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DESCRIPCION
Vacuna de metaloproteinasa 11 de la matriz

Antecedentes de la invencién

(1) Campo de la Invencién

La presente invencion se refiere a composiciones que comprenden metaloproteinasa 11 de la matriz (MMP-11) o
estromelisina-3 (ST-3) o el acido nucleico que codifica la MMP-11 para su uso en vacunas para tratar tumores y
canceres, que sobreexpresan MMP-11. En realizaciones particulares, las composiciones comprenden un &cido
nucleico que codifica un polipéptido de fusion que incluye una MMP-11 cataliticamente inactivada unida en el
extremo C-terminal a un elemento inmunopotenciador, en el que los codones que codifican la MMP-11 y el elemento
immunopotenciador se han optimizado para obtener una expresion potenciada del polipéptido de fusién en células
humanas. En otras realizaciones, las composiciones comprenden la MMP-11 cataliticamente inactivada unida en el
extremo C-terminal a un elemento inmunopotenciador. Las composiciones se pueden usar solas o en sinergia con
vacunas contra otros antigenos asociados a tumores asi como con terapias convencionales tales como terapia de
radiacion y quimioterapia.

(2) Descripcion de la técnica relacionada

La metaloproteinasa-11 de la matriz (MMP-11) o estromelisina 3 (ST3) se expresa en muchos (si no en la mayoria)
carcinomas primarios invasivos y en una serie de sus metastasis y menos frecuentemente en sarcomas y otras
neoplasias malignas no epiteliales (véase Basset y cols., Critical Reviews in Oncology/Hematology 26: 43-53,
(1997)). La medicion de los niveles de expresion de la MMP-11 puede usarse para identificar los pacientes con
mayor riesgo de recurrencia del cancer. Se ha demostrado que los carcinomas de mama recurrentes aparecieron
con mas frecuencia en pacientes que tenian niveles elevados de ARN de MMP-11 o proteina o en sus tumores que
en pacientes que tenian niveles bajos de ARN de MMP-11 o proteina en sus tumores. De forma similar, se observé
que la expresion de la MMP-11 estaba aumentada en tumores pancreaticos en comparacion con tejido normal y el
nivel de expresion de la MMP-11 estaba fuertemente asociado con la implicacion de los nédulos linfaticos y la
supervivencia global (Jones y cols., Clin. Cancer Res. 10: 2832-2845, (2004)). La expresion de ARNm de MMP-11
también esta aumentada significativamente en carcinomas de colon comparada con la expresion de ARNm de MMP-
11 en tejido no tumoral (Thewes y cols., Diagn. Mol. Pathol. 5: 284-290, (1996)).

El papel de la MMP-11 en la progresion del cancer ha sido demostrado por varias observaciones preclinicas. Por
ejemplo, se demostré que la expresion de la MMP-11 promueve la aparicion de tumores en ratones (Noel y cols., J
Clin Invertir 97: 1924-1930 (1996)). también se demostré6 que la MMP-11 promueve la migracién de células
epiteliales malignas de una forma paracrina y la migracion parece requerir factores extracelulares asociados a la
matriz (Masson y cols., J. Cell Biol. 140: 1535-1541 (1998)) tales como factor de crecimiento de fibroblastos basico
(bFGF) (Mari y cols., J. Biol. Chem. 273: 618-626 (1998)). La actividad proteasa de la MMP-11 puede modular la
progresion del cancer remodelando la matriz extracelular e induciéndola a liberar factores microambientales (Noel y
cols., Oncogene 19: 1605-1612 (2000)). La MMP-11 ha demostrado tener un efecto antiapoptético y antinecrético
sobre células tumorales (Boulay y cols., Cancer Res. 61: 2189-2193 (2001)), que parece estar mediado por su
actividad catalitica (Wu y cols., J. Cell Biochem. 82:549-555 (2001)). Se ha demostrado que la deficiencia de MMP-
11 aumenta la supervivencia libre del tumor y modula la invasion local o distante (Andarawewa y cols., Cancer Res.
63:5844-5849 (2003)). Parece que la inactivacion del ARNm de MMP-11 en células de cancer gastrico suprime
espectacularmente el crecimiento del tumor tanto in vitro como in vivo (Deng y cols., Biochem. Biophys. Res Comm.
26: 274-281 (2005)). También se ha demostrado que la MMP-11 interfiere con la respuesta del sistema inmunitario
frente a tumores en cuanto que un producto de escision del inhibidor al-proteinasa, generado por escision de la
MMP-11, reduce la sensibilidad de las células tumorales a las células asesinas naturales (NK) (Kataoka y cols., Am.
J. Pathol. 154: 457-468, (1999)). Ademas, un nimero aumentado de neutréfilos y macréfagos infiltra tumores en
ratones que no tienen MMP-11 en comparacion con ratones de tipo salvaje, indicando que la MMP-11 inhibe un
guimioatrayente para estas células (Boulay y cols., Cancer Res. 61: 2189-2193 (2001)). Asi, la MMP-11 parece
desempefiar un papel crucial en la fase inicial de tumorigenesis.

Se han desarrollado varios agentes que bloquean la sintesis de las MMP, evitan que interaccionen con las moléculas
que dirigen sus actividades hacia la superficie celular, o inhiben su actividad enzimatica (revisados en Egeblad y
Werb, Nature Reviews 2: 163-174 (2002)). La mayoria de los agentes no estaban dirigidos especificamente contra la
MMP-11 pero interferian con las funciones de otros miembros de la familia MMP. No obstante, ensayos clinicos con
varios de estos inhibidores de MMP han sugerido que los inhibidores tienen un efecto antitumoral limitado. Por lo
tanto, a la luz de lo anterior, existe una necesidad de tratamientos anticancer y tratamientos que inhiban o interfieran
con la actividad de la MMP-11.

Fromigué y cols, Int. J. Cancer, 106:355-363 (2003), usando materiales de Wu y cols, encontraron que la ST3wt,
mas que la ST3cat, puede potenciar la supervivencia de las células MCF-7.

Damjanovski y cols., Developmental Dynamics, 221:37-47 (2001) y Fu y cols, J. Biol. Chem., 280:27856-27865
(2005) divulgan la ST3 de Xenopus que se inactiva cataliticamente mutando el dominio de unién a zinc 204E a A.

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2370040 T3

El documento WO-A-2004052301 (Isis Pharmaceuticals, Inc.) divulga oligonucleétidos que modulan los niveles de
expresion de MMP-11.

El documento WO-A-2005077977 (Istituto di Ricerche di Biologia Molecolare P. Angeletti S.p.A.) divulga el uso de la
secuencia sefial LTB truncada para estimular respuestas inmunitarias.

Sumario breve de la invencién

La presente invencion proporciona composiciones que comprenden metaloproteinasa 11 de la matriz (MMP-11) o
estromelisina-3 (ST-3) o el acido nucleico que codifica la MMP-11 para su uso en vacunas para tratar tumores y
canceres, que sobreexpresan MMP-11. En realizaciones particulares, las composiciones comprenden un &cido
nucleico que codifica un polipéptido de fusion que incluye una MMP-11 cataliticamente inactivada unida en el
extremo C-terminal a un elemento immunopotenciador, en el que los codones que codifican la MMP-11 y el elemento
immunopotenciador se han optimizado para obtener una expresion potenciada del polipéptido de fusion en células
humanas. En otras realizaciones, las composiciones comprenden la MMP-11 cataliticamente inactivada unida en el
extremo C-terminal a un elemento inmunopotenciador. Las composiciones se pueden usar solas o en sinergia con
vacunas contra otros antigenos asociados a tumores asi como con tratamientos convencionales tales como
radioterapia y quimioterapia.

Por lo tanto, la presente invencién proporciona un acido nucleico que comprende una secuencia de nucledtidos que
codifica un polipéptido MMP-11, en la que uno o mas de los codones de nucledtidos que codifican la

MMP-11 que aparecen con una frecuencia baja en acidos nucleicos que codifican proteinas altamente expresadas
en seres humanos han sido reemplazados por codones de nucleétidos que aparecen con una frecuencia mayor en
los acidos nucleicos que codifican las proteinas altamente expresadas en seres humanos (esto es, la secuencia de
nucleétidos ha sido optimizada para una alta expresion del &cido nucleico en células de origen humano).

En una realizacion preferida del acido nucleico, la MMP-11 codificada por la secuencia de nucleétidos incluye
ademas una mutacion que hace a la MMP-11 cataliticamente inactiva, en realizaciones particulares, la mutacion esta
en el dominio de unién a zinc de la MMP-11.

El polinucleétido codifica una MMP-11 humana.

En otras realizaciones adicionales del acido nucleico, el acido nucleico incluye una secuencia de nucle6tidos que
tiene la secuencia de nucleétidos de SEC ID N.°: 4.

La presente invencion proporcionad adicionalmente un acido nucleico que codifica un polipéptido de fusion que tiene
una MMP-11 unida a un elemento immunopotenciador o una parte sustancial del mismo. En realizaciones preferidas,
uno o mas de los codones de nucleétidos que codifican el polipéptido de fusién que aparecen con una frecuencia
baja en acidos nucleicos que codifican proteinas altamente expresadas en seres humanos, han sido reemplazados
con codones de nucledtidos que aparecen con una frecuencia mayor en los acidos nucleicos que codifican las
proteinas altamente expresadas en seres humanos.

