolovdna z M. tuberculosis kmene H37Ra. DNA
byla ndhodné rozst¥ifena a byla pouZita pro konstrukci expresni
knihovny za pouZiti Lambda ZAP expresniho systému (Stratagene, La
Jolla, CA). Bylo generovano krali&i antisérum proti sekre&nim
proteinim M. tuberculosis kment H37Ra, H37Rv a Erdman imunizaci
kralikt koncentrovanym Supernatantem kultur M. tuberculosis.
Pfesn&ji, kralici byli nejprve imunizovéani podko¥né& 200 “g
proteinového antigenu v celkovém objemu 2 ml obsahujicim 10 Ug



muramyl dipeptidu (Calbiochem, La Jolla, CA) a 1 ml nekompletniho

Freundova adjuvans. O &ty¥i tydny pozd&ji byla kralikdm podéna
dosycovaci davka 100 ug antigenu v nekompletnim Freundové
adjuvans. Nakonec byli krdlici imunizovdni subkutdnn& 50 ug
proteinového antigenu. Anti-sérum bylo poufito pro vySet¥ovani
expresni knihovny, jak je to popsédno v Sambrook et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratories,
Cold Sprin Harbor, NY, 1989. Bakteriofdgové plaky exprivujici
imunoreaktivni antigen byly preliSt&ny. Byly ziskédny fagemidy z
plakd a byla odvozena nukleotidovd sekvence klont M.
tuberculosis.

Bylo pfeCifté&€no 32 klond. Z t&chto 25 ptredstavovalo sekvence,
které nebyly d¥ive identifikovédny u lidského M. tuberculosis.
Rekombinantni antigeny byly exprivovany a prediit&né antigeny
byly pouZity v imunologické analyze popsané v p¥ikladu 1.
Proteiny byly indukovédny IPTG a byly predisté&ny gelovou eluci,
jak je popsédno v Skeiky et al., J. Exp. Med. 181: 1527 - 1537,
1995. Representativni sekvence DNA molekul identifikovanych v
tomto vySetfeni jsou uvedeny v SEQ ID NO: 1 - 25. Odpovidajici
predpokléddané aminokyselinové sekvence jsou uvedeny v SEQ ID NO:
63 - 87.

Pfi srovndni téchto sekvenci se zndmymi sekvencemi v genové
bance za pouZiti database uvedené vySe bylo zji&t&no, %e klony,
které jsou zde oznalené TbRA2A, TbRA16, TbRA18 a TbRA29 (SEQ ID
NO: 76, 68, 70, 75) vykazuji urlitou homologii se sekvencemi
drive identifikovanymi v Mycobacterium leprae, ale nikoliv v M.
tuberculosis. TbRA1l, TbRA26, TbRA28 a TbDPEP (SEQ ID NO: 65, 73,
74 a 53) byly d¥ive identifikovény v M. tuberculosis. Zadna
signifikantni homologie nebyla nalezena pro TbRA1l, TbRA3, TbRA4,



TbRA9, TbRA10, TbRA13, TbRAl7, TbRA19, TbRA29, TbRA32, TbRA36 a
prekryvajici se klony TbRA35 a TbRA1l2 (SEQ ID NO: 63, 77, 81, 82,
64, 67, 69, 71, 75, 78, 80, 79, 66) . Klon TbRa24 se prekryva s
klonem TbRa29.

Vy¥sledky testd proliferace PBMC a produkce IFN-7 provedenych
pro representativni rekombinantni antigeny za pouziti p¥ipravka
T-bundk od n&kolika ruznych pacientl imunnich via&i M.
tuberculosis jsou uvedeny v tabulkach 2 a 3, Vv prislusném pofadi.



