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COMPOSICIÓN ANT IGÉNICA DE MICOB ACTERIA 

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCIÓN 

 

 Se propo rcionan compos icio nes i nmunogénicas que  

comprenden un ant ígeno re lac ionado con M72, en donde la  

conductiv i dad de la composición es de 13 mS/cm o meno r, o la  

concent ración de sales de la composición es de 130 mM o meno r, y  

su uso en medicina. 

 
 
SECTOR: Indust ri a farmacéut ica, en part icular  preparaciones  

medicinales  que comprenden ant ígenos bac teri anos, específ icamente  

ant ígenos de Mycobacteri um , métodos de obtener  di chas  

composic io nes y  kits que las  i nc luyen.  
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COMPOSICIÓN ANT IGÉNICA DE MICOB ACTERIA 

 

Campo de la inv ención 

La presente i nvenc ión se ref i ere a composicio nes  

i nmunogénicas que comprenden un ant ígeno  re lacionado con M72 y  

que ti enen una f uerza i óni ca baja. La presente i nvenc ión también se 

ref iere a composicio nes i nmunogénicas como las menc ionadas que  

comprenden además uno o más i nmunoestimulantes. También se 

proporcionan métodos para la preparación de composi cio nes  

i nmunogénicas como  las menc ionadas y ki ts  re lacionados.   

Antecedentes de la inv ención 

La tuberculo si s (TB) es una enf ermedad inf eccio sa c róni ca 

provocada por i nf ección con Mycobacteri um tuberculosis y ot ras  

especies de Mycobacteri um . Es una enf ermedad impo rtante en 

países en desarro l lo , así como un problema creciente en áreas 

desarro l ladas del mundo.  Se c ree que más de 2 mi les  de mi l lo nes de 

personas están i nfec tadas con baci los de TB, con apro ximadamente  

9.4 mi l lo nes de casos nuevos de TB y  1.7 mi l lo nes de muertes cada 

año.  Un 10 % de los  i nf ectados con bac i los de TB desarro l larán TB 

acti va,  i nf ectando cada persona con TB acti va a un promedio de 

otras 10 a 15 po r año. Aunque las tasas de i nc idenc ia anual han 

a lcanzado  su ni vel máximo globalmente, e l número de muertes y  

casos todavía es tá aumentando debido a l c recimiento de la poblac ión 

(Wor ld Health Organisat io n (Organización Mundia l de la Salud)  
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Tuberculos is  Facts 2010).   

Lo s ant ígenos de proteína Mtb72f  y M72 (descrito s , po r  

e jemplo, en la so li citud de patente i nternac ional WO2006/117240),  o  

f ragmento s o deri vados de lo s mismos, son ant ígenos  de proteína de  

un benef i cio po tenc ia l para e l t ratamiento  o la  prevenc ión de la  

tuberculo sis . 

La formulac ión de ant ígenos de pro teína es ext remadamente  

importante para asegurar  que se mantenga la i nmunogenicidad. A  

veces,  se usan i nmunoestimulantes  para mejo rar la respuesta 

i nmuni tari a e levada para cua lquier  antígeno dado . Sin embargo, la  

i nc lus ión de coadyuvantes en una composición i nmunogénica 

i ncrementa la complej i dad de la preparación de lo s componentes  as í  

como la complej idad de la di st ri buc ión y formulac ión de la  

composic ión. Lo s formulado res deben cons iderar la  preparación de 

cada uno de los  componentes  coadyuvantes así como  e l componente  

ant i génico . En parti cular , se debe cons iderar la compatibi l i dad del  

componente ant igénico con e l componente coadyuvante. En 

parti cular , éste es e l caso cuando se pretende que lo s ant ígenos o  

las preparaciones ant i génicas l io f i l izadas se reconst ituyan con una  

preparación coadyuvante. En una ci rcunstanc ia de este t i po, es  

importante que e l regulado r del pH de la preparación coadyuvante  

sea adecuado para e l ant ígeno y que la i nmunogenic i dad o  

so lubi li dad del ant ígeno no  se vea afec tada po r e l coadyuvante. 

Brev e descripc ión de la inv ención 

Los presentes i nvento res han i dentif i cado po r primera vez que  
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lo s ant ígenos re lacionados con M72 son par ti cularmente sensib les  a 

la presenc ia de sales . Sin l imi tarse por la teo ría, se c ree que lo s  

ant ígenos re lacionados con M72 son afectados negati vamente po r un 

fenómeno conocido  como "desplazamiento sali no"  que se puede  

def i nir  como la precipi tac ión de una pro teína de su so luc ión po r la  

i nteracción con sales, ta les como c loruro de sodio.  Los presentes  

i nvento res han encont rado  que es tos  antígenos se acumulan y se 

prec ip itan en una concent ración de c lo ruro de sodio  de tan sólo  150 

mM. En consecuenc ia, la es tabi li dad de las composicio nes  

i nmunogénicas que comprenden ant ígenos re lacionados con M72 se 

puede mejo rar so rprendentemente mediante una reducción en la  

concent ración de c lo ruro  de sodio. 

En consecuencia, La presente i nvenc ión propo rc iona una  

composic ión i nmunogénica que comprende un ant ígeno re lacionado  

con M72, en la que la conduct ivi dad de la composici ón es de 13 

mS/cm o meno r. 

Se propo rciona además una composición i nmunogénica que  

comprende un ant ígeno re lacionado con M72, en e l que la  

concent ración de sales  en di cha composición es  de 130 mM o menor.  

La presente i nvenc ión también proporciona una composición 

i nmunogénica que comprende un ant ígeno re lacionado con M72, en 

la que la concent ración de c lo ruro de sodio en di cha composición es  

de 130 mM o  meno r.   

Brev e descripc ión de los dibujos 

Figura 1.  Curva de acti vi dad lí ti ca de QS21. 
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Figura 2.  Porcenta je de cada congénere de 3D-MPL en las  

dif erentes  formulaciones de ASA. 

Figura 3.  DLS de composicio nes i nmunogénicas con pH y  

concent raciones de NaCl var iadas después del a lmacenamiento. 

Figura 4.  Nefe lomet ría de compos icio nes i nmunogénicas con 

pH y concent raciones de NaCl vari adas después del  

a lmacenamiento . 

Figura 5.  Es tabi li dad anti génica de compos icio nes  

i nmunogénicas con pH y concent raciones de NaCl vari adas después  

del a lmacenamiento. 

Figuras  6a-6d.  Anális is  de SEC-HPLC de compos icio nes  

i nmunogénicas con pH y concent raciones de NaCl vari adas después  

del a lmacenamiento. 

Figura 7.  Anti genicidad de composicio nes i nmunogéni cas con 

pH y concent raciones de NaCl vari adas después del  

a lmacenamiento . 

Figura 8.  Conducti vi dad de so luc iones estándar  de NaCl. 

Figura 9.  Inducc ión de respuestas de células T CD4 en 

ratones usando las composicio nes i nmunogénicas de la i nvenc ión. 

Figura 10.  Inducc ión de respuestas de células T CD8 en 

ratones usando las composicio nes i nmunogénicas de la i nvenc ión. 

Figura 11.  Nefe lomet ría de compos icio nes i nmunogénicas con 

pH y concent raciones de NaCl vari adas después del  

a lmacenamiento . 

Figura 12.  DLS de composicio nes i nmunogénicas con pH y  
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concent raciones de NaCl var iadas después del a lmacenamiento. 

Figura 13.  Anti genicidad de composicio nes i nmunogénicas con 

pH y concent raciones de NaCl vari adas después del  

a lmacenamiento . 

Brev e descripc ión de identif icadores de secuencias 

SEQ ID NO: 1 Secuenc ia de aminoácidos para la proteína de M72. 

SEQ ID NO: 2 Secuenc ia de nuc leót i dos que codif i ca la pro teína  

de M72. 

SEQ ID NO: 3 Secuenc ia de aminoácidos para la proteína de M72 

con dos residuos His  N- terminales . 

SEQ ID NO: 4 Secuenc ia de nuc leót i dos que codif i ca la pro teína  

de M72 con dos residuos His N-terminales . 

SEQ ID NO: 5 Secuenc ia de aminoácidos para la pro teína de 

Mtb72f . 

SEQ ID NO: 6 Secuenc ia de nuc leót i dos que codif i ca la pro teína  

de Mtb72f . 

SEQ ID NO: 7 Secuenc ia de aminoácidos para la pro teína de 

Mtb72f  con seis  residuos His N- terminales . 

SEQ ID NO: 8 Secuenc ia de nuc leót i dos  que codif i can la pro teína  

de Mtb72f  con sei s residuos His  N- terminales .  

SEQ ID NO: 9 Secuenc ia de nuc leóti do s para CpG Oligo  1 (CpG 

1826). 

SEQ ID NO: 10 Secuenc ia de nuc leóti do s para CpG Oli go  2 (CpG 

1758). 

SEQ ID NO: 11 Secuenc ia de nuc leóti do s para CpG Oli go  3. 
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SEQ ID NO: 12 Secuenc ia de nuc leóti do s para CpG Oli go  4 (CpG 

2006). 

SEQ ID NO: 13 Secuenc ia de nuc leóti do s para CpG Oli go  5 (CpG 

1686). 

Descripción detal lada de la inv ención 

En un pr imer aspecto , la presente i nvenc ión propo rciona una  

composic ión i nmunogénica que comprende un ant ígeno re lacionado  

con M72, en la que la conduct ivi dad de la composici ón es de 13 

mS/cm o meno r. En par ti cular , la presente i nvenc ión propo rciona  

composic io nes i nmunogénicas  que comprenden un ant ígeno  

re lacionado con M72, en la que la conduct iv i dad de la composic ión 

es de 12 mS/cm o meno r, por e jemplo de 10 mS/cm o menor, 8 

mS/cm o meno r, 6 mS/cm o menor, 4 mS/cm o meno r, o de 3 mS/cm 

o meno r. En una modali dad parti cular , la conducti vi dad de la 

composic ión i nmunogénica es de 2.5 mS/cm o menor, ta l como de 

2.25 mS/cm o meno r, o de 2.0 mS/cm o  meno r.  En o t ra modali dad 

específ ica, la conducti vi dad de la compos ición i nmunogénica es de 

1.5 a 2.5 mS/cm. 

En un segundo aspecto , la presente i nvenc ión propo rciona una  

composic ión i nmunogénica que comprende un ant ígeno re lacionado  

con M72, en la que la concent ración de sales en d icha composic ión 

es de 130 mM o meno r. En par ti cular , la presente i nvenc ión 

proporciona compos icio nes i nmunogénicas que comprenden un 

ant ígeno re lacionado con M72, en la que la concent rac ión de las  

sales en d icha composición es de 100 mM o meno r, po r e jemplo de 
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90 mM o meno r, de 80 mM o  meno r,  de 70 mM o meno r, de 60 mM o  

meno r, de 50 mM o menor, o de 40 mM o menor. En una modali dad 

parti cular , la concent ración de sales en dicha composición es de 35 

mM o  meno r, ta l como  de 30 mM o meno r,  o de 25 mM o meno r. En 

otra modali dad específ ica, la concent ración de sales en di cha  

composic ión es de 20 a 40 mM,  ta l como de 25 a 35 mM. 

En un tercer aspecto , la presente i nvenc ión propo rciona una  

composic ión i nmunogénica que comprende un ant ígeno re lacionado  

con M72, en la que la concent ración de c lo ruro de sodio es de 130 

mM o menor. En parti cular , la presente i nvenc ión propo rciona  

composic io nes i nmunogénicas  que comprenden un ant ígeno  

re lacionado con M72, en la que la concent ración de c lo ruro de sodio  

es de 100 mM o meno r, por e jemplo de 90 mM o meno r, de 80 mM o  

meno r, de 70 mM o meno r, de 60 mM o meno r, de 50 mM o meno r,  

de 40 mM o  meno r, de 30 mM o meno r, de 20 mM o meno r, o de 15 

mM o meno r. En una modali dad par ti cular , la concent rac ión de 

c lo ruro de sodio en la compos ición i nmunogénica es de 10 mM o  

meno r, ta l como de 7.5 mM o meno r. De fo rma adecuada, la  

concent ración de c lo ruro de sodio en la composición i nmunogénica 

es de, o  es i nf erio r a, 5 mM. En ot ra modali dad específ ica, la  

composic ión i nmunogénica está esenc ia lmente l i bre de c lo ruro  de 

sodio. Po r esenc ia lmente li bre se quiere deci r que la concent rac ión 

de c lo ruro de sodio es de, o muy próxima a, cero mM (ta l como de 3 

mM o  menos,  de 2 mM o menos o de 1 mM o  menos). 

De una manera adecuada,  la concent ración de CaCl2  en las  
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composic io nes i nmunogénicas será de 40 mM o meno r, de 30 mM o  

meno r, de 20 mM o  meno r,  de 15 mM o menor, o  de 10 mM o menor. 

De una manera adecuada, la concent ración de MgSO4  en las  

composic io nes i nmunogénicas será de 80 mM o meno r, de 60 mM o  

meno r, de 40 mM o meno r,  de 30 mM o meno r,  de 20 mM o  meno r,  o  

de 10 mM o  meno r. 

De una manera adecuada, la concent ración to ta l de io nes de 

NH4
+ , Mg2 + , y Ca2 +  en las composicio nes i nmunogénicas será de 80 

mM o meno r, de 60 mM o meno r, de 40 mM o meno r, de 30 mM o  

meno r, de 20 mM o  meno r,  o de 10 mM o  meno r. 

Las composicio nes i nmunogénicas de la i nvenc ión serán 

preparaciones acuosas. 

La conduct ivi dad de una composición i nmunogénica de la 

i nvenc ión se puede medi r  usando técni cas conoc idas  en es te campo ,  

po r e jemplo usando un medidor de conducti vi dad dedicado u o t ro  

i nst rumento con la capacidad para medir la conducti vi dad. Un 

i nst rumento adecuado es e l Zetas izer Nano ZS de Malvern 

Ins truments (Reino Unido ) .  

E l exper to puede someter a prueba f áci lmente la concent ración 

de ambos io nes de sodio (Na+ ) y c lo ruro (C l- ) usando técni cas y  ki ts  

conocidos. Por e jemplo, e l sodio se puede determinar usando un ki t  

ta l como el kit de ensayo enz imáti co de sodio (número de catá logo :  

BQ011EAEL) de Biosupp ly . E l c lo ruro se puede determinar  usando  

un kit ta l como el ki t de ensayo enzimáti co de c loruro (número de 

catá logo : BQ006EAEL) de Biosupply .  
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La tuberculo si s (TB) es una enf ermedad inf eccio sa c róni ca 

provocada por i nf ección con Mycobacteri um tuberculosis y ot ras  

especies de Mycobacteri um . Es una enf ermedad impo rtante en 

países en desarro l lo , así como un problema creciente en áreas 

desarro l ladas del mundo.  Se c ree que más de 2 mi les  de mi l lo nes de 

personas están i nfec tadas con baci los de TB, con apro ximadamente  

9.4 mi l lo nes de casos nuevos de TB y  1.7 mi l lo nes de muertes cada 

año.  Un 10 % de los  i nf ectados con bac i los de TB desarro l larán TB 

acti va,  i nf ectando cada persona con TB acti va a un promedio de 

otras 10 a 15 po r año. Aunque las tasas de i nc idenc ia anual han 

a lcanzado  su ni vel máximo globalmente, e l número de muertes y  

casos todavía es tá aumentando debido a l c recimiento de la poblac ión 

(Wor ld Health Organisat io n (Organización Mundia l de la Salud)  

Tuberculos is  Facts 2010).   

La Mycobacteri um  tuberculos is  i nf ec ta a los  i ndi viduos a través  

de la vía respi rato ri a. Lo s macrófagos a lveo lares  engulle n la  

bacteri a,  pero puede sobrev ivi r  y  pro li ferar i nhib i endo la f usión de lo s  

fagosomas con los li so somas ácidos. Sigue una respuesta 

i nmuni tari a compleja que impli ca a las células  T CD4+ y CD8+,  

dando como resultado f i nalmente la formación de un granuloma.  

Fundamental para e l éxi to de la Mycobacter i um tuberculosi s como  

patógeno  es  e l hec ho  de que la bac teri a ai s lada,  pero  no erradicada,  

puede pers is ti r durante perio dos largos , dejando a l i nd i viduo  

vulnerable a l desarro l lo  tardío  de la TB acti va. 

Menos de un 5 % de los  i ndiv iduos i nf ec tados desarro l lan TB 
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acti va en lo s primeros años después de la i nf ección. E l granuloma  

puede persis ti r durante décadas y se cree que conti ene la  

Mycobacter i um  tuberculosi s v iva en un estado de letargo, pri vada de 

o xígeno y nut ri entes . Sin embargo, se ha suger ido recientemente que  

la mayor ía de las  bac ter i as  en e l es tado de letargo es tán lo cali zadas 

en t ipo s de células que no son macróf agos, repar ti das po r to do e l  

cuerpo (Locht  et al. , Expert Opin. Biol. Ther . 2007 7(11) :1665-1677) .  

E l desarro l lo  de la TB act iva se produce cuando el equi l ibrio  ent re la  

i nmunidad nat ura l del huésped y e l patógeno cambia, po r e jemplo  

como resultado  de un acontecimiento  i nmunosupreso r (Anderson P  

Trends i n Microbiology 2007 15(1) :7-13; Ehlers  S  Infec ti on 2009 

37(2) :87-95) .  

También se ha propuesto una hipótesi s dinámica que describe 

e l equi l i br io  ent re la TB latente y la  TB ac tiva (Cardana P-J  

In fl ammat ion & All ergy – Drug Targets 2006 6:27-39; Cardana P-J  

In fecti on  2009 37(2) :80-86) . 

Aunque una i nf ección puede ser asintomáti ca durante un 

perio do de t i empo cons iderable, la enf ermedad ac ti va se manif i es ta 

más comúnmente como una i nf lamación aguda de los pulmones,  

dando como resultado fati ga, pérdida de peso , f iebre y una to s  

pers is tente. Si no se t rata, no rmalmente resultan complicaciones  

graves y  muerte. 

En general, la tuberculo si s se puede cont ro lar usando  

tratamiento anti bióti co pro longado, aunque este tra tamiento no es  

suf i ci ente para evitar que la enf ermedad se exti enda.  Los i ndi viduos 
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i nf ec tados ac tivamente pueden ser en gran parte asintomáti cos , pero  

contagio sos, durante a lgún ti empo . Además, aunque e l cumplimiento  

con e l régimen de t ratamiento es  c r íti co,  e l compo rtamiento del  

paciente es dif í ci l  de moni to rear . A lgunos pacientes no  completan e l  

curso del tratamiento, lo  que conduce a un tratamiento i nef icaz y a l  

desarro l lo  de resis tenc ia a l fármaco.   

La TB resi stente a múlti p les f ármacos (MDR-TB) es una forma  

que no responde a medicaciones de primera línea. Un 3.3 % de todos 

lo s casos de TB son MDR-TB, produc iéndose 440,000 nuevos casos 

de MDR-TB cada año . La TB extensamente res is tente a fármacos 

(XDR-TB) se produce cuando se desarro l la resi stenc ia a 

medicaciones de segunda línea sobre la resis tenc ia a medicaciones  

de primera línea.  Se ha conf i rmado la XDR-TB vi r tua lmente no  

tratable en 58 países (Wor ld Health Organisatio n (Organizac ión 

Mundia l de la Salud)  Tuberculos is  Facts 2010).   

Inc luso aunque se complete un curso to ta l de t ratamiento con 

ant i bióti co,  puede que no  se erradique la i nf ección con M.  

tuberculosis del i nd i viduo i nf ectado y puede permanecer  como una  

i nf ección latente que se puede reacti var. Para cont ro lar la  extens ión 

de la tuberc ulo sis , un programa de vacunación ef ecti vo  y  un 

diagnósti co temprano preci so de la enf ermedad son de suma  

importanc ia.  

Ac tualmente, la vacunación con bacteri as v ivas es e l método  

usado más ampliamente para i nduci r  i nmunidad pro tecto ra.  La 

Mycobacter i um  empleada más comúnmente para es te propósi to es  
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Baci l l us  Calmet te-Guer in (BCG),  una cepa no  vi rule nta de M. bovi s  

que se desarro l ló po r primera vez hace más de 60 años. S in 

embargo, la segur idad y la ef i cacia de la BCG es una f uente de 

cont roversia - aunque protege cont ra la manif estación de la 

enf ermedad grave en niños , la BCG no evi ta e l establecimiento de 

TB latente o la  react ivación de enf ermedad pulmonar  en la v ida 

adulta. Adicio na lmente, a lgunos países , ta les como los Estados 

Unidos,  no  vacunan a la población en general con es te agente.  

Varias de las pro teínas que se expresan f uertemente durante  

las etapas tempranas de la i nf ección po r Mycobacteri um  han 

mostrado que propo rcionan una ef i cacia protecto ra en modelo s de 

vacunac ión animales . S in embargo , la vacunac ión con ant ígenos que  

se expresan a ltamente durante las  etapas tempranas de la i nf ecc ión 

puede no  propo rcionar  una respuesta i nmunitari a óptima para tratar  

las etapas tardías de la i nf ección. E l cont ro l adecuado durante la  

i nf ección latente puede requer i r de células  T que sean específ icas  

para lo s ant ígenos par ticu lares que se expresen en ese momento .  

Las vacunas pos t-expos ic ión que se di ri gen di rectamente a las  

bacteri as persis tentes en letargo pueden ayudar  en la protecc ión 

cont ra la reac ti vación de la TB, potenc iando de este modo el cont ro l  

de la TB, o i nc luso permit i endo la desapari ción de la i nf ecc ión. Po r lo  

tanto, una vacuna dir i gida a la TB latente podría reduc ir si gnif icati va 

y económicamente las tasas  de i nf ección de TB globales .  

También se pueden ut i li zar vacunas subuni tari as basadas en 

ant ígenos de es tadio tardío en combinac ión con ant ígenos de es tadio  
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temprano  para propo rcionar  una vacuna multi f ase. De forma  

alternat i va, se pueden usar  ant ígenos de es tadio temprano  y /o tardío  

para complementar y mejo rar la vacunac ión de BCG (reforzando la 

respuesta a BCG o  bien a t ravés  del desarro l lo  de cepas de BCG  

recombinantes avanzadas). 

Lo s ant ígenos de pro teínas Mtb72f  y M72 con antígenos de 

proteínas de benef i cio po tencia l para e l tratamiento o la  prevenc ión 

de tuberculo sis . Se ha demost rado que M tb72f  propo rciona  

protecc ión en vario s modelos  animales (véase, por  e jemplo : B randt  

et  al. Infect . Immun. 2004 72(11) : 6622-6632; Skeiky et  al. J .  

Immunol . 2004 172: 7618-7628; Tsenova et al . Infec t. Immun. 2006 

74(4) : 2392-2401; Reed et al . PNAS 2009 106(7) : 2301-2306) . Mtb72f  

también ha sido e l objeto de i nvesti gaciones c línicas (Von Eschen et  

al . 2009 Human Vacc ines 5(7) : 475-482). M72 es un ant ígeno  

mejorado que i nco rpo ra una úni ca mutac ión de ser ina a a lanina con 

re lación a Mtb72f , dando como resultado característ icas de 

estabi l i dad mejoradas. Los ant ígenos re lacionados con M72 también 

han demost rado ser valio sos en e l modelo de TB latente (so li ci tud de 

patente i nter nacional WO2006/117240).   

Como se usa en e l presente documento , e l término  "ant ígeno  

re lacionado con M72" se ref iere a la pro teína de M72 propo rcionada  

en la SEQ ID NO: 1 o un deri vado i nmunógeno de la misma. Como se 

usa en e l presente documento, e l término "deri vado" se ref i ere a un 

ant ígeno que es tá modif icado con re lación a la secuenc ia de 

referenc ia. Los deri vados i nmunógenos son suf i ci entemente simi lares  
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a la  secuenc ia de referenc ia como  para retener  las propiedades 

i nmunogénicas de la secuenc ia de referenc ia y segui r permi ti endo  

que se e leve una respuesta i nmunitari a cont ra la  secuenc ia de 

referenc ia. Por  e jemplo , un der ivado puede comprender  una vers ión 

modif icada de la secuencia de referenc ia o a lternat i vamente puede  

consi s tir  en una versión modif icada de la secuenc ia de ref erenc ia. 

E l ant ígeno re lac ionado  con M72,  por  e jemplo , puede contener  

menos de 1,500 residuos de aminoác idos , ta l como menos de 1,200 

res iduos de aminoácidos, en par ti cular  menos de 1,000 residuos de 

aminoácidos,  en espec ia l menos de 800 residuos de aminoácidos . 

Lo s epítopos de células T son t ramos cont i guos co rto s de 

aminoácidos que son reconocidos po r las células  T (po r e jemplo ,  

células  T CD4+ o CD8+). Se puede lo grar la i dent if icación de lo s  

epí topos de células  T a través de experimento s de mapeo  de 

epí topos que son conoc idos  por  e l exper to  en la técni ca (véase,  po r  

e jemplo,  Paul,  Fundamental  Immunology, 3ª ed.,  243-247 (1993) ;  

Beiβbarth et al . Bioinformati cs 2005 21 (Supl.  1) : i 29-i 37) . En una  

población exogámica diversa, ta l como de seres humanos, dif erentes  

ti pos de HLA signif i ca que puede que no sean reconoc idos lo s  

epí topos parti culares po r to dos los miembros de la población. Como  

resultado de la impli cación c rucia l de la respuesta de células  T en la  

tuberculo sis , para maximizar e l ni ve l de reconocimiento y la escala  

de respuesta i nmunitari a, es deseable un der ivado  i nmunógeno  de 

M72 que contenga la mayo ría de (o de fo rma adecuada todos) lo s  

epí topos de células  T i ntac tos . 
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E l exper to reconocerá que las sus ti tuc iones, deleciones o  

adi cio nes i ndiv iduales a la pro teína de M72 que a lteren,  añadan o  

e liminen un úni co aminoácido o  un pequeño  porcenta je de 

aminoácidos son un "der ivado i nmunógeno" en e l que la(s )  

a lteración/a lteraciones da(n)  como resultado la sus t ituc ión de un 

aminoácido po r un aminoácido f unc ionalmente simi lar o la  

sus tituc ión/delec ión/adi ción de residuos que no imparten 

sus tanc ia lmente la f unc ión i nmunogénica.  

Las tablas  de sus tituc ión conservado ra que propo rcionan 

aminoácidos f unc ionalmente simi lares son muy conoc idas en la  

técni ca.   