El elemento inmunopotenciador es la LTB de E. coli. La LTB no incluye una secuencia sefial. En otras realizaciones
adicionales del acido nucleico, la LTB esta codificada por la secuencia de nucle6tidos mostrada en la SEC ID N.°: 8.

En otras realizaciones adicionales, el polipéptido de fusién incluye la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEC
ID N.°: 11.

La presente invencion proporciona ademas un vector de expresion que comprende el acido nucleico de la invencion
unido de manera operable a un promotor. La presente invencion proporciona ademas una célula huésped que
contiene una cualquiera de las realizaciones del vector de expresion anterior en su interior. La presente invencién
proporciona ademas un procedimiento, que comprende cultivar la célula huésped anterior en un medio de cultivo
celular bajo condiciones para producir un polipéptido de fusién.

La presente invencién proporciona adicionalmente un polipéptido de fusion que comprende una MMP-11 unida a un
elemento immunopotenciador como el que se muestra en la SEC ID N.°: 10.

La LTB incluye la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N.°: 9.

La presente invencion proporciona ademas una vacuna de polinucleétido que comprende un nucleétido de la
invencion

En realizaciones adicionales de la vacuna de polinucleétido, la vacuna incluye ademas uno o mas adyuvantes
genéticos. Tales adyuvantes genéticos incluyen, pero sin limitarse a ellos, moléculas coestimuladoras tales como
CD80 y CD86; citocinas proinflamatorias tales como interleucina-1a(IL-1a); factor de necrosis tumoral ay B (TNF-a y
TNF-B); citocinas de Th1 tales como IL-2, IL-12, IL-15, e IL-18; citocinas de Th2 tales como IL-4, IL-5, e IL-10; factor
estimulador de colonias de macréfagos (M-CSF); factor estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF); factor
estimulador de colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF); IL-8; proteina 10 inducible por interferon-y (yIP-10);
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proteina 1a inhibidora de macréfagos (MIP-1a); y RANTES.

En otras realizaciones adicionales de la vacuna de polinucledétido, la vacuna incluye ademas uno o mas adyuvantes
convencionales. Los adyuvantes convencionales incluyen, pero sin limitarse a ellos, sales mineral tales como fosfato
o hidroxido de aluminio, adyuvantes derivados de bacterias tales como monofosforil lipido A, toxina colérica, muramil
péptidos, particulas lipidicas tales como liposomas catiénicos y liposomas recubiertos con manano, adyuvantes
emulsionantes tales como QS-21, y adyuvantes sintéticos tales como ubenimex.

La presente invencion proporciona ademas una vacuna de polipéptido que comprende un polipéptido de fusién de la
invencion.

En otra realizacién adicional de la vacuna de polipéptido, la vacuna incluye uno o mas adyuvantes moleculares
capaces de modular la respuesta inmunitaria hacia una respuesta Thl o Th2. Tales adyuvantes moleculares
incluyen, pero sin limitarse a ellos, moléculas coestimuladoras tales como CD80 y CD86; citocinas proinflamatorias
tales como interleucina-1a(lL-1a); factor de necrosis tumoral a 'y  (TNF-a y TNF-B); citocinas de Th1 tales como IL-
2, 1L-12, IL-15, e IL-18; citocinas de Th2 tales como IL-4, IL-5, e IL-10; factor estimulador de colonias de macréfagos
(M-CSF); factor estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF); factor estimulador de colonias de granulocitos y
monocitos (GM-CSF); IL-8; proteina 10 inducible por interferon-y (yIP-10); proteina la inhibidora de macrofagos
(MIP-10); y RANTES.

En otras realizaciones adicionales de la vacuna de polipéptido, la vacuna puede incluir uno o mas adyuvantes
convencionales. Los adyuvantes convencionales incluyen, pero sin limitarse a ellos, sales mineral tales como fosfato
0 hidréxido de aluminio, adyuvantes derivados de bacterias tales como monofosforil lipido A, toxina colérica, muramil
péptidos, particulas lipidicas tales como liposomas catidnicos y liposomas recubiertos con manano, adyuvantes
emulsionantes tales como QS-21, y adyuvantes sintéticos tales como ubenimex.

La presente invencién proporciona ademas para el uso de un acido nucleico, una secuencia de nucleétido de la
invencion en un medicamento para tratar un carcinoma en un individuo.

También se divulga un procedimiento para tratar un carcinoma en un individuo que comprende suministrar una
vacuna de polinucleétido que incluye un acido nucleico de la invencion o un polipéptido de fusién de la invencién; y
administrar la vacuna para tratar el cancer.

En realizaciones particulares del procedimiento anterior, el individuo se estd sometiendo a uno o mas tratamiento
seleccionados del grupos constituido por quimioterapia, radioterapia y vacunacién con un antigeno asociado a
tumores. En otras realizaciones adicionales, el individuo tiene un carcinoma invasivo seleccionado del grupo
constituido por mama, colon, cabeza y cuello, pulmén, ovario, pancreas, prostata, piel (carcinoma de células
basales), Utero (carcinoma de cuello uterino y carcinoma de endometrio) o el individuo tiene un carcinoma no
invasivo que tiene riesgo de evolucionar a invasivo.

Definiciones

Tal como se usa a lo largo de la memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas, las formas del singular "un",
"uno”, "una", "el" y "la" incluyen referencias plurales a menos que el contexto indique claramente lo contrario.

Tal como se usan a lo largo de la memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas, se aplican las definiciones
y abreviaturas siguientes:

El término "promotor" se refiere a un sitio de reconocimiento de una hebra de ADN al que se une la ARN
polimerasa. El promotor forma un complejo de iniciacién con la ARN polimerasa para iniciar y dirigir la actividad
transcripcional de una secuencia de acido nucleico situada aguas abajo del promotor. EI promotor puede
modificarse incluyendo secuencias activadoras denominadas "potenciadores” o secuencias inhibidoras
denominadas "silenciadores" dentro del promotor. El término incluye ademas tanto los promotores que son
inducibles como los promotores que son constitutivos.

El término "casete" se refiere a un nucledtido o secuencia génica que debe expresarse a partir de un vector,
por ejemplo, codificando el nucledtido o secuencia génica la proteina cDkk-4. En general, un casete comprende
una secuencia génica insertada en un vector que, en algunas realizaciones, proporciona secuencias
regulatorias para expresar la secuencia de nucleétidos o génica. En otras realizaciones, la secuencia de
nucleétidos o génica proporciona las secuencias reguladoras para su expresion. En realizaciones adicionales,
el vector proporciona algunas secuencias reguladoras y la secuencia de nucleétidos o génica proporciona otras
secuencias reguladoras. Por ejemplo, el vector puede proporcionar un promotor para transcribir la secuencia de
nucleétidos o génica y la secuencia de nucleétidos o génica proporciona una secuencia de terminacion de la
transcripcidn. Las secuencias reguladoras que pueden proporcionarse mediante un vector incluyen, pero sin
limitarse a ellas, potenciadores, secuencias de terminacion de la transcripcidon, secuencias aceptoras y
donadoras, intrones, secuencias de unién a ribosomas y secuencias de adicién de poli(A).

El término "vector" se refiere a algunos medios mediante los cuales pueden introducirse fragmentos de ADN en
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un organismo huésped o tejido huésped. Existen varios tipos de vectores que incluyen plasmidos, virus
(incluidos adenovirus), bacteriéfagos y césmidos.

El término "MMP-11" hace referencia a la proteina o polipéptido MMP-11.

El término "proteina de fusion" o "polipéptido de fusion" se refiere a una proteina que tiene al menos dos
polipéptidos unidos covalentemente, donde un polipéptido viene de una secuencia o dominio de proteina y el
otro polipéptido viene de otra secuencia o dominio de proteina. Las proteinas de fusién de la presente
invencion comprenden una MMP-11, y un segundo polipéptido, que comprende un elemento
immunopotenciador que es la subunidad B de la toxina termolabil (LTB) de E.coli y tiene una secuencia sefial
truncada.

La expresion "proteina de fusion de MMP-11" pretende ser una expresion general que se refiere a una proteina
de fusién como se describe anteriormente. La expresion "MMP-11 recombinante” se refiere a una MMP-11 que
ha sido modificada mediante ingenieria genética. Por ejemplo, la expresion incluye la MMP-11 cataliticamente
inactiva y los polipéptidos de fusibn de MMP-11 divulgados en el presente documento. Los términos
"polinucledtido”, "acido nucleico" y "molécula de acido nucleico” se refieren a cualquier polimero de nucleétidos
unidos unos a otros por enlaces fosfodiéster, por ejemplo, moléculas de acido ribonucleico (ARN) o acido
desoxirribonucleico (ADN) de cualquier longitud. Los polinucleétidos o acidos nucleicos incluyen genes y sus
fragmentos o porciones, sondas, oligonucleétidos y cebadores. EI AND puede ser o ADN complementario
(ADNCc) o ADN gendmico, por ejemplo, un gen que codifique una MMP-11 o una de sus variantes. Los términos
"acido nucleico" y "polinucledtido” se usan indistintamente en el presente documento.

Las expresiones "polinucleétido recombinante” o "acido nucleico recombinante” se refieren a un polinucleétido
gue ha sido modificado mediante ingenieria genética.

El término "gen" se refiere tanto al acido nucleico genémico que codifica el producto génico, que para mucho
genes comprende una combinacion de secuencias exoénicas e intronicas, como al ADN procedente del ARNm
que codifica el producto génico, que no incluye secuencias intrénicas.