Tabulka 2 - Vysledky proliferace PBMC v odpovédi na

representativni solubilni antigeny

Antigen Pacient

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
TbRal - - + ++ - - + + - - + + -
TbRa3 - + ++ - + - - ++ o+ - - - -
TbRa9 - - nt nt ++ ++ nt nt nt nt nt nt nt
TbRalo - - + + + + nt = - + + + -
TbRall + + ++  ++ o+ nt - ++  ++ ++ + nt
TbRal2 - - + + + ++ o+ + + - + - -
TbRalé nt nt nt nt - + nt nt nt nt nt nt nt
TbRaz24 nt nt nt nt - - nt nt nt nt nt nt nt
TbRa26 - + nt nt - - nt nt nt nt nt nt nt
TbRa29 nt nt nt nt - - nt nt nt nt nt nt nt
TbRa35 ++ nt ++ ++ ++ ++ nt  ++ +4+  ++ ++ ++ nt
TbRaB nt nt nt nt - - nt nt nt nt nt nt nt
TbRaC nt nt nt nt - - nt nt nt nt nt nt nt
TbRaD nt nt nt nt - - nt nt nt nt nt nt nt
AAMK - - + - - - nt - - - nt + nt
YY - - - - - - nt - - - nt + nt
DPEP - + - ++ - - nt ++ 4+ + + + nt

Kontrola
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Tabulka 3 - Vysledky produkce IFN-7 v PBMC v odpové&di na
representativni solubilni antigeny

Antigen Pacient

TbRal + ++ +++ + - + - - + + -

TbRa3 - + ++ - + - - ++ ot - - - -

TbRad ++ 4+ nt nt ++ - nt nt nt nt nt nt nt
TbRal0 + + + + + + nt # - + + + -

TbRall + + ++  ++ o+ nt - ++  ++ ++ + nt
TbRal2 - - + + + +++ + + + - + - -

TbRalé nt nt nt nt + + nt nt nt nt nt nt nt
TbRa24 nt nt nt nt + - nt nt nt nt nt nt nt
TbRaz26 ++ ++ nt nt + + nt nt nt nt nt nt nt
TbRaz29 nt nt nt nt + - nt nt nt nt nt nt nt
TbRa35 ++ Nt ++  ++ 4+ +++ NE 4+ 4+ F++ 4 o+ nt
TbRaB nt nt nt nt ++ + nt nt nt nt nt nt nt
TbRaC nt nt nt nt + + nt nt nt nt nt nt nt
TbRabD nt nt nt nt + + nt nt nt nt nt nt nt
AAMK - - * - - - nt - - - nt + nt
YY - - - - - - nt - - - nt  + nt
DPEP + + + +++ + - nt +++ + + + + nt
Kontrola - - - - - - - - - - - - -

V tabulkdch 1 a 2 byly odpov&di, které déavaly stimuladni index
(SI) mezi 1,2 a 2 (vzhledem k bufikdm kultivovanym v mediu
samotném) politény jako +, SI mezi 2-4 byly poditany jako +, SI
4-8 nebo 2-4 pri koncentraci 1 ug nebo mensi byly poéitany jako



++ a SI vy83i neZ 8 byly politény jako +++. Krom& toho, G&inek

koncentrace na proliferaci a produkci interferonu-r je pro dva z
vy8e uvedenych antigenli ukdzdn na p¥ipojenych obrdzkach. Pro
proliferaci i produkci interferonu-7 byl TbRa3 po&itdn jako ++ a
TbRa9 jako +.

Tyto vysledky naznacuji, Ze tyto solubilni antigeny mohou
indukovat proliferaci a/nebo produkci interferonu-7 v T-butikdch

ziskanych od jedincl imunnich vi&i M. tuberculosis.