En general, estas sus tituc iones conservadoras caerán dent ro  

de una de las  agrupac iones de aminoácidos espec if icadas a 

conti nuac ión,  aunque en a lgunas ci rcunstanc ias pueden ser posib les  

otras sus tituc iones sin afec tar  sus tanc ia lmente las propiedades 

i nmunogénicas del ant ígeno. Los ocho grupos siguientes cont i enen 

cada uno aminoácidos que son normalmente sus t ituc io nes  

conservadoras ent re sí : 

1)  A lanina (A) , Glic i na (G); 

2)  Ácido  aspár tico  (D) , ácido g lutámico  (E ); 

3)  Asparagina (N),  g lutamina (Q); 

4)  Argini na (R) , l is i na (K ) ; 

5)  Iso leuc ina ( I) , le ucina (L) , metio nina (M),  va l i na (V ) ; 

6)  Feni la la nina (F),  t iro sina (Y) ,  t ri ptóf ano (W); 

7)  Serina (S ),  t reonina (T) ; y 
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8)  Ci steína (C) , metio nina (M) 

(véase,  po r e jemplo,  Creighton,  Prote ins  1984) . 

De forma adecuada, estas sus ti tuciones no se producen en la 

región de un epí topo , y po r lo  tanto no ti enen un impacto signif icati vo  

sobre las propiedades i nmunogénicas del ant ígeno. 

Los derivados i nmunógenos también pueden inc lui r  aqué llos  en 

lo s que se i nsertan aminoácidos adi cio nales  en comparac ión con la  

secuenc ia de referenc ia. De forma adecuada,  es tas i nserciones no  

se producen en la región de un epítopo , y po r lo  tanto no ti enen un 

impacto s ignif icativo sobre las propiedades i nmunogénicas del  

ant ígeno. Un ejemplo de i nserc iones i nc luye t ramo cor to de residuos 

de hi sti dina (po r e jemplo, de 2 a 6 residuos) para ayudar  en la  

expresión y /o pur if icación del ant ígeno en cuest i ón. 

Lo s deri vados i nmunógenos i nc luyen aquél los en lo s que se 

han e liminado aminoácidos en comparación con la secuenc ia de 

referenc ia.  De forma adecuada, estas  deleciones no  se producen en 

la región de un epí topo, y po r lo  tanto no ti enen un impacto  

signif icati vo sobre las propiedades i nmunogénicas del ant ígeno . 

E l exper to reconocerá que un deri vado i nmunógeno  parti cular  

puede comprender  sus t ituc iones, delec iones y adi cio nes (o cualquier  

combinac ión de las mismas) . 

Lo s términos "i dént ico " o po rcenta je de " i denti dad" , en e l 

contexto de dos o más secuencias de po li pépti do s, se ref i eren a dos  

o más secuencias o subsecuenc ias que son las mismas o que ti enen 

un po rcenta je especif icado de residuos de aminoácidos  que son lo s  
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mismos (es deci r,  un 70 % de ident i dad,  opc ionalmente un 75 %,  80 

%, 85 %, 90 %, 95 %, 98 % o 99 % de i denti dad sobre una región 

especif i cada) , cuando se comparan y se a l i nean para determinar la  

correspondencia máxima sobre una ventana de comparación,  o una  

región designada medida usando uno de los  s iguientes a lgo ritmos de 

comparac ión de secuencias o  mediante a l i neación manual e  

i nspección vi sual.  Es ta def i nición también se ref iere a l complemento  

de una secuenc ia de prueba.  Opc ionalmente, la i dent i dad exis te 

sobre una región que es de cuando menos 500 aminoácidos de 

lo ngi tud,  ta l como de cuando menos 600 aminoácidos o  de cuando  

menos 700 aminoácidos. De forma adecuada, la comparación se 

reali za sobre una ventana correspondiente a la  lo ngitud entera de la  

secuenc ia de referenc ia (a l cont rario  que la secuenc ia deri vada) . 

Para la comparac ión de secuenc ias,  una secuenc ia actúa como  

la secuenc ia de referenc ia, con la que se comparan las secuenc ias  

de prueba. Cuando se usa un a lgo ri tmo de comparac ión de 

secuenc ias, las secuenc ias de prueba y de ref erenc ia se i nt roducen 

en un o rdenador , se designan las coordenadas de la subsecuenc ia,  

si es necesario , y se des ignan los parámetro s del programa de 

a lgo ritmo de secuenc ia. Se pueden usar lo s parámet ros del programa  

po r defecto , o se pueden designar  parámetro s a lternati vos . Después,  

e l a lgo ri tmo de comparac ión de secuencias calcula las ident i dades 

de secuenc ia en porcenta je para las secuenc ias de prueba con 

re lación a la secuenc ia de referenc ia,  basándose en lo s parámet ro s  

del programa.  
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Una "ventana de comparación" , como  se usa en e l presente  

documento , se ref i ere a un segmento en e l que se puede comparar  

una secuencia con una secuenc ia de referenc ia del mismo número de 

posic io nes conti guas después de que se hayan a li neado de forma  

ópt ima las dos secuenc ias . Lo s métodos de a li neac ión de las  

secuenc ias para su comparación son muy conocidos en la técni ca.  

Se puede l levar a cabo la a li neac ión óptima de las secuenc ias para 

su comparación,  po r e jemplo,  mediante e l a lgo ri tmo de homo logía 

lo cal de Smith y Waterman,  Adv. Appl . Math . 2: 482 (1981) , mediante  

e l a lgo ri tmo de a li neac ión de homo logía de Needleman y Wunsch, J .  

Mol.  Biol . 48: 443 (1970) , mediante e l método de búsqueda de  

semejanzas de Pearson y L ipman, Proc. Nat ’ l . Acad. Sci . USA  85:  

2444 (1988), mediante implementaciones computari zadas de esto s  

a lgo ritmos (GAP,  BESTFIT, FASTA y  TFASTA en e l paquete de 

sof tware de Wisconsin Genet i cs , Genet ics Computer Group,  575 

Science Dr., Madison, WI ) , o mediante a li neac ión manual e 

i nspección vi sual (véase, po r e jemplo , Current P rotocol s i n Molecular  

Biology  (Aus ubel et a l.,  eds. 1995 Supl. ) ) .  

Un e jemplo de un a lgo ritmo úti l es P ILEUP. P ILEUP crea una  

a li neac ión de secuenc ias múlti p les a par ti r de un grupo de 

secuenc ias re lacionadas usando al i neaciones progresi vas , po r  

parejas , para mostrar la  re lación y e l porcenta je de i dent i dad de 

secuenc ias. También representa un árbo l o dendograma que muest ra 

las re laciones de agrupación usadas para crear la a li neac ión.  

PILEUP usa una simplif icación del método de a li neac ión progresi vo  
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de Feng y Doo litt le , J. Mol. Evol . 35: 351-360 (1987). E l método  

usado es  s imi lar a l método descri to  por  Higgins  y  Sharp,  CABIOS 5 :  

151-153 (1989). E l programa puede ali near  has ta 300 secuenc ias ,  

cada una de una lo ngi tud máxima de 5,000 nuc leóti do s o  

aminoácidos. E l pro cedimiento de a l i neac ión múlti p le empieza con e l  

a li neamiento  por  parejas de las  dos  secuenc ias  más simi lares ,  

produciendo un grupo de dos secuenc ias a li neadas. Después, se 

a li nea este grupo con la siguiente secuenc ia o grupo de secuenc ias  

a li neadas más re lac ionadas. Se a li nean dos grupos de secuenc ias  

mediante una extens ión senc i l la de la a l i neación po r parejas de dos  

secuenc ias i ndividua les . La a li neac ión f i nal se lo gra mediante una  

ser ie de a li neac iones progres ivas, po r parejas. E l programa se 

e jecuta designando  secuenc ias  específ i cas  y  sus  coo rdenadas de 

aminoácidos para las regiones de comparac ión de secuenc ias y  

designando lo s parámet ro s del programa. Usando PILEUP, se 

compara una secuenc ia de referenc ia con ot ras secuencias de 

prueba para determinar  la re lación del po rcenta je de i dent i dad de 

secuenc ia usando lo s siguientes parámet ro s: peso de hueco po r  

defec to (3.00) , peso de lo ngi tud de hueco por def ec to (0.10), y  

huecos termina les pesados. P ILEUP se puede obtener a parti r del  

paquete de sof tware de análi si s de secuenc ias de GCG,  por e jemplo ,  

versión 7.0 (Devereaux et a l. , Nuc. Acids  Res. 12: 387-395 (1984)) .  

Otro  e jemplo  de un a lgo ri tmo que es  adecuado para determinar  

e l po rcenta je de i dent i dad de secuenc ias y  la semejanza de 

secuenc ias son los a lgo ri tmos BLAST y BLAST 2.0, que se describen 
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en A ltschul et al ., Nuc. Acids Res. 25: 3389-3402 (1977) y A ltschul et  

al ., J. Mol. Biol . 215: 403-410 (1990), respecti vamente. E l sof tware  

para l levar a cabo  análi si s de BLAST  está públicamente disponib le  

po r e l Nat io nal Center for Bio techno logy Informatio n (página web en 

www. ncbi.nlm.nih.gov / ). Es te a lgo ritmo impli ca en pr imer lugar  

ident if icar pares de secuenc ias de a lta punt uación (HSP) 

ident if icando palabras co rtas de lo ngitud W en la secuenc ia de 

consulta, que pueden coinc idi r o satisf acer a lguna punt uación umbral  

de valo r po sit ivo  T cuando se a li nean con una palabra de la misma  

lo ngi tud en una secuencia de la base de datos . T se denomina como  

el umbral de puntuac ión de palabra vecina (A ltschul et al ., supra ) .  

Es tos acierto s de palabras vecinas  i ni cia les actúan como semi l las  

para i niciar búsquedas para encont rar HSPs más largas que las  

contengan. Los ac ier to s de palabra se exti enden en ambas 

di recciones a lo  largo de cada secuenc ia para que se pueda  

incrementar la punt uac ión de a li neac ión acumulable. Las  

puntuac iones acumulables  se calculan usando, para secuenc ias de 

nuc leóti do s,  los  parámet ros  M (puntuac ión de recompensa para un 

par de residuos emparejados; siempre > 0) y N (punt uación de  

penali zac ión para residuos mal emparejados; siempre <  0) . Para 

secuenc ias de aminoácidos , se usa una matri z de puntuac ión para 

calcular la puntuac ión acumulable. La extens ión de lo s acierto s de 

palabras  en cada di recc ión se deti ene cuando:  la puntuac ión de  

a li neac ión acumulable baja po r la cant i dad X desde su máximo valo r  

lo grado; la punt uac ión acumulable baja hasta cero o i nf erio r, debido  
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a la acumulac ión de una o más a li neac iones de residuos de 

puntuac ión negati va; o se a lcanza e l ext remo de cualquier secuenc ia.  

Lo s parámet ro s W, T y X del a lgo ritmo BLAST determinan la  

sensib i li dad y la  velo cidad de la a li neac ión.  E l programa BLASTN 

(para secuenc ias  de nuc leóti do s) usa por  defecto  una lo ngitud de  

palabra (W) de 11, una expectati va (E)  de 10,  M=5, N=-4 y  una  

comparac ión de ambas hebras.  Para secuencias de aminoácidos, e l  

programa BLASTP usa po r defecto  una lo ngitud de palabra de 3, y  

expectati va (E)  de 10, y la  mat ri z  de puntuac ión BLOSUM62 (véase,  

Henikof f  y Henikof f , Proc. Natl . Acad. Sci. USA 89: 10915 (1989))  

a li neac iones (B ) de 50, expectati va (E ) de 10, M=5, N=-4, y una  

comparac ión de ambas hebras . 

E l a lgo ritmo BLAST también reali za un análi sis estadísti co de 

la semejanza ent re dos secuenc ias (véase, po r e jemplo, Kar li n y  

A ltschul, Proc. Nat ’l . Acad. Sci. USA  90: 5873-5787 (1993)) . Una  

medida de semejanza propo rcionada po r e l a lgo ritmo BLAST es la  

probabi li dad de suma más pequeña (P(N)) , que propo rciona una  

i ndi cación de la probabi l i dad por la  que se produc ir ía una  

coinc idencia ent re dos secuenc ias de nuc leót i dos o de aminoácidos  

po r casuali dad. Po r e jemplo , un ácido nuc le ico se cons idera simi lar a 

una secuenc ia de referenc ia si la  probabi l i dad de suma más pequeña  

en una comparación del ácido  nuc le ico  de prueba con e l ác ido  

nuc le i co de referencia es de menos de apro ximadamente 0.2,  más 

preferentemente de menos de apro ximadamente 0.01 y más 

preferentemente de menos de apro ximadamente 0.001.  



 

 

22 

  5 

10 

15 

20 

25 

En cualquier acontecimiento , lo s deri vados i nmunógenos de 

una secuenc ia de po li pépti do s tendrán esenc ia lmente la misma  

acti vi dad que la secuencia de ref erenc ia. Po r esencia lmente la  

misma ac ti vi dad se quiere dec ir a l menos un 50 %, de forma  

adecuada al menos un 75 % y especia lmente a l menos un 90 % de 

acti vi dad de la secuenc ia de referenc ia en un ensayo de 

rees timulación i n vit ro de PBMC o  de sangre completa con ant ígenos 

específ ico s (po r e jemplo , reestimulac ión durante un perio do de ent re  

var ias horas y has ta dos semanas, ta l como hasta un día, de 1 día a 

1 semana o de 1 a 2 semanas) que mide la ac tivación de las células  

po r medio de l i nfopro li feración, la  producc ión de ci to quinas  en e l  

sobrenadante del culti vo (medida mediante ELISA, CBA, etc .) o la  

caracteri zación de respuestas de células  T y B po r ti nc ión i nt ra y  

ext racelular  (po r e jemplo,  usando ant i cuerpos espec íf ico s para 

marcadores i nmuni tarios , ta les como CD3, CD4, CD8, IL2, TNF-alfa,  

IFN-gamma, CD40L, CD69, etc) seguido po r e l análi si s con un 

citómet ro de f lu jo.  De forma adecuada,  po r esenc ia lmente la misma  

acti vi dad se quiere deci r a l menos un 50 %, de forma adecuada al  

menos un 75 % y especia lmente a l menos un 90 % de ac tiv i dad de la  

secuenc ia de ref erencia en una pro l i ferac ión de células  T  y/o ensayo  

de producc ión de IFN-gamma. 

Los deri vados parti culares de la pro teína de M72 inc luyen 

aquéllo s con residuos His adicio nales  en e l ext remo N-terminal (po r  

e jemplo, do s residuos His , como se proporcionan en la SEQ ID NO:  

3;  o una marca de po li his ti dina de cinco o en par ti cular  seis residuos 
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His, que se puede usar  para la pur if icación de af i nidad de níquel) .  

Mtb72f  (SEQ ID NO: 5) que conti ene e l residuo de serina o ri ginal que  

se ha mutado en M72,  es  ot ro deri vado  de M72, así como  las  

proteínas de Mtb72f  con residuos His adi cio nales  en e l extremo N-

terminal (po r e jemplo,  do s res iduos His ; o  una marca de po li hi st id ina  

de cinco o en par ti cular sei s residuos His, que se pueden usar para 

la purif i cac ión de af i nidad de níquel) .  

De forma adecuada,  un ant ígeno re lacionado con M72 

comprenderá, ta l como que cons is ti rá en,  una secuenc ia que tenga a l  

menos un 70 % de ident i dad con M72, ta l como al menos un 80 %, en 

parti cular , a l menos un 90 %, especia lmente, a l menos un 95 %, po r  

e jemplo, a l menos un 99 %. Opcionalmente, un antígeno re lacionado  

con M72 comprenderá, ta l como que cons is ti rá en,  una secuenc ia 

que tenga a l menos un 98 % de i denti dad con M72. 

Los ant ígenos re lacionados con M72 típ ico s comprenderán, ta l 

como que cons i sti rán en, un derivado i nmunógeno de la SEQ ID NO:  

1 ó 3, que ti ene un número pequeño de deleciones, i nserc iones y /o  

sus tituc iones. Los e jemplos son lo s que ti enen deleciones de has ta 5 

res iduos en 0-5 localizaciones, i nserc iones de has ta 5 residuos en 0-

5 localizaciones y sus ti tuciones de has ta 20 residuos. 

Otro s deri vados i nmunógenos de M72 son los  que comprenden,  

ta l como que cons is ten en,  un f ragmento de la SEQ ID NO:  1 ó 3,  

que ti ene a l menos 500 aminoácidos de lo ngitud, ta l como al menos 

600 aminoácidos de lo ngitud o a l menos 700 aminoácidos de 

lo ngi tud.   
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Los antígenos re lacionados con M72 se pueden preparar  

mediante lo s métodos descri to s anterio rmente (documento  

WO2006/117240) , los  propo rcionados en los e jemplo s, o lo s métodos 

análogos a e l los . 

Las composicio nes i nmunogénicas pueden comprender  uno o  

más componentes  ant i génicos  adic io nales . Es tos  componentes  

ant i génico s adi cio nales no t i enen po r qué ser sens ib les a la  

presenc ia de sales  en la composic ión. 

Se pueden dest i nar lo s componentes anti génico s adi cio nales  

para forta lecer o complementar las respuestas i nmuni tari as  

so li citadas po r e l ant ígeno re lacionado con M72 en e l campo de la  

prevenc ión o de la terapia de la tuberculo si s o se podr ían asociar  

ant ígenos adi cio nales  con o t ros patógenos y se dest i nan para su 

adminis t ración con e l ant ígeno  re lacionado con M72 por  razones de 

convenienc ia. Cuando están presentes vario s componentes  

ant i génico s dent ro de la formulación,  és tos se pueden propo rcionar  

en fo rma de po li pépti do s i ndiv iduales  o proteínas  de f usión.  En 

a lgunas c ircunstanc ias , se pueden propo rcionar  componentes  

ant i génico s adicio nales  como un po li nuc leóti do (o  po li nuc leóti do s). 

Es muy conocido que, para la adminis t ración parentera l, las  

so luc iones tendr ían que tener  una osmo lali dad f armacéuti camente  

aceptable para evitar la di sto rsión o la li si s celular . En general, una  

osmo lal idad f armacéuti camente aceptable signif icará que las  

so luc iones tendrán una osmo lali dad que es apro ximadamente  

isotóni ca o un poco hiper tónica. De fo rma adecuada, las  
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composic io nes i nmunogénicas  de la presente i nvenc ión tendrán una  

osmo lal idad en e l i ntervalo de 250 a 750 mOsm/kg, po r e jemplo , la  

osmo la l idad puede estar en e l i ntervalo de 250 a 550 mOsm/kg, ta l  

como en e l i ntervalo de 280 a 500 mOsm/kg.  

Se puede medi r la osmo la l i dad de acuerdo con las técni cas  

conocidas en la materi a, ta les como mediante e l uso de un 

osmómet ro comercia lmente disponib le, po r e jemplo e l Modelo 2020 

Advanced® di sponib le de Advanced Ins t ruments  Inc .  (EE.UU. ). 

Un "agente de iso toni cidad" es un compuesto que se to lera 

f isio lógicamente e imparte una tonic idad adecuada a una formulac ión 

para evi tar e l f lujo neto de agua a t ravés de las membranas celulares  

que están en contacto  con la formulac ión.  

En general, se usa c lo ruro de sodio (NaCl) como agente de 

tonicidad. lo s presentes i nventores han demostrado po r primera vez  

que esos ant ígenos re lac ionados con M72 son parti cularmente  

sensib les  a l "desplazamiento sali no" , un pro ceso  en e l que las  

proteínas en so luc ión se acumulan o coagulan cuando es tán en 

so luc iones que conti enen a ltas concent raciones de sal. En 

consecuenc ia,  se propo rcionan medios  a lternat ivo s para asegurar  

que las composicio nes i nmunogénicas de la i nvenc ión tengan una  

osmo lal idad farmacéut icamente aceptable. 

En una modali dad part icular , se propo rcionan composicio nes  

i nmunogénicas que comprenden además un agente de to ni cidad no  

ióni co.  Un agente de toni cidad no i óni co para su uso  en una  

composic ión i nmunogénica necesi tará é l mismo ser  
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farmacéut icamente aceptable, po r e jemplo, adecuado para su uso en 

seres humanos,  as í como ser compatib le con e l ant ígeno re lacionado  

con M72 y compatib le además con ot ro s componentes ta les  como  

el/ los  i nmunoest imulante(s ). 

En una modali dad de la presente i nvenc ión,  lo s agentes de 

tonicidad no  i óni cos  adecuados son po lio les, azúcares (en part icular ,  

sacaro sa, f ruc to sa, dextro sa o g lucosa) o aminoác idos ta les como  

gli ci na.  En una modali dad, e l po lio l es un a lcoho l de azúcar ,  

especia lmente un a lcoho l de azúcar C3-6.  Los  a lcoho les de azúcar  

e jemplares i nc luyen g li cero l, eri t ri to l, trei to l, arabito l, xi li to l, ri b ito l,  

sorb ito l, mani to l,  dulci to l e id ito l. En un e jemplo específ ico de es ta 

modali dad, un agente de toni cidad no i óni co adecuado es sorbi to l. E l  

exper to reconocerá que se puede consegui r una o smo lal i dad 

apropiada a t ravés  del uso de una mezc la de dif erentes  agentes  de 

tonicidad. En una modali dad par ti cular  de la i nvención,  e l agente de 

tonicidad no i óni co en las  composic io nes de la i nvenc ión i nco rpo ra 

sacaro sa y/o  so rbi to l. 

En una modali dad,  una concent ración adecuada de po l io l 

dent ro  de la composición i nmunogénica es de ent re  

apro ximadamente un 2.5 y apro ximadamente un 15 % (p/v ) , en 

parti cular  de ent re apro ximadamente un 2.5 y apro ximadamente un 

10 % (p/v ) , po r e jemplo,  ent re apro ximadamente un 3 y  

apro ximadamente un 7 % (p/v ) , ta l como ent re apro ximadamente un 4 

y apro ximadamente un 6 % (p/v ). En un e jemplo específ ico de es ta 

modali dad,  e l po lio l es so rbito l.  
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En ot ra modali dad, la  composición i nmunogénica comprende  

sacaro sa y so rbito l. En es tas  ci rcunstanc ias , la composic ión 

i nmunogénica puede contener  de forma adecuada ent re  

apro ximadamente un 2.5 y apro ximadamente un 15 % (p/v ) de 

sacaro sa y ent re apro ximadamente un 2.5 y apro ximadamente un 15  

% (p/v) de sorbito l, en par ticu lar ent re apro ximadamente un 2.5 y  

apro ximadamente un 10 % (p/v ) de sacarosa y ent re  

apro ximadamente un 2.5 y apro ximadamente un 10 % (p/v ) de 

sorbito l, por  e jemplo , ent re apro ximadamente un 3 y  

apro ximadamente un 7 % (p/v ) de sacarosa y ent re apro ximadamente  

un 3 y apro ximadamente un 7 % (p/v) de so rbito l, ta l como ent re  

apro ximadamente un 4 y apro ximadamente un 6 % (p/v) de sacaro sa 

y ent re apro ximadamente un 4 y apro ximadamente un 6 % (p/v ) de 

sorbito l. 

E l pH de las composicio nes i nmunogénicas deber ía ser  

adecuado  para la admini st ración parentera l. No rmalmente, e l pH 

estará en e l i ntervalo de 6.0 a 9.0. De forma adecuada, E l pH es tará 

en e l i ntervalo de 7.0 a 9.0, espec ia lmente de 7.25 a 8.75,  ta l como  

de 7.5 a 8.5, en parti cular  un pH de 7.75 a 8.25. Es de par ti cular  

i nterés un pH de apro ximadamente 8.0.  

Se puede cont ro lar e l pH mediante e l uso de regulado res  del 

pH,  i nc luyendo , po r e jemplo,  reguladores  de T ri s o  de fosf ato . 

En una modali dad parti cular  de la i nvenc ión,  la composición 

i nmunogénica comprende uno o  más i nmunoestimulantes .  

En una modali dad, e l i nmunoest imulante puede ser  una  
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saponina. Una saponina part icularmente adecuada para su uso en la  

presente i nvenc ión es Qui l A  y  sus  deri vados. Qui l A  es  una  

preparación de saponina ais lada del árbo l sudamer i cano Quil l a j a 

saponaria Mo lina y f ue descrita  por primera vez po r Dalsgaard et al .  

en 1974 ( “Saponin adjuvants ” , A rchi v. für die gesamte 

Virus forschung, Vo l. 44, Springer Ver lag, Ber lín, p243-254) po r tener  

acti vi dad coadyuvante. Se han ai s lado f racciones pur if icadas de Qui l  

A mediante HPLC que reti enen la acti vi dad coadyuvante sin la  

to xi cidad asociada con Qui l A (documento WO88/09336), po r  

e jemplo, QS7 y QS21 ( también conoc idas como QA7 y QA21). La 

QS21 es una saponina natura l deri vada de la cor teza de Quil l a j a 

saponaria Mo li na, que i nduce células  T ci totóxi cas (CTL) CD8+,  

células  Th1 y una respuesta de anti cuerpos IgG2a predominante.  

QS21 es una saponina preferi da en e l contexto de la presente  

i nvenc ión. 

En una forma adecuada de la presente i nvención,  e l 

coadyuvante de saponina dent ro  de la composic ión i nmunogénica es  

un deri vado de Qui l A  de saponaria  Mo li na, en par ti cular ,  una  

f racción i nmuno lógi camente ac ti va de Qui l A , ta l como QS17 o QS21,  

adecuadamente QS21.  

De forma deseable, QS21 se propo rciona en una composición 

menos reac tógena en la que se desacti va con un es tero l exógeno, ta l  

como co lestero l,  por  e jemplo . Exi sten varias formas concretas  de 

composic io nes menos reactógenas en las que QS21 se desactiva con 

co les tero l.  En una modali dad específ ica, la  saponina/es tero l está en 
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la forma de una est ruc tura de li po soma ( ta l como  la descri ta en e l  

do cumento WO 96/33739, e jemplo 1) . En es ta modali dad, lo s  

li po somas cont i enen de fo rma adecuada un lípido  neut ro,  po r  

e jemplo, fosf ati di lco l i na, que de forma adecuada es no c ri sta l i no a 

temperatura ambiente, po r e jemplo, fosf ati di lco l i na de yema de 

huevo, dio leoi l-fosf ati di lco l i na (DOPC) o di la uri l-fo sfat i di lco li na. Lo s  

li po somas también pueden contener  un lípido cargado  que  

i ncrementa la es tabi li dad de la es truc tura de l i posoma-QS21 para lo s  

li po somas compuesto s de líp ido s saturados.  En es tos  casos, la  

canti dad de líp ido cargado  es  de forma adecuada de un 1-20 % p/p,  

ta l como de un 5-10 %. La proporción de estero l con respecto a l  

fosfo lípido es de un 1-50 % (mo l/mo l) , de forma adecuada de un 20-

25 %.  