Las expresiones "con codones optimizados”, "los codones de nuclettidos estdn optimizados para una
expresion potenciada en seres humanos”, "la secuencia de nucleétidos se ha optimizado para una expresion
elevada" y similares para describir los polinucleétidos de la presente invencion significan que uno o mas de los
codones de nucleétidos de la MPP-11 y/o el elemento inmunopotenciador que aparecen con una frecuencia
baja en acidos nucleicos que codifican proteinas altamente expresadas en un organismo, han sido
reemplazados por codones de nucleétidos que aparecen con una frecuencia mayor en los acidos nucleicos que
codifican las proteinas altamente expresadas en el organismo. El codon de nucleétidos para un aminoéacido
concreto con "frecuencia baja" es aquel codén de nucleétidos con la frecuencia de uso mas baja en acidos
nucleicos que codifican proteinas altamente expresadas en el organismo. El codén de nucleétidos para un
aminoacido concreto con "frecuencia alta" es aquel codén de nucleétidos con la frecuencia de uso mas alta o
una frecuencia de uso que es mayor que la del codén de nucle6tidos con la frecuencia mas baja en acidos
nucleicos que codifican proteinas altamente expresadas en el organismo.

El término "tratamiento" se refiere tanto a tratamiento terapéutico como a medidas profilacticas o preventivas.
Los individuos que necesitan tratamiento incluyen los que ya padecen el trastorno, asi como los que sean
propensos a padecer el trastorno o aquellos en los que deba evitarse el trastorno.

Se pretende que los polinucledtidos y polipéptidos de la presente invencion se utilicen como tratamientos para
trastornos o afecciones asociados con la sobreexpresion de la MMP-11 y que estan caracterizados por una
proliferacién celular aberrante, incluyendo, pero sin limitarse a ellos, cadncer de mama, cancer colorrectal y
cancer de pulmon.

La expresion "cantidad eficaz" significa que se introduce suficiente composicién de vacuna para producir los
niveles adecuados del polipéptido, de modo que se obtiene una respuesta inmunitaria. Un experto en la técnica
reconoce que este nivel puede variar.

Breve descripcién de los dibujos

La Figura 1 muestra un mapa del vector pV1 InsB-mMMP-11. Se indican el promotor CMV humano y el ADNc
de MMP-11 de raton.

La Figura 2 muestra la expresion de MMP-11 de ratdn. Se transfectaron células HeLa con pV1JnsB-MMP-11 y
se analizaron los extractos mediante transferencia western. Se detectd una banda correspondiente al peso
molecular de la MMP-11.

La Figura 3 muestra la secuencia de nuclettidos de una acido nucleico con codones optimizados que codifica
una MPP-11 de raton cataliticamente inactiva (mMMP-11lopt) (SEC ID N.% 13). Los nucle6tidos
correspondientes a la mMMP-11 cataliticamente inactiva, con codones optimizados, estan en letra mas gruesa
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y los nucledtidos adicionales para el polienlazador que comprende un sitio Xbal estan subrayados. Los
nucleétidos para los sitios de clonacion, secuencia de Kozak, y codones de terminacion se muestran en
cursiva. El coddn de iniciacion de la mMMP-11 esta en negrita.

La Figura 4 muestra la secuencia de nucledtidos de un acido nucleico con codones optimizados que codifica
una mMMP-11 cataliticamente inactiva unida a una LTB de E. coli (MMMP-11-LTBopt) (SEC ID N.%: 14). Los
nucleétidos correspondientes a la mMMP-11 cataliticamente inactiva, con codones optimizados, estan en letra
mas gruesa y los nucleétidos adicionales para el polienlazador que comprende un sitio Xbal estan subrayados.
Los nucledtidos que codifican la secuencia de la LTB de E. coli estan en letras minUsculas. Los nucleétidos
para los sitios de clonacion, secuencia de Kozak, y codones de terminacion estan en cursiva.

La Figura 5 muestra la secuencia de aminoacidos del polipéptido de fusion de la mMMP-11-LTBopt
cataliticamente inactiva (SEC ID N.°: 15). Los aminoacidos que comprenden el polipéptido correspondiente a la
MMP-11 cataliticamente inactiva estan en letras mas gruesas y la secuencia de la LTB esta en cursiva. Los
aminoacidos codificados por el polienlazador estan subrayados. La Figura 6A muestra un mapa del vector
pV1J-mMMP-11(cat-)opt que comprende un polinucleétido con codones optimizados que codifica la mMMP-11
cataliticamente inactiva.

La Figura 6B muestra un mapa del vector pV1J-mMMP-11(cat-)-LTBopt que comprende un polinucleétido con
codones optimizados que codifica la mMMP-11 cataliticamente inactiva unida a la LTB de E. coli.

La Figura 7 muestra una transferencia western que muestra la expresion de pvV1JnsA-MMP-11(cat-)-LTBopt en
células Hela transfectadas con el pV1JnsA-MMP-11(cat-)-LTBopt usando anticuerpos anti-MMP-11 o anti-
LTB.

La Figura 8 muestra la respuesta inmunitaria mediada por células desencadenada por mMMP-11, mMMP-11
opt y mMMMP-11(cat-)-LT-Bopt. Seis ratones BALB/c fueron inmunizados con cuatro inyecciones semanales de
electroporacion de ADN (DNA-EP). Se midi6 la respuesta inmunitaria por tincién intracelular para IFNy usando
péptidos que cubrian el extremo C de la proteina mMMP-11. Los puntos representan el % de CD8+IFNy+ para
cada raton solo. La barra horizontal representa la media geométrica del grupo. La Figura 9 muestra la
respuesta humoral desencadenada por la mMMP-11 cataliticamente inactiva y la mMMP-11(cat-)-LTBopt.
Ratones BALB/c fueron inmunizados con cuatro inyecciones semanales de electroporacion de ADN (DNA-EP).
Se midio la presencia de anticuerpos por transferencia western. La deteccién de una banda de 50 KDa
correspondiente a la mMMP-11 indica una respuesta humoral contra MMP-11.

La Figura 10 muestra que la mMMP-11 esta sobreexpresada en adenomas de colon en ratén inducidos por
DMH. Ratones A/J fueron tratados con seis inyecciones IP de DMH. Cinco semanas después, se analizo tejido
de colon por inmunohistoquimica (IHC, por sus siglas en inglés) y transferencia western. Veh significa vehiculo
(PBS).

La Figura 11A muestra una representacion esquematica del experimento realizado para demostrar la eficacia
terapéutica de la vacuna genética de mMMP-11(cat-)-LTBopt para la prevencién del cancer de colon. Ratones
A/J fueron tratados con seis inyecciones IP de DMH. Un grupo de ratones se dejé sin tratar (naive), un segundo
grupo fue vacunado con los 50 pg del plasmido pV1J-mMMP-11(cat-)-LTBopt. De siete a ocho semanas
después de la ultima inyeccion de DMH, los ratones fueron sacrificados y se analiz6 el colon al microscopio
para evaluar la formacion de criptas aberrantes (ACF) (Figuras 11B y 11C), polipos (Figura 11D) y adenomas
(Figura 11E).

La Figura 11B muestra la eficacia terapéutica de la vacuna genética de mMMP-11(cat-)-LTBopt para inhibir la
ACF. Los puntos vacios indican el nimero de formaciones por raton; los puntos rellenos indican la media
geométrica del grupo. Se indica el analisis estadistico (prueba de la T de Student).

La Figura 11C muestra la eficacia terapéutica de la vacuna genética de mMMMP-11(cat-)-LTBopt para inhibir la
ACF. Los puntos vacios indican el nimero de formaciones por ratén; los puntos rellenos indican la media
geomeétrica del grupo. Se indica el analisis estadistico (prueba de la T de Student).

La Figura 11D muestra la eficacia terapéutica de la vacuna genética de mMMP-11(cat-)-LTBopt para inhibir
polipos. Los puntos vacios indican el nimero de formaciones por ratén; los puntos rellenos indican la media
geométrica del grupo. Se indica el analisis estadistico (prueba de la T de Student).

La Figura 11E muestra la eficacia terapéutica de la vacuna genética de mMMP-11(cat-)-LTBopt para inhibir
adenomas. Los puntos vacios indican el nUmero de formaciones por raton; los puntos rellenos indican la media
geométrica del grupo. Se indica el analisis estadistico (prueba de la T de Student).

La Figura 12A muestra la respuesta inmunitaria desencadenada por la vacuna genética ant-mMMP-11.
Ratones BALB/c fueron tratados con seis inyecciones IP de DMH. Un grupo de ratones se dejo sin tratar
(naive) y un segundo grupo fue vacunado con los 50 pg del plasmido pV1J-mMMP-11(cat-)-LTBopt. La
respuesta inmunitaria se determiné por tincion intracelular para IFNy. Los puntos negros representan el % de
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CD8+IFNy+ para cada raton solo. La barra horizontal representa la media geométrica del grupo.

La Figura 12B muestra la respuesta inmunitaria desencadenada por la vacuna genética ant-mMMP-11.
Ratones BALB/c fueron tratados con seis inyecciones IP de DMH. Un grupo de ratones se dejo sin tratar
(naive) y un segundo grupo fue vacunado con los 50 pg del plasmido pV1J-mMMP-11(cat-)-LTBopt. La
respuesta inmunitaria se midi6 usando un ensayo de linfocitos citotoxicos (CTL, por sus siglas en inglés), en el
gue se estimularon células efectoras durante siete dias con péptidos de mMMMP-11. Se usaron células de
martocitoma pS15 sin cargar o cargadas con péptidos de mMMP-11 como diana.