B. PouZziti séra od pacienta pro identifikaci DNA sekvence
kodujici antigeny M. tuberculosis

Genomova DNA knihovna popsand vySe a dal8i H37Rv knihovna byly
vySetfovany za pouZiti souborl séra ziskaného od pacientd
s aktivni tuberkulosou. Pro p¥ipravu H37Rv knihovny byla
izolovéna gnomovd DNA M. tuberculosis kmene H37Rv, byla podrobena
CasteCnému trédveni Sau3A a byla pouZita pro konstrukci expresni
knihovny za pouZiti Lambda Zap expresniho systému (Stratagene, La
Jolla, Ca). T¥i rGzné soubory séra, ka?dé obsahujici sérum
ziskané od t¥i jedincl s aktivnim plicnim nebo pleurdlnim
onemocnénim, byly pouZity p¥i expresnim vySet¥ovani. Soubory byly
oznaleny TbL, TbM a TbH, s ohledem na reaktivitu s H37Ra lyzatem
(t.j. TbL = nizkd reaktivita, TbM = st¥edni reaktivita a TbH =
vysoka reaktivita) v ELISA i imunoblotovém testu. Také byly
pouzity &ty¥i soubory séra od sedmi pacientd s aktivni plicni
tuberkulosou. Z&adné sérum nemélo zvySenou reaktivitu s 38 kDa
fosfatovym vazebnym proteinem od M. tuberculosis H37Ra.

VSechny soubory byly pre-adsorbovény lyzdtem E. coli a byly
pouZity pro vySet¥ovdni H37Ra a H37Rv expresnich knihoven, jak je



popsédno v Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory

Manual, Cold Spring Harbor Laboratories, Cold Sprin Harbor, NY,
1989. Bakteriofagové plaky exprivujici imunoreaktivni antigen
byly precistény. Byly ziskdny fagemidy z plakid a byla odvozena
nukleotidovad sekvence klonl M. tuberculosis.

Bylo precCiSténo 32 klond. Z téchto klond 31 pfedstavuje
sekvence, které nebyly d¥ive identifikovdny u lidského M.
tuberculosis. Representativni sekvence identifikovanych DNA
molekul jsou uvedeny v SEQ ID NO: 26 - 51 a 105. Z té&chto
sekvenci, TbH-8 a TbH-8-2 (SEQ ID NO: 105) jsou nesousedici DNA
sekvence ze stejného klonu, a TbH-4 (SEQ ID NO: 43) a TbH-4-FWD
(SEQ ID NO: 44) jsou nesousedici sekvence ze stejného klonu.
Aminokyselinové sekvence pro antigeny zde identifikované jako
Tb38-1, TbH-4, TbH-8, TbH-9 a TbH-12 jsou uvedeny v SEQ ID NO: 88
- 92. Srovnani téchto sekvenci se znadmymi sekvencemi v genové
bance za pouzZiti databazi uvedenych vySe neukdzalo Z&dnou
signifikantni homologii s TbH-4, TbH-8, TbH-9 a TbM-3, afkoliv
byly nalezeny slabé homologie s TbH-9. Bylo zji&t&no, Ze TbH12 je
homologni k 34 kDa antigennimu proteinu d¥ive identifikovanému u
M. paratuberculosis (Acc. €. S28515). Bylo zji&té&no, %e Tb38-1 je
umisté&n 34 parh bazi upstream od otev¥eného &teciho ramedku pro
antigen ESAT-6 drive identifikovany u M. bovis (Acc. &. U34848) a
u M. tuberculosis (Sorensen et al., Infect. Immun. 63: 1710 -
1717, 1995).

Sondy odvozené od Tb38-1 a TbH-9, ob& izolované z H37Ra
knihovny, byly pouZity pro identifikaci klonG v H37Rv knihovné&.
Tb38-1 hybridizovala na Tb38-1F2, Tb38-1F3, Tb38-1F5 a Tb38-1F6
(SEQ ID NO: 112, 113, 116, 118 a 119). (SEQ ID NO: 112 a 113 jsou
nesousedici sekvence z klonu Tb38-1F2). V Tb38-1F2 byly odvozeny



dva otevrené &teci ramecky; jeden odpovidajici Tb37FL (SEQ ID NO:

114), druhy, c&stedénd sekvence, miZe byt homologni k Tb38-1 a je
nazvan Tb38-IN (SEQ ID NO: 115). Odvozend aminokyselinova
sekvence Tb38-1F3 je uvedena v SEQ ID NO: 117. TbH-9 sonda
identifikovala t¥i klony v H37Rv knihovn&: TbH-9-FL (SEQ ID NO:
106), ktery miZe byt homologni k TbH-9 (R37Ra), TbH-9-1 (SEQ ID
NO: 108) a TbH-9-4 (SEQ ID NO: 110), kde vSechny tyto klony jsou
té&sné pribuzné sekvence k TbH-9. Odvozené aminokyselinové
sekvence pro tyto klony jsou uvedeny v SEQ ID NO: 107, 109 a 111.