Lo s es tero les adecuados i nc luyen β -sito stero l, es ti gmastero l,  

ergos tero l, ergocalcifero l y co les tero l. En una modali dad part icular ,  

la composic ión i nmunogénica comprende co les tero l como estero l.  

Es tos  es tero les  son muy conocidos en la técni ca, po r e jemplo, e l  

co les tero l se da a conocer en e l Índi ce de Merck, 11ª Ed. , página  

341,  como un es tero l nat ura l que se enc uent ra en la  grasa animal.   

Cuando la f racción de saponina acti va es QS21, la  propo rción 

de QS21:estero l será no rmalmente del orden de 1:100 a 1:1 (p/p) , de 

forma adecuada de ent re 1:10 y 1:1 (p/p), y especia lmente de 1:5 a 

1:1 (p/p) . De forma adecuada, está presente estero l en exceso ,  

siendo la propo rc ión de QS21:estero l a l menos de 1:2 (p/p) . En una  

modali dad, la  propo rción de QS21:estero l es de 1:5 (p/p) . De forma  
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adecuada, e l estero l es  co lestero l.  

En o t ra modali dad, la composición i nmunogénica comprende un 

i nmunoestimulante que es un agonista del recepto r simi lar  a To ll  4  

(TLR4). Po r "agonista de TLR" se quiere decir un componente que  

puede pro vocar una respuesta de señali zac ión a t ravés de un camino  

de señalización de TLR, como un li gando di recto o b ien 

i ndi rectamente a t ravés de la generación de un li gando  endógeno  o  

exógeno (Sabroe et a l , J Immuno l 2003 p1630-5). Un agonis ta de 

TLR4 puede provocar una respuesta de señali zación a t ravés  de un 

camino  de señalización de TLR-4. Un ejemplo  adecuado de un 

agonista de TLR4 es un li popo li sacárido , de forma adecuada, un 

deri vado no tóxi co de lípido A, en par ti cular , monofosfo ri l- lípido A o  

más en par ti cular  monofosfori l- l ípido A 3-des-O-aci lado  (3D-MPL). 

3D-MPL se comercia l iza con e l nombre MPL po r  

GlaxoSmi thK li ne Bio logi cals N.A . y en la memo ria descript iva se 

denomina como MPL o 3D-MPL, véanse, po r e jemplo, las patentes de 

lo s EE.UU. N. º 4,436,727; 4,877,611; 4,866,034 y 4,912,094. 3D-MPL 

promueve pri nc ipalmente las respuestas  de células  T CD4+ con un 

feno ti po de IFN-gamma (Th1) .  3D-MPL se puede produci r de acuerdo  

con los métodos dados a conocer en e l do cumento GB2220211A.  

Químicamente es una mezc la de un monofosfo ri l- lípido  A  3-des-O-

aci lado con 3,  4, 5 ó 6 cadenas aci ladas. En las composic io nes de la  

presente i nvenc ión se puede usar 3D-MPL de par tícula pequeña para 

preparar la composición i nmunogénica. E l 3D-MPL de part ícu la  

pequeña ti ene un tamaño de par tícula ta l que se puede f i l trar para la  
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esteri li zación a t ravés de un f i l t ro  de 0.22 micras. Estas  

preparaciones se describen en e l do cumento WO94/21292. De forma  

adecuada, se usa 3D-MPL en po lvo para preparar las composicio nes  

i nmunogénicas de la presente i nvenc ión.  

Otro s agonis tas de TLR4 que se pueden usar son fo sfato s de 

a lqui l-g lucosaminida (AGP) ta les como lo s dados a conocer en e l  

do cumento  WO98/50399 o  en la patente de lo s EE.UU. 6,303,347 

(también se dan a conocer pro cesos para la preparación de AGP), de 

forma adecuada RC527 o RC529 o sales f armacéuti camente  

aceptables de AGP como se dan a conocer en la patente de lo s  

EE.UU. N. º 6,764,840. A lgunos AGP son agonis tas  de TLR4, y  

a lgunos son antagonis tas  de TLR4.  

Otro s agonis tas  de TLR4 adecuados son lo s descr ito s en e l  

do cumento  WO2003/011223 y en e l do cumento  WO2003/099195,  

ta les  como compuesto I,  compuesto II y  compuesto I II  dados a 

conocer en las  páginas  4-5 del documento WO2003/011223 o en las  

páginas  3-4 del documento WO2003/099195 y en parti cular  lo s  

compuesto s dados a conocer en e l do cumento WO2003/011223 como  

ER803022, ER803058, ER803732, ER804053, ER804057, ER804058,  

ER804059, ER804442, ER804680 y  ER804764.  Po r e jemplo,  un 

agonista de TLR-4 adecuado es ER804057. 

En una modali dad part icular ,  la composic ión i nmunogénica 

comprende tanto una saponina como un agonista de TLR4. En un 

e jemplo específ ico , la composición i nmunogénica comprende QS21 y  

3D-MPL.  
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Un agonista de TLR-4,  ta l como un l i popo lisacárido,  ta l como  

3D-MPL, se puede usar en cant idades de ent re 1 y 100 microgramos 

po r dosi s humana de la composición i nmunogénica. Se puede usar  

3D-MPL en un ni vel de apro ximadamente 50 microgramos, po r  

e jemplo de ent re 40 y 60 microgramos, de forma adecuada de ent re  

45 y 55 microgramos o de ent re 49 y  51 microgramos o de 50 

microgramos. En ot ra modali dad, la dosi s humana de la composic ión 

i nmunogénica comprende 3D-MPL en un ni vel de apro ximadamente  

25 microgramos, po r e jemplo,  de ent re 20 y  30 microgramos,  de 

forma adecuada de ent re 21 y 29 microgramos o de ent re 22 y 28 

microgramos o de ent re 23 y 27 microgramos o de ent re 24 y 26 

microgramos,  o de 25 microgramos.   

Una saponina, ta l como QS21, se puede usar en cant i dades de 

ent re 1 y 100 microgramos po r dosis humana de la composic ión 

i nmunogénica. Se puede usar  QS21 en un ni vel de apro ximadamente  

50 microgramos, po r e jemplo de ent re 40 y 60 microgramos, de forma  

adecuada de ent re 45 y 55 microgramos o  de ent re 49 y  51 

microgramos o de 50 microgramos. En o t ra modali dad, la dosi s  

humana de la composic ión i nmunogénica comprende QS21 en un 

ni vel de apro ximadamente 25 microgramos, po r e jemplo , de ent re 20 

y 30 microgramos, de forma adecuada de ent re 21 y 29 microgramos 

o de ent re 22 y 28 microgramos o de ent re 23 y 27 microgramos o de 

ent re 24 y 26 microgramos, o  de 25 microgramos. 

Cuando tanto un agonis ta de TLR4 como saponina es tán 

presentes en la composición i nmunogénica, entonces la propo rc ión 
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en peso de agonis ta de TLR4 con respecto a la saponina es de forma  

adecuada de ent re 1:5 y  5:1,  de forma adecuada de ent re 1:2 y  2:1,  

ta l como de apro ximadamente 1:1. Po r e jemplo, cuando 3D-MPL es tá 

presente en una cant i dad de 50 microgramos o 25 microgramos,  

entonces QS21 también puede es tar presente de forma adecuada en 

una cant i dad de 50 microgramos o 25 microgramos, respectivamente,  

po r dosi s humana de la composición i nmunogénica. Determinadas  

composic io nes i nmunogénicas  de la presente i nvenc ión comprenden 

QS21 y 3D-MPL, en una cant i dad de ent re 1 y 100 mic rogramos de 

cada una po r dosi s humana, ta les como en una canti dad de ent re 10 

y 75 microgramos de cada una po r dos is humana. Las composicio nes  

i nmunogénicas de la presente i nvención pueden comprender  de 

forma adecuada QS21 y 3D-MPL, en una cant i dad de ent re 15 y  35 

microgramos de cada una po r dosi s humana, ta les como en una  

canti dad de ent re 20 y 30 microgramos de cada una po r dosi s  

humana.  

En una modali dad, e l i nmunoestimulante es  un agonis ta de 

TLR9,  por  e jemplo  como se es tablece en e l do cumento  

WO2008/142133. En un e jemplo específ ico, este agoni sta de TLR9 

es un o l i gonuc leóti do i nmunoest imulante, en parti cular  un 

o li gonuc leót i do que conti ene un moti vo CpG no met i lado. Esto s  

o li gonuc leót i dos son muy conocidos y se describen, po r e jemplo, en 

lo s documento s WO96/02555, WO99/33488 y US5,865,462. Los  

agonistas de TLR9 adecuados para su uso en las composicio nes  

i nmunogénicas descr itas en e l presente documento son 
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o li gonuc leót i dos que cont i enen CpG, que conti enen opcionalmente  

dos o más moti vo s CpG dinuc leót i dos  separados por  a l menos t res ,  

de fo rma adecuada al menos sei s o  más nuc leót i dos . Un mot ivo  CpG  

es un nuc leót i do de c ito sina seguido de un nuc leót ido  de guanina.   

En una modali dad, e l enlace i nternuc leóti do en e l 

o li gonuc leót i do es un enlace de fosforodit ioato, o posib lemente de 

fosforotio ato , aunque también se pueden usar enlaces de 

fosfodiés ter y ot ros i nternuc leót ido s , i nc luyendo o l i gonuc leót i dos con 

uniones de i nternuc leóti do s mezc lados. Los métodos para produc i r  

o li gonuc leót i dos de fosforot ioato o fosforoditio ato se describen en 

lo s documentos US5,666,153, US5,278,302 y WO95/26204. Se 

contemplan o l igonuc leót i dos que comprenden diferentes uniones  

i nternuc leót i dos , po r e jemplo , fosfodiés teres de fosfo rotio ato  

mezc lados. Se pueden usar ot ro s enlaces i nternuc leóti do s que  

estabi l icen e l o l i gonuc leót i do. 

Lo s e jemplo s de o li gonuc leóti do s de CpG adecuados para su 

i nc lus ión en las compos icio nes i nmunogénicas descri tas en e l  

presente documento  t ienen las  siguientes secuenc ias.  En una  

modali dad, es tas secuencias conti enen uniones i nter nuc leóti do s  

modif icadas de fosfo rotio ato. 

OLIGO 1 (SEQ ID NO: 9) : TCC ATG ACG TTC CTG ACG TT  

(CpG 1826) 

OLIGO 2 (SEQ ID NO: 10) : TCT CCC AGC GTG CGC CAT (CpG 

1758) 

OLIGO 3 (SEQ ID NO: 11): ACC GAT GAC GTC GCC GGT GAC 
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GGC ACC ACG 

OLIGO 4 (SEQ ID NO: 12) : TCG TCG TTT TGT CGT TTT GTC 

GTT (CpG 2006) 

OLIGO 5 (SEQ ID NO: 13): TCC ATG ACG TTC CTG ATG CT  

(CpG 1668) 

Los o li gonuc leót i dos  de CpG alternati vo s pueden comprender  

las secuenc ias anter iores ya que ti enen delec iones o adi cio nes  

i nconsecuentes de las mismas. 

En una modali dad, e l i nmunoestimulante es un toco l. En la 

técni ca se conocen b ien lo s  to co les  y  se describen en e l do cumento  

EP0382271.  En una modali dad part icular ,  e l toco l es  a lfa-to cofero l o  

un deri vado del mismo , ta l como  succ inato de a lfa- tocof ero l (también 

conocido  como succinato de vi tamina E) . 

La presente i nvenc ión también propo rciona un pro ceso para 

preparar una composición i nmunogénica de la i nvenc ión que  

comprende las etapas: 

a.  lio f i li zar un antígeno  re lac ionado  con M72; y 

b.  reconst itui r e l ant ígeno re lacionado con M72 l io f i l izado de 

la etapa a)  con una so luc ión acuosa en la que la conduct iv i dad de la  

so luc ión es de 13 mS/cm o menor. 

En determinadas modali dades,  la conducti vi dad de la so luc ión 

acuosa es de 12 mS/cm o meno r, po r e jemplo , 10 mS/cm o menor, 8 

mS/cm o menor, 6 mS/cm o meno r, 5 mS/cm o meno r,  4 mS/cm o  

meno r, o 3 mS/cm o meno r. En una modali dad parti cular , la  

conductiv i dad de la so lución acuosa es de 2.5 mS/cm o meno r, ta l  
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como 2.25 mS/cm o  meno r,  o 2.0 mS/cm o  meno r.   

De forma adecuada,  la conducti vi dad de la so luc ión acuosa es  

ta l que cuando se reconstituye e l ant ígeno lio f i li zado, la so luc ión 

resultante ti ene una conducti vi dad de 13 mS/cm o meno r, ta l como  

12 mS/cm o menor, po r e jemplo 10 mS/cm o  meno r,  8 mS/cm o  

meno r, 6 mS/cm o meno r, 5 mS/cm o meno r, 4 mS/cm o meno r, o 3 

mS/cm o meno r. En una modali dad parti cular ,  la conducti vi dad de la  

so luc ión resultante es de 2.5 mS/cm o menor, ta l como 2.25 mS/cm o  

meno r, o 2.0 mS/cm o  meno r.   

Se propo rciona además un pro ceso para preparar una  

composic ión i nmunogénica de la i nvenc ión que comprende las  

etapas: 

a.  lio f i li zar un antígeno  re lac ionado  con M72; y 

b.  reconst itui r e l ant ígeno re lacionado con M72 l io f i l izado de 

la etapa a) con una so luc ión acuosa en la que la concent ración de 

sales  en di cha so luc ión es  de 130 mM o meno r. 

En determinadas modali dades, la  concent ración de sa les en 

di cha so luc ión acuosa es de 100 mM o meno r, po r e jemplo, 90 mM o  

meno r, 80 mM o meno r, 70 mM o menor, 60 mM o meno r, 50 mM o  

meno r, o 40 mM o menor. En una modali dad par ti cular , la  

concent ración de sales  en d icha so luc ión acuosa es de 35 mM o  

meno r, ta l como  30 mM o  meno r,  o 25 mM o meno r. 

De forma adecuada, la concent ración de sales en la so luc ión 

acuosa es ta l que cuando se reconsti tuye e l ant ígeno lio f i li zado, la  

so luc ión resultante ti ene una concent ración de sales de 130 mM o  
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meno r, ta l como 100 mM o menor, por e jemplo 90 mM o meno r, 80 

mM o  meno r,  70 mM o  meno r,  60 mM o meno r, 50 mM o menor, o  40 

mM o meno r. En una modali dad part icular , la concent rac ión de sales  

en la so luc ión resultante es de 35 mM o meno r, ta l como 30 mM o  

meno r, o 25 mM o  meno r. 

Adic io nalmente, se propo rciona un proceso para preparar una  

composic ión i nmunogénica de la i nvenc ión que comprende las  

etapas: 

a.  lio f i li zar un antígeno  re lac ionado  con M72; y 

b.  reconst itui r e l ant ígeno re lacionado con M72 l io f i l izado de 

la etapa a) con una so luc ión acuosa en la que la concent ración de 

c lo ruro  de sodio en d i cha so luc ión es de 130 mM o  meno r. 

En determinadas modali dades, la  concent ración de c lo ruro de 

sodio en di cha so luc ión acuosa es de 100 mM o meno r, po r e jemplo ,  

90 mM o menor, 80 mM o meno r, 70 mM o meno r, 60 mM o meno r, 50 

mM o menor, o 40 mM o meno r. En una modali dad par ticu lar , la  

concent ración de sales  en d icha so luc ión acuosa es de 35 mM o  

meno r, ta l como 30 mM o menor, o 20 mM o meno r, o 15 mM o  

meno r. De forma adecuada, la concent rac ión de c loruro de sodio en 

la so luc ión acuosa es de o i nf erior  a 5 mM. 

De forma adecuada, la concent ración de c lo ruro de sodio en la 

so luc ión acuosa es ta l que cuando se reconst ituye e l ant ígeno  

lio f i li zado,  la so luc ión resultante ti ene una concent rac ión de c lo ruro  

de sodio de 130 mM o meno r, ta l como 100 mM o meno r, po r e jemplo  

90 mM o menor, 80 mM o meno r, 70 mM o meno r, 60 mM o meno r, 50 
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mM o menor, o 40 mM o meno r. En una modali dad par ticu lar , la  

concent ración de c loruro de sodio en la so luc ión resultante es de 35 

mM o  meno r,  ta l como 30 mM o  meno r,  o 25 mM o menor . 

En una modali dad, las so luc iones acuosas de la etapa b)  

(anterio r ) comprenden una saponina y /o un agonista de TLR4, po r  

e jemplo, QS21 y/o 3D-MPL. En una modali dad adi cio nal, la saponina  

y/o e l agonis ta de TLR4 es tán en una formulac ión li po somal. En una  

modali dad, las so luciones acuosas comprenden un agonis ta de TLR4 

y una saponina en una formulac ión li po somal, y un agente de 

tonicidad no i óni co,  como se describe en e l presente documento , ta l  

como un po lio l. En par ti cular , las so luciones acuosas pueden 

comprender  sorbi to l. 

También se propo rc iona un ki t que comprende:  

a.  un ant ígeno  re lacionado  con M72 lio f i li zado ; y 

b.  una so luc ión acuosa en la que la conduct iv i dad de la 

so luc ión es de 13 mS/cm o menor. 

En determinadas modali dades,  la conducti vi dad de la so luc ión 

acuosa es de 12 mS/cm o meno r, po r e jemplo , 10 mS/cm o menor, 8 

mS/cm o menor, 6 mS/cm o meno r, 5 mS/cm o meno r,  4 mS/cm o  

meno r, o 3 mS/cm o meno r. En una modali dad parti cular , la  

conductiv i dad de la so lución acuosa es de 2.5 mS/cm o meno r, ta l  

como 2.25 mS/cm o  meno r,  o 2.0 mS/cm o  meno r.   

De forma adecuada,  la conducti vi dad de la so luc ión acuosa es  

ta l que cuando se reconstituye e l ant ígeno lio f i li zado, la so luc ión 

resultante ti ene una conducti vi dad de 13 mS/cm o meno r, ta l como  
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12 mS/cm o menor, po r e jemplo 10 mS/cm o  meno r,  8 mS/cm o  

meno r, 6 mS/cm o meno r, 5 mS/cm o meno r,  4 mS/cm o meno r, o 3 

mS/cm o meno r. En una modali dad parti cular ,  la conducti vi dad de la  

so luc ión resultante es de 2.5 mS/cm o menor, ta l como 2.25 mS/cm o  

meno r, o 2.0 mS/cm o  meno r.   

Adic io nalmente, se propo rciona un ki t que comprende:  

a.  un ant ígeno  re lacionado  con M72 lio f i li zado ; y 

b.  una so luc ión acuosa en la que la concent ración de sales  

en d icha so luc ión es  de 130 mM o menor. 

En determinadas modali dades, la  concent ración de sa les en 

di cha so luc ión acuosa es de 100 mM o meno r, po r e jemplo, 90 mM o  

meno r, 80 mM o meno r, 70 mM o menor, 60 mM o meno r, 50 mM o  

meno r, o 40 mM o menor. En una modali dad par ti cular , la  

concent ración de sales  en d icha so luc ión acuosa es de 35 mM o  

meno r, ta l como  30 mM o  meno r,  o 25 mM o meno r. 

De forma adecuada, la concent ración de sales en la so luc ión 

acuosa es ta l que cuando se reconsti tuye e l ant ígeno lio f i li zado, la  

so luc ión resultante ti ene una concent ración de sales de 130 mM o  

meno r, ta l como 100 mM o menor, por e jemplo 90 mM o meno r, 80 

mM o  meno r,  70 mM o  meno r,  60 mM o meno r, 50 mM o menor, o  40 

mM o meno r. En una modali dad part icular , la concent rac ión de sales  

en la so luc ión resultante es de 35 mM o meno r, ta l como 30 mM o  

meno r, o 25 mM o  meno r. 

Además, se propo rciona un ki t que comprende:  

a.  un ant ígeno  re lacionado  con M72 lio f i li zado ; y 
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b.  una so lución acuosa en la que la concent ración de 

c lo ruro  de sodio en d i cha so luc ión es de 130 mM o  meno r. 

En determinadas modali dades, la  concent ración de c lo ruro de 

sodio en di cha so luc ión acuosa es de 100 mM o meno r, po r e jemplo ,  

90 mM o menor, 80 mM o meno r, 70 mM o meno r, 60 mM o meno r, 50 

mM o menor, o 40 mM o meno r. En una modali dad par ticu lar , la  

concent ración de sales  en d icha so luc ión acuosa es de 35 mM o  

meno r, ta l como 30 mM o menor, o 20 mM o meno r, o 15 mM o  

meno r. De forma adecuada, la concent rac ión de c loruro de sodio en 

la so luc ión es  de o  i nf erio r a 5 mM. 

De forma adecuada, la concent ración de c lo ruro de sodio en la 

so luc ión acuosa es ta l que cuando se reconst ituye e l ant ígeno  

lio f i li zado,  la so luc ión resultante ti ene una concent rac ión de c lo ruro  

de sodio de 130 mM o meno r, ta l como 100 mM o meno r, po r e jemplo  

90 mM o menor, 80 mM o meno r, 70 mM o meno r, 60 mM o meno r, 50 

mM o menor, o 40 mM o meno r. En una modali dad par ticu lar , la  

concent ración de c loruro de sodio en la so luc ión resultante es de 35 

mM o  meno r,  ta l como 30 mM o  meno r,  o 25 mM o menor . 

Lo s kits se pueden adaptar  para propo rcionar  una úni ca dosi s  

de la composición i nmunogénica, ta l como una úni ca dosi s humana,  

o múlt i p les  dos is  de la compos ición i nmunogénica. 

Las so luciones acuosas usadas en los  ki ts de la i nvenc ión 

pueden ser cualesquiera de las so luc iones acuosas, como se def i nen 

en e l presente documento . En una modali dad específ i ca de la  

i nvenc ión, la  so luc ión acuosa comprende un agonis ta de TLR4 y /o  
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una saponi na en fo rma de li po somas. En una modali dad parti cular , e l  

agonista de TLR4 es 3D-MPL y la saponina es QS21. Las so luc iones  

acuosas usadas en e l presente documento pueden comprender  un 

agente de tonic idad, po r  e jemplo , un po lio l, ta l como  so rbi to l. 

Con respeto a lo s ki ts  y métodos para la producc ión de 

composic io nes i nmunogénicas de la i nvenc ión menc ionados 

anterio rmente,  se puede observar  que e l/ los  i nmunoestimulante(s ) y  

agente(s) de to ni cidad, si es tán presentes, se pueden lio f i li zar junto  

con e l ant ígeno o  pueden ser contenidos con la so luc ión acuosa 

como se desee.  La so lución acuosa puede ser senci l lamente agua  

para i nyecc ión y to dos los demás componentes de la composic ión 

i nmunogénica se l io f i lizan j unto con e l ant ígeno. No rmalmente, se 

proporcionan a l menos a lgún/a lgunos i nmunoestimulante(s ) y  

agente(s)  de to nic idad en la so luc ión acuosa,  que es parti cularmente  

apropiada si determinados componentes son poco compatib les con la  

lio f i li zación, ta les como li posomas. En una modali dad, la so luc ión 

acuosa comprende un i nmunoestimulante. En una segunda  

modali dad, la so luc ión acuosa comprende un agente de toni cidad,  

po r e jemplo, un agente de tonic idad no i óni co, ta l como un po lio l, en 

parti cular ,  so rbi to l.  En una tercera modali dad, la  so luc ión acuosa 

comprende un i nmunoestimulante y un agente de toni cidad, ta l como  

un po lio l,  en part icular ,  sorb ito l. 

Lo s kits pueden comprender  además ins t rucc iones que d ir i jan 

la reconstituc ión del ant ígeno re lac ionado  con M72 lio f i li zado usando  

la so luc ión acuosa. 
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Las composicio nes i nmunogénicas de acuerdo con la i nvenc ión 

se pueden usar en medicina,  en parti cular  para la prof i laxi s, e l  

tratamiento o la mejo ra de i nf ección po r micobacteri as, ta l como  

inf ección por Mycobacteri um tuberculosis . En general, las  

composic io nes i nmunogénicas se propo rcionarán para su 

adminis t ración a seres humanos, aunque también pueden ser de 

valo r en medicina veteri nar ia, ta l como para su admini st rac ión a 

bovinos . 

Se proporciona e l uso de una composición i nmunogénica de 

acuerdo con la i nvenc ión en la e labo ración de un medicamento , en 

parti cular  un medicamento para la prof i laxis , e l t ratamiento o la  

mejora de i nf ecc ión por micobacter i as , ta l como inf ección po r  

Mycobacter i um  la tuberculosi s. 

También se propo rciona un método para la prof i laxis , e l 

tratamiento o la mejo ra de i nf ección po r micobacteri as, ta l como  

inf ección po r Mycobacteri um  tuberculosi s , e l cual comprende la  

adminis t ración de una canti dad segura y ef i caz  de una composic ión 

i nmunogénica de acuerdo  con la presente i nvenc ión.  

La composición i nmunogénica se puede propo rcionar  para e l 

propósi to de: 

-  tratar  tuberc ulos is  ac ti va; 

-  prof i laxi s de tuberculo si s ac ti va, ta l como mediante su 

adminis t ración a un sujeto que esté i nf ec tado, o a lternati vamente a 

un sujeto que tenga i nf ección latente; 

-  tratar  tuberc ulos is  latente; 
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-  prof i laxi s de tuberc ulo sis la tente, ta l como mediante su 

adminis t ración a un sujeto que no esté i nf ectado ; o 

-  evitar o ret rasar la reacti vación de la tuberc ulos is ,  

especia lmente e l ret raso de la reac tivación de TB, por e jemplo ,  

durante un per io do de meses, años o  i nc luso  i ndef i nidamente. 

E l término " i nf ección ac ti va" se ref i ere a una i nf ección,  po r  

e jemplo, i nf ección po r M. Tuberculos is , con síntomas de enf ermedad  

manif estada y /o lesiones, de forma adecuada con s íntomas de 

enf ermedad manif estada.   

Lo s términos "i nf ecc ión i nac ti va",  " i nf ección en le targo " o  

"i nf ección latente" se ref i eren a una i nfección,  po r e jemplo,  i nf ecc ión 

po r M. Tuberculos is , si n síntomas de enf ermedad y /o lesiones  

manif estados, de forma adecuada sin síntomas de enf ermedad  

manif estados. De forma adecuada,  un sujeto con i nf ecc ión latente  

será uno que se evalúe como posit ivo para i nf ección, po r e jemplo ,  

mediante ensayos basados en célu las T o PPD, pero que no haya  

demost rado lo s síntomas de enf ermedad y/o lesiones que es tén 

asociados con una i nfección act iva.  