La Figura 13A muestra la eficacia terapéutica de la vacuna genética de mMMP-11(cat-)-LTBopt en ratones
BALB/c para inhibir la ACF. De siete a ocho semanas después de la Ultima inyeccién de DMH, los ratones
fueron sacrificados y se analiz6 el colon al microscopio para evaluar la ACF. Los puntos vacios indican el
namero de formaciones por ratén; los puntos rellenos indican la media geométrica del grupo. Se indica el
andlisis estadistico (prueba de la T de Student).

La Figura 13B muestra la eficacia terapéutica de la vacuna genética de mMMP-11(cat-)-LTBopt en ratones
BALB/c para inhibir la ACF. De siete a ocho semanas después de la Ultima inyeccion de DMH, los ratones
fueron sacrificados y se analizé el colon al microscopio para evaluar la ACF. Los puntos vacios indican el
numero de formaciones por raton; los puntos rellenos indican la media geométrica del grupo. Se indica el
analisis estadistico (prueba de la T de Student).

La Figura 13C muestra la eficacia terapéutica de la vacuna genética de mMMP-11(cat-)-LTBopt en ratones
BALB/c para inhibir pélipos. De siete a ocho semanas después de la Ultima inyeccion de DMH, los ratones
fueron sacrificados y se analizé el colon al microscopio para evaluar los pdlipos. Los puntos vacios indican el
namero de formaciones por ratdn; los puntos rellenos indican la media geométrica del grupo. Se indica el
andlisis estadistico (prueba de la T de Student).

La Figura 13D muestra la eficacia terapéutica de la vacuna genética de mMMP-11(cat-)-LTBopt en ratones
BALB/c para inhibir adenomas. De siete a ocho semanas después de la ultima inyeccion de DMH, los ratones
fueron sacrificados y se analiz6 el colon al microscopio para evaluar los adenomas. Los puntos vacios indican
el nimero de formaciones por ratén; los puntos rellenos indican la media geométrica del grupo. Se indica el
analisis estadistico (prueba de la T de Student).

La Figura 14 muestra la secuencia de nuclettidos de un acido nucleico que codifica la MMP-11 humana
cataliticamente inactiva (hnMMP-11(cat-)opt) en la que los codones han sido optimizados para expresiéon en
seres humanos (SEC ID N.°: 4).

La Figura 15 muestra la secuencia de aminoacidos de la hMMP-11 cataliticamente inactiva (SEC ID N.°: 5).

La Figura 16 muestra la secuencia de nucleétidos de un acido nucleico que codifica un polipéptido de fusién
gue comprende una hMMP-11 cataliticamente inactiva unida a la LTB de E. coli en la que los codones que
codifican tanto la MMP-11 como la LTB han sido optimizados para expresion en seres humanos (SEC ID N.°:
12) (hMMP-11 (cat-) -LTBopt). Los codones que codifican los aminoacidos 1 a 21 de la LTB no estan incluidos
en el polipéptido de fusion. Los nucleétidos correspondientes a la hMMP-11 cataliticamente inactiva, con
codones optimizados, estan en letra mas gruesa y los nucleétidos adicionales para el polienlazador que
comprende un sitio Xbal estan subrayados. Los nucleétidos que codifican la secuencia de la LTB de E. coli
estan en letras mindsculas.

La Figura 17 muestra la secuencia de aminoacidos del polipéptido de fusién de la hMMP-11-LTB
cataliticamente inactiva (SEC ID N.°: 10). Los aminoacidos que comprenden la MMP-11 cataliticamente
inactiva estan en letras mayusculas, los aminoacidos que comprenden la LTB estan en cursiva, y los
aminoéacidos codificados por el polienlazador estan subrayados. El codon de iniciacion esta en negrita.

La Figura 18 muestra un mapa del vector pV1J-hMMP-11(cat-)opt que comprende un polinucleétido con
codones optimizados que codifica la hMMP-11 cataliticamente inactiva.

La Figura 19A muestra que la DMH no interfiere con la respuesta inmunitaria CD8+ de ratones BALB/c.
La Figura 19B muestra que la DMH no interfiere con la respuesta inmunitaria CD8+ de ratones A/J.
La Figura 19C muestra que la DMH no interfiere con la respuesta inmunitaria CD4+ de ratones A/J.

La Figura 20 muestra un mapa del vector pV1J-hMMP-11(cat-)-LTBopt (Véase la SEC ID N.°. 18) que
comprende un polinucleétido con codones optimizados que codifica la hMMP-11 cataliticamente inactiva unida
alaLTB de E. coli.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencién proporciona composiciones que puede usarse como vacunas anti-MMP-11 para inhibir
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tumores y canceres que sobreexpresan MMP-11 en un individuo, en particular, para inhibir carcinomas invasivos que
sobreexpresan MMP-11 tales como carcinomas particulares de la mama, colon, cabeza y cuello, pulmén, ovario,
pancreas, prostata, piel (carcinoma de células basales), utero (carcinoma de cuello uterino y carcinoma de
endometrio) o carcinomas no invasivos que tienen riesgo de evolucionar a invasivos. La vacuna anti-MMP-11 o
vacuna anti-antigenos asociados a tumores (anti-TAA) puede usarse, por ejemplo, en un régimen monoterapéutico
gue se dirija a células tumorales y al compartimento estromal; en un régimen multiterapéutico con otra vacuna anti-
TAA, que se dirija a células tumorales a través de respuesta inmunitaria multiespecifica mediada por células y al
compartimento estromal; en un régimen multiterapéutico con otras moléculas o adyuvantes; en un tratamiento que
incluye quimioterapia, siendo el fundamento hacer que la estructura estromal sea mas permeable a agentes
citotéxicos; en un tratamiento que incluye radioterapia; y, en uno cualquiera una de los tratamientos anteriores, en
los que la MMP-11 se proporciona como parte de un polipéptido multiepitopo o minigen. Las vacunas anti-MMP-11
de la presente invencion puede ser una vacuna de polipéptido, o preferiblemente, una vacuna de polinucleétido.

Como se muestra en los Ejemplos, se ha observado que administrar una vacuna anti-MMP-11 a ratones con
tumores coldnicos, que habian sido inducidos con 1,2-dimetilhidrazina (DMH), provocaba una reduccion significativa
de la progresion de la carcinogénesis inducida por DMH en el tejido de colon de los ratones. En cepas de ratones
susceptibles, tales como A/J, pero también en menor medida en BALB/c, la progresion de la carcinogénesis inducida
por DMH en tejido de colon pasa por diferentes etapas: (I) formacion de criptas aberrantes (ACF); (2) Adenoma; (3)
Pélipo; y (4) Adenocarcinoma (Véase Birf, Cancer Lett. 93(1): 55-71 (1995)). Los inventores encontraron que la
MMP-11 estd sobreexpresada en el tejido tumoral inducido por DMH, lo que sugiere la idoneidad de la
carcinogénesis inducida por DMH en ratones como un modelo para el tratamiento y la vacunacién anti-MMP-11. Los
inventores encontraron después que una vacuna genética que comprende un acido nucleico que codifica la MMP-11
de ratébn (mMMMP-11), en la que la mMMP-11 habia sido cataliticamente inactivada introduciendo una mutacion
puntual en el dominio de unién a Zn del sitio catalitico, inducia una respuesta inmunitaria en ratones y que la
respuesta inmunitaria se potenciaba adicionalmente cuando el acido nucleico que codifica la mMMP-11
cataliticamente inactiva estaba unido a un acido nucleico que codifica la subunidad B de la toxina termolabil (LTB) de
E. coli sin el péptido sefal, y los codones que codifican la MMP-11 estaban optimizados para una expresion
potenciada en el raton y los codones que codifican la LTB estaban optimizados para una expresion potenciada en
seres humanos. Finalmente, los inventores encontraron que la vacuna genética era eficaz para efectuar una
reduccion en todas las fases de la carcinogénesis inducida por DMH en el ratén. Por lo tanto, a la luz de los
resultados del modelo de raton, la presente invenciéon proporciona vacunas anti-MMP-11 que comprenden o un
polinucleétido que codifica la MMP-11 o el polipéptido de MMP-11, preferiblemente una vacuna anti-MMP-11 que
tenga una cualquiera de las realizaciones que se mencionan anteriormente.

En su realizacion mas basica, la presente invencion proporciona un acido nucleico o polinucleétido, que comprende
una molécula de acido nucleico o de polinucleétido que codifica una MMP-11 o una variante debido a la
degeneracion del codigo genético, la ingenieria genética como se describe a continuacién, o ambos, bajo el control
de o unido de forma operable a un promotor heterélogo adecuado en el que el acido nucleico que codifica la MMP-
11 ha sido modificado para que incluya una mutacién que haga a la MMP-11 cataliticamente inactiva. La mutacién
gue hace a la MMP-11 cataliticamente inactiva puede introducirse en el polinucleétido mediante ingenieria genética.
Los polinucledtidos recombinantes que codifican la MMP-11 cataliticamente inactiva son procedentes de seres
humanos en los que el polinucleétido se modifica para incluir una mutacién que haga a la MMP-11 codificada
cataliticamente inactiva. La secuencia de nucleétidos del ADNc que codifica la MMP-11 humana (hMMP-11) se
establece en el N.° de acceso de GenBank NM_005940 (SEC ID N.°: 1). El polinucleétido recombinante que codifica
la hMMP-11 se modifica como se muestra mas adelante para que codifique variantes que pueden usarse en las
vacunas anti-MMP-11 de la presente invencion.