Vysledky testl na T-builikdch provedenych s Tb38-1, ESAT-6 a
jinymi representativnimi rekombinantnimi antigeny jsou uvedeny v
tabulkédch 4A, B a 5, v p¥isluZném poradi, dile:

Tabulka 4A - Vysledky proliferace PBMC v odpov&di na

representativni solubilni antigeny

Antigen Darce

Tb38-1 +++ o+ - - - ++ - + - ++ +++
ESAT-6 +++  + + + - + - + + ++ +++

TbH-9 ++ ++ - ++ o+ + ++  ++ 4+ ++




Tabulka 4B - Vysledky produkce interferonu-7 PBMC v odpovédi

na representativni solubilni antigeny

Antigen Darce

Tb38-1 +++  + - + + +++ - ++ - +++  +++
ESAT-6 +++  + + + + + - + + +++  +++
TbH-9 ++ ++ - +++ + + +++ +++  ++  +++ ++

Tabulka 5 - Souhrn odpovédi T-bunék na representativni

antigeny

Proliferace Interferon-71 celkem
Antigen pac.4 pac.5 pac.6 pac.4 pac. 5 pac.6
TbH9 ++ ++ ++ +++ ++ ++ 13
TbM7 - + - ++ + - 4
TbH5 - + + ++ ++ ++ 8
TbL23 - + + ++ ++ + 7,5
TbH4 - ++ + ++ ++ + 7
kontrola - - - - - - 0

Tyto vysledky naznacuji, Ze oba antigeny M. tuberculosis a
ESAT-6 podle predkladaného vyndlezu mohou indukovat proliferaci
a/nebo produkci interferonu-7 v T-burikdch ziskanych od jedinct
imunnich vi&i M. tuberculosis. Podle znalosti vyndlezcd nebylo o

ESAT-6 d¥ive zndmo, Ze by stimuloval imunitni odpovéd u 1idi.



Sada Sesti prekryvajicich se peptidl pokryvajicich

aminokyselinovou sekvenci antigenu Tb38-1 byla konstruovdna za
pouziti metody popsané v pfikladu 4. Sekvence t&chto peptidfl, zde
oznalenych jako pepl-6, jsou uvedeny v SEQ ID NO: 93 - 98, v
p¥islu8ném pofadi. Vysledky testld na T-butikdch za pouZiti té&chto
peptidd jsou uvedeny v tabulkdch 6 a 7. Tyto vysledky potvrzuji
existenci a napoméhaji lokalizaci epitopld pro T-builky v Tb38-1,
které jsou schopné indukovat proliferaci a produkci interferonu-r7
v T-bufikdch ziskanych od jedincl imunnich va&i M. tuberculosis.

Tabulka 6 - Vysledky proliferace PBMC v odpové&di na Tb38-1
peptidy

Peptid Pacient

pepl - - - - t - - - - * - - +
pep2 t - - - £ - - -+ % - - +
pep3 - - - - - - - - * - - - +
pep4 ++ - - - - - + - + + - - +
pepb ++ o+ - - - - + - + ~ - - +
pep6 - ++ - - - - + - + + - - +

kontrola - - - - - - - - - - - - -




Tabulka 7 - Vysledky produkce interferonu-7 PBMC v odpové&di na
Tb38-1 peptidy

Peptid Pacient

pepl + - - - * - - - - + - - +
pep2 - - - - - -t % - - +
pep3 - - - - - - - - * - - - t
pep4 ++ - - - - - + - ot - - +
peps ++ - - - - + - + - - - +
pepé + ++ - - - - + - + + - - +
kontrola - - - - - - - - - - - - -

Pfiklad 4 - PreliSténi a charakterizace polypeptidu z
tuberkulinového prelisté&ného proteinového derivatu

Polypeptid M. tuberculosis byl izolovéan z tuberkulinového
preci8té&ného proteinového derivdtu (PPD) nésledujicim zplsobem.