E l término "tuberc ulo sis primaria" se ref i ere a la enf ermedad  

c líni ca, po r e jemplo , manif estación de síntomas de enf ermedad,  

seguido di rec tamente de i nf ección,  po r e jemplo,  i nf ección po r M. 

tuberculosis . Véase, Harri son’s Principles of In ternal  Medicine ,  

capí tulo 150, páginas 953-966 (16ª ed., Braunwald,  et al ., eds. ,  

2005).   

Los términos "tuberc ulos is secundar ia" o " tuberculo si s  
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posprimar ia" se ref i eren a la react ivación de una i nf ección en 

letargo , i nac ti va o la tente, po r e jemplo, i nf ección por M. tuberculosi s .  

Véase, Harri son’s Princ ip les of Internal  Medicine , capítulo 150,  

páginas  953-966 (16ª ed. , B raunwa ld, et a l.,  eds. , 2005).   

E l término "react ivación de tuberculosi s" se ref i ere a la  

manif estación más tardía de los  s íntomas de enf ermedad en un 

i ndi viduo que se evalúe como pos iti vo para una prueba de i nf ecc ión 

(por  e jemplo , en una prueba cutánea para tuberc uli na,  de forma  

adecuada en un ensayo basado en célu las T i n vit ro ) pero que no  

tenga los  s íntomas de enf ermedad aparentes . De fo rma adecuada, e l  

i ndi viduo no se habrá vuelto a exponer a la i nf ección. La prueba de 

diagnósti co posit iva i ndica que e l i nd i viduo está i nf ectado ; s in 

embargo,  e l i nd iv iduo  puede o no  haber  manif es tado prev iamente lo s  

síntomas de la enf ermedad acti va que se hayan t ratado  

suf i ci entemente como  para l levar la  tuberculosi s a un estado  i nac ti vo  

o latente.  

De forma adecuada, se admini st ra una composición 

i nmunogénica a un sujeto  que no es té i nf ectado o que tenga una  

i nf ección latente por  micobacteri as , ta l como  inf ecc ión po r  

Mycobacter i um  tuberculosi s. 

E l vo lumen de la composic ión i nmunogénica admini st rada 

puede variar dependiendo de ot ro s di versos facto res, ta les como la 

vía de admini s tración específ i ca,  po r  e jemplo , i nt ramuscular ,  

subcutánea o i nt radérmica. Normalmente, e l vo lumen adminis t rado  

en una úni ca i nyecc ión ( la dosi s uni tari a) para un ser humano es tará 
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en e l i ntervalo  de 50 micro li t ro s a 1 mi li li t ro ,  ta l como de 100 

micro li t ros a 750 micro li tro s,  especia lmente de 400 a 600 micro li t ros ,  

po r e jemplo de apro ximadamente 500 micro l i t ros . 

La cant i dad de ant ígeno re lacionado con M72 contenido dent ro  

de una úni ca dosis  es  dependiente de las neces idades c líni cas  pero  

una úni ca dosi s humana estará no rmalmente en e l i ntervalo de 1 a 

100 microgramos, ta l como de 5 a 50 microgramos, por e jemplo de 5 

a 20 microgramos. Una úni ca dosi s humana puede contener  

apro ximadamente 10 microgramos de ant ígeno re lacionado con M72. 

De forma adecuada, las compos icio nes de la i nvenc ión serán 

estables, lo  que signif i ca que durante e l a lmacenamiento a 25ºC 

durante un perio do de 24 ho ras la anti genicidad, como se mide 

mediante las técni cas descritas en e l presente documento ,  

permanece a l menos en un 80 % de la ant i genicidad antes de su 

a lmacenamiento . De forma deseable,  la ant i genicidad permanecerá  

a l menos en un 85 %, ta l como al menos un 90 % y en parti cular a l  

menos un 95 % después de su a lmacenamiento a 25ºC durante un 

perio do de 24 ho ras. Para composicio nes de i nterés part icular ,  

permanece a l menos un 80 % de la ant i genicidad de la composición,  

ta l como al menos un 85 %, a l menos un 90 % y especia lmente a l  

menos un 95 % después de su a lmacenamiento a 30ºC durante un 

perio do de 24 ho ras . 

La presente i nvenc ión se describi rá aho ra po r medio de lo s  

siguientes e jemplo s no  limitantes . 
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EJEMPLOS 

Ejemplo 1:  Preparación de compos ición coadyuv ante ASA 

(sorbitol)  

Se preparó una composición coadyuvante que comprendía  

monofosfo ri l- líp ido A  3-des-O-aci lado y QS21 en una formulac ión 

li po somal usando  so rbi to l como agente de tonic idad. Ésta se preparó 

como sigue:  

A. Método de preparación de liposomas: 

Se secó una mezc la de lípido (DOPC), co lestero l y  

monofosfo ri l- líp ido A 3-des-O-aci lado en un di so lvente orgánico a l  

vac ío.  Después, se añadió una so lución acuosa (so lución sali na  

regulada con fosf ato [NaCl 100 mM, fosf ato 50 mM, pH de 6.1]) y se 

agi tó e l recipiente has ta que todo e l l ípido es taba en suspens ión.  

Después,  se prehomogeneizó esta suspens ión con un mezc lado r  de 

a lto c iza l lamiento  y se homogeneizó con a lta presión has ta que e l  

tamaño de lo s li po somas se redujo hasta a lrededo r de 90 nm ± 10 nm 

medido mediante DLS. Después, se f i lt raron los li po somas para 

esteri li zarse. 

B. Formulación ASA:  

Etapa 1: Di luc ión de li po somas concent rados 

Se añadió un regulado r de fosfato de Na2 /K 100 mM, pH de 6.1,  

di luido 10 veces, a agua para i nyecc ión has ta a lcanzar una  

concent ración de regulado r de fosfato de 10 mM en la formulac ión 

f i nal.  Después se añadió una so lución de sorbito l a l 30 % (p/v )  en 

agua para i nyección (WFI ) has ta a lcanzar  una concent ración de un 
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4.7 % en la formulac ión f i nal,  esto se agitó durante de 15 a 45 

minuto s a temperatura ambiente. 

Después,  se añadieron lo s l i posomas concent rados 

(preparados de DOPC, co lestero l y 3D-MPL a 40 mg/ml, 10 mg/ml y 2 

mg/ml respecti vamente)  a la mezc la has ta a lcanzar  una  

concent ración de 100 microgramos/mi li li tro  de 3D-MPL en la  

formulac ión f i nal. 

Poster iormente, se agi tó la mezc la durante de 15 a 45 minuto s  

a temperatura ambiente. 

Etapa 2: Adición de QS21  

Usando una bomba peris tá lt ica, se añadieron exi stenc ias a 

granel de QS21 a lo s li po somas di luidos bajo agi tación magnét i ca 

has ta a lcanzar una concent ración de 100 microgramos/mi l i li t ro  en la  

formulac ión f i nal.  Se agitó la mezc la durante de 15 a 45 minuto s. 

La formulac ión f i nal de ASA (so rbito l) contenía 2 mg de DOPC,  

500 microgramos de co les tero l,  100 microgramos de 3D-MPL/ml y  

100 microgramos de QS21/ml, un 4,7 % de sorbito l, y c loruro de 

sodio 5 mM y fosf ato  10 mM. 

Etapa 3: Se comprobó que e l PH era de 6.1 ± 0.1 

Etapa 4: Fi lt ración de es teri li zac ión 

Se realizó la f i lt ración de es teri li zac ión usando un f i lt ro  de 

po li é tersulfo na (PES) de PALL Corpo rat io n. 

Etapa 5: A lmacenamiento de +2ºC a +8ºC. 

La compos ición coadyuvante obtenida, que comprendía MPL 3-

des-O-aci lado y QS21 en una formulación li po somal y que contenía  
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sorbito l como agente de toni cidad (designado como ASA (so rbito l) ) ,  

se a lmacenó después a 4ºC. 

Ejemplo 2:  Preparación de compos ición coadyuv ante ASA 

(NaCl 150 mM) 

Se preparó una composición coadyuvante que comprendía  

monofosfo ri l- líp ido A  3-des-O-aci lado y QS21 en una formulac ión 

li po somal usando  c loruro  de sodio como  agente de to ni cidad. 

A.  Método de preparación de liposomas: 

Se secó una mezc la de lípido (DOPC), co lestero l y  

monofosfo ri l- líp ido A 3-des-O-aci lado (3D-MPL) en un diso lvente  

orgánico a l vacío . Después, se añadió so luc ión sali na regulada con 

fosfato (NaCl 100 mM, fosfato 50 mM, pH de 6.1) y se agi tó e l  

rec ipiente has ta que todo e l líp ido estaba en suspens ión. Después,  

se prehomogeneizó es ta suspens ión con un mezc lado r de a lto  

ciza l lamiento y se homogeneizó con a lta presión has ta que e l tamaño  

de los li po somas se redujo hasta a lrededor de 90 nm ± 10 nm medido  

mediante DLS. Después se f i l traron lo s l i posomas para esteri l izarse 

sobre una membrana de PES de 0.22 micras. 

B. Formulación ASA: 

Etapa 1: Di luc ión de li po somas concent rados 

Se añadió regulador de fosfato de Na2 /K 100 mM, pH de 6.45,  

di luido 10 veces, y NaCl 1.5 M, a agua para i nyecc ión has ta a lcanzar  

respect ivamente concent raciones de fosfato 10 mM y NaCl 150 mM 

en la formulación f i nal.  Se agi tó la  mezc la durante 5 minutos  a 

temperatura ambiente.  Después,  se añadieron los  li po somas 
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concent rados (preparados de DOPC,  co les tero l y  3D-MPL a 40 

mg/ml, 10 mg/ml y 2 mg/ml respecti vamente) a la mezc la has ta 

a lcanzar una concent ración de 100 microgramos/mi li l i t ro  de 3D-MPL 

en la formulac ión f i nal. Posterio rmente, se agi tó la mezc la durante de 

5 a 15 minuto s a temperatura ambiente. 

Etapa 2: Adición de QS21  

Se añadieron exi stenc ias  a granel de QS21 a los  li po somas 

di luido s bajo agi tac ión magnét ica has ta a lcanzar una concent rac ión 

de 100 microgramos/mi li l i t ro  en la formulac ión f i na l. Se agitó la  

mezc la a temperatura ambiente. 

Etapa 3: Se comprobó e l pH para que f uera de 6.1 ± 0.1 

Etapa 4: Fi lt ración de es teri li zac ión 

Se realizó la f i lt ración de es teri li zac ión usando un f i lt ro  de 

po li é tersulfo na (PES) de PALL Corpo rat io n. 

Etapa 5: A lmacenamiento de +2ºC a +8ºC. 

La composición f i nal de ASA (NaCl 150 mM) era de 2 mg de 

DOPC, 500 microgramos de co lestero l, 100 microgramos de MPL 3-

des-O-aci lado , 100 microgramos de QS21 por 1 ml, con fosfato 10 

mM y NaCl 150 mM. 

Ejemplo 3:  Activ idad lí t ica de QS21 

Se sabe que QS21 li sa lo s g lóbulo s ro jos  (RBC). Se somet ió a 

prueba la composición coadyuvante ASA (so rbi to l) preparada como  

en e l e jemplo 1 para asegurar  que se desact ivara la ac tiv i dad lí ti ca 

de QS21 de la misma manera que se observó con la composic ión 

coadyuvante equivalente que comprendía NaCl 150 mM (ASA (NaCl  
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150 mM)).   

Se midió la ac ti vi dad lí ti ca de QS21 mediante un ensayo de 

hemóli s is usando glóbulo s ro jo s de po llo  (RBC). Se cent ri f ugaron lo s  

RBC a 550 g a 4°C. Se desechó e l sobrenadante. Se resuspendió  

cuidadosamente e l sedimento en regulado r de PBS has ta a lcanzar e l  

vo lumen ini cia l y se repi ti ó la misma operación has ta que e l  

sobrenadante dejó de ser  ro jo  (en general 3 veces) . Se a lmacenó el  

sedimento a 4°C durante 3 a 4 días  como máximo si no se usó  

di rectamente (y se lavó de nuevo e l día que se usó) o  se di luyó  

a lrededo r de 10 veces en e l regulado r si  se usó e l mismo día.   

Se preparó una curva de i ntervalo de dosi s de QS21 en un 

regulado r ASA (en sal o  en regulado r de so rbito l seguido de la  

muest ra ASA sometida a prueba) de forma extempo ránea y se 

prepararon muest ras  de coadyuvante (que contenían un equivalente  

de 50 microgramos o 90 microgramos de QS21 es deci r e l  

equi valente de 500 micro li t ro s o 900 micro l i t ros de ASA). Se a jus tó e l  

vo lumen f i nal has ta 900 micro li t ros en lo s es tándares y las muest ras  

con e l regulado r adecuado (que contenían o no so rbito l como f unc ión 

del regulado r de la muestra sometida a prueba) . Debido  a su 

opalescenc ia, ASA interf i ere con la dens idad óptica (DO). Lo s  

"b lancos" de ASA se prepararon de este modo y se res tó su DO de la 

DO de las muest ras sometidas a prueba de ASA. Esos b lancos 

correspondieron a l mismo vo lumen de ASA que e l vo lumen somet ido  

a prueba en las  muest ras, pero a jus tado a 1 ml con regulado r.  No se 

añadieron RBC a esto s  b lancos.  Después,  se i nc ubaron lo s  
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estándares y las muest ras con RBC (100 micro li t ros de RBC di luido s  

añadidos a 900 micro li t ros de es tándares y muest ras) durante 30 

minuto s a temperatura ambiente (TA).  Después, se cent ri f ugaron las  

muest ras durante 5 minuto s a 900 g.  Se midió la dens idad ópt ica a 

540 nm después de la cent ri f ugación.   

Se l levó a cabo la determinac ión de la ac ti vi dad lít ica con una  

prueba lími te.   

1.  Se def i nió e l l ími te de detección (LDD) como  la 

concent ración más baja de QS21 que conduce a una DO:   

- Mayo r que e l ni vel de base (DO>0.1) 

- A lrededo r de t res veces mayo r que e l regulador  de DO (e l "0 

µg" de QS21) 

- En la parte ascendente de la curva 

- Determinado para cada prueba. 

2.  Se consideró que la acti vi dad lít ica de QS21 era pos iti va 

en las muest ras coadyuvantes si la DO para la muest ra coadyuvante  

era mayo r que la DO LD D . 
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Curv a de QS21 de ejemplo 

µg QS21 DO QS21 desactiv ado 

0 

0.5 

0.6 

0.7 

0.8 

0.9 

1 

1.1 

0.029 

0.052 

0.073 

0.091 

0.096 

0.12 

0.195 

0.212 

NA 

< LDD 

< LDD 

< LDD 

< LDD 

> 98.2 % 

> 98 % 

> 97.8 % 

1.2 

1.3 

1.4 

1.5 

2 

2.5 

3 

5 

Coadyuvante* 

0.348 

0.479 

0.612 

0.669 

1.139 

1.294 

1.391 

1.416 

0.03 

> 97.6 % 

> 97.4 % 

> 97.2 % 

> 97 % 

> 96 % 

> 95 % 

> 94 % 

> 90 % 

> 98.2 % 

* 50 microgramos de equivalente de QS21 sometido a prueba.  

Regulado r de c lo ruro de sodio  150 mM. 

 

Lo s dato s  anterio res  se muest ran gráf icamente en la  f igura 1. 

E l Límite de detección en este ensayo es tá en 0.9 microgramos 
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de QS21, y DO de 0.12 

Se estimó que la desacti vación de QS21 en una composición 

coadyuvante que comprendía c lo ruro de sodio 150 mM era de más de 

un 98.2 % para e l equivalente de 50 microgramos de QS21 somet ido  

a prueba.  En e l caso de un equivalente de 90 microgramos somet ido  

a prueba,  la  conc lus ión es más de un 99 %. 

Después,  se comparó la desact ivación de QS21 con una  

composic ión coadyuvante equivalente que comprendía so rbi to l y  

c lo ruro de sodio de sólo 5 mM. Se generaron lo s dato s después del  

a lmacenamiento de ASA a 4ºC o después de estabi l i dad acelerada (7 

días a 37ºC). Para ASA en so rbi to l, se reali zó la  curva es tándar  de 

QS21 en un regulador  que contenía so rbito l. 

 

Muestra Punto tempora l LDD 
QS21 

desactiv ado  

T0 < 1,4 > 97,2 % Composición 

coadyuvante (ASA) 

NaCl 150 mM 7 días a 37°C < 0,9 > 98,2 % 

Composición 

coadyuvante (ASA) 

sorbito l, NaCl 5 mM 

T0 < 2 > 97,8 % 

 7 días a 37°C <1 > 96 % 
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Muestra Punto tempora l LDD 
QS21 

desactiv ado  

 11 meses a 4ºC <2 > 97,8 %* 

Equivalente de 50 microgramos de QS21 sometido a prueba excepto  

* equivalente de 90 microgramos de QS21 sometido  a prueba. 

Se conc luyó que QS21 se desacti vaba adecuadamente en un 

regulado r de c lo ruro de sodio  bajo. 

 

Ejemplo 4: Congéneres de MPL. 

Químicamente, 3D-MPL es una mezc la de un monofosfo ri l-

l ípido A 3-des-O-aci lado con 4, 5 ó 6 cadenas aci ladas. Cada 

mo lécula de 3D-MPL separada se denomina como un congénere. Es  

importante que la composición del congénere permanezca constante,  

sin cambios ent re la proporción de congéneres . También es  

importante que cualquier  regulado r usado permita que la  

composic ión de congénere sea la misma que en lo s li po somas 

concent rados usados para preparar  la composición coadyuvante. 

Como se muest ra en la f i gura 2, se examinó la composición de 

congénere en l i posomas concent rados de 3D-MPL ( li po somas 

concent rados LIP07-217,  primera co lumna de la f igura 2),  una  

composic ión coadyuvante que comprendía li po somas de 3D-MPL y  

QS21 en un regulado r de NaCl 150 mM (coadyuvante de NaCl 150 

mM, o ASA (NaCl 150 mM), segunda co lumna), y una composic ión 

coadyuvante que comprendía li po somas de 3D-MPL y QS21 en un 
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regulado r de so rbito l y  NaCl 5 mM (coadyuvante de so rbi to l,  o  ASA 

(so rbi to l),  co lumnas 3-7) . 

También se examinó la composición de congénere en dos lotes  

de coadyuvante de ASA (so rbito l)  en e l día 0,  y 7 días después de la  

preparación,  y se mant uvo a 37ºC para asegurar  que no se produjera  

desprendimiento con e l ti empo (véanse las ú ltimas cuat ro co lumnas  

de la f i gura 2). 

Se determinó la d is t ri bución re lati va de congéneres  tetra- ,  

penta- y hexa-aci lados de MPL en li po somas concent rados o  

muest ras de ASA (so rbi to l) mediante detección IP-HPLC-Fluo (ARD).  

Se derivaron tanto  los  es tándares como  las  muest ras con 

dans i lhidraz ina, que i nt roduce un c romóforo Fluo -acti vo sobre e l  

esqueleto di sacár ido. Se anali zaron las muest ras deri vadas sobre 

una co lumna de fase i nversa C18 usando hidróxido  de 

tet rabuti lamonio (TBAOH) como reac ti vo de par i óni co . Se e luyeron 

lo s congéneres que contenían e l mismo número de grupos aci lo  

grasos en di st i nto s grupos (tet raaci lo , pentaaci lo  y hexaac i lo ). Se 

deduce la d is t ri bución de congéneres comparando el área de p ico  de 

cada grupo con e l área de p ico tota l de todos lo s congéneres  de 

MPL. 

La f i gura 2 muest ra e l po rcenta je de cada congénere. No se 

encont ró ninguna diferenc ia signif i cati va en la composición de 

congénere ent re regulado res coadyuvantes , y la composición de 

congénere era compatib le con e l ti empo en e l regulado r de so rbi to l. 

Ejemplo 5:  Preparación de compos ición coadyuv ante de 
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ASA (sorbito l -  2) 

Se preparó una composición coadyuvante que comprendía  

monofosfo ri l- líp ido A 3-des-O-aci lado y QS21, en un nivel reduc ido  

con re lación a l e jemplo 1, en una formulac ión li po somal usando  

sorbito l como agente de toni cidad.  Ésta se preparó como sigue: 

Se preparó e l coadyuvante po r di luc ión de 1:1 de ASA 

(so rbi to l), preparado de acuerdo con e l e jemplo 1, con una so luc ión 

que contenía fosf ato 10 mM, NaCl 5 mM, 4,7 % de sorbi to l a un pH 

de 6.1. 

La formulac ión f i nal de ASA (sorbi to l - 2) contenía 1 mg de 

DOPC, 250 microgramos de co lestero l, 50 microgramos de 3D-

MPL/ml y  50 microgramos de QS21/ml, un 4,7 % de so rbito l, c lo ruro  

de sodio  5 mM y  fosfato 10 mM. 

Ejemplo 6:  Preparación de compos ición coadyuv ante ASA 

(sorbitol -  3) 

Se preparó una composición coadyuvante que comprendía  

monofosfo ri l- líp ido A 3-des-O-aci lado y QS21, en un nivel reduc ido  

con re lación a l e jemplo 1, en una formulac ión li po somal usando  

sorbito l como agente de toni cidad.  Ésta se preparó como sigue: 

A. Método de preparación de liposomas: 

Se secó una mezc la de lípido (DOPC), co lestero l y  

monofosfo ri l- líp ido A 3-des-O-aci lado en un di so lvente orgánico a l  

vac ío.  Después, se añadió una so lución acuosa (so lución sali na  

regulada con fosf ato [NaCl 100 mM, fosfato 50 mM pH 6,1]) y se 

agi tó e l recipiente has ta que todo e l l ípido es tuvo en suspens ión.  
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Después,  se prehomogeneizó esta suspens ión con un mezc lado r  de 

a lto c iza l lamiento  y se homogeneizó con a lta presión has ta que e l  

tamaño de lo s li po somas se redujo hasta a lrededo r de 90 nm ± 10 nm 

medido mediante DLS. Después, se f i lt raron los li po somas para 

esteri li zarse. 

B. Formulación de ASA:  

Etapa 1: Di luc ión de li po somas concent rados 

Se añadió regulado r de fosf ato de Na2 /K  100 mM, pH de 6.1,  

di luido 10 veces, a agua para i nyecc ión has ta a lcanzar una  

concent ración de regulado r de fosfato de 10 mM en la formulac ión 

f i nal.  Después se añadió una so lución de sorbito l a l 30 % (p/v )  en 

agua para i nyección (WFI ) has ta a lcanzar  una concent ración de un 

4.7 % en la formulación f i nal - ésta se agitó durante de 15 a 45 

minuto s a temperatura ambiente. 

Después,  se añadieron a la mezc la los  li posomas concent rados 

(preparados de DOPC, co lestero l y 3D-MPL a 40 mg/ml, 10 mg/ml y 2 

mg/ml, respecti vamente) , has ta a lcanzar  una concent ración de 50 

microgramos/mi li l i t ro  de 3D-MPL en la formulac ión f i nal.  

Poster iormente, se agi tó la mezc la durante de 15 a 45 minuto s  

a temperatura ambiente. 

Etapa 2: Adición de QS21  

Usando una bomba peris tá lt ica, se añadieron exi stenc ias a 

granel de QS21 a lo s li po somas di luidos bajo agi tación magnét i ca 

has ta a lcanzar una concent ración de 50 microgramos/mi l i li tro  en la  

formulac ión f i nal.  Se agitó la mezc la durante 15 minutos . 
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La formulac ión f i nal de ASA contenía 1 mg de DOPC, 250 

microgramos de co lestero l,  50 microgramos de 3D-MPL/ml y  50 

microgramos de QS21/ml, un 4,7 % de so rbi to l, c lo ruro de sodio 2,5 

mM y fo sfato  10 mM. 

Etapa 3: Se comprobó que e l pH era de 6.1 ± 0.1 

Etapa 4: Fi lt ración de es teri li zac ión 

Se realizó la f i lt ración de es teri li zac ión usando un f i lt ro  de 

po li é tersulfo na (PES) de PALL Corpo rat io n. 

Etapa 5: A lmacenamiento de +2ºC a +8ºC. 

La compos ición coadyuvante obtenida, que comprendía MPL 3-

des-O-aci lado y QS21 en una formulación li po somal y que contenía  

sorbito l como agente de toni cidad (designado como ASA (so rbi to l-3) ) ,  

se a lmacenó después a 4ºC. 

Ejemplo 7:  Preparación de compos ición coadyuv ante de 

ASA (NaCl 150 mM - 2) 

Se preparó una composición coadyuvante que comprendía  

monofosfo ri l- líp ido A 3-des-O-aci lado y QS21, en un nivel reduc ido  

con re lación a l e jemplo 2, en una formulac ión li po somal usando  

c lo ruro  de sodio como  agente de toni cidad.  Ésta se preparó como  

sigue: 

A. Método de preparación de liposomas: 

Se secó una mezc la de lípido (DOPC), co lestero l y  

monofosfo ri l- líp ido A 3-des-O-aci lado (3D-MPL) en un diso lvente  

orgánico a l vacío . Después, se añadió so luc ión sali na regulada con 

fosfato (NaCl 100 mM, fosfato 50 mM, pH de 6.1) y se agi tó e l  
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rec ipiente has ta que todo e l l ípido estuvo en suspens ión. Después,  

se prehomogeneizó es ta suspens ión con un mezc lado r de a lto  

ciza l lamiento y se homogeneizó con a lta presión has ta que e l tamaño  

de los li po somas se redujo hasta a lrededor de 90 nm ± 10 nm medido  

mediante DLS. Después se f i l traron lo s l i posomas para esteri l izarse 

sobre una membrana de PES de 0.22 micras. 

B. Formulación de ASA: 

Etapa 1: Di luc ión de li po somas concent rados 

Se añadió regulador de fosfato de Na2 /K 100 mM, pH de 6.45,  

di luido 10 veces y NaCl 1.5 M , a agua para i nyección has ta a lcanzar  

respect ivamente concent raciones de fosfato 10 mM y NaCl 150 mM 

en la formulac ión f i nal. Se agitó es ta mezc la durante 5 minuto s a 

temperatura ambiente.  Después,  se añadieron los  li po somas 

concent rados (preparados de DOPC,  co les tero l y  3D-MPL a 40 

mg/ml, 10 mg/ml y 2 mg/ml respecti vamente) a la mezc la has ta 

a lcanzar una concent rac ión de 50 microgramos/mi li l i t ro  de 3D-MPL 

en la formulac ión f i nal. Posterio rmente, se agi tó la mezc la durante de 

5 a 15 minuto s a temperatura ambiente. 