La MMP-11 codificada por el polinucleétido es una variante cataliticamente inactiva de la MMP-11. Un polinucledtido
que codifica una MMP-11 cataliticamente inactiva puede producirse modificando mediante ingenieria genética uno o
mas de los codones de nucleétidos que codifican los aminoacidos conservados que comprenden el sitio de unién a
zincHE X XHXXG XXH(SEC ID N.% 3) de la MMP-11 (para la hMMP-11, aminoacidos 215 a 225 de la SEC ID
N.°: 5) a un aminoacido alternativo para producir un polinucleétido recombinante que codifigue una MMP-11
cataliticamente inactiva. Por ejemplo, como se muestra en la secuencia de nucleétidos de la SEC ID N.°: 4 que
codifica una hMMP-11 cataliticamente inactiva, el codon de nucle6tidos GAA que codifica el acido glutamico
conservado en la posicién del aminoacido 216 de la hMMP-11 se cambié por el coddn de nucleétidos GTG que
codifica el aminoacido valina para producir una hMMP-11 cataliticamente inactiva con la secuencia de aminoacidos
mostrada en la SEC ID N.°: 5, en la que el aminoacido de la posicién 216 es valina. Noél y cols., Oncogene 19:
1605-1612 (2000)) han demostrado que cambiar el codén de nucleétidos de la posicion 216 por un codon de
nucleétidos que codifica alanina hace a la hMMP-11 cataliticamente inactiva y que cambiar el codén de nucleétidos
que codifica el acido glutamico en la posicién del aminoacido 220 de la regién correspondiente de la mMMMP-11 por
un codoén de nucledtidos que codifica alanina hace a la mMMMP-11 cataliticamente inactiva. Aunque el codén de
nucleétidos que codifica el acido glutdmico de la posicion de aminoacido nimero dos de la SEC ID N.°: 3 ha sido
cambiado por un codén de nucleétidos que codifica valina o alanina para producir una MMP-11 cataliticamente
inactiva, el codén de nucleétidos también puede cambiarse a otros aminoacidos o los codones que codifican uno o
mas de los otros aminoacidos conservados del dominio de unién a Zn pueden cambiarse para que codifiquen otros
aminoacidos sin alejarse de la invencion.
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Se ha demostrado que la optimizacion de los codones de los genes o unidades de transcripcién que codifican para
polipéptidos concretos da lugar a un aumento de la expresion del polipéptido codificado, es decir, a un aumento de la
traduccion del ARNm que codifica el polipéptido. En el caso de una vacuna de polinuclettido, el aumento de la
expresion del polipéptido codificado produce mas polipéptido codificado, lo que puede dar lugar a un aumento de la
inmunogenicidad de la vacuna in vivo, que a su vez, puede potenciar la eficacia de la vacuna. En el contexto de la
optimizacion de codones, el término "expresion” y sus variantes se refieren a la traduccion del ARNm que codifica el
polipéptido y no a la transcripcion del polinucleétido que codifica el polipéptido. El término "gen" como se usa en el
presente documento se refiere tanto al ADN o ARN gendmico que codifica un polipéptido como al ADNc que codifica
el polipéptido.

La optimizaciéon de codones es un procedimiento par buscar mejorar la expresién heteréloga de un gen cuando ese
gen se mueve a un entorno genético extrafio que muestra un uso de los codones de nucleétidos diferente del del
entorno genético original o mejorar la expresion ectdpica de un gen en su entorno genético original cuando el gen
incluye de forma natural uno o mas codones de nucle6tidos que no se usan normalmente en genes originales del
entorno genético que codifica genes altamente expresados. En otras palabras, la optimizacion de codones implica
reemplazar aquellos codones de nucleétidos de un gen que se usan con una frecuencia relativamente baja en un
ambiente genético u organismo en particular con codones de nucleétidos que se usan en genes que se expresan
con una frecuencia mayor en el entorno genético u organismo. De ese modo, la expresion (traduccion) del producto
génico (polipéptido) aumenta. Se supone que los codones de nucleétidos que aparecen con mayor frecuencia en
genes altamente expresados se traducen mas eficientemente que los codones de nucleétidos que aparecen con una
frecuencia baja.

En general, los procedimientos para optimizar codones de nucleétidos para un gen en particular dependen de la
identificacion de la frecuencia de los codones de nucleétidos para cada uno de los aminoacidos usados en genes
altamente expresados en un organismo y el reemplazo posterior de esos codones de nucleétidos en un gen de
interés con baja frecuencia en los genes altamente expresados con codones de nucle6tidos que se identifican como
usados en los genes altamente expresados (Véase, por ejemplo, Lathe, Synthetic Oligonucleotide Probes Deduced
from Amino Acid Sequence Data: Theoretical and Practical Considerations, J. Molec. Biol.: 183: 1-12 (1985);
Nakamura y cols., Nuc. Acid Res. 28: 292 (2000); Fuglsang, Protein Expression & Purification 31: 247-249 (2003).
Existen numerosos programas de ordenador que analizaran automaticamente los codones de nucleétidos de un
acido nucleico de un organismo que codifican un gen y sugerirdn codones de nucleétidos para reemplazar codones
de nucledtidos, que aparecen con frecuencia baja en el organismo, con codones de nucle6tidos que se encuentran
en genes que son altamente expresados en el organismo. Para mayor comodidad, se muestra a continuacion en la
Tabla 1 una tabla del uso de codones de nuclettidos para seres humanos de Nakamura (ibid.) y que identifica
codones de nucledtidos que aparecen con una frecuencia baja en acidos nucleicos que codifican proteinas
altamente expresadas en seres humanos, codones de nucleétidos que aparecen con una frecuencia mayor en los
acidos nucleicos que codifican las proteinas altamente expresadas en seres humanos.

Tabla 1

Codén | Aminoéacido Frecuencia| Codoén |Aminoécido Frecuencia

UuU F 17,4 UCU C 151
uuc F 20,4 ucc c 17,7
UUA L 75 UCA c 12,1
uuG L 12,8 ucG c 4,5
cuu L 13,1 ccu P 175
cuc L 19,7 ccc P 20,0
CUA L 7.1 CCA P 16,9
CUG L 39,9 ccG P 7,0
AUU | 15,8 ACU T 13,0
AUC | 20,9 ACC T 19,0
AUA | 7.4 ACA T 15,0
AUG M 22,0 ACG T 5,1
GUU Vv 11,0 GCU A 18,5
GuC Vv 14,6 Gce A 28,1
GUA Vv 7.1 GCA A 15,9
GuC Vv 28,4 GCG A 75
UAU Y 12,1 uGu c 10,4
UAC Y 15,3 uGC c 12,6
UAA * 1,0 UGA * 1,6
UAG * 0,8 UGG w 13,2
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(cont.)

CAU H 10,8 CGU R 4,6

CAC H 15,1 CGC R 10,6
CAA Q 12,1 CGA R 6,2

CAG Q 34,2 CGG R 11,6
AAU N 16,7 AGU C 12,1
AAC N 19,1 AGC C 19,4
AAA K 24,1 AGA R 11,9
AAG K 32,0 AGG R 11,9
GAU D 21,7 GGU G 10,8
GAC D 25,2 GGC G 22,5
GAA E 28,6 GGA G 16,4
GAG E 39,7 GGG G 16,5

* Codoén de terminacion

Por lo tanto, en realizaciones adicionales, se proporciona un polinucleétido recombinante en el que uno o mas de los
codones de nucleétidos que codifican los aminoacidos que comprenden la MMP-11 se optimizan para potencias la
expresion de la MMP-11 codificada y, de este modo, en el caso de una vacuna anti-MMP-11, potenciar la eficacia de
la vacuna anti-MMP-11. Esto es, uno 0 mas de los codones de nucleétidos que codifican la MMP-11 y/o el elemento
inmunopotenciador que aparecen con una frecuencia baja en acidos nucleicos que codifican proteinas altamente
expresadas en un organismo, han sido reemplazados con codones de nucleétidos que aparecen con una frecuencia
mayor en los acidos nucleicos que codifican las proteinas altamente expresadas en el organismo. Preferiblemente,
los codones de nucledtidos estan optimizados para la expresion potenciada de la MMP-11 en seres humanos. Sin
embargo, los polinucledtidos recombinantes con codones optimizados para la expresion potenciada en otro
organismo, por ejemplo, primates, son equivalente a los polinucleétidos recombinantes con codones optimizados
para la expresidon potenciada en seres humanos. Cuando existen multiples codones de nucleétidos para un
aminoéacido concreto de la MMP-11 y dos o mas de los codones de nucledtidos tienen la misma frecuencia de uso
relativa en genes humanos altamente expresados o una frecuencia de uso en genes humanos altamente expresados
mayor que la del codon de nucledtidos que tiene la frecuencia de uso mas baja en genes humanos altamente
expresados, cada uno de los codones de nucledtidos para los aminoacidos de la MMP-11 puede ser,
independientemente, cualquiera de los codones de nucledtidos de la misma frecuencia de uso o frecuencia de uso
mayor que la del coddn de nucleétidos que tiene la frecuencia de uso mas baja. No todos los codones de nucle6tidos
del polinucleétido con codones optimizados que codifica la MMP-11 tienen que ser el codén de nucleétidos que tiene
la frecuencia de uso mayor en genes humanos altamente expresados. Un ejemplo de una secuencia de nucleétidos
de la hMMP-11 que es cataliticamente inactiva y en la que los codones que codifican la hMMP-11 cataliticamente
inactiva han sido optimizados para la expresion en seres humanos se muestra en la SEC ID N.°: 6.