PPD byl pZfipraven podle publikovaného postupu s nékterymi
modifikacemi (Seibert, F. et al., Tuberculin purified protein
derivative. Preparation and analyses of large quantity for
standart. The American Review of Tuberculosis 44: 9 - 25, 1941).

M. tuberculosis kmen Rv byl kultivovdn po dobu 6 tydnd v
syntetickém mediu ve vdlcovych lahvich p¥i 37 °C. Nadoby obsahujici
bakteridlni kulturu byly potom zaht¥dty na 100 °C ve vodni pare
po dobu 3 hodin. Kultury byly potom sterilné filtrovany za
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pouziti 0,22 p filtru a kapalnd féze byla koncentrovana 20-krat
za pouZiti membrény s rozliSovaci schopnosti 3 kDa. Proteiny byly
jedenkrédt srdZeny 50% roztokem siranu amonného a 8-krat 25%
roztokem siranu amonného. Vzniklé proteiny (PPD) byly
frakcionovany kapalinovou chromatografii na reversni fazi
(RP-HPLC) za pouZiti C18 kolony (7,8 x 300 mM; Waters, Milford,
MA) v Biocad HPLC systému (Perseptive Biosystems, Framingham,
MA) . Frakce byly eluovény z kolony linedrnim gradientem od 0

- 100% pufru (0,1% TFA v acetonitrilu). PrGtok byl 10 ml/minutu

a eluent byl monitorovan p¥i 214 nm a p¥i 280 nm.

Bylo ziskéno 8est frakci, byly suSeny, suspendovédny v PBS a
byly individudln& testovény na mordatech infikovangch M.
tuberculosis na indukci reakce odddlené precitlivélosti (DTH).
Bylo zjiSténo, Ze jedna frakce indukuje silnou DTH reakci a ta
byla dale frakcionovédna RP-HPLC na microbore Vydac C18 koloné&
(katalogové &. 218TP5115) na Perkin Elmer/Applied Biosystems
Division Model 172 HPLC. Frakce byly eluoviny linedrnim
gradientem 5 - 100% pufru (0,05% TFA v acetonitrilu) s pratokem
80 pl/minutu. Eluent byl monitorovdn p¥i 215 nm. Bylo ziskéano 8
frakci a byly testovdny na indukci DTH u mordat infikovanych M.
tuberculosis. Bylo zjiSténo, Ze jedna frakce indukuje silnou DTH
s asi 16 mm induraci. DalSi frakce neindukovaly detekovatelnou
DTH. Pozitivni frakce byla podrobena SDS-PAGE gelové
elektroforese a bylo zjiSténo, Ze obsahuje jediny proteinovy
prouzek o molekulové hmotnosti p¥ibliZné& 12 kDa.

Tento polypeptid, zde oznaleny jako DPPD, byl sekvencovan z
amino konce za pouZiti Perkin Elmer/Applied Biosystems Division
Procise 492 proteinového sekvendtoru jak bylo popsdno vySe a bylo
zjiSté&no, Ze mé& N-koncovou sekvenci uvedenou v SEQ ID NO: 129.
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Srovnani této sekvence se znadmymi sekvencemi v genové bance jak
je popsé&no vySe neukdzalo Zadné homologie. Byly izolovany Ctyfi
bromkyanové fragmenty DPPD a bylo zjiSténo, Ze maji sekvence
uvedené v SEQ ID NO: 130 - 133.