Etapa 2: Adición de QS21  

Se añadieron exi stenc ias  a granel de QS21 a los  li po somas 

di luido s bajo agi tac ión magnét ica has ta a lcanzar una concent rac ión 

de 50 microgramos/mi l i li t ro  en la formulac ión f i nal. Se agi tó la  

mezc la a temperatura ambiente. 

Etapa 3: Se comprobó e l pH para que f uera de 6.1 ± 0.1 

Etapa 4: Fi lt ración de es teri li zac ión 
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Se realizó la f i lt ración de es teri li zac ión usando un f i lt ro  de 

po li é tersulfo na (PES) de PALL Corpo rat io n. 

Etapa 5: A lmacenamiento de +2ºC a +8ºC. 

La compos ic ión f i nal de ASA (NaCl 150 mM - 2) era de 1 mg de 

DOPC, 250 microgramos de co lestero l, 50 microgramos de MPL 3-

des-O-aci lado , 50 microgramos de QS21 por 1 ml, fosfato 10 mM y  

NaCl 150 mM.  

Ejemplo 8: Preparación de antígenos de proteínas 

M72 con dos residuos His N-terminales (SEQ ID NO: 3) 

Const rucción del vec to r de expres ión de M72 

Se generó un p lásmido  que codif icaba para la secuencia de 

aminoácidos de M tb72f  con una marca de 6-His adicio na l en e l  

ext remo N-terminal mediante la unión secuenc ia l en tándem de lo s  

marcos  de lec tura abierto s (ORF) que codif i caban e l f ragmento C-

terminal de Mtb32a hasta e l ORF longitud completa de M tb39a 

seguido en e l ext remo C-terminal con la po rción N- terminal de 

Mtb32a. Es to se l levó a cabo usando o li gonuc leóti do s específ ico s de 

secuenc ia que contenían sitio s de res tr icción úni ca (EcoRI y EcoRV) 

y estaban despro vi sto s de lo s codones detenc ión en lo s ext remos C-

terminales (en e l caso del f ragmento C- terminal de M tb32a y M tb39a)  

para reacc ión en cadena de la po limerasa (PCR) del ADN genómico  

de la cepa de M. Tuberculosi s H37Rv. Usando este vecto r  como  

plant i l la , se realizó una mutación de Ser706 a A la mediante  

mutagénes is di ri gida a l si tio . Se verif icó la ori entac ión apropiada de 

lo s i nser to s así  como la mutación Ser706A la mediante secuenc iac ión 
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del ADN.   

Para obtener  e l vec tor que codif ica para M72, que sólo ti ene 2 

res iduos His en e l extremo N-termina l, se supr imieron cuat ro His  

hac iendo uso de un s is tema comercia l de mutagénes is di ri gida a l  

sitio . Después de la verif icación de la secuenc ia, se exti rpó la 

secuenc ia de codif icación de M72 del p lásmido mediante reacc ión 

enz imática, se pur if icó con gel y se li gó en un vec to r pET. Después,  

se verif icó la  secuenc ia del p lásmido  recombinante. Es te p lásmido  

codif ica para M72 bajo e l cont ro l de un promo tor  de T7.  Se conduce  

la expres ión de la po limerasa de ARN T7 a parti r de un i ntegrante  

genómico en e l huésped de expresión y se i nduce usando un si stema  

basado en operón de lac ( lac I) y una señal de i nducc ión química de 

IPTG. Se propo rc iona e l p lásmido de expresión con resis tenc ia a 

canamicina. 

Se trans formó el p lásmido que codif i ca para la pro teína de 

fusión de M72 bajo e l cont ro l de un promo to r T7 en la cepa de 

HMS174 (DE3) de E.coli , usando un método de e lec tropo ración. Se 

secuenc iaron la secuenc ia de codif icación del i nser to de M72 y las  

regiones f lanqueantes en ambas cadenas y se encont ró que eran 

idént icas a la secuenc ia determinada a par ti r de la const rucc ión del  

p lásmido  o ri ginal. 

Fermentac ión 

Se descongeló un v ia l de semi l la de procesamiento  

sedimentada a temperatura ambiente. Se preparó una predi luc ión 

mezc lando la semi l la de pro cesamiento con 4.9 ml de medio  de 



 

 

62 

  5 

10 

15 

20 

25 

precult i vo. Se usó 1 ml de la pre-di luc ión para i no cular e l pre-cult i vo  

l íquido que consi s ti ó en 400 ml de medio de precult i vo  

complementado con 50 mg/ l de sulf ato de canamicina y 10 g/ l de 

g lucosa.  

 

Compos ición del medio de precult iv o 

Ingred iente Concentración 

KH 2PO 4  14.83 g/ l   

K2HPO 4  1.65 g/ l   

(NH 4 ) 2SO 4  5.82 g/ l   

Extrac to de levadura 6.21 g/ l   

Gli cero l a l 87 % (p/p) 14.54 ml/ l   

So lución de metal y  sal( 1 ) : 9.7 ml/ l   

-FeCl3  6H2O 

- MgSO 4  7H2O 
 

3.3 g/ l  

58 g/ l 
 

- So luc ión de microelemento s ( 2 ) :  116 ml/ l   

- ZnSO 4  7H2O   7.65 g/ l 

- MnSO 4  H2O   5.28 g/ l 

- CuSO 4  5H 2O   1.1 g/ l  
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Ingred iente Concentración 

- CoCl2  6H2O   1.1 g/ l  

- H3BO3    0.3 g/ l  

- Na2MoO4  2H 2O   2.64 g/ l 

- HCl 4N   6.2 ml/ l 

So lución de bio ti na y  CaCl2
( 2 ) : 0.97 ml/ l   

- Biot i na  0.05 g/ l  

- CaCl2  2 H2O  61.7 g/ l  

E l pH del medio se a jus ta a 6.5 con so luc ión de NaOH (25 %) 

Se f i lt ra  e l medio a t ravés  de 0.22 micras 

 

(1)  pH ajus tado a 1.50 con so luc ión de HCl (37 %); se f i l tra la  

so luc ión a t ravés de 0.22 micras . 

(2)  Se f i lt ra  la so luc ión a t ravés  de 0.22 micras . 

 

Se i nc ubó e l precult ivo  en un mat raz  de agi tación de 2 l i t ros  a 

30ºC bajo agi tación (200 RPM) has ta que la DO6 5 0 n m a lcanzó un valo r  

de ent re 2 y  4 (ti empo de i nc ubac ión apro ximado: 16 ho ras). En ese 

estadio , un f ermentado r de 72 li tro s (vo lumen tota l)  que contenía 45 

li t ros de medio de cult i vo complementado con 34 mg/ l de sulf ato de 
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canamicina se i noculó con 52 ml de precult i vo l íquido.   

 

Compos ición del medio de cult iv o 

Ingred iente Concentración 

MgSO4  7H2O 0.63 g/ l  

FeCl3  6H 2O 0.056 g/ l  

- So luc ión de microelemento s ( 1 ) : 1.91 ml/ l  

- ZnSO 4  7H2O  7.65 g/ l 

- MnSO 4  H2O  5.28 g/ l 

- CuSO 4  5H 2O  1.1 g/ l  

- CoCl2  6H2O  1.1 g/ l  

- H3BO3   0.3 g/ l  

- Na2MoO4  2H 2O  2.64 g/ l 

- HCl 4N  6.2 ml/ l 

HCl 37 % 0.40 ml/ l  

Extrac to de levadura 35 g/ l  

(NH 4 ) 2SO 4  2.10 g/ l  

KH 2PO 4  18.70 g/ l  
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Ingred iente Concentración 

Glutamato de sodio 2.5 g/ l   

Gli cero l 87 % 0.276 ml/ l  

Glucosa 20 g/ l  

So lución de bio ti na ( 2 ) : 0.22 ml/ l  

- Biot i na  1 g/ l 

CaCl2  2 H2O 0.21 g/ l  

Se f i lt ra  la so luc ión a t ravés  de 0.22 micras 

 

(1)  Se f i lt ra  la so luc ión a t ravés  de 0.22 micras . 

(2)  pH ajus tado a 11.0 con so luc ión de NaOH (25 %); se f i l t ra la  

so luc ión a t ravés de 0.22 micras . 

 

Durante la fase de c recimiento, se mant uvo e l pH a 6.8 ±  0 .2 

mediante la adi ción periódi ca de un 25 % (v/v) de NH4OH y un 25 % 

(v /v) de H3PO4 . Después de la i nc ubac ión durante 16 ho ras a 30ºC,  

se i ni ció la a l imentación semiconti nua con e l medio de a limentac ión.  

 

Compos ición del medio de alimentación 

Ingred iente Concentración 
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Ingred iente Concentración 

MgSO4  7H2O 1.98 g/ l  

FeCl3  6H 2O 0.178 g/ l  

- So luc ión de microelemento s ( 1 ) : 6.02 ml/ l  

- ZnSO 4  7H2O  7.65 g/ l 

- MnSO 4  H2O  5.28 g/ l 

- CuSO 4  5H 2O  1.1 g/ l  

- CoCl2  6H2O  1.1 g/ l  

- H3BO3   0.3 g/ l  

- Na2MoO4  2H 2O  2.64 g/ l 

- HCl 4N  6.2 ml/ l 

HCl 37 % 1.24 ml/ l  

Glutamato de sodio 5 g/ l  

Extrac to de levadura 40 g/ l  

Gli cero l 87 % 590 ml/ l   

So lución de bio ti na ( 2 ) : 2 ml/ l   
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Ingred iente Concentración 

- Biot i na  1 g/ l 

CaCl2  2 H2O 0.66 g/ l  

Se f i lt ra  la so luc ión a t ravés  de 0.22 micras 

(1)  Se f i lt ra  la so luc ión a t ravés  de 0.22 micras . 

(2)  pH ajus tado a 11.0 con so luc ión de NaOH (25 %); se f i l t ra la  

so luc ión a t ravés de 0.22 micras . 

 

Se mantuvo la temperatura a 30ºC durante 2 ho ras adic io nales ,  

después se e levó hasta 37ºC hasta e l f i na l de la fermentación. Se 

f i jó de forma constante e l f lujo de ai re a 75 li tro s /minuto , y se 

mant uvo  e l o xígeno  di suelto  a un 17 % de saturac ión mediante e l  

cont ro l de ret roalimentación de la agi tación y la pres ión. Se 

añadieron pequeñas canti dades de so luc ión ant i espumante según la  

demanda automáti camente. En e l momento en que DO6 5 0 n m a lcanzó  

un valor de 50 (±5) , se añadió i sopropi l-beta-D-tio galactopi ranós ido  

(IPTG) 1 mM para i nduc i r la expres ión de M72. La fermentac ión 

terminó después de 5 ho ras desde que se i ni ció la i nducc ión del  

punto  temporal. Se enf ri ó e l cu lti vo celular  has ta 15ºC bajo agi tac ión 

leve y se cent r i f ugó (a 4ºC) para obtener  sedimento s celu lares que  

se a lmacenaron a cont i nuac ión a -20ºC en a lícuotas. 

Ais lamiento de cuerpos de i nc lus ión 

 Se descongelaron lo s sedimentos celulares  reco lec tados de la 
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cosecha a temperatura ambiente y se rompieron en regulado r de li si s  

(T ri s 10 mM,  NaCl 50 mM,  pH de 8.0)  con un homogeneizador  de 

pres ión a lta. A cont i nuac ión, se cent r i f ugó e l li sado celular y se 

lavaron lo s sedimento s celulares  resulta ntes (o cuerpos de i nc lus ión,  

IB ) con regulado r de lavado que contenía urea, T ri s y NaCl. Se 

so lubi li zaron lo s IBs con regulado r de so lubi li zación que contenía  

urea 8 M y se f i lt raron a t ravés  de una membrana de 0.2 micras . En 

primer lugar , se pur if icó esta so lución f i lt rada mediante  

cromatograf ía de i ntercambio anióni co usando una co lumna de f lu jo  

rápido de Q Sepharose (QSFF). La e luc ión de M72 ti ene lugar  con 

una so luc ión de urea 6 M , bi s-Tr is -propano 20 mM, NaCl 90 mM, pH 

de 7.0.   

 Se pur if i có adicio nalmente e l M72 recogido mediante  

cromatograf ía de hidro xiapatita  (HA),  de la que se e luye con una  

so luc ión de urea 6 M , bi s-Tr is -propano 20 mM, NaCl 250 mM, pH de 

7.0. Se concent ró la f racción recogida con un casete de membrana  

de 30 kDa y se sometió a diaf i lt ración f rente a Tr is  20 mM,  pH de 

7.5. Después, se es ter i li zó e l M72 a t ravés de un f i l t ro  de 0.22 

micras. Después, se puso en a lícuo tas la masa pur if icada y se 

a lmacenaron a -70ºC. 

Ejemplo 9:  Inv estigación de "desplazamie nto salino" en  

compos iciones que compre nden M72 con diferentes  

concentraciones de sal a un pH de 6.1, 7.5 y 8.5. 

 Se i nves ti gó e l impacto de la concent ración de c loruro del 

sodio y del pH en la estabi l i dad del ant ígeno  de M72, evaluado po r  
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tamaño y ant i genicidad. 

Método 

 Se di luyó e l ant ígeno a granel pur if icado (M72 con dos residuos 

His N-terminales , SEQ ID NO:  3, como  se preparó en e l e jemplo  8)  

has ta una concent ración de 100 microgramos/mi li li t ro  en t res  

regulado res dif erentes ( regulado r de fosf ato 10 mM a un pH de 6.1,  

regulado r de T ri s 20 mM a un pH de 7.5, y regulado r de T ri s 20 mM a 

un pH de 8.5) que contenían concent raciones de c lo ruro de sodio  

f i nales  de 0, 50, 150,  300 y 450 mM. 

 Las muest ras se anali zaron i nmediatamente (T0), se 

a lmacenaron durante la noche a 4ºC antes de su anál i si s (T0 O/N),  o  

se a lmacenaron a 25ºC durante 24 ho ras antes de su análi si s  

(T24h25ºC).   

 Se realizó DLS usando un Malvern Zetasi zer Nano ZS de 

Malvern Ins t ruments (Reino Unido ).  Se hi zo f unc ionar e l i ns t rumento  

usando una lo ngi tud de onda de láser de 633 nm y una potenc ia de  

4 mW. Se detectó luz di spersada a 173° a una temperatura de 22°C.  

Se calculan e l diámet ro promedio Z (Zav) y e l índi ce de 

po li di spers idad (IP ) mediante e l sof tware del i ns t rumento. 

 Se realizó la nef e lomet r ía usando un Nephelo skan® Ascent ,  

di sponib le en Thermo Fischer  Scient if ic . Se reali zó e l análi si s en 

microplacas t ransparentes a UV Costar® di sponib les en Corni ng Inc  

(EE.UU.) . 

 Se cuant if icó la ant i genic idad mediante un ELISA de ti po  

sándwich en e l que se captura e l ant ígeno mediante un anti cuerpo  
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po li c lo nal de conejo específ ico de M72 y posterio rmente se revela  

mediante un ant i cuerpo monoc lonal de ratón específ ico  de 

M72(Mtb39). Se presentan todos los valo res medidos con re lación a 

la  anti genicidad esperada basándose en la pro teína a grane l  

pur if icada usada para preparar  las  formulac iones sometidas  a 

prueba. 

Resultados 

Los hallazgos de es te exper imento  se presentan en las  f iguras  

3 a 5. 

Lo s resultados demuest ran po r primera vez que la estabi l i dad 

de las so luc iones que conti enen un antígeno  re lacio nado con M72 es  

sensib le tanto a l pH como a la concent ración de c lo ruro del sodio . E l  

impacto del c lo ruro de sodio  sobre e l tamaño y la  anti genicidad del  

ant ígeno es mucho  más no table cuando el pH es menor .  

E l tamaño y la anti genicidad del antígeno no son es tables a un 

pH de 6.1, i nc luso en ausenc ia de c lo ruro de sodio . La adi ción de 

c lo ruro de sodio 50 mM a un pH de 6.1 condujo a un i ncremento de 

tamaño de desde 35 nm (c lo ruro de sodio 0 mM en T0) has ta 58 nm 

(T0) o  79 nm después de 24 ho ras a 25ºC.   

E l tamaño y la ant i genic idad del ant ígeno son re lati vamente  

estables durante 24 ho ras a 25°C a un pH de 7.5 o de 8.5, en 

parti cular  en ausenc ia de c lo ruro de sodio o en una concent ración de 

c lo ruro del sodio de 50 mM. No obstante, e l i ncremento de la  

concent ración de c lo ruro de sodio has ta 150 mM o mayor da como  

resultado un i ncremento  c laro en e l tamaño del ant ígeno y una  
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reducción en la anti genicidad. 

Ejemplo 10: Prevención de "desplazamiento salino" en 

compos iciones que comprende n M72,  inmunoestimulantes y que  

usan sorbitol como agente de tonic idad  

Para comparar la  es tabi li dad de las  composicio nes  

i nmunogénicas que conti enen NaCl 150 mM con aqué lla  de las  

composic io nes que usan so rbito l como agente de toni cidad, se 

moni to ri zó la es tabi li dad de varias  muest ras usando SEC-HPLC y  

ELISA. 

Método 

 Se prepararon t res to r tas de l io f i lización dif erentes, de modo  

que cuando se combinaran con las  formulac iones coadyuvantes  

apropiadas de lo s  e jemplo s 5 y  7 se obtendr ía e l pH deseado: 

(a)  M72 con dos residuos His N-termina les  – pH objetivo  de 8.5 en 

la vacuna reconstituida 

 Se añadió una so luc ión de sacaro sa a l 15.75 % (p/v )  

(preparada en agua para i nyección) a agua para i nyección has ta 

a lcanzar una concent ración de sacaro sa de un 6.3 %. Después, se 

añadió una so luc ión de Tween80 al 3 % (p/v ) (preparada en agua  

para i nyección)  has ta a lcanzar una concent ración de un 0.025 %.  

Después,  se añadió regulado r de T ri s -HCl 1 M, pH de 8.8 has ta 

a lcanzar una concent ración de regulado r de Tr is de 50 mM. Se agi tó 

magnét i camente la mezc la durante 5 minutos a temperatura  

ambiente. Después, se añadió e l ant ígeno a grane l pur if i cado (M72 

con dos residuos His N-termina les , SEQ ID NO: 3, como se preparó 
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en e l e jemplo 8) has ta a lcanzar una concent ración de pro teína de     

25 microgramos/mi l i li t ro . Se agi tó magnéti camente la mezc la durante  

10 minutos a temperatura ambiente. Se comprobó e l pH y se 

encont ró que era de 8.8. 

 Se cargaron 0.5 ml de la mezc la obtenida en via les de vidrio de 

3 ml,  y después se secaron po r congelac ión. 

(b)  M72 con dos residuos His N-termina les  – pH objetivo  de 8.0 en 

la vacuna reconstituida 

Se añadió una so luc ión de sacaro sa a l 15,75 % (p/v )  

(preparada en agua para i nyección) a agua para i nyección has ta 

a lcanzar una concent ración de sacaro sa de un 6.3 %. Después, se 

añadió una so luc ión de Tween80 al 3 % (p/v ) (preparada en agua  

para i nyección)  has ta a lcanzar una concent ración de un 0.025 %.  

Después,  se añadió regulado r de T ri s -HCl 1 M, pH de 8.8 has ta 

a lcanzar una concent ración de regulado r de Tr is de 20 mM. Se agi tó 

magnét i camente la mezc la durante 5 minutos a temperatura  

ambiente. Después, se añadió ant ígeno a granel pur i f icado (M72 con 

dos residuos His N- terminales ,  SEQ ID NO: 3, como se preparó en e l  

e jemplo 8), has ta a lcanzar  una concent ración de proteína de            

25 microgramos/mi l i li t ro . Se agi tó magnéti camente la mezc la durante  

10 minutos a temperatura ambiente. Se comprobó e l pH y se 

encont ró que era de 8.8. 

Se cargaron 0.5 ml de la mezc la obtenida en via les de vidrio de 

3 ml,  y después se secaron po r congelac ión. 

(c )  M72 con dos residuos His N-termina les  – pH objetivo  de 7.5 en 
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la vacuna reconstituida 

Se añadió una so luc ión de sacaro sa a l 15.75 % (p/v )  

(preparada en agua para i nyección) a agua para i nyección has ta 

a lcanzar una concent ración de sacaro sa de un 6.3 %. Después, se 

añadió una so luc ión de Tween80 al 3 % (p/v ) (preparada en agua  

para i nyección)  has ta a lcanzar una concent ración de un 0.025 %.  

Después,  se añadió regulado r de T ri s -HCl 1 M, pH de 8.8 has ta 

a lcanzar una concent ración de regulado r de T ris de 12.5 mM. Se 

agi tó magnét icamente la mezc la durante 5 minuto s a temperatura  

ambiente. Después, se añadió e l ant ígeno a grane l pur if i cado (M72 

con dos residuos His N-termina les , SEQ ID NO: 3, como se preparó 

en e l e jemplo 8) has ta a lcanzar una concent ración de pro teína de     

25 microgramos/mi l i li t ro . Se agi tó magnéti camente la mezc la durante  

10 minutos a temperatura ambiente. Se comprobó e l pH y se 

encont ró que era de 8.8. 

Se cargaron 0.5 ml de la mezc la obtenida en via les de vidrio de 

3 ml,  y después se secaron po r congelac ión. 

Se reconst ituyeron las  tor tas  de l io f i l ización descr itas  

anterio rmente con 625 micro l i t ro s de las  so luc iones  coadyuvantes  

preparadas en los e jemplos 5 y 7. T ras la reconst ituc ión con so luc ión 

coadyuvante, se obtuv ieron las siguientes composicio nes  

i nmunogénicas: 

(i )  M72 con dos residuos His N- terminales – ASA (NaCl 150 mM – 

2) pH de 8.5  

10 microgramos/mi l i li t ro  de ant ígeno 
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Sacaro sa a l 5 % p/v   

Tri s 40 mM 

Tween80 al 0.02 % p/v 

500 microgramos de DOPC 

125 microgramos de co les tero l 

25 microgramos de 3D-MPL 

25 microgramos de QS21 

NaCl 150 mM 

Fosfato 10 mM 

pH de 8.5 

(i i )  M72 con dos residuos His N- terminales – ASA (NaCl 150 mM – 

2) pH de 8.0  

 

10 microgramos/mi l i li t ro  de ant ígeno 

Sacaro sa a l 5 % p/v 

Tri s 16 mM 

Tween80 al 0.02 % p/v 

500 microgramos de DOPC 

125 microgramos de co les tero l 

25 microgramos de 3D-MPL 

25 microgramos de QS21 

NaCl 150 mM 

Fosfato 10 mM 

pH de 8.0 

(i i i )  M72 con dos residuos His N- terminales – ASA (NaCl 150 mM – 
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2) pH de 7.5  

10 microgramos/mi l i li t ro  de ant ígeno 

Sacaro sa a l 5 % p/v 

Tri s 12.5 mM 

Tween80 al 0.02 % p/v 

500 microgramos de DOPC 

125 microgramos de co les tero l 

25 microgramos de 3D-MPL 

25 microgramos de QS21 

NaCl 150 mM 

Fosfato 10 mM 

pH de 7.5 

 

(i v)  M72 con dos res iduos His  N- terminales  – ASA (so rbi to l – 2)  pH 

de 8.5  

10 microgramos/mi l i li t ro  de ant ígeno 

Sacaro sa a l 5 % p/v 

Tri s 40 mM 

Tween80 al 0.02 % p/v 

500 microgramos de DOPC 

125 microgramos de co les tero l 

25 microgramos de 3D-MPL 

25 microgramos de QS21 

NaCl 5 mM 

Sorbi to l a l 4.7 % p/v 
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Fosfato 10 mM 

pH de 8.5 

(v )  M72 con dos res iduos His  N- terminales  – ASA (so rbi to l – 2)  pH 

de 8.0  

10 microgramos/mi l i li t ro  de ant ígeno 

Sacaro sa a l 5 % p/v 

Tri s 16 mM 

Tween80 al 0.02 % p/v 

500 microgramos de DOPC 

125 microgramos de co les tero l 

25 microgramos de 3D-MPL 

25 microgramos de QS21 

 

NaCl 5 mM 

Sorbi to l a l 4.7 % p/v 

Fosfato 10 mM 

pH de 8.0 

(v i)  M72 con dos res iduos His  N- terminales  – ASA (so rbi to l – 2)  pH 

de 7.5  

10 microgramos/mi l i li t ro  de ant ígeno 

Sacaro sa a l 5 % p/v 

Tri s 12.5 mM 

Tween80 al 0.02 % p/v 

500 microgramos de DOPC 

125 microgramos de co les tero l 
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25 microgramos de 3D-MPL 

25 microgramos de QS21 

NaCl 5 mM 

Sorbi to l a l 4.7 % p/v 

Fosfato 10 mM 

pH de 7.5 

Anális is  de la muest ra 

Se caracteri zaron las composicio nes i nmunogénicas  

reconst ituidas descritas anterio rmente después del a lmacenamiento  

a 25ºC o  30ºC (T0, T6h y T24h) .   

Se reali zó un análi si s SEC-HPLC mediante i nyecc ión en un 

TOSOH TSK-Gel5000Pwxl (ID 7.8 mm x 30 cm) equi li brado en 

regulado r de T ri s 20 mM, pH de 8.5,  detección por  UV a 210 nm,  y  

veloc idad de f lujo  de 0.5 ml/min. 

Se cuant if icó la ant i genic idad mediante un ELISA de ti po  

sándwich en e l que se captura e l ant ígeno mediante un anti cuerpo  

po li c lo nal de conejo específ ico de M72 y posterio rmente se revela  

mediante un ant i cuerpo monoc lonal de ratón específ ico  de 

M72(Mtb39). Se presentan todos los valo res medidos con re lación a 

la  anti genicidad esperada basándose en la pro teína a grane l  

pur if icada usada para preparar  las  formulac iones sometidas  a 

prueba. 

 

Resultados 

Los resultados se muestran en las  f iguras  6a-6d y 7. 
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Los perf i les de SEC-HPLC son estables tras la  reconsti tuc ión 

en composicio nes bajas en sal usando so rbito l como agente de 

tonicidad a cada pH (es deci r, pH de 7.5, 8.0 y 8.5) . Esto se puede  

cont ras tar con lo s perf i les de SEC-HPLC para composicio nes  

i nmunogénicas que conti enen NaCl 150 mM, que muest ran cambio s  

c laros ent re e l perf i l i nic i a l o btenido y los que siguen a l  

a lmacenamiento a 25ºC o  30ºC. Es te desprendimiento  se vue lve más 

i ntenso cuando se d isminuye e l pH de la composic ión de NaCl        

150 mM.  