El modelo de raton mostré que la eficacia de una vacuna anti-MMP-11 que comprende un polinucledtido
recombinante que codifica una mMMP-11 cataliticamente inactiva en la que los codones de nucleétidos que
codifican la mMMP-11 se optimizaron para una expresion potenciada en el raton (mMMP-11-opt) se potenciaba
adicionalmente cuando el codén de nucledtidos que codifica el aminoacido carboxiterminal de la mMMP-11-opt
estaba unido o fusionado con codones de nucleétidos que codifican una parte sustancial de la toxina termolabil B
(LTB) de E. coli inmunopotenciadora para producir un polipéptido de fusion que comprende la mMMP-11y la LTB de
E. coli. Por lo tanto el polinucleétido recombinante comprende un acido nucleico que codifica la MMP-11
cataliticamente inactiva unida a un acido nucleico que codifica un polipéptido elemento inmunopotenciador o una
parte sustancial del mismo (polipéptido de fusibn MMP-11). El polinucleétido recombinante comprende un acido
nucleico que codifica la hMMP-11 cataliticamente inactiva unida a un acido nucleico que codifica un elemento
inmunopotenciador que es la LTB de E. coli de forma que el polinucleétido codifica una proteina de fusion hMMP-11-
LTB. El acido nucleico que codifica la LTB no incluye los codones que codifican el péptido sefal de la LTB. La
secuencia de acido nucleico que codifica la LTB de E. coli esta disponible en GenBank con el N.° de acceso
AB011677 y la secuencia de aminoacidos para la LTB de E. coli se muestra en GenBank con el N.° de acceso
BAA25726. El péptido sefial incluye los residuos de aminoacido 1 a 2} de la secuencia de aminoacidos mostrada en
BAA25726. La secuencia de nucleétidos de la LTB de E. coli sin el péptido sefial se muestra en la SEC ID N.% 7y su
secuencia de aminoacidos se muestra en la SEC ID N.°: 9. La secuencia de polinucleétidos que codifica la LTB de E.
coli sin el péptido sefal y en la que los codones de nucledtidos que codifican la LTB se han optimizado para una
expresion potenciada en seres humanos se muestra en la SEC ID N.°: 8. En una realizacion particularmente
preferida, los codones de nucledtidos del polinucledtido que codifica la HMMP-11 cataliticamente inactiva y la LTB
estan optimizados para la expresion en seres humanos.

Por lo tanto, a la luz de lo anterior, la presente invencién proporciona ademas un acido nucleico o polinucleétido
recombinante que codifica un solo polipéptido de fusion que comprende una MMP-11 cataliticamente inactiva unida
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a una LTB con la secuencia sefial truncada. Una ejemplo de un polinucleétido de ese tipo comprende un
polinucleétido que codifica un polipéptido que comprende los aminoacidos de la SEC ID N.°: 5 (hMMP-11
cataliticamente inactiva) y la secuencia de aminoéacidos de la SEC ID N.°: 8 (LTB de E. coli sin péptido sefial). El
polinucleétido puede comprender la secuencia de nuclettidos de la SEC ID N.%: 4 que codifica la hMMP-11
cataliticamente inactiva y la SEC ID N.°. 7 que codifica la LTB de E. coli sin péptido sefial o la SEC ID N.° 8
(polinucledtido que codifica la LTB de E. coli sin péptido sefial con codones optimizados para expresion potenciada
en seres humanos). Como ejemplo, el polinucleétido puede codificar un polipéptido de fusion hMMP-11-LTB
cataliticamente inactivo que tenga la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N.°: 10. Un polipéptido de
ese tipo puede estar codificado por la secuencia de nucleé6tidos mostrada en la SEC ID N.°: 11.

En una realizacion preferida, los codones de nucleétidos de una cualquiera de los acidos nucleicos o polinucle6tidos
divulgados en el presente documento, estan optimizados para una expresion potenciada del polipéptido
recombinante codificado en ellos en seres humanos. Esto es, uno o mas de los codones de nucleétidos de los
acidos nucleicos o polinucleétidos recombinantes que aparecen con una frecuencia baja en acidos nucleicos que
codifican proteinas altamente expresadas en seres humanos han sido reemplazados con codones de nucleétidos
gue aparecen con una frecuencia mayor en los acidos nucleicos que codifican las proteinas altamente expresadas
en seres humanos. Es adicionalmente preferible en el caso de polinucleétidos recombinantes que codifican uno
cualquiera de los polipéptidos de fusion divulgados en el presente documento, que los codones de nucleétidos de los
polinucleétidos que codifican la LTB que comprende el polipéptido recombinante se optimicen también para una
expresion potenciada del polipéptido de fusién en seres humanos. Un ejemplo de un polinucleétido recombinante tal
comprenderia la secuencia de polinucleétidos con codones optimizados de la SEC ID N.°: 6 que codifica la hMMP-11
cataliticamente inactiva y la secuencia de nucle6tidos con codones optimizados de la SEC ID N.% 8 que codifica la
LTB de E. coli sin péptido sefial. Como ejemplo, el polinucleétido recombinante que codifica el polipéptido de fusion
de hMMP-11-LTB cataliticamente inactivo, con codones optimizados tiene la secuencia de nuclet6tidos mostrada en
la SEC ID N.°: 12.

La presente invencién proporciona ademas polipéptidos recombinantes que comprenden una MMP-11
cataliticamente inactiva, en los que uno o mas de los aminoacidos conservados que comprenden el sitio de unién a
ZNCHE XXHXXG X XH (SEC ID N.°: 3) de la MMP-11 se cambian por un aminoacido alternativo. Por ejemplo,
como se muestra en la SEC ID N.°: 5 para hMMP-11, en la que el acido glutamico conservado en la posicion 216 de
la hMMP-11 se cambio por el aminoacido valina para producir una MMP-11 cataliticamente inactiva. el polipéptido de
MMP-11 cataliticamente inactiva comprende un polipéptido de fusién en el que la MMP-11 esta unida en su extremo
carboxi a un polipéptido elemento inmunopotenciador (polipéptido de fusion de MMP-11). El polipéptido elemento
inmunopotenciador es la LTB de E. coli. La LTB no incluye su péptido sefial. Un ejemplo de un polipéptido de fusién
de MMP-11 comprende la hMMP-11 cataliticamente inactiva que tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en la
SEC ID N.° 5 unida en su extremo carboxi al extremo amino del polipéptido de la LTB de E. coli sin péptido sefial
que tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N.% 7. El polipéptido de fusién de MMP-11 puede
estar codificado, por ejemplo; por el polinucledtido mostrado en la SEC ID N.°: 11 o el polinucleétido con codones
optimizados mostrado en la SEC ID N.°: 12.

La presente invencién proporciona ademas vectores que comprenden al menos una de las moléculas de acido
nucleico de la invencion (en lo sucesivo, "polinucleétido recombinante"), preferiblemente en los que el precursor del
acido nucleico este unido de forma operable a un promotor heterélogo. Estos vectores puede comprender ADN o
ARN. Para la mayoria de los fines Se prefieren plasmidos de ADN o vectores de expresion viricos. Los vectores de
expresion tipicos incluyen plasmidos, virus modificados, bacteriéfagos, cosmidos, cromosomas artificiales de
levaduras y otras formas de ADN episomal o integrado, cualquiera de las cuales expresa uno cualquiera de los
polinucleétidos recombinantes que se divulgan en el presente documento. Preferiblemente, los codones de
nucleétidos que codifican la una cualquiera de las realizaciones mencionadas anteriormente estan optimizados para
la expresion potenciada en seres humanos.

Un vector de expresién que comprende un polinucledtido que codifica uno cualquiera de los polinucleétidos
recombinantes divulgados en el presente documento, en el que el ADN preferiblemente tiene codones optimizados
para la expresion potenciada en seres humanos y esta unido de forma operable a un promotor heterélogo puede
usarse para la expresion del uno cualquiera de los polinucleétidos recombinantes divulgados en el presente
documento en una célula huésped recombinante. Tales células huésped recombinantes pueden cultivarse bajo
condiciones adecuadas para producir uno cualquiera de los polinucleétidos recombinantes divulgados en el presente
documento. Los vectores de expresion incluyen, pero sin limitarse a ello, vectores de clonacién, vectores de
clonacion modificados, plasmido especialmente disefiados o virus especialmente disefiados. Los vectores de
expresion descritos en los ejemplos son vectores de expresion aceptables.