Schopnost antigenu DPPD stimulovat lidské PBMC k proliferaci a
k produkci IFN-7 byla testovana zpusobem popsanym v pf¥ikladu 1.
Jak ukazuje tabulka 8, bylo zjiSténo, Ze DPPD stimuluje
proliferaci a vyvolavé& produkci velkych mnoZstvi IFN-7; vé&tS$ich
nez vyvolava komerdéni PPD.

Tabulka 8 - Vysledky testu proliferace a produkce IFN-7 v
odpovédi na DPPD

Darce PBMC Stimulator Proliferace (CPM) IFN-7 (OD___)
A medium 1,089 0,17
PPD (komercni) 8,394 1,29
DPPD 13,451 2,21
B medium 450 0,09
PPD (komeréni) 3,929 1,26
DPPD 6,184 1,49
C medium 541 0,11
PPD (komerdéni) 8,907 0,76

DPPD 23,024 >2,70




P¥iklad 5 - Syntesa syntetickych polypeptidi

Polypeptidy mohou byt syntetizovédny na Millipore 9050
sytezdtoru peptidl za pouZiti FMOC chemikalii s HPTU
(o-benzotriazol-N,N,N',N'-tetramethyluroniumhexafluorfosfat)
aktivaci. Gly-Cys-Gly sekvence miZe byt navazana na amino-konec
peptidu pro umoZn&ni konjugace nebo znafeni peptidu. Od§tépeni
peptidl ze solidniho noside miZe byt provedeno za pouZiti
niasledujici 3t&pici smé&si: kyselina trifluoroctové:ethandithiol:
thioanisol:voda:fenol (40:1:2:2:3). Po Stépeni po dobu 2 hodin
mohou byt peptidy vysrdZeny v chladném methyl-t-butyl-etheru.
Peptidové pelety mohou potom byt rozpuStény ve vodé obsahujici
0,1% kyselinu trifluoroctovou (TFA) a mohou byt lyofilizovany
pred pre&i&té&nim C18 HPCL na reversni fazi. Gradient 0-60%
acetonitrilu (obsahujiciho 0,1% TFA) ve vodé (obsahujici 0,1%
TFA) miZe byt pouZit pro eluci peptidd. Po lyofilizaci
pre&isté&nych frakci mohou byt peptidy charakterizovany za pouziti
elektrosprayové hmotové spektrometrie a aminokyselinovou

analyzou.

Z prede8lého popisu je zfejmé, Ze acfkoliv byla pro ilustraci
popsédna specifickd provedeni vyndlezu, mohou byt provedeny jejich
rizné modifikace, bez naru$eni rozsahu a duchu predkladaného

vynadlezu.



2. Polypeptid obsahujici imunogenni &ast antigenu M.

tuberculosis, nebo variantu uvedeného antigenu, kterd se 1isi
pouze VvV konzervativni substituci a/nebo modifikaci, kde uvedeny
antigen md N-koncovou sekvenci vybranou ze skupiny sklddajici se
Z:
(2) Asp—Pro-Pro-Asp—Pro-His-Gln-Xaa-Asp-Met-Thr-Lys-Gly-Tyr-Tyr-
Pro-Gly-Gly-Arg-Arg-Xaa-Phe; (SEQ ID No. 129) and
(®) Xaa-Tyr-Ile-Ala-Tyr-Xaa—Thr—Th:-Ala-Gly-He-VaI-Pro-Gly-Lys-Ile-
Asn-Val-His-Leu-Val; (SEQ ID No. 137),

kde Xaa mufe byt jakakoliv aminokyselina.

3. Polypeptid obsahujici imunogenni &ast solubilniho antigenu
M. tuberculosis, nebo variantu uvedeného antigenu, kteréd se 1isi
pouze VvV konzervativni substituci a/nebo modifikaci, kde uvedeny
antigen obsahuje aminokyselinovou sekvence kodovanou DNA sekvenci
vybranou ze skupiny sekvenci uvedenych v SEQ ID NO: 1, 2, 4-10,
13-25, 52, 99 a 101, sekvenci komplementarnlch k uvedenym
sekvencim a DNA sekveci, které hybridizuji na sekvence uvedené v
SEQ ID NO: 1, 2, 4-10, 13-25, 52, 99 a 101 nebo jejich
komplementdrni sekvence za podminek stfedni p¥isnosti.