Se pueden sacar las mismas conc lus iones en términos de 

ant i genicidad, permanec iendo las recuperaciones en gran par te 

estables t ras la reconstituc ión en composicio nes bajas en sal usando  

sorbito l como agente de toni cidad a cada pH (es deci r, pH de 7.5, 8.0 

y 8.5)  has ta 24h a 30ºC.  

Ejemplo 11: Determinación de la conductiv idad para las 

compos iciones inmunogé nicas de la inv ención. 

Se midió la conduct iv i dad de una variedad de composicio nes  

i nmunogénicas de acuerdo con la presente i nvención y se comparó 

con la conducti vi dad de so luciones de c lo ruro de sodio de cont ro l y  

con una composición i nmunogénica que contenía una cant i dad 

convenc ional de c lo ruro  de sodio.   

Método 

Se preparó una variedad de es tándares que tenían 

concent raciones de c lo ruro del sodio de 0, 75, 100,  150,  250 y       

300 mM a parti r de una so lución madre de c lo ruro de sodio  1500 mM 
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mediante d i luc ión en agua para i nyección.   

 

Se prepararon las composicio nes i nmunogénicas  usando M72 

con dos residuos His N- terminales de acuerdo con lo s  

procedimiento s proporcionados en e l e jemplo 8. Para i nves ti gar la  

cont ri buc ión del propio ant ígeno y cualquier materi a l residual en la  

masa purif i cada, también se prepararon to r tas de lio f i lización de 

p lacebo exc luyendo  el componente de ant ígeno . 

Usando un Malvern Zetasi zer Nano y 1.5 ml de cada muest ra 

en células  de capi lari dad p legadas, se aplicó un vo lta je de 30 a 150 

V (determinado automáti camente po r e l i ns t rumento)  y se determinó  

la conducti vi dad.  

Resultados 

Conductiv idad de soluciones estándar de cloruro de sodio 

Concentración de cloruro de sodio 

mM 

Conductiv idad 

mS/cm 

0 0.0 

75 8.2 

100 10.7 

150 15.6 

250 23.9 
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Concentración de cloruro de sodio 

mM 

Conductiv idad 

mS/cm 

300 30.0 

 

En la f igura 8 se propo rc iona una curva estándar , basada en 

esto s datos . 

Conductiv idad de soluciones de prueba 

Descripción 

Concentración 

de cloruro de 

sodio, 

mM 

Conductividad 

mS/cm 

Concentración 

de cloruro de 

sodio equiva-

lente,  mM 

ASA (sorbi to l – 2) 5 1.46 9 

P lacebo  pH 8.0 /  ASA 

(so rbi to l – 2) 
5 1.95 14 

M72 pH 8.0 /  ASA 

(so rbi to l – 2) 
5 1.96 14 

P lacebo  pH 8.5 /  ASA 

(so rbi to l – 2) 
5 2.36 18 

M72 pH 8.5 /  ASA 

(so rbi to l – 2) 
5 2.28 17 
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Descripción 

Concentración 

de cloruro de 

sodio, 

mM 

Conductividad 

mS/cm 

Concentración 

de cloruro de 

sodio equiva-

lente,  mM 

ASA (NaCl 150 mM – 

2) 
150 16 159 

P lacebo  pH 8.5 /  ASA 

(NaCl 150 mM – 2) 
150 14.8 147 

M72 pH 8.5 /  ASA 

(NaCl 150 mM – 2) 
150 15.3 152 

 

Como se puede observar de lo s dato s anter iores,  la  

conductiv i dad de so luciones que ut i li zan NaCl 150 mM es 

signif icati vamente mayo r que la de las  so luc iones que hacen un uso  

mínimo  de NaCl. 

E l impacto del ant ígeno y de cualquier componente de la masa 

pur if icada es mínimo, ya que las preparaciones de p lacebo ti enen 

una conducti vi dad comparable con sus  cont rapar tes  que conti enen e l  

ant ígeno re lacionado con M72. 

Ejemplo 12:  Prueba de inmunogenicida d de las compos iciones  

inmunogé nicas de la inv ención. 

El objet ivo del es te e jemplo f ue determinar  si lo s cambio s de 

formulac ión para reduc ir  la cant i dad de sal en las composicio nes  
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i nmunogénicas de la i nvenc ión, con vis tas a mejo rar la es tabi li dad de 

proteína,  tenían o no  un impacto sobre la i nmunogenicidad in  vivo .  

Método 

Se evaluaron cuat ro composicio nes i nmunogénicas: 

1.  M72 con dos residuos His N-termina les , pH de 8.5/ASA 

(NaCl 150 mM – 2). 

2.  M72 con dos residuos His N-termina les , pH de 8.5/ASA 

(so rbi to l – 2). 

3.  M72 con dos residuos His N- terminales , pH de 8/ASA 

(so rbi to l – 2). 

4.  M72 con dos residuos His N-termina les , pH de 7.5/ASA 

(so rbi to l – 2). 

Se evaluó la i nmunogenicidad de estas composicio nes  que  

contenían ant ígenos en ratones C57BL/6. Para cada una de las  

cuat ro compos icio nes,  se i nyec tó 3 veces po r v ía i nt ramusc ular  a 30 

ratones C57BL/6,  en lo s días 0, 14 y 28, con 1 microgramo  de 

ant ígeno en 50 micro li t ros de so luc ión coadyuvante (preparada 

mediante e l método proporcionado en e l e jemplo 10) . Se midieron las  

respuestas de células-T específ i cas de M72 eli citadas ( tanto CD4 

como CD8) 6 días después de la ú ltima inmunización (6dPII I ). 

Para la determinac ión de las respuestas celulares específ icas  

de M72, se recogieron li nfoci tos de sangre per iféri ca de 30 

ratones/grupo y se a lmacenaron (sei s grupos de cinco  

ratones/grupo ). Se reali zó una li si s de g lóbulo s ro jos antes de 

p laquear  las célu las i n vi t ro. Se rees timularon las células  i n vit ro con 
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un grupo de pépti do s so lapantes (pépti dos  15-meros  con un 

so lapamiento de 11 aminoácidos,  a 1 microgramo/mi li l i t ro /pépti do )  

cubr iendo  la secuenc ia de M72 (sin lo s residuos His N-terminales) .  

Se usaron las células  que permanec ieron en e l medio (ninguna  

estimulac ión de pépti do ) para determinar las respuestas de fondo .  

Dos ho ras  después del co cult ivo  con e l grupo de pépti do s,  se añadió 

brefe ldina A a los  poci l los (para i nhib ir  la excreción de cito quinas)  y  

se a lmacenaron las células  durante la noche a 4ºC. Poster iormente,  

se ti ñeron las células  para determinar  lo s siguientes marcado res :  

CD4,  CD8, IL-2, IFN-gamma y TNF-alf a. 

Resultados 

Cada punto de dato s en las f iguras 9 y 10 representa la  

respuesta de células-T CD4 o CD8 específ icas de M72,  

respect ivamente, restada del fo ndo, de un grupo de li nfo cito s de 

sangre periféri ca de cinco ratones sei s días después de la tercera 

i nmunización. La respuesta se expresa como el po rcenta je de 

células-T CD4 que producen IFN-gamma y/o IL-2 y /o TNF-alf a en 

respuesta a la es timulac ión con e l grupo de pépti do s de M72. La 

barra representa la mediana de las respuestas  para cada grupo . 

Los resultados de las  f iguras  9 y 10 muest ran que se i nducen 

respuestas de células-T CD4 y CD8 comparables después de t res  

i nmunizaciones con cada una de las fo rmulac iones de prueba. En 

consecuenc ia, se puede conc lui r que una reducción en la canti dad de 

sales  presentes  en las composicio nes i nmunogénicas de la presente  

i nvenc ión no conduce a un compromiso en las respues tas de  
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células-T i nduc idas.   

Ejemplo 13: Inv estigación de “desplazamie nto salino” en las 

compos iciones que comprende n M72 con CaCl2 ó MgSO4 a un pH 

de 6.1 y 8.0. 

Para i nvest igar e l impacto  de ot ras sales sobre la estabi l i dad 

del ant ígeno de M72, se prepararon so luc iones con un i ntervalo de 

concent raciones de CaCl2  ó MgSO 4  y a d iferentes ni veles de pH. Se 

empleó i nspección vi sual como una lec tura de la estabi l i dad.  

Método 

El antígeno a granel modif icado (M72 con dos residuos His N-

terminales , SEQ ID NO: 3) se di luyó has ta una concent rac ión de 100 

microgramos/mi li l i t ro  en dos  regulado res diferentes ( regulado r de 

succinato 10 mM a un pH de 6.1, y regulado r de T ris 10 mM a un pH 

de 8.0) que contenía las cant i dades de sales especif i cadas (0 mM;  

NaCl 150 mM ó 300 mM; CaCl2  40 mM, 80 mM ó 160 mM; MgSO 4  

87.5 mM,  175 mM ó 430 mM). 

Las muest ras se anali zaron di rectamente después de la 

preparación.  

Usando un medido r de conduct ivi dad Met t ler To ledo y 6 

mi li li t ros de cada muest ra en un f rasco de vidrio no si li coni zado, se 

determinó la conduct ivi dad. 

Resultados 
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Grupo Sal Regulador 
pH 

(teórico) 

Conducti-

vidad 

(mS/cm) 

(medida) 

pH 

(medido) 

Obser-

vación 

visual 

A 0 mM 
Succinato  

10 mM 
6.1 1.1 6.3 C lara 

       

B 
NaCl 

150 mM 

Succinato  

10 mM 
6.1 13.4 6.1 C lara 

C 
NaCl 

300 mM 

Succinato  

10 mM 
6.1 20.0 6.1 C lara 

       

D 
CaCl2  

40 mM 

Succinato  

10 mM 
6.1 8.0 6.1 

Opales-

cente 

E 
CaCl2  

80 mM 

Succinato  

10 mM 
6.1 11.2 5.8 

Opales-

cente +  

part ículas  

grandes 

F CaCl2  Succinato  6.1 20.2 5.8 Opales-
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Grupo Sal Regulador 
pH 

(teórico) 

Conducti-

vidad 

(mS/cm) 

(medida) 

pH 

(medido) 

Obser-

vación 

visual 

160 mM 10 mM cente +  

part ículas  

grandes 

       

G 
MgSO4  

87.5 mM 

Succinato  

10 mM 
6.1 7.7 6.1 

Opales-

cente 

H 
MgSO4  

175 mM 

Succinato  

10 mM 
6.1 12.4 5.9 

Opales-

cente +  

part ículas  

muy 

grandes 

I 
MgSO4  

430 mM 

Succinato  

10 mM 
6.1 20.4 5.9 

Opales-

cente +  

part ículas  

muy 

grandes 
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Grupo Sal Regulador 
pH 

(teórico) 

Conducti-

vidad 

(mS/cm) 

(medida) 

pH 

(medido) 

Obser-

vación 

visual 

       

J 0 mM 
Tri s 10 

mM 
8.0 0.463 8.0 C lara 

K 
NaCl 

150 mM 

Tri s 

10 mM 
8.0 12.13 8.0 C lara 

L 
NaCl 

300 mM 

Tri s 

10 mM 
8.0 21.1 8.0 C lara 

       

M 
CaCl2  

40 mM 

Tri s 

10 mM 
8.0 6.7 8.1 

Par tículas  

grandes 

N 
CaCl2  

80 mM 

Tri s 

10 mM 
8.0 10.8 8.0 

Opales-

cente +  

part ículas  

grandes 

O CaCl2  Tri s 8.0 19.7 8.0 Opales-
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Grupo Sal Regulador 
pH 

(teórico) 

Conducti-

vidad 

(mS/cm) 

(medida) 

pH 

(medido) 

Obser-

vación 

visual 

160 mM 10 mM cente +  

part ículas  

grandes 

       

P 

MgSO4  

87.5 

mM 

Tri s 

10 mM 
8.0 7.5 8.0 

Par tículas  

grandes 

Q 
MgSO4  

175 mM 

Tri s 

10 mM 
8.0 10.9 8.2 

Opales-

cente +  

part ículas  

muy 

grandes 
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Grupo Sal Regulador 
pH 

(teórico) 

Conducti-

vidad 

(mS/cm) 

(medida) 

pH 

(medido) 

Obser-

vación 

visual 

R 
MgSO4  

430 mM 

Tri s 

10 mM 
8.0 21.7 8.1 

Opales-

cente +  

part ículas  

muy 

grandes 

 

Los resultados demuest ran que las so luc iones que cont i enen 

un antígeno re lac ionado con M72 pueden ser sens ib les a sales  

dif erentes de c lo ruro de sodio. E l impacto de CaCl2  ó MgSO4  parece 

ser más pronunc iado que para e l c lo ruro de sodio en 

concent raciones o  conduct ivi dad comparables . 

Ejemplo 14: Inv estigación de “desplazamie nto salino” en las 

compos iciones que comprende n Mtb72f con diferentes  

concentraciones de sal a un pH de 6.1, 7.5 y 8.5. 

Se invest i gó e l impacto de la concent ración de c loruro de sodio  

y e l pH sobre la es tabi li dad del ant ígeno de Mtb72f , evaluado po r e l  

tamaño. 

Método 

El antígeno a granel modif i cado (Mtb72f  con 6 residuos His ,  
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SEQ ID NO: 7) se di luyó has ta una concent ración de 100 micro -

gramos/mi li l i t ro  en tres reguladores diferentes (regulado r de fosfato  

10 mM a un pH de 6.1, regulado r de Tr is  20 mM a un pH de 7.5, y  

regulado r de T ri s 20 mM a un pH de 8.5) que contenía  

concent raciones f i nales  de c lo ruro de sodio  de 0, 150 y  450 mM. 

Las muest ras se a lmacenaron durante 24 horas a 4°C o a 25°C 

antes  del análi si s.   

La nef e lomet ría se l levó a cabo ut i li zando un Nephelo skan®  

Ascent , di sponib le en Thermo Fischer  Scient if ic. E l análi si s se l levó 

a cabo en micro -p lacas Costar® t ransparentes a UV di sponib les en 

Co rning Inc  (EUA). 

La DLS se l levó a cabo  uti l izando  un lecto r de p lacas  Dynapro  

de Wyatt Ins t ruments. E l i ns trumento se operó uti li zando una  

lo ngi tud de onda de láser de 830 nanómet ro s,  y  una po tenc ia de      

50 mW. Se detectó luz  di spersada a 150°  a una temperatura de  

22°C. E l diámet ro hidrodinámico promedio y e l índi ce de 

po li di spers idad (pI ) se calculan mediante e l sof tware del i ns t rumento. 

Resultados 

Los hallazgos de es te exper imento  se presentan en las  f iguras  

11 y  12. 

Tanto la DLS como la nef e lomet ría demuest ran una tendenc ia 

general a que e l M tb72f  sea sensib le a la concent ración de sal y a l  

pH, de una manera simi lar a l M72, como se muest ra en lo s e jemplo s  

anterio res. En consecuenc ia, los benef i cios de la presente i nvenc ión 

se apli can a lo s ant ígenos re lacionados con M72 y no  so lamente a la  
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secuenc ia de M72 por  sí misma. 

En e l caso de un número de muest ras de DLS, la  

i nst rumentac ión f ue i ncapaz de determinar un tamaño de part ícu la  

específ ico (mostrado  como NV en la Figura 12).  

Ejemplo 15: Prevención de “desplazamiento salino” en las 

compos iciones que comprende n M72,  inmunoestimulantes,  y 

utilizando sorbito l como un agente de tonicidad  

Con el o bjeto de comparar la  es tabi li dad de las  composicio nes  

i nmunogénicas que contenían NaCl 150 mM, con las composicio nes  

ut i li zando so rbito l como un agente de toni cidad, las muest ras se 

moni to rearon uti l izando  un ELISA alternat ivo . 

Método 

 La tor ta de la lio f i li zación se preparó como se describe en e l  

E jemplo  10 (específ icamente e l método (a)) , de ta l manera que,  

cuando  se combinara con las fo rmulac iones coadyuvantes  

apropiadas del E jemplo 7,  se obtendr ía un pH de 8.5. 

La tor ta de la l io f i lización descri ta anterio rmente se 

reconst ituyó con 625 micro li t ros de las so luc iones coadyuvantes  

preparadas en e l E jemplo 7. Después de la reconstituc ión con la  

so luc ión coadyuvante, se obtuv ieron las  siguientes composicio nes  

i nmunogénicas: 

(v i i )  M72 con dos residuos His N- terminales – ASA (NaCl 150 mM – 

2) pH de 8.5  

10 microgramos de ant ígeno (20 microgramos/mi l i li t ro ) 

Sacaro sa a l 5 % p/v   
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Tri s 40 mM 

Tween80 al 0.02 % p/v 

500 microgramos de DOPC 

125 microgramos de co les tero l 

25 microgramos de 3D-MPL 

25 microgramos de QS21 

NaCl 150 mM 

Fosfato 10 mM 

pH de 8.5 

(v i i i )  M72 con dos res iduos His  N- terminales  – ASA (so rbi to l – 2)  pH 

de 8.5  

10 microgramos de ant ígeno (20 microgramos/mi l i li t ro ) 

Sacaro sa a l 5 % p/v 

Tri s 40 mM 

Tween80 al 0.02 % p/v 

500 microgramos de DOPC 

125 microgramos de co les tero l 

25 microgramos de 3D-MPL 

25 microgramos de QS21 

NaCl 5 mM 

Sorbi to l a l 4.7 % p/v 

Fosfato 10 mM 

pH de 8.5 

Las composicio nes i nmunogénicas reconsti tuidas descr itas  

anterio rmente se caracteri zaron después de su a lmacenamiento  a 
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30°C (T24h) ,  y comparándose con una muestra extempo ráneamente  

preparada (T0).  

La ant i genicidad se cuantif i có mediante un ELISA de 

emparedado indi recto en donde el ant ígeno es capturado po r un 

ant icuerpo po li c lo nal de conejo específ ico de M72 y  

subsiguientemente es revelado po r un ant icuerpo monoc lonal de 

ratón específ i co de M72(M tb39) . Di cho de una manera breve, la  

p laca se recubr ió con ant i cuerpo po li c lo nal de conejo ant i -M72 en 

una di luc ión de 1/8,000 en suero regulado con fosfato de Dulbecco  

durante la noche a 4°C y , después de cuat ro lavados , las p lacas se 

b loquearon durante 1 ho ra a 37°C con regulador de saturación (suero  

regulado con fosfato (PBS), Tween 20 a l 0.1 po r ciento , a lbúmina de 

suero bovino (BSA) a l 1 por ciento ). Después del paso de lavado, se 

cargaron e l es tándar de proteína (masa pur if icada de M72: 1,950 

microgramos/mi li l i t ro) , e l cont ro l i nterno (M72: 1,768 microgramos/  

mi li li t ro) , y las muestras , en lo s pozos de la primera co lumna de la 

p laca en una concent rac ión de apro ximadamente 0.25 microgramos/  

mi li li t ro , y entonces se l levó a cabo una di luc ión en serie 2 veces en 

e l regulado r de saturac ión (suero regulado con fosfato (PBS), Tween 

20 a l 0.025 po r ciento)  del po zo 1 a l 12, y se i nc ubó durante 1 ho ra 

30 minuto s a 37°C. Después del paso de lavado , e l i nmunocomplejo  

se i ncubó entonces durante 1 ho ra a 37°C con anti cuerpo monoc lona l  

de ratón anti -M72 en una di luc ión de 1/1,000 en regulado r de 

saturac ión (suero  regulado  con fosfato (PBS),  Tween 20 a l 0.025 po r  

ciento ). Después de cuat ro lavados, un ant icuerpo po li c lo nal de 
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conejo ant i -ratón bio ti ni lado  se agregó en una d i luc ión de 1/1,000 en 

regulado r de saturac ión (suero regulado con fosfato (PBS), Tween 20 

a l 0.025 por ciento) . Después de cuat ro lavados, la señal se 

amplif icó mediante la adición de est reptavidina-pero xidasa de 

radícula ro ja di luida a 1/4,000 en regulador de saturación (suero  

regulado con fosfato (PBS), Tween 20 a l 0.025 po r ciento ).  Después  

de cuat ro lavados, la señal se reveló mediante di c lo ruro de or to -

feni len-d iamina (OPDA) durante 15 minuto s a temperatura ambiente,  

y la reacción se detuvo mediante la adi ción de HCl 1M. La co lo rac ión 

fue proporcional a la cant i dad de ant icuerpo ant i -M72 enlazado , y se 

midió a 490 nanómet ro s y 620 nanómet ro s.  Todos lo s pasos de 

lavado se l levaron a cabo ut i li zando suero regulado con fosfato  

(PBS), Tween 20 a l 0.025 po r  ciento. 

Todos lo s  valo res medidos  se presentan en re lación con la  

ant i genicidad esperada basándose en la proteína a granel pur if i cada 

ut i li zada para preparar  las formulac iones sometidas a prueba. 

Resultados 

Los resultados se muest ran en la Figura 13. Lo s rombos 

i ndi can las mediciones específ icas para cada una de las t res  

muest ras de prueba,  con i ndicando  una línea e l va lo r  promedio. 

La recuperación del ant ígeno es en gran par te estable después  

de la reconstituc ión en las composicio nes bajas en sal ut i li zando  

sorbito l como  un agente de toni cidad a un pH de 8.5 has ta 24 ho ras  

a 30°C. La recuperación en ASA(sorbi to l-2) f ue del 83.5 po r ciento  

después de 24 ho ras (T0 87.1 po r ciento , que s ignif i ca que se 
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mant uvo e l 95.9 po r c iento de la ant i genicidad re la ti va) , mient ras que  

la recuperación en ASA(NaCl-2) f ue del 54.5 por  c iento después de 

24 horas (T0 81.0 po r ciento, que signif i ca que se mantuvo  

so lamente e l 67.3 po r  c iento de la ant i genicidad re lativa después del  

a lmacenamiento ). 

En resumen, los E jemplo s 9, 10 y 15 demuest ran po r pr imera 

vez e l impacto per judi cia l resultante del pH y de la concent ración de 

NaCl sobre la estabi l i dad de las composicio nes i nmunogénicas  que  

conti enen un antígeno re lacionado con M72. E l E jemplo 13 ext i ende  

este trabajo para most rar que ot ras sales también pueden tener  un 

impacto per judi cia l sobre la estabi l i dad de las composicio nes  

i nmunogénicas que cont i enen un ant ígeno re lacionado con M72,  

demost rando e l E jemplo 14 que e l efec to también es aplicable a las  

secuenc ias re lacionadas con M72. 

La reformulación de las  composicio nes i nmunogénicas con un 

agente de tonicidad no i óni co resuelve lo s problemas de estabi l i dad 

del ant ígeno . Adicio nalmente, lo s E jemplo s 3, 4 y 12 demuest ran la  

remoción de sus tancia lmente to do e l NaCl a part ir de la formulac ión 

i nmunogénica, y su reemplazo  con so rbi to l como  un agente de 

tonicidad no  ti ene un impacto per judi cia l sobre la estimulac ión de 

respuestas  de células-T. 

La es tabi li dad de las composicio nes i nmunogénicas es c lave y  

puede ser par ticularmente desaf iante cuando se enc uent ran en 

lugares ai s lados y puede no ser fáci lmente accesib le la ref ri geración.  

Mediante la reducción de la presenc ia de sales en las composicio nes  
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i nmunogénicas, lo s presentes i nvento res han sido capaces de reduc i r  

e l grado de lo s cambio s observados cuando se a lmacenan las  

composic io nes i nmunogénicas . 

A t ravés  de toda la memo ria descr ipti va y en las  s iguientes  

rei vindi caciones, a menos que e l contexto lo  requiera de o t ra 

manera,  se entenderá que la palabra ‘ comprenden’,  y  las  variaciones  

ta les como ‘comprende’  y ‘comprendiendo’ , impli can la i nc lus ión de 

un entero, paso, grupo de entero o grupo de pasos menc ionado, pero  

no con la exc lus ión de cualquier ot ro entero , paso , grupo de entero s  

o grupo  de pasos.  

Todos lo s  documento s referi do s en la presente,  i nc luyendo  las  

patentes y so li citudes de patente, se i nco rporan como referenc ia en 

su tota li dad. 
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REIVINDIC ACIONES 

 

1.  Una compos ición i nmunogénica que comprende un 

ant ígeno re lacionado con M72,  en la que: 

(i )  la conduct ivi dad de la composición es de 13 mS/cm 

o meno r; y /o 

(i i )  la concent ración de sales en di cha composición es  

de 130 mM o  meno r;  y /o 

(i i i )  la  concent ración de c lo ruro de sodio  en di cha  

composic ión es de 130 mM o  meno r. 

2.  La composición i nmunogénica de acuerdo con la 

rei vindi cación 1, en la que la conducti vi dad de la composic ión es  de 

10 mS/cm o  meno r. 

3.  La composición i nmunogénica de acuerdo con la 

rei vindi cación 2, en la que la conducti vi dad de la composic ión es  de 

3 mS/cm o  meno r. 

4.  La composición i nmunogénica de acuerdo  con una  

cualquiera de las rei vindi cac iones 1 a 3, en la que la concent rac ión 

de sales en d i cha composic ión es de 100 mM o  meno r. 

5.  La composición i nmunogénica de acuerdo con la 

rei vindi cación 4, en la que la concent rac ión de sales  en di cha  

composic ión es de 40 mM o  meno r. 

6.  La composición i nmunogénica de acuerdo  con una  

cualquiera de las rei vindi cac iones 1 a 5, en la que la concent rac ión 

de c lo ruro de sodio  en di cha composición es  de 100 mM o meno r. 
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7.  La composición i nmunogénica de acuerdo con la 

rei vindi cación 6, en la que la concent ración de c loruro de sodio en 

di cha composición es de 40 mM o  meno r. 

8.  La composición i nmunogénica de acuerdo  con una  

cualquiera de las rei vindi cac iones 1 a 7, en la que la concent rac ión 

de CaCl2  en la composic ión i nmunogénica es  de 30 mM o menor . 

9.  La composición i nmunogénica de acuerdo  con una  

cualquiera de las rei vindi cac iones 1 a 8, en la que la concent rac ión 

de MgSO 4  en la composición i nmunogénica es de 60 mM o  meno r. 

10.  La composición i nmunogénica de acuerdo  con una  

cualquiera de las rei vindi cac iones 1 a 9, en la que la concent rac ión 

tota l de io nes de NH4
+ , Mg 2 +  y Ca2 +  es de 40 mM o  meno r. 