Los acidos nucleicos de la presente invencion, preferiblemente, estan juntos en un casete de expresion que
comprende secuencias que permiten la expresion eficiente de uno cualquiera de los polinucledtidos recombinantes
divulgados en el presente documento codificadas en ellos en una célula humana. El casete preferiblemente contiene
secuencias de control transcripcionales y traduccionales homélogas o heterélogas unidas de forma operable al acido
nucleico. Tales secuencias de control incluyen al menos un promotor de la transcripcion (constitutivo o inducible) y
secuencias de terminacion de la transcripcion y puede incluir adicionalmente otros elementos reguladores tales
como potenciadores de la transcripcion, secuencias de union a ribosomas, secuencias de empalme y similares. En la
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mayoria de las realizaciones, el promotor es un promotor heterélogo; sin embargo, en realizaciones particulares, el
promotor puede ser el promotor original de la MMP-11. En una realizacidon especialmente util, el promotor es el
promotor temprano inmediato constitutivo del citomegalovirus con o sin la secuencia intronica A (CMV), aunque los
expertos en la técnica reconoceran que cualquiera de una variedad de otros promotores conocidos tales como el
promotor fuerte de la inmunoglobulina, el promotor de repeticiones terminales largas del virus del sarcoma de Rous,
el promotor del antigeno T pequefio o grande del SV40, o similares. Los terminadores transcripcionales incluyen el
terminador de la hormona de crecimiento bovina, aunque pueden usarse también otros terminadores
transcripcionales conocidos tales como las secuencias de terminacion del SV40. Los plasmidos pV1JnsB y pV1JnsA,
cada uno de los cuales contiene el promotor del citomegalovirus (CMV) de la region inmediata/temprana y un
potenciador con el intron A seguido de un sitio de clonacién y la sefial de poliadenilacion BGH, son ejemplos de un
vector de expresion (til. La MMP-11 en una cualquiera de las realizaciones anteriormente mencionadas puede
clonarse en el sitio de clonacioén para completar la expresion del casete.

Los vectores de expresion de mamiferos comercialmente disponibles que son adecuados para la expresion de uno
cualquiera de los polinucleétidos recombinantes divulgados en el presente documento incluyen, pero sin limitarse a
ellos, pV1JInsA, pV1JInsB, pVAX1 (Invitrogen, Carlsbad, AC), pcDNA3.neo (Invitrogen), pcDNA3.1 (Invitrogen),
pcDNA3.1/Myc-His (Invitrogen), pCl-neo (Promega, Madison, WI), pLITMUS28, pLITMUS29, pLITMUS38 vy
pLITMUS39 (New England Bioloabs, Beverly, MA), pcDNAI, pcDNAlamp (Invitrogen), pcDNA3 (Invitrogen), pMCineo
(Stratagene, La Jolla, CA), pXT1 (Stratagene), pSG5 (Stratagene), EBO-pSV2-neo (ATCC 37593) pBPV-1(8-2)
(ATCC 37110), pdBPV-MMTneo (342-12) (ATCC 37224), pRSVgpt (ATCC 37199), pRSVneo (ATCC 37198), pSV2-
dhfr (ATCC 37146), pUCTag (ATCC 37460), e 1ZD35 (ATCC 37565).

Asimismo, puede usarse una variedad de vectores de expresion bacterianos para expresar uno cualquiera de los
polinucleétidos recombinantes divulgados en el presente documento en células bacterianas. Los vectores de
expresion bacterianos comercialmente disponibles que pueden ser adecuados para la expresién incluyen, pero sin
limitarse a ellos, pCR2.1 (Invitrogen), pET11la (Novagen, Madison, WI), lambda gtll (Invitrogen), y pKK223-3
(Pharmacia).

Asimismo, puede usarse una variedad de vectores de expresion de células fungicas para expresar uno cualquiera de
los polinucleétidos recombinantes divulgados en el presente documento en células fungicas. Los vectores de
expresion de células fungicas comercialmente disponibles que son adecuados para la expresién incluyen, pero sin
limitarse a ellos, pYES2 (Invitrogen) y el vector de expresion de Pichia (Invitrogen).

Asimismo, puede usarse una variedad de vectores de expresion de células de insectos para expresar uno cualquiera
de los polinucleétidos recombinantes divulgados en el presente documento en células de insectos. Los vectores de
expresion de células de insectos comercialmente disponibles que pueden ser adecuados para la expresion incluyen,
pero sin limitarse a ellos, pBlueBaclll y pBlueBacHis2 (Invitrogen), y pAcG2T (Pharmingen).

Los vectores viricos que pueden usarse para la expresién de uno cualquiera de los polinucleétidos recombinantes
divulgados en el presente documento en células de mamifero incluyen, pero sin limitarse a ellos, vectores de
adenovirus, vectores de virus adenoasociados, vectores de herpesvirus, vectores del virus Sindbis, vectores del virus
del bosque Semliki, vectores de parvovirus, vectores de poxvirus (tales como el virus vacuna, el virus de la viruela
aviar, el virus de la viruela en canarios, y similares), vectores de retrovirus, vectores d bacteriéfagos y vectores de
baculovirus. Muchos de los vectores viricos para producir virus recombinantes que codifican uno cualquiera de los
polinucleétidos recombinantes del presente documento estan comercialmente disponibles.

En la realizaciones actualmente preferidas, el vector virico usado para producir virus recombinantes es un vector
adenovirico o un plasmido, aunque también puede usarse ADN lineal unido a un promotor, u otros vectores, tales
como vectores retroviricos o lentiviricos de virus adenoasociados o virus vacuna modificados. Si el vector elegido es
un adenovirus, actualmente se prefiere que el vector sea uno de los llamados vectores adenoviricos de primera
generacion. Estos vectores adenoviricos se caracterizan por tener una region génica E1 no funcional, y
preferiblemente una regiéon génica E1 adenovirica eliminada. En algunas realizaciones, el casete de expresion esta
insertado en la posicién en la que el gen E1 adenovirica se localiza normalmente. Ademas, estos vectores tienen
opcionalmente una region E3 no funcional o eliminada. También se prefiere que el genoma del adenovirus usado
tenga eliminadas tanto la regién E1 como la E3 (AE1E3).

Los vectores de adenovirus pueden multiplicarse en lineas celulares conocidas que expresan el gen E1 virico, tales
como las células 293, o las células PERC.6, o en lineas celulares derivadas de células 293 o PERC.6 que estan
modificadas temporalmente o de forma estable para que expresen una proteina adicional. Por ejemplo, cuando se
usan constructos que tienen una expresion génica controlada, tal como un sistema de promotor regulable por
tetraciclina, la linea celular puede expresar componentes implicados en el sistema regulatorio. Un ejemplo de una
linea celular de ese tipo es TRex-293, se conocen otras en la técnica.

Para mayor comodidad en la manipulacién del vector adenovirico, el adenovirus puede estar en forma de plasmido
lanzadera. Esta invencion también se refiere a un vector plasmido lanzadera, que comprende una parte de plasmido
y una parte de adenovirus, comprendiendo la parte de adenovirus un genoma adenovirico que tiene un E1 eliminado
y opcionalmente una eliminacién de E3, y tiene un casete de expresion insertado que comprende un acido nucleico
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que codifica un polipéptido de MMP-11 cataliticamente inactiva o un polipéptido de fusibn de MMP-11
cataliticamente inactiva. En realizaciones preferidas, hay un sitio de restriccion flanqueando la parte adenovirica del
plasmido de forma que el vector adenovirico puede eliminarse facilmente. El plasmido lanzadera puede replicarse en
células procariotas o células eucariotas.

En una realizacion de la invencion preferida actualmente, se inserta un casete de expresioén que comprende un acido
nucleico que codifica una cualquiera de las MMP-11 divulgadas en el presente documento en el plasmido del
adenovirus pMRKAdS-HVO (Véase Emini y cols., documento W00222080). Este plasmido comprende un genoma
adenovirico Ads del que se han eliminado las regiones E1 y E3. El disefio del plasmido pMRKAd5-HVO se mejord
con respecto a adenovectores anteriores extendiendo la region de empaquetamiento 5' que actla en cis hacia el
interior del gen E1 para incorporar elementos que se descubrié que eran importantes en la optimizacion del
empagquetamiento virico, resultando en una amplificacién del virus potenciada. Ventajosamente, este vector
adenovirico potenciado es capaz de mantener la estabilidad genética tras una propagacion de pasaje alto.

La presente invencion proporciona ademas células huésped recombinantes transformadas o transfectadas con un
vector que comprende uno cualquiera de los polinucleétidos recombinantes divulgados en el presente documento,
particularmente células huésped transformadas o transfectadas con un vector que comprende una cualquiera de las
moléculas de acido nucleico anteriormente mencionadas, en los que la molécula de acido nucleico esta unida de
forma operable a un promotor. Las células huésped recombinantes incluyen bacterias tales como E. coli, células
fungicas tales como levaduras, células vegetales, células de mamiferos incluyendo, pero sin limitarse a ellas, lineas
celulares de origen bovino, porcino, de mono, humanas o de roedores; y células de insectos incluyendo, pero sin
limitarse a ellas, lineas celulares de Drosophila y derivadas de gusanos de seda. Por ejemplo, un sistema de
expresion de insectos utiliza células de insecto de Spodoptera frugiperda (Sf21) (Invitrogen) en tAndem con un vector
de expresion de baculovirus (pAcG2T, Pharmingen, San Diego, CA). Asimismo, las especies de mamifero que
pueden ser adecuadas y que estan comercialmente disponibles, incluyen pero sin limitarse a ellas, células L L-M(TK-
) (ATCC CCL-1.3), células L L-M (ATCC CCL-1.2), células Saos-2 (ATCC HTB-85), células 293 (ATCC CRL-1573),
células Raji (ATCC CCL-86), células CV-1 (ATCC CCL-70), células COS-1 (ATCC CRL-1650), células COS-7 (ATCC
CRL-1651), células CHO-K1 (ATCC CCL-61), células 3T3 (ATCC CCL-92), células NIH/3T3 (ATCC CRL-1658),
células HeLa (ATCC CCL-2), células C1271 (ATCC CRL-1616), células BS-C-1 (ATCC CCL-26), células MRC-5
(ATCC CCL-171), células HEK293T (ATCC CRL-1573), células ST2 (Banco de Células Riken, Tokio, Japén
RCB0224), células C3H10T1/2 (JCRB0602, JCRB9080, JCRB0003, 0 IFO50415), y células CPAE (ATCC CCL-209).