4. Polypeptid obsahujici imunogenni C&&ast antigenu M.
tuberculosis, nebo variantu uvedeného antigenu, kterda se 1isi
pouze Vv konzervativni substituci a/nebo modifikaci, kde uvedeny
antigen obsahuje aminokyselinovou sekvence kodovanou DNA sekvenci
vybranou ze skupiny sekvenci uvedenych v SEQ ID NO: 26-51,
sekvenci komplementdrnich k uvedenym sekvencim a DNA sekveci,
které hybridizuji na sekvence uvedené v SEQ ID NO: 26-51 nebo
jejich komplementdrni sekvence za podminek st¥edni p¥isnosti.



5. DNA molekula obsahujici nukleotidovou sekvenci kodujici

polypeptid podle jakéhokoliv z naroka 1 az 4.
6. Expresni vektor obsahujici DNA molekulu podle naroku 5.

7. Hostitelska bunka transformovand expresnim vektorem podle

naroku 6.

8. Hostitelskad bunka podle naroku 7, kde hostitelska bunka je
vybrana ze skupiny skladajici se z E. coli, kvasinek a sav¢ich

bunék.

9. Farmaceuticky pripravek vy zna ¢ u j ici s e
t i m, Ze obsahuje jeden nebo vice polypeptidl podle jakéhokoliv

z nadrokti 1 aZz 4 a fyziologicky prijatelny nosic.

10. Farmaceuticky pripravek vy zna ¢ u j ici s e
t i m, Ze obsahuje jednu nebo vice molekul DNA podle naroku 5

a fyziologicky prijatelny nosic.

11. Farmaceuticky pfipravek vy zna c¢u j ici s e
t i m, Ze obsahuje jednu nebo vice DNA sekvenci uvedenych v SEQ

ID NO: 3, 11 a 12; a fyziologicky prijatelny nosic.

12. Vakcina obsahujici jeden nebo vice polypeptidl podle
jakéhokoliv z ndrokQ 1 az 4 a nespecificky zesilova¢ imunitni

odpoveéedi.

13. Vakcina obsahujici:
polypeptid majici N-koncovou sekvenci vybranou ze skupiny
sklddajici se ze sekvenci uvedenych v SEQ ID NO: 134 a 135; a

nespecificky zesilova¢ imunitni odpovédi.



14. Vakcina obsahujici:

jeden nebo vice polypeptidi kodovanych DNA sekvenci
vybranou ze skupiny skladajici se ze SEQ ID NO: 3, 11 a 12,
sekvenci komplementdrnich k uvedenym sekvencim a DNA sekveci,
které hybridizuji na sekvence uvedené v SEQ ID NO: 3, 11 a 12; a

nespecificky zesilova¢ imunitni odpovédi.

15. Vakcina podle naroki 12 aZ 14, kde nespecifickym

zesilovacem imunitni odpovédi je adjuvans.

16. Vakcina obsahujici jednu nebo vice molekul DNA podle naroku

5 a nespecificky zesilova¢ imunitni odpoveédi.

17. Vakcina obsahujici jednu nebo vice DNA sekvenci uvedenych v

SEQ ID NO: 3, 11 a 12; a nespecificky zesilova¢ imunitni odpovédi.

18. Vakcina podle naroku 16 nebo 17, kde nespecifickym

zesilovacem imunitni odpovédi je adjuvans.

19. Zpusob pro indukci protektivni imunity u pacienta
vyznacujici se tim, Ze pacientovi je podén

farmaceuticky pripravek podle jakéhokoliv z naroku 9 az 11.

20. ZpUsob pro indukci protektivni imunity u pacienta
vyznacujici se tim Ze pacientovi je podéana

vakcina podle jakéhokoliv z ndaroka 12 aZ 18.