11.  La composición i nmunogénica de acuerdo  con una  

cualquiera de las rei vindi caciones 1 a 10, la  cual comprende además  

un agente de toni cidad no  i óni co. 

12.  La composición i nmunogénica de acuerdo con la 

rei vindi cación 11, en la que e l agente de toni cidad no ióni co es un 

po lio l. 

13. La composic ión i nmunogénica de acuerdo con la 

rei vindi cación 12,  en la que e l po lio l es  so rbi to l. 

14.  La composición i nmunogénica de acuerdo con la 

rei vindi cación 13,  en la que la concent rac ión de so rbito l es de ent re  

apro ximadamente un 4 y apro ximadamente un 6 % (p/v ). 

15.  La composición i nmunogénica de acuerdo  con una  

cualquiera de las rei vindi caciones 1 a 14, en la que la concent rac ión 
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de sacaro sa es de ent re apro ximadamente un 4 y apro ximadamente  

un 6 % (p/v ). 

16.  La composición i nmunogénica de acuerdo  con una  

cualquiera de las rei vindi caciones 1 a 15, la  cual comprende además  

uno o  más i nmunoestimulantes. 

17.  La composición i nmunogénica de acuerdo con la 

rei vindi cación 16, en la que e l i nmunoestimulante es una saponina  

y/o  un agonista de TLR4. 

18. La composic ión i nmunogénica de acuerdo con la 

rei vindi cación 17, en la que e l/ los i nmunoestimulante(s)  es tá(n)  en la  

forma de l i posomas. 

19.  La composición i nmunogénica de acuerdo con cualquiera 

de las  re ivindi caciones 17 ó 18,  en la que la saponina es  QS21. 

20.  La composición i nmunogénica de acuerdo  con una  

cualquiera de las rei vindi cac iones 17 a 19, en la que e l agonista de 

TLR4 es  monofosfori l- l ípido  A  3-des-O-aci lado . 

21.  La composición i nmunogénica de acuerdo  con una  

cualquiera de las  reiv indicaciones 1 a 20,  en la que la o smo lal i dad es  

de 250 a 750 mOsm/kg. 

22.  La composición i nmunogénica de acuerdo  con una  

cualquiera de las  rei vindi caciones 1 a 21, en la que la composic ión 

se propo rciona como una dosi s uni tar i a de ent re 50 micro li tro s y        

1 mi li l i t ro . 

23.  La composición i nmunogénica de acuerdo con la 

rei vindi cación 22, en la que la dos is unitari a es de ent re 100 
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micro li t ros  y  750 micro l i t ros . 

24.  La composición i nmunogénica de acuerdo con la 

rei vindi cación 22 ó 23, en la que una dos is uni tari a conti ene de 1 a 

100 microgramos de proteína re lacionada con M72. 

25.  La composición i nmunogénica de acuerdo con la 

rei vindi cación 24, en la que una dosi s uni tari a conti ene de 5 a 50 

microgramos de pro teína re lacionada con M72. 

26.  La composición i nmunogénica de acuerdo  con una  

cualquiera de las rei vindi cac iones 1 a 25, en la que e l pH de di cha  

composic ión está en e l i ntervalo de 7.0 a 9.0. 

27.  La composición i nmunogénica de acuerdo  con una  

cualquiera de las  re ivindi caciones 1 a 26,  en la que e l ant ígeno  

re lacionado con M72 comprende una secuenc ia que t i ene a l menos 

un 70 % de i denti dad con la SEQ ID NO:  1. 

28.  La composición i nmunogénica de acuerdo con la 

rei vindi cación 27, en la que e l ant ígeno re lacionado con M72 

consi s te en una secuenc ia que ti ene a l menos un 70 % de i dent i dad 

con la SEQ ID NO: 1. 

29.  La composición i nmunogénica de acuerdo con la 

rei vindi cación 28, en la que e l ant ígeno re lacionado con M72 

comprende una secuencia que ti ene a l menos un 90 % de i dent i dad 

con la SEQ ID NO: 1. 

30.  La composición i nmunogénica de acuerdo con la 

rei vindi cación 29, en la que e l ant ígeno re lacionado con M72 

consi s te en una secuenc ia que ti ene a l menos un 90 % de i dent i dad 
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con la SEQ ID NO: 1. 

31.  La composición i nmunogénica de acuerdo  con una  

cualquiera de las  re ivindi caciones 1 a 26,  en la que e l ant ígeno  

re lacionado con M72 comprende la secuenc ia de aminoácidos de la  

SEQ ID NO: 1. 

32.  La composición i nmunogénica de acuerdo  con una  

cualquiera de las  re ivindi caciones 1 a 26,  en la que e l ant ígeno  

re lacionado con M72 comprende la secuenc ia de aminoácidos de la  

SEQ ID NO: 3. 

33.  La composición i nmunogénica de acuerdo con la 

rei vindi cación 31, en la que e l ant ígeno re lacionado con M72 

consi s te en la secuenc ia de aminoácidos de la SEQ ID NO:  1. 

34.  La composición i nmunogénica de acuerdo con la 

rei vindi cación 32, en la que e l ant ígeno re lacionado con M72 

consi s te en la secuenc ia de aminoácidos de la SEQ ID NO:  3. 

35.  La composición i nmunogénica de acuerdo  con una  

cualquiera de las rei vindicaciones 1 a 32, en la que a l menos un 80 

% de la ant i genic idad de la compos ición i nmunogénica permanece  

después del a lmacenamiento  a 25ºC durante un per io do de 24 ho ras . 

36.  La composición i nmunogénica de acuerdo  con una  

cualquiera de las  re ivindi caciones 1 a 35,  para su uso en medicina. 

37.  E l uso de una composición i nmunogénica de acuerdo con 

una cualquiera de las rei vindi cac iones 1 a 35, en la e laboración de 

un medicamento . 

38.  Un método para la prof i laxi s , e l t ratamiento  o la  mejo ra 
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de i nf ecc ión po r micobacteri as , ta l como inf ección po r Mycobacteri um  

tuberculosis , e l cual comprende la admini st ración de una cant i dad 

segura y ef i caz de una composición i nmunogénica de acuerdo con 

una cualquiera de las rei vindi caciones 1 a 35. 

39.  Un pro ceso para la e labo rac ión de una composici ón 

i nmunogénica de acuerdo con una cualquiera de las re ivindi caciones  

1 a 35,  e l cual comprende las  etapas de: 

a)  lio f i li zar un antígeno  re lac ionado  con M72; y 

b)  reconst itui r e l antígeno re lacionado con M72 

lio f i li zado de la etapa a) con una so lución acuosa, en la que: 

(i )  la conducti vi dad de la so luc ión es de 13 

mS/cm o meno r; y /o 

(i i )  la concent ración de sales en di cha so luc ión 

es de 130 mM o  meno r;  y /o 

(i i i )  la concent rac ión de c lo ruro  de sodio en di cha  

so luc ión es de 130 mM o  meno r. 

40.  Un método para la e labo rac ión de una composición 

i nmunogénica es table de acuerdo con una cualquiera de las  

rei vindi caciones 1 a 35, e l cual comprende las etapas de: 

a)  lio f i li zar un antígeno  re lac ionado  con M72; y 

b)  reconst itui r e l antígeno re lacionado con M72 

lio f i li zado de la etapa a) con una so lución acuosa, en la que: 

(i )  la conducti vi dad de la so luc ión es de 13 

mS/cm o meno r; y /o 

(i i )  la concent ración de sales en di cha so luc ión 
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es de 130 mM o  meno r;  y /o 

(i i i )  la concent rac ión de c lo ruro  de sodio en di cha  

so luc ión es de 130 mM o  meno r; 

en la que permanece a l menos un 80 % de la 

ant i genicidad de la composición i nmunogénica después del  

a lmacenamiento  a 25ºC durante un per io do de 24 horas . 

41.  Un ki t que comprende:  

a)  un ant ígeno  re lacionado  con M72 lio f i li zado ; y 

b)  una so luc ión acuosa en la que: 

(i )  la conducti vi dad de la so luc ión es de 13 

mS/cm o meno r; y /o 

(i i )  la concent ración de sales en di cha so luc ión 

es de 130 mM o  meno r;  y /o 

(i i i )  la concent rac ión de c lo ruro  de sodio en di cha  

so luc ión es de 130 mM o  meno r. 

42.  E l pro ceso de acuerdo con la rei vindi cación 39, e l método  

de acuerdo con la rei vindi cación 40, o  e l kit de acuerdo con la  

rei vindi cación 41, en donde la so luc ión acuosa comprende un 

i nmunoestimulante. 

43.  E l pro ceso , método o ki t de acuerdo con la rei vindi cación 

42, en donde la so luc ión acuosa comprende una saponina y un 

agonista de TLR4, en una formulación l i posomal, y un agente de 

tonicidad no i óni co . 

44.  E l pro ceso , método o ki t de acuerdo con la rei vindi cación 

43,  en donde el agente de toni cidad no  i óni co es un so rbi to l. 
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45.  E l pro ceso , método o ki t de acuerdo con la rei vindi cación 

44, en donde la concent ración de so rbi to l es de ent re  

apro ximadamente un 2.5 y  apro ximadamente un 15 % (p/v) . 

46.  E l pro ceso , método o kit de acuerdo con una cualquiera 

de las  re ivindi caciones 43 a 45,  en donde la saponina es QS21. 

47.  E l pro ceso , método o kit de acuerdo con una cualquiera 

de las rei vindi caciones 43 a 46, en donde el agonis ta de TLR4 es  

monofosfo ri l- líp ido A 3-des-O-aci lado. 
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FIG. 6d 

 

ASA (Sorbitol-2), pH 7.5, 8.0 y 8.5 superpuestos 
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FIG. 11 

Nefelometría de Mtb72f 
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Tamaño de Mtb72f mediante DLS 

FIG. 12 
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ELISA de Antigenicidad Anti-M72 
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LISTADO DE SECUENCIAS 

 

<110>  GlaxoSmithKline Biologicals sa 

       Godart, Stephane 

       Laanan, Amina 5 

       Lemoine, Dominique 

<120>  Composiciones Novedosas 

<130>  VB64442 

<150>  US61/422723 

<151>  2010-12-14 10 

<160>  13     

<170>  PatentIn versión 3.5 

<210>  1 

<211>  723 

<212>  PRT 15 

<213>  Secuencia Artificial 

<220> 

<223>  Proteína de fusión de M72 

<400>  1 

Met Thr Ala Ala Ser Asp Asn Phe Gln Leu Ser Gln Gly Gly Gln Gly  20 

1               5                   10                  15       

Phe Ala Ile Pro Ile Gly Gln Ala Met Ala Ile Ala Gly Gln Ile Arg  

            20                  25                  30           

Ser Gly Gly Gly Ser Pro Thr Val His Ile Gly Pro Thr Ala Phe Leu  

        35                  40                  45               25 



 2 

 

Gly Leu Gly Val Val Asp Asn Asn Gly Asn Gly Ala Arg Val Gln Arg  

    50                  55                  60                   

Val Val Gly Ser Ala Pro Ala Ala Ser Leu Gly Ile Ser Thr Gly Asp  

65                  70                  75                  80   5 

Val Ile Thr Ala Val Asp Gly Ala Pro Ile Asn Ser Ala Thr Ala Met  

                85                  90                  95       

Ala Asp Ala Leu Asn Gly His His Pro Gly Asp Val Ile Ser Val Thr  

            100                 105                 110          

Trp Gln Thr Lys Ser Gly Gly Thr Arg Thr Gly Asn Val Thr Leu Ala  10 

        115                 120                 125              

Glu Gly Pro Pro Ala Glu Phe Met Val Asp Phe Gly Ala Leu Pro Pro  

    130                 135                 140                  

Glu Ile Asn Ser Ala Arg Met Tyr Ala Gly Pro Gly Ser Ala Ser Leu  

145                 150                 155                 160  15 

Val Ala Ala Ala Gln Met Trp Asp Ser Val Ala Ser Asp Leu Phe Ser  

                165                 170                 175      

Ala Ala Ser Ala Phe Gln Ser Val Val Trp Gly Leu Thr Val Gly Ser  

            180                 185                 190          

Trp Ile Gly Ser Ser Ala Gly Leu Met Val Ala Ala Ala Ser Pro Tyr  20 

        195                 200                 205              

Val Ala Trp Met Ser Val Thr Ala Gly Gln Ala Glu Leu Thr Ala Ala  

    210                 215                 220                  

Gln Val Arg Val Ala Ala Ala Ala Tyr Glu Thr Ala Tyr Gly Leu Thr  

225                 230                 235                 240  25 
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Val Pro Pro Pro Val Ile Ala Glu Asn Arg Ala Glu Leu Met Ile Leu  

                245                 250                 255      

Ile Ala Thr Asn Leu Leu Gly Gln Asn Thr Pro Ala Ile Ala Val Asn  

            260                 265                 270          5 

Glu Ala Glu Tyr Gly Glu Met Trp Ala Gln Asp Ala Ala Ala Met Phe  

        275                 280                 285              

Gly Tyr Ala Ala Ala Thr Ala Thr Ala Thr Ala Thr Leu Leu Pro Phe  

    290                 295                 300                  

Glu Glu Ala Pro Glu Met Thr Ser Ala Gly Gly Leu Leu Glu Gln Ala  10 

305                 310                 315                 320  

Ala Ala Val Glu Glu Ala Ser Asp Thr Ala Ala Ala Asn Gln Leu Met  

                325                 330                 335      

Asn Asn Val Pro Gln Ala Leu Gln Gln Leu Ala Gln Pro Thr Gln Gly  

            340                 345                 350          15 

Thr Thr Pro Ser Ser Lys Leu Gly Gly Leu Trp Lys Thr Val Ser Pro  

        355                 360                 365              

His Arg Ser Pro Ile Ser Asn Met Val Ser Met Ala Asn Asn His Met  

    370                 375                 380                  

Ser Met Thr Asn Ser Gly Val Ser Met Thr Asn Thr Leu Ser Ser Met  20 

385                 390                 395                 400  

Leu Lys Gly Phe Ala Pro Ala Ala Ala Ala Gln Ala Val Gln Thr Ala  

                405                 410                 415      

Ala Gln Asn Gly Val Arg Ala Met Ser Ser Leu Gly Ser Ser Leu Gly  

            420                 425                 430          25 
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Ser Ser Gly Leu Gly Gly Gly Val Ala Ala Asn Leu Gly Arg Ala Ala  

        435                 440                 445              

Ser Val Gly Ser Leu Ser Val Pro Gln Ala Trp Ala Ala Ala Asn Gln  

    450                 455                 460                  5 

Ala Val Thr Pro Ala Ala Arg Ala Leu Pro Leu Thr Ser Leu Thr Ser  

465                 470                 475                 480  

Ala Ala Glu Arg Gly Pro Gly Gln Met Leu Gly Gly Leu Pro Val Gly  

                485                 490                 495      

Gln Met Gly Ala Arg Ala Gly Gly Gly Leu Ser Gly Val Leu Arg Val  10 

            500                 505                 510          

Pro Pro Arg Pro Tyr Val Met Pro His Ser Pro Ala Ala Gly Asp Ile  

        515                 520                 525              

Ala Pro Pro Ala Leu Ser Gln Asp Arg Phe Ala Asp Phe Pro Ala Leu  

    530                 535                 540                  15 

Pro Leu Asp Pro Ser Ala Met Val Ala Gln Val Gly Pro Gln Val Val  

545                 550                 555                 560  

Asn Ile Asn Thr Lys Leu Gly Tyr Asn Asn Ala Val Gly Ala Gly Thr  

                565                 570                 575      

Gly Ile Val Ile Asp Pro Asn Gly Val Val Leu Thr Asn Asn His Val  20 

            580                 585                 590          

Ile Ala Gly Ala Thr Asp Ile Asn Ala Phe Ser Val Gly Ser Gly Gln  

        595                 600                 605              

Thr Tyr Gly Val Asp Val Val Gly Tyr Asp Arg Thr Gln Asp Val Ala  

    610                 615                 620                  25 



 5 

Val Leu Gln Leu Arg Gly Ala Gly Gly Leu Pro Ser Ala Ala Ile Gly  

625                 630                 635                 640  

Gly Gly Val Ala Val Gly Glu Pro Val Val Ala Met Gly Asn Ser Gly  

                645                 650                 655      

Gly Gln Gly Gly Thr Pro Arg Ala Val Pro Gly Arg Val Val Ala Leu  5 

            660                 665                 670          

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

        675                 680                 685              

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

    690                 695                 700                  10 

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

705                 710                 715                 720  

Ala Ala Ser  

             

<210>  2 15 

<211>  2172 

<212>  ADN 

<213>  Secuencia Artificial 

<220> 

<223>  Secuencia de codificación para fusión de M72 20 

<400>  2 

atgacggccg cgtccgataa cttccagctg tcccagggtg ggcagggatt cgccattccg       60 

atcgggcagg cgatggcgat cgcgggccag atccgatcgg gtggggggtc acccaccgtt      120 

catatcgggc ctaccgcctt cctcggcttg ggtgttgtcg acaacaacgg caacggcgca      180 

cgagtccaac gcgtggtcgg gagcgctccg gcggcaagtc tcggcatctc caccggcgac      240 25 
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gtgatcaccg cggtcgacgg cgctccgatc aactcggcca ccgcgatggc ggacgcgctt      300 

aacgggcatc atcccggtga cgtcatctcg gtgacctggc aaaccaagtc gggcggcacg      360 

cgtacaggga acgtgacatt ggccgaggga cccccggccg aattcatggt ggatttcggg      420 

gcgttaccac cggagatcaa ctccgcgagg atgtacgccg gcccgggttc ggcctcgctg      480 

gtggccgcgg ctcagatgtg ggacagcgtg gcgagtgacc tgttttcggc cgcgtcggcg      540 5 

tttcagtcgg tggtctgggg tctgacggtg gggtcgtgga taggttcgtc ggcgggtctg      600 

atggtggcgg cggcctcgcc gtatgtggcg tggatgagcg tcaccgcggg gcaggccgag      660 

ctgaccgccg cccaggtccg ggttgctgcg gcggcctacg agacggcgta tgggctgacg      720 

gtgcccccgc cggtgatcgc cgagaaccgt gctgaactga tgattctgat agcgaccaac      780 

ctcttggggc aaaacacccc ggcgatcgcg gtcaacgagg ccgaatacgg cgagatgtgg      840 10 

gcccaagacg ccgccgcgat gtttggctac gccgcggcga cggcgacggc gacggcgacg      900 

ttgctgccgt tcgaggaggc gccggagatg accagcgcgg gtgggctcct cgagcaggcc      960 

gccgcggtcg aggaggcctc cgacaccgcc gcggcgaacc agttgatgaa caatgtgccc     1020 

caggcgctgc aacagctggc ccagcccacg cagggcacca cgccttcttc caagctgggt     1080 

ggcctgtgga agacggtctc gccgcatcgg tcgccgatca gcaacatggt gtcgatggcc     1140 15 

aacaaccaca tgtcgatgac caactcgggt gtgtcgatga ccaacacctt gagctcgatg     1200 

ttgaagggct ttgctccggc ggcggccgcc caggccgtgc aaaccgcggc gcaaaacggg     1260 

gtccgggcga tgagctcgct gggcagctcg ctgggttctt cgggtctggg cggtggggtg     1320 

gccgccaact tgggtcgggc ggcctcggtc ggttcgttgt cggtgccgca ggcctgggcc     1380 

gcggccaacc aggcagtcac cccggcggcg cgggcgctgc cgctgaccag cctgaccagc     1440 20 

gccgcggaaa gagggcccgg gcagatgctg ggcgggctgc cggtggggca gatgggcgcc     1500 

agggccggtg gtgggctcag tggtgtgctg cgtgttccgc cgcgacccta tgtgatgccg     1560 

cattctccgg cagccggcga tatcgccccg ccggccttgt cgcaggaccg gttcgccgac     1620 

ttccccgcgc tgcccctcga cccgtccgcg atggtcgccc aagtggggcc acaggtggtc     1680 

aacatcaaca ccaaactggg ctacaacaac gccgtgggcg ccgggaccgg catcgtcatc     1740 25 
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gatcccaacg gtgtcgtgct gaccaacaac cacgtgatcg cgggcgccac cgacatcaat     1800 

gcgttcagcg tcggctccgg ccaaacctac ggcgtcgatg tggtcgggta tgaccgcacc     1860 

caggatgtcg cggtgctgca gctgcgcggt gccggtggcc tgccgtcggc ggcgatcggt     1920 

ggcggcgtcg cggttggtga gcccgtcgtc gcgatgggca acagcggtgg gcagggcgga     1980 

acgccccgtg cggtgcctgg cagggtggtc gcgctcggcc aaaccgtgca ggcgtcggat     2040 5 

tcgctgaccg gtgccgaaga gacattgaac gggttgatcc agttcgatgc cgcgatccag     2100 

cccggtgatg cgggcgggcc cgtcgtcaac ggcctaggac aggtggtcgg tatgaacacg     2160 

gccgcgtcct ag                                                         2172 

<210>  3 

<211>  725 10 

<212>  PRT 

<213>  Secuencia Artificial 

<220> 

<223>  M72 fusión con 2 residuos His adicionales 

<400>  3 15 

Met His His Thr Ala Ala Ser Asp Asn Phe Gln Leu Ser Gln Gly Gly  

1               5                   10                  15       

Gln Gly Phe Ala Ile Pro Ile Gly Gln Ala Met Ala Ile Ala Gly Gln  

            20                  25                  30           

Ile Arg Ser Gly Gly Gly Ser Pro Thr Val His Ile Gly Pro Thr Ala  20 

        35                  40                  45               

Phe Leu Gly Leu Gly Val Val Asp Asn Asn Gly Asn Gly Ala Arg Val  

    50                  55                  60                   

Gln Arg Val Val Gly Ser Ala Pro Ala Ala Ser Leu Gly Ile Ser Thr  

65                  70                  75                  80   25 



 8 

 

Gly Asp Val Ile Thr Ala Val Asp Gly Ala Pro Ile Asn Ser Ala Thr  

                85                  90                  95       

Ala Met Ala Asp Ala Leu Asn Gly His His Pro Gly Asp Val Ile Ser  

            100                 105                 110          5 

Val Thr Trp Gln Thr Lys Ser Gly Gly Thr Arg Thr Gly Asn Val Thr  

        115                 120                 125              

Leu Ala Glu Gly Pro Pro Ala Glu Phe Met Val Asp Phe Gly Ala Leu  

    130                 135                 140                  

Pro Pro Glu Ile Asn Ser Ala Arg Met Tyr Ala Gly Pro Gly Ser Ala  10 

145                 150                 155                 160  

Ser Leu Val Ala Ala Ala Gln Met Trp Asp Ser Val Ala Ser Asp Leu  

                165                 170                 175      

Phe Ser Ala Ala Ser Ala Phe Gln Ser Val Val Trp Gly Leu Thr Val  

            180                 185                 190          15 

Gly Ser Trp Ile Gly Ser Ser Ala Gly Leu Met Val Ala Ala Ala Ser  

        195                 200                 205              

Pro Tyr Val Ala Trp Met Ser Val Thr Ala Gly Gln Ala Glu Leu Thr  

    210                 215                 220                  

Ala Ala Gln Val Arg Val Ala Ala Ala Ala Tyr Glu Thr Ala Tyr Gly  20 

225                 230                 235                 240  

Leu Thr Val Pro Pro Pro Val Ile Ala Glu Asn Arg Ala Glu Leu Met  

                245                 250                 255      

Ile Leu Ile Ala Thr Asn Leu Leu Gly Gln Asn Thr Pro Ala Ile Ala  

            260                 265                 270          25 



 9 

 

Val Asn Glu Ala Glu Tyr Gly Glu Met Trp Ala Gln Asp Ala Ala Ala  

        275                 280                 285              

Met Phe Gly Tyr Ala Ala Ala Thr Ala Thr Ala Thr Ala Thr Leu Leu  

    290                 295                 300                  5 

Pro Phe Glu Glu Ala Pro Glu Met Thr Ser Ala Gly Gly Leu Leu Glu  

305                 310                 315                 320  

Gln Ala Ala Ala Val Glu Glu Ala Ser Asp Thr Ala Ala Ala Asn Gln  

                325                 330                 335      

Leu Met Asn Asn Val Pro Gln Ala Leu Gln Gln Leu Ala Gln Pro Thr  10 

            340                 345                 350          

Gln Gly Thr Thr Pro Ser Ser Lys Leu Gly Gly Leu Trp Lys Thr Val  

        355                 360                 365              

Ser Pro His Arg Ser Pro Ile Ser Asn Met Val Ser Met Ala Asn Asn  

    370                 375                 380                  15 

His Met Ser Met Thr Asn Ser Gly Val Ser Met Thr Asn Thr Leu Ser  

385                 390                 395                 400  

Ser Met Leu Lys Gly Phe Ala Pro Ala Ala Ala Ala Gln Ala Val Gln  

                405                 410                 415      

Thr Ala Ala Gln Asn Gly Val Arg Ala Met Ser Ser Leu Gly Ser Ser  20 

            420                 425                 430          

Leu Gly Ser Ser Gly Leu Gly Gly Gly Val Ala Ala Asn Leu Gly Arg  

        435                 440                 445              

Ala Ala Ser Val Gly Ser Leu Ser Val Pro Gln Ala Trp Ala Ala Ala  

    450                 455                 460                  25 



 10 

 

Asn Gln Ala Val Thr Pro Ala Ala Arg Ala Leu Pro Leu Thr Ser Leu  

465                 470                 475                 480  

Thr Ser Ala Ala Glu Arg Gly Pro Gly Gln Met Leu Gly Gly Leu Pro  

                485                 490                 495      5 

Val Gly Gln Met Gly Ala Arg Ala Gly Gly Gly Leu Ser Gly Val Leu  

            500                 505                 510          

Arg Val Pro Pro Arg Pro Tyr Val Met Pro His Ser Pro Ala Ala Gly  

        515                 520                 525              

Asp Ile Ala Pro Pro Ala Leu Ser Gln Asp Arg Phe Ala Asp Phe Pro  10 

    530                 535                 540                  

Ala Leu Pro Leu Asp Pro Ser Ala Met Val Ala Gln Val Gly Pro Gln  

545                 550                 555                 560  

Val Val Asn Ile Asn Thr Lys Leu Gly Tyr Asn Asn Ala Val Gly Ala  

                565                 570                 575      15 

Gly Thr Gly Ile Val Ile Asp Pro Asn Gly Val Val Leu Thr Asn Asn  

            580                 585                 590          

His Val Ile Ala Gly Ala Thr Asp Ile Asn Ala Phe Ser Val Gly Ser  

        595                 600                 605              

Gly Gln Thr Tyr Gly Val Asp Val Val Gly Tyr Asp Arg Thr Gln Asp  20 

    610                 615                 620                  

Val Ala Val Leu Gln Leu Arg Gly Ala Gly Gly Leu Pro Ser Ala Ala  

625                 630                 635                 640  

Ile Gly Gly Gly Val Ala Val Gly Glu Pro Val Val Ala Met Gly Asn  

                645                 650                 655      25 
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Ser Gly Gly Gln Gly Gly Thr Pro Arg Ala Val Pro Gly Arg Val Val  