21. Fasni protein obsahujici dva nebo vice polypeptidd podle

jakéhokoliv z naroku 1 az 4.

22. Fusni protein obsahujici jeden nebo vice polypeptid podle
jakéhokoliv z nadrokl 1 aZz 4 a ESAT-6.



23. Farmaceuticky pripravek vy zna c¢u j ici s e

t i m, Ze obsahuje fusni protein podle naroku 21 nebo 22

a fyziologicky prijatelny nosic.

24. Vakcina obsahujici fusni protein podle naroku 21 nebo 22

a nespecificky zesilovac¢ imunitni odpovédi.

25. Vakcina podle nédroku 24, kde nespecifickym zesilovacem

imunitni odpovédi je adjuvans.

26. ZplUsob pro indukci protektivni imunity u pacienta
vyznadujici se tim, Ze pacientovi je podan

farmaceuticky pripravek podle naroku 23.

27. Zpusob pro indukci protektivni imunity u pacienta
vyznacujici se tim, Ze pacientovi je podéana

vakcina podle ndrokl 24 nebo 25.

28. ZplGsob pro detekci tuberkulosy u pacienta vy z n a -

¢cujici se tim Ze zahrnuje:

(a) kontaktovani koZnich bunék pacienta s jednim nebo vice

polypeptidy podle jakéhokoliv z narokd 1 az 4; a

(b) detekovani imunitni odpovédi klZe pacienta a tak

detekovéani tuberkulosy u pacienta.

29. Zpusob pro detekci tuberkulosy u pacienta vy z n a -
cujici se tim, Ze zahrnuje:
(a) kontaktovdni kozZnich bunék pacienta s polypeptidem
majicim N-koncovou sekvenci vybranou ze skupiny skladajici se z
sekvenci uvedenych v SEQ ID NO: 134 a 135; a



(b) detekovéni imunitni odpovédi kuZe pacienta a tak

detekovani tuberkulosy u pacienta.

30. Zpusob pro detekci tuberkulosy u pacienta

vyznac¢ujici se tim, Ze obsahuje:

(a) kontaktovéni koZnich bunék pacienta s jednim nebo vice
polypeptidy kodovanymi DNA sekvenci vybranou ze skupiny
skléddajici se ze SEQ ID NO: 3, 11 a 12, sekvenci komplementarnich
k uvedenym sekvencim a DNA sekveci, které hybridizuji na sekvence
uvedené v SEQ ID NO: 3, 11 a 12; a

(b) detekovani imunitni odpovédi kliZe pacienta a tak

detekovani tuberkulosy u pacienta.
31. Zpusob podle jakéhokoliv z narokl 28 aZ 30
vyznacéujici se tim, Ze imunitni odpoveédi je

indurace.

32. Diagnosticky kit vy znac¢ujici s e tim, Ze

obsahuije:
(a) polypeptid podle jakéhokoliv z ndrokd 1 azZ 4; a
(b) pristroj umoznujici kontaktovani uvedeného polypeptidu
s kozZnimi burikami pacienta.
33. Diagnosticky kit vy znac¢ujici s e t im, Ze

obsahuje:

(a) polypeptid majici N-koncovou sekvenci vybranou ze
skupiny skladajici se z sekvencl uvedenych v SEQ ID NO: 134



(b) pristroj umozriujici kontaktovani uvedeného polypeptidu

s koznimi bunkami pacienta.

34. Diagnosticky kit vy znac¢ujici s e tim, ze

obsahuje:

(a) polypeptid kodovany DNA sekvenci vybranou ze skupiny
skléddajici se ze SEQ ID NO: 3, 11 a 12, sekvenci komplementdrnich
kX uvedenym sekvencim a DNA sekvenci, které hybridizuji na sekvence
uvedené v SEQ ID NO: 3, 11 a 12; a

(b) pristroj umoZaujici kontaktovani uvedeného polypeptidu

s kozZznimi bunkami pacienta.
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