            660                 665                 670          

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

        675                 680                 685              

Glu Thr Leu Asn Gly Leu Ile Gln Phe Asp Ala Ala Ile Gln Pro Gly  5 

    690                 695                 700                  

Asp Ala Gly Gly Pro Val Val Asn Gly Leu Gly Gln Val Val Gly Met  

705                 710                 715                 720  

Asn Thr Ala Ala Ser  

                725  10 

<210>  4 

<211>  2178 

<212>  ADN 

<213>  Secuencia Artificial 

<220> 15 

<223>  Secuencia de codificación para fusión de M72 con 2 residuos His 

adicionales 

<400>  4 

atgcatcaca cggccgcgtc cgataacttc cagctgtccc agggtgggca gggattcgcc       60 

attccgatcg ggcaggcgat ggcgatcgcg ggccagatcc gatcgggtgg ggggtcaccc      120 20 

accgttcata tcgggcctac cgccttcctc ggcttgggtg ttgtcgacaa caacggcaac      180 

ggcgcacgag tccaacgcgt ggtcgggagc gctccggcgg caagtctcgg catctccacc      240 

ggcgacgtga tcaccgcggt cgacggcgct ccgatcaact cggccaccgc gatggcggac      300 

gcgcttaacg ggcatcatcc cggtgacgtc atctcggtga cctggcaaac caagtcgggc      360 

ggcacgcgta cagggaacgt gacattggcc gagggacccc cggccgaatt catggtggat      420 25 
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ttcggggcgt taccaccgga gatcaactcc gcgaggatgt acgccggccc gggttcggcc      480 

tcgctggtgg ccgcggctca gatgtgggac agcgtggcga gtgacctgtt ttcggccgcg      540 

tcggcgtttc agtcggtggt ctggggtctg acggtggggt cgtggatagg ttcgtcggcg      600 

ggtctgatgg tggcggcggc ctcgccgtat gtggcgtgga tgagcgtcac cgcggggcag      660 

gccgagctga ccgccgccca ggtccgggtt gctgcggcgg cctacgagac ggcgtatggg      720 5 

ctgacggtgc ccccgccggt gatcgccgag aaccgtgctg aactgatgat tctgatagcg      780 

accaacctct tggggcaaaa caccccggcg atcgcggtca acgaggccga atacggcgag      840 

atgtgggccc aagacgccgc cgcgatgttt ggctacgccg cggcgacggc gacggcgacg      900 

gcgacgttgc tgccgttcga ggaggcgccg gagatgacca gcgcgggtgg gctcctcgag      960 

caggccgccg cggtcgagga ggcctccgac accgccgcgg cgaaccagtt gatgaacaat     1020 10 

gtgccccagg cgctgcaaca gctggcccag cccacgcagg gcaccacgcc ttcttccaag     1080 

ctgggtggcc tgtggaagac ggtctcgccg catcggtcgc cgatcagcaa catggtgtcg     1140 

atggccaaca accacatgtc gatgaccaac tcgggtgtgt cgatgaccaa caccttgagc     1200 

tcgatgttga agggctttgc tccggcggcg gccgcccagg ccgtgcaaac cgcggcgcaa     1260 

aacggggtcc gggcgatgag ctcgctgggc agctcgctgg gttcttcggg tctgggcggt     1320 15 

ggggtggccg ccaacttggg tcgggcggcc tcggtcggtt cgttgtcggt gccgcaggcc     1380 

tgggccgcgg ccaaccaggc agtcaccccg gcggcgcggg cgctgccgct gaccagcctg     1440 

accagcgccg cggaaagagg gcccgggcag atgctgggcg ggctgccggt ggggcagatg     1500 

ggcgccaggg ccggtggtgg gctcagtggt gtgctgcgtg ttccgccgcg accctatgtg     1560 

atgccgcatt ctccggcagc cggcgatatc gccccgccgg ccttgtcgca ggaccggttc     1620 20 

gccgacttcc ccgcgctgcc cctcgacccg tccgcgatgg tcgcccaagt ggggccacag     1680 

gtggtcaaca tcaacaccaa actgggctac aacaacgccg tgggcgccgg gaccggcatc     1740 

gtcatcgatc ccaacggtgt cgtgctgacc aacaaccacg tgatcgcggg cgccaccgac     1800 

atcaatgcgt tcagcgtcgg ctccggccaa acctacggcg tcgatgtggt cgggtatgac     1860 

cgcacccagg atgtcgcggt gctgcagctg cgcggtgccg gtggcctgcc gtcggcggcg     1920 25 
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atcggtggcg gcgtcgcggt tggtgagccc gtcgtcgcga tgggcaacag cggtgggcag     1980 

ggcggaacgc cccgtgcggt gcctggcagg gtggtcgcgc tcggccaaac cgtgcaggcg     2040 

tcggattcgc tgaccggtgc cgaagagaca ttgaacgggt tgatccagtt cgatgccgcg     2100 

atccagcccg gtgatgcggg cgggcccgtc gtcaacggcc taggacaggt ggtcggtatg     2160 

aacacggccg cgtcctag                                                   2178 5 

 

<210>  5 

<211>  723 

<212>  PRT 

<213>  Secuencia Artificial 10 

<220> 

<223>  Fusión de Mtb72f 

<400>  5 

Met Thr Ala Ala Ser Asp Asn Phe Gln Leu Ser Gln Gly Gly Gln Gly  

1               5                   10                  15       15 

Phe Ala Ile Pro Ile Gly Gln Ala Met Ala Ile Ala Gly Gln Ile Arg  

            20                  25                  30           

Ser Gly Gly Gly Ser Pro Thr Val His Ile Gly Pro Thr Ala Phe Leu  

        35                  40                  45               

Gly Leu Gly Val Val Asp Asn Asn Gly Asn Gly Ala Arg Val Gln Arg  20 

    50                  55                  60                   

Val Val Gly Ser Ala Pro Ala Ala Ser Leu Gly Ile Ser Thr Gly Asp  

65                  70                  75                  80   

Val Ile Thr Ala Val Asp Gly Ala Pro Ile Asn Ser Ala Thr Ala Met  

                85                  90                  95       25 
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Ala Asp Ala Leu Asn Gly His His Pro Gly Asp Val Ile Ser Val Thr  

            100                 105                 110          

Trp Gln Thr Lys Ser Gly Gly Thr Arg Thr Gly Asn Val Thr Leu Ala  

        115                 120                 125              5 

Glu Gly Pro Pro Ala Glu Phe Met Val Asp Phe Gly Ala Leu Pro Pro  

    130                 135                 140                  

Glu Ile Asn Ser Ala Arg Met Tyr Ala Gly Pro Gly Ser Ala Ser Leu  

145                 150                 155                 160  

Val Ala Ala Ala Gln Met Trp Asp Ser Val Ala Ser Asp Leu Phe Ser  10 

                165                 170                 175      

Ala Ala Ser Ala Phe Gln Ser Val Val Trp Gly Leu Thr Val Gly Ser  

            180                 185                 190          

Trp Ile Gly Ser Ser Ala Gly Leu Met Val Ala Ala Ala Ser Pro Tyr  

        195                 200                 205              15 

Val Ala Trp Met Ser Val Thr Ala Gly Gln Ala Glu Leu Thr Ala Ala  

    210                 215                 220                  

Gln Val Arg Val Ala Ala Ala Ala Tyr Glu Thr Ala Tyr Gly Leu Thr  

225                 230                 235                 240  

Val Pro Pro Pro Val Ile Ala Glu Asn Arg Ala Glu Leu Met Ile Leu  20 

                245                 250                 255      

Ile Ala Thr Asn Leu Leu Gly Gln Asn Thr Pro Ala Ile Ala Val Asn  

            260                 265                 270          

Glu Ala Glu Tyr Gly Glu Met Trp Ala Gln Asp Ala Ala Ala Met Phe  

        275                 280                 285              25 
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Gly Tyr Ala Ala Ala Thr Ala Thr Ala Thr Ala Thr Leu Leu Pro Phe  

    290                 295                 300                  

Glu Glu Ala Pro Glu Met Thr Ser Ala Gly Gly Leu Leu Glu Gln Ala  

305                 310                 315                 320  5 

Ala Ala Val Glu Glu Ala Ser Asp Thr Ala Ala Ala Asn Gln Leu Met  

                325                 330                 335      

Asn Asn Val Pro Gln Ala Leu Gln Gln Leu Ala Gln Pro Thr Gln Gly  

            340                 345                 350          

Thr Thr Pro Ser Ser Lys Leu Gly Gly Leu Trp Lys Thr Val Ser Pro  10 

        355                 360                 365              

His Arg Ser Pro Ile Ser Asn Met Val Ser Met Ala Asn Asn His Met  

    370                 375                 380                  

Ser Met Thr Asn Ser Gly Val Ser Met Thr Asn Thr Leu Ser Ser Met  

385                 390                 395                 400  15 

Leu Lys Gly Phe Ala Pro Ala Ala Ala Ala Gln Ala Val Gln Thr Ala  

                405                 410                 415      

Ala Gln Asn Gly Val Arg Ala Met Ser Ser Leu Gly Ser Ser Leu Gly  

            420                 425                 430          

Ser Ser Gly Leu Gly Gly Gly Val Ala Ala Asn Leu Gly Arg Ala Ala  20 

        435                 440                 445              

Ser Val Gly Ser Leu Ser Val Pro Gln Ala Trp Ala Ala Ala Asn Gln  

    450                 455                 460                  

Ala Val Thr Pro Ala Ala Arg Ala Leu Pro Leu Thr Ser Leu Thr Ser  

465                 470                 475                 480  25 
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Ala Ala Glu Arg Gly Pro Gly Gln Met Leu Gly Gly Leu Pro Val Gly  

                485                 490                 495      

Gln Met Gly Ala Arg Ala Gly Gly Gly Leu Ser Gly Val Leu Arg Val  

            500                 505                 510          5 

Pro Pro Arg Pro Tyr Val Met Pro His Ser Pro Ala Ala Gly Asp Ile  

        515                 520                 525              

Ala Pro Pro Ala Leu Ser Gln Asp Arg Phe Ala Asp Phe Pro Ala Leu  

    530                 535                 540                  

Pro Leu Asp Pro Ser Ala Met Val Ala Gln Val Gly Pro Gln Val Val  10 

545                 550                 555                 560  

Asn Ile Asn Thr Lys Leu Gly Tyr Asn Asn Ala Val Gly Ala Gly Thr  

                565                 570                 575      

Gly Ile Val Ile Asp Pro Asn Gly Val Val Leu Thr Asn Asn His Val  

            580                 585                 590          15 

Ile Ala Gly Ala Thr Asp Ile Asn Ala Phe Ser Val Gly Ser Gly Gln  

        595                 600                 605              

Thr Tyr Gly Val Asp Val Val Gly Tyr Asp Arg Thr Gln Asp Val Ala  

    610                 615                 620                  

Val Leu Gln Leu Arg Gly Ala Gly Gly Leu Pro Ser Ala Ala Ile Gly  20 

625                 630                 635                 640  

Gly Gly Val Ala Val Gly Glu Pro Val Val Ala Met Gly Asn Ser Gly  

                645                 650                 655      

Gly Gln Gly Gly Thr Pro Arg Ala Val Pro Gly Arg Val Val Ala Leu  

            660                 665                 670          25 
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Gly Gln Thr Val Gln Ala Ser Asp Ser Leu Thr Gly Ala Glu Glu Thr  

        675                 680                 685              

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

    690                 695                 700                  

Gly Gly Pro Val Val Asn Gly Leu Gly Gln Val Val Gly Met Asn Thr  5 

705                 710                 715                 720  

Ala Ala Ser  

             

<210>  6 

<211>  2172 10 

<212>  ADN 

<213>  Secuencia Artificial 

<220> 

<223>  Secuencia de codificación para fusión de Mtb72f 

<400>  6 15 

atgacggccg cgtccgataa cttccagctg tcccagggtg ggcagggatt cgccattccg       60 

atcgggcagg cgatggcgat cgcgggccag atccgatcgg gtggggggtc acccaccgtt      120 

catatcgggc ctaccgcctt cctcggcttg ggtgttgtcg acaacaacgg caacggcgca      180 

cgagtccaac gcgtggtcgg gagcgctccg gcggcaagtc tcggcatctc caccggcgac      240 

gtgatcaccg cggtcgacgg cgctccgatc aactcggcca ccgcgatggc ggacgcgctt      300 20 

aacgggcatc atcccggtga cgtcatctcg gtgacctggc aaaccaagtc gggcggcacg      360 

cgtacaggga acgtgacatt ggccgaggga cccccggccg aattcatggt ggatttcggg      420 

gcgttaccac cggagatcaa ctccgcgagg atgtacgccg gcccgggttc ggcctcgctg      480 

gtggccgcgg ctcagatgtg ggacagcgtg gcgagtgacc tgttttcggc cgcgtcggcg      540 

tttcagtcgg tggtctgggg tctgacggtg gggtcgtgga taggttcgtc ggcgggtctg      600 25 
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atggtggcgg cggcctcgcc gtatgtggcg tggatgagcg tcaccgcggg gcaggccgag      660 

ctgaccgccg cccaggtccg ggttgctgcg gcggcctacg agacggcgta tgggctgacg      720 

gtgcccccgc cggtgatcgc cgagaaccgt gctgaactga tgattctgat agcgaccaac      780 

ctcttggggc aaaacacccc ggcgatcgcg gtcaacgagg ccgaatacgg cgagatgtgg      840 

gcccaagacg ccgccgcgat gtttggctac gccgcggcga cggcgacggc gacggcgacg      900 5 

ttgctgccgt tcgaggaggc gccggagatg accagcgcgg gtgggctcct cgagcaggcc      960 

gccgcggtcg aggaggcctc cgacaccgcc gcggcgaacc agttgatgaa caatgtgccc     1020 

caggcgctgc aacagctggc ccagcccacg cagggcacca cgccttcttc caagctgggt     1080 

ggcctgtgga agacggtctc gccgcatcgg tcgccgatca gcaacatggt gtcgatggcc     1140 

aacaaccaca tgtcgatgac caactcgggt gtgtcgatga ccaacacctt gagctcgatg     1200 10 

ttgaagggct ttgctccggc ggcggccgcc caggccgtgc aaaccgcggc gcaaaacggg     1260 

gtccgggcga tgagctcgct gggcagctcg ctgggttctt cgggtctggg cggtggggtg     1320 

gccgccaact tgggtcgggc ggcctcggtc ggttcgttgt cggtgccgca ggcctgggcc     1380 

gcggccaacc aggcagtcac cccggcggcg cgggcgctgc cgctgaccag cctgaccagc     1440 

gccgcggaaa gagggcccgg gcagatgctg ggcgggctgc cggtggggca gatgggcgcc     1500 15 

agggccggtg gtgggctcag tggtgtgctg cgtgttccgc cgcgacccta tgtgatgccg     1560 

cattctccgg cagccggcga tatcgccccg ccggccttgt cgcaggaccg gttcgccgac     1620 

ttccccgcgc tgcccctcga cccgtccgcg atggtcgccc aagtggggcc acaggtggtc     1680 

aacatcaaca ccaaactggg ctacaacaac gccgtgggcg ccgggaccgg catcgtcatc     1740 

gatcccaacg gtgtcgtgct gaccaacaac cacgtgatcg cgggcgccac cgacatcaat     1800 20 

gcgttcagcg tcggctccgg ccaaacctac ggcgtcgatg tggtcgggta tgaccgcacc     1860 

caggatgtcg cggtgctgca gctgcgcggt gccggtggcc tgccgtcggc ggcgatcggt     1920 

ggcggcgtcg cggttggtga gcccgtcgtc gcgatgggca acagcggtgg gcagggcgga     1980 

acgccccgtg cggtgcctgg cagggtggtc gcgctcggcc aaaccgtgca ggcgtcggat     2040 

tcgctgaccg gtgccgaaga gacattgaac gggttgatcc agttcgatgc cgcgatccag     2100 25 
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cccggtgatt cgggcgggcc cgtcgtcaac ggcctaggac aggtggtcgg tatgaacacg     2160 

gccgcgtcct ag                                                         2172 

<210>  7 

<211>  729 

<212>  PRT 5 

<213>  Secuencia Artificial 

<220> 

<223>  Fusión de Mtb72f con 6 residuos His adicionales 

<400>  7 

Met His His His His His His Thr Ala Ala Ser Asp Asn Phe Gln Leu  10 

1               5                   10                  15       

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               15 

Gly Pro Thr Ala Phe Leu Gly Leu Gly Val Val Asp Asn Asn Gly Asn  

    50                  55                  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 Ile  20 

                85                  90                  95       

Asn Ser Ala Thr Ala Met Ala Asp Ala Leu Asn Gly His His Pro Gly  

            100                 105                 110          

Asp Val Ile Ser Val Thr Trp Gln Thr Lys Ser Gly Gly Thr Arg Thr  

        115                 120                 125              25 
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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                 155                 160  5 

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  10 

        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  15 

Thr Ala Tyr Gly Leu Thr Val Pro Pro Pro Val Ile Ala Glu Asn Arg  

                245                 250                 255      

Ala Glu Leu Met Ile Leu Ile Ala Thr Asn Leu Leu Gly Gln Asn Thr  

            260                 265                 270          

Pro Ala Ile Ala Val Asn Glu Ala Glu Tyr Gly Glu Met Trp Ala Gln  20 

        275                 280                 285              

Asp Ala Ala Ala Met Phe Gly Tyr Ala Ala Ala Thr Ala Thr Ala Thr  

    290                 295                 300                  

Ala Thr Leu Leu Pro Phe Glu Glu Ala Pro Glu Met Thr Ser Ala Gly  

305                 310                 315                 320  25 
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Gly Leu Leu Glu Gln Ala Ala Ala Val Glu Glu Ala Ser Asp Thr Ala  

                325                 330                 335      

Ala Ala Asn Gln Leu Met Asn Asn Val Pro Gln Ala Leu Gln Gln Leu  

            340                 345                 350          5 

Ala Gln Pro Thr Gln Gly Thr Thr Pro Ser Ser Lys Leu Gly Gly Leu  

        355                 360                 365              

Trp Lys Thr Val Ser Pro His Arg Ser Pro Ile Ser Asn Met Val Ser  

    370                 375                 380                  

Met Ala Asn Asn His Met Ser Met Thr Asn Ser Gly Val Ser Met Thr  10 

385                 390                 395                 400  

Asn Thr Leu Ser Ser Met Leu Lys Gly Phe Ala Pro Ala Ala Ala Ala  

                405                 410                 415      

Gln Ala Val Gln Thr Ala Ala Gln Asn Gly Val Arg Ala Met Ser Ser  

            420                 425                 430          15 

Leu Gly Ser Ser Leu Gly Ser Ser Gly Leu Gly Gly Gly Val Ala Ala  

        435                 440                 445              

Asn Leu Gly Arg Ala Ala Ser Val Gly Ser Leu Ser Val Pro Gln Ala  

    450                 455                 460                  

Trp Ala Ala Ala Asn Gln Ala Val Thr Pro Ala Ala Arg Ala Leu Pro  20 

465                 470                 475                 480  

Leu Thr Ser Leu Thr Ser Ala Ala Glu Arg Gly Pro Gly Gln Met Leu  

                485                 490                 495      

Gly Gly Leu Pro Val Gly Gln Met Gly Ala Arg Ala Gly Gly Gly Leu  

            500                 505                 510          25 
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Ser Gly Val Leu Arg Val Pro Pro Arg Pro Tyr Val Met Pro His Ser  

        515                 520                 525              

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

    530                 535                 540                  5 

Ala Asp Phe Pro Ala Leu Pro Leu Asp Pro Ser Ala Met Val Ala Gln  

545                 550                 555                 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  10 

            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                  15 

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  20 

            660                 665                 670          

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                  25 
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Ile Gln Pro Gly Asp Ser Gly Gly Pro Val Val Asn Gly Leu Gly Gln  

705                 710                 715                 720  

Val Val Gly Met Asn Thr Ala Ala Ser  

                725                  

 5 

<210>  8 

<211>  2190 

<212>  ADN 

<213>  Secuencia Artificial 

<220> 10 

<223>  Secuencia de codificación para fusión de M72 con 6 residuos His 

adicionales 

<400>  8 

atgcatcacc atcaccatca cacggccgcg tccgataact tccagctgtc ccagggtggg       60 

cagggattcg ccattccgat cgggcaggcg atggcgatcg cgggccagat ccgatcgggt      120 15 

ggggggtcac ccaccgttca tatcgggcct accgccttcc tcggcttggg tgttgtcgac      180 

aacaacggca acggcgcacg agtccaacgc gtggtcggga gcgctccggc ggcaagtctc      240 

ggcatctcca ccggcgacgt gatcaccgcg gtcgacggcg ctccgatcaa ctcggccacc      300 

gcgatggcgg acgcgcttaa cgggcatcat cccggtgacg tcatctcggt gacctggcaa      360 

accaagtcgg gcggcacgcg tacagggaac gtgacattgg ccgagggacc cccggccgaa      420 20 

ttcatggtgg atttcggggc gttaccaccg gagatcaact ccgcgaggat gtacgccggc      480 

ccgggttcgg cctcgctggt ggccgcggct cagatgtggg acagcgtggc gagtgacctg      540 

ttttcggccg cgtcggcgtt tcagtcggtg gtctggggtc tgacggtggg gtcgtggata      600 

ggttcgtcgg cgggtctgat ggtggcggcg gcctcgccgt atgtggcgtg gatgagcgtc      660 

accgcggggc aggccgagct gaccgccgcc caggtccggg ttgctgcggc ggcctacgag      720 25 
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acggcgtatg ggctgacggt gcccccgccg gtgatcgccg agaaccgtgc tgaactgatg      780 

attctgatag cgaccaacct cttggggcaa aacaccccgg cgatcgcggt caacgaggcc      840 

gaatacggcg agatgtgggc ccaagacgcc gccgcgatgt ttggctacgc cgcggcgacg      900 

gcgacggcga cggcgacgtt gctgccgttc gaggaggcgc cggagatgac cagcgcgggt      960 

gggctcctcg agcaggccgc cgcggtcgag gaggcctccg acaccgccgc ggcgaaccag     1020 5 

ttgatgaaca atgtgcccca ggcgctgcaa cagctggccc agcccacgca gggcaccacg     1080 

ccttcttcca agctgggtgg cctgtggaag acggtctcgc cgcatcggtc gccgatcagc     1140 

aacatggtgt cgatggccaa caaccacatg tcgatgacca actcgggtgt gtcgatgacc     1200 

aacaccttga gctcgatgtt gaagggcttt gctccggcgg cggccgccca ggccgtgcaa     1260 

accgcggcgc aaaacggggt ccgggcgatg agctcgctgg gcagctcgct gggttcttcg     1320 10 

ggtctgggcg gtggggtggc cgccaacttg ggtcgggcgg cctcggtcgg ttcgttgtcg     1380 

gtgccgcagg cctgggccgc ggccaaccag gcagtcaccc cggcggcgcg ggcgctgccg     1440 

ctgaccagcc tgaccagcgc cgcggaaaga gggcccgggc agatgctggg cgggctgccg     1500 

gtggggcaga tgggcgccag ggccggtggt gggctcagtg gtgtgctgcg tgttccgccg     1560 

cgaccctatg tgatgccgca ttctccggca gccggcgata tcgccccgcc ggccttgtcg     1620 15 

caggaccggt tcgccgactt ccccgcgctg cccctcgacc cgtccgcgat ggtcgcccaa     1680 

gtggggccac aggtggtcaa catcaacacc aaactgggct acaacaacgc cgtgggcgcc     1740 

gggaccggca tcgtcatcga tcccaacggt gtcgtgctga ccaacaacca cgtgatcgcg     1800 

ggcgccaccg acatcaatgc gttcagcgtc ggctccggcc aaacctacgg cgtcgatgtg     1860 

gtcgggtatg accgcaccca ggatgtcgcg gtgctgcagc tgcgcggtgc cggtggcctg     1920 20 

ccgtcggcgg cgatcggtgg cggcgtcgcg gttggtgagc ccgtcgtcgc gatgggcaac     1980 

agcggtgggc agggcggaac gccccgtgcg gtgcctggca gggtggtcgc gctcggccaa     2040 

accgtgcagg cgtcggattc gctgaccggt gccgaagaga cattgaacgg gttgatccag     2100 

ttcgatgccg cgatccagcc cggtgattcg ggcgggcccg tcgtcaacgg cctaggacag     2160 

gtggtcggta tgaacacggc cgcgtcctag                                      2190 25 
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<210>  9 

<211>  20 

<212>  ADN 

<213>  Secuencia Artificial 5 

<220> 

<223>  Cpg Oligo 1 - CpG 1826 

<400>  9 

tccatgacgt tcctgacgtt                                                   20 

<210>  10 10 

<211>  18 

<212>  ADN 

<213>  Secuencia Artificial 

<220> 

<223>  CpG Oligo 2 - CpG 1758 15 

<400>  10 

tctcccagcg tgcgccat                                                     18 

<210>  11 

<211>  30 

<212>  ADN 20 

<213>  Secuencia Artificial 

<220> 

<223>  CpG Oligo 3 

<400>  11 

accgatgacg tcgccggtga cggcaccacg                                        30 25 
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<210>  12 

<211>  24 

<212>  ADN 

<213>  Secuencia Artificial 

<220> 5 

<223>  CpG Oligo 4 - CpG 2006 

<400>  12 

tcgtcgtttt gtcgttttgt cgtt                                              24 

<210>  13 

<211>  20 10 

<212>  ADN 

<213>  Secuencia Artificial 

<220> 

<223>  CpG Oligo 5 - CpG 1686 

<400>  13 15 

tccatgacgt tcctgatgct                                                   20 
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Resumen.- 
Se proporcionan composiciones inmunogénicas que comprenden un antígeno relacionado con M72, en donde la conductividad de la composición es 
de 13 mS/cm o menor, o la concentración de sales de la composición es de 130 mM o menor, y su uso en medicina. 
 
Sector: Industria farmacéutica, en particular preparaciones medicinales que comprenden antígenos bacterianos, específicamente antígenos de 
Mycobacterium, métodos de obtener dichas composiciones y kits que las incluyen. 
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