Como se indicé anteriormente un vector de expresion que contiene uno cualquiera de los polinuclettidos
recombinantes divulgados en el presente documento puede usarse para expresar la MMP-11 recombinante
codificada en él en una célula huésped recombinante. Por lo tanto, la presente invenciéon proporciona un
procedimiento para expresar uno cualquier de los polinucleétidos recombinantes divulgados en el presente
documento en una célula huésped recombinante que comprende introducir el vector que comprende un acido
nucleico que codifica la MMP-11 recombinante en una célula huésped adecuada y cultivar la célula huésped bajo
condiciones que permiten la expresion de uno cualquiera de los polinucledtidos recombinantes divulgados en el
presente documento. El polinucleétido que codifica la MMP-11 recombinante estd unido de forma operable a un
promotor heter6logo que puede ser constitutivo o inducible.

Tras la expresion de uno cualquiera de los acidos nucleicos o polinucledtidos recombinantes divulgados en el
presente documento en una célula huésped, el polipéptido de MMP-11 recombinante puede recuperarse para su uso
en una vacuna basada en polipéptido. Los procedimientos para purificar polipéptidos son bien conocidos en la
técnica e incluyen la purificacion a partir de lisados y extractos celulares mediante diversas combinaciones de, o
aplicacion individual de fraccionamiento salino, cromatografia de intercambio iénico, cromatografia de exclusion por
tamafio, cromatografia de adsorcién en hidroxiapatita, o cromatografia de interaccién hidréfoba. Ademas, se puede
separar la MMP-11 recombinante de otros polipéptidos celulares mediante el uso de una columna de inmunoafinidad
hecha con anticuerpos monoclonales o policlonales especificos para MMP-11 o el polipéptido elemento
inmunopotenciador en el caso del polipéptido de fusion MMP-11.

La clonacion, los vectores de expresion, transfecciones y transformaciones y el aislamiento de proteinas de
proteinas expresadas, son bien conocidos en la técnica y se han descrito, por ejemplo, en Sambrook y cols.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual 22 Edicion; Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
Nueva York, (1989) o Sambrook y Russell, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 32 Edicién. Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Plainview, NY (2001).

Las vacunas de anti-MMP-11 de la presente invencion incluyen tanto vacunas de polinucleétido que codifican una
cualquiera de las realizaciones de MMP-11 recombinante o polipéptidos de fusion de MMP-11 divulgadas en el
presente documento y vacunas de polipéptido que comprenden una cualquiera de las realizaciones de MMP-11
recombinante o polipéptidos de fusion de MMP-11 divulgadas en el presente documento. Los individuos que
padecen carcinomas invasivos que sobreexpresan MMP-11, tales como los de mama, colon, cabeza y cuello,
pulmén, ovario, pancreas, préstata, piel (carcinoma de células basales), Utero (carcinoma de cuello uterino y
carcinoma de endometrio) o carcinomas no invasivos que tienen riesgo de evolucionar a invasivos, pueden
beneficiarse de la inmunizacion mediante las vacunas de la presente invencién. Las vacunas de anti-MMP-11
incluyen ademas vacunas anti-MMP-11 adenoviricas que comprenden un adenovirus recombinante que tiene uno
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cualquier de los polinucledtidos recombinantes divulgados en el presente documento.

En su realizacion mas basica, la vacuna de acido nucleico o polinucleétido anti-MMP-11 comprende uno cualquiera
de los polinucleétidos divulgados en el presente documento, por ejemplo, una molécula de &cido nucleico
recombinante o un polinucleétido que codifica una cualquiera de las realizaciones anteriormente mencionadas de los
polipéptidos recombinantes de MMP-11 o polipéptidos de fusién de MMP-11 bajo el control de o unidos de forma
operable a un promotor heterélogo adecuado. El polipéptido de MPP-11 recombinante codificado puede tener la
secuencia de aminoacidos del polipéptido de MMP-11 de cualquier especie, incluyendo, pero sin limitarse a ello, la
MMP-11 de seres humanos, primares tales como chimpancés, mono Rhesus, mono Cynomolgus; no primates tales
como ratén, rata, perro y similares. Preferiblemente, la MMP-11 recombinante codificada tiene la secuencia de
aminoéacidos de la MMP-11 humana. A continuacion se ilustran las realizaciones preferidas actualmente de los
acidos nucleicos que codifican la MMP-11 para su inclusion en los casetes génicos y vectores de expresion
anteriormente mencionados para su uso como una vacuna de polinucleétido anti-MMP-11.

En una realizacién preferida, la MMP-11 codificada por el polinucleétido de la vacuna anti-MMP-11 es
cataliticamente inactivo. Por ejemplo, la hMMP-11 cataliticamente inactiva se muestra en la secuencia de
nucleétidos de la SEC ID N.°: 4, en la que el coddn de nucleétidos GAA que codifica el aminoacido conservado acido
glutamico en la posicién 216 de la hMMP-11 se habia cambiado por el codén de nucledtidos GTG que codifica el
aminoéacido valina para producir una hMMP-11 cataliticamente inactiva que tiene la secuencia de aminoacidos
mostrada en la SEC ID N.°. 5. Al mismo tiempo que se cambié el codon de nucleétidos que codifica el residuo de
acido glutamico por un codén de nucleétidos que codifica valina, el codén de nucleétidos también puede cambiarse
para otros aminoacidos o cambiarse los residuos de histidina por otros aminoacidos sin alejarse de la invencion.

Como se describe anteriormente, se ha demostrado que la optimizacién de los codones de los genes o unidades de
transcripcion que codifican para polipéptidos concretos da lugar a un aumento de la expresion del polipéptido
codificado, es decir, a un aumento de la traduccion del ARNm que codifica el polipéptido. En el caso de una vacuna
de polinucleétido, el aumento de la expresion del polipéptido codificado produce mas polipéptido codificado, lo que
puede dar lugar a un aumento de la inmunogenicidad de la vacuna in vivo, que a su vez, puede potenciar la eficacia
de la vacuna. Por lo tanto, en realizaciones adicionales, los codones de nucleétidos que codifican los aminoacidos
que comprenden la MMP-11 se optimizan para potenciar la expresion de la MMP-11 vy, asi, la eficacia de la vacuna
anti-MMP-11. Esto es, uno o mas de los codones de nucleétidos que codifican la MMP-11 que aparece con una
frecuencia baja en acidos nucleicos que codifican proteinas altamente expresadas en seres humanos, han sido
reemplazados con codones de nucle6tidos que aparecen con una frecuencia mayor en los acidos nucleicos que
codifican las proteinas altamente expresadas en seres humanos. La secuencia de nucleétidos de la hMMP-11 que
es cataliticamente inactiva y en la que los codones que codifican la hMMP-11 cataliticamente inactiva se han
sometido a optimizacion de codones se muestra en la SEC ID N.°: 6.

El modelo de raton de los ejemplos muestra que la eficacia de una vacuna anti-MMP-11 que comprende un
polinucleétido que codifica una MMP-11 de ratén con codones optimizados, cataliticamente inactiva, se potenciaba
cuando el coddn carboxiterminal de los codones que codifican la mMMP-11-opt estaba unida a codones que
codifican el polipéptido del elemento inmunopotenciador: la LTB de E. coli. Por lo tanto el polinucle6tido comprende
un acido nucleico que codifica la MMP-11 cataliticamente inactiva unida a un polinucleétido que codifica un
polipéptido elemento inmunopotenciador (polipéptido de fusion de MMP-11). El polinucledtido comprende un acido
nucleico que codifica la MMP-11 cataliticamente inactiva unida a un polinucleétido que codifica la LTB de E. coli de
forma que el polinucleétido codifica una proteina de fusion de MMP-11 - LTB. El polinucleétido que codifica la LTB
no incluye los codones que codifican el péptido sefial de la LTB. La MMP-11 es hMMP-11. La secuencia de
nucleétidos de la LTB de E. coli sin el péptido sefial se muestra en la SEC ID N.°: 7 y su secuencia de aminoacidos
se muestra en la SEC ID N.°: 9. La secuencia de polinucleétidos que codifica la LTB de E. coli sin el péptido sefial en
la que los codones de nucleétidos se han optimizado para la expresion potenciada en seres humanos se muestra en
la SEC ID N.°: 8. En una realizacion particularmente preferida, los codones de nucledtidos que comprenden el
polinucleétidos que codifica la hMMP-11 cataliticamente inactiva la LTB se optimizan para potenciar la expresion en
seres humanos.

Por lo tanto, a la luz de lo anterior, la presente invencién proporciona ademas una vacuna de acido nucleico o
polinucleétido que codifica un sélo polipéptido de fusién que comprende una MMP-11 cataliticamente inactiva unida
a una LTB de E. coli con la secuencia sefal truncada. Un ejemplo de una vacuna de ese tipo comprende un
polinucleétido que codifica un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.° 5 (hMMP-
11 cataliticamente inactiva) y la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.%: 8 (LTB) o la secuencia de nucleétidos
de la SEC ID N.°: 4 (hMMP-11 cataliticamente inactiva) y la SEC ID N.°: 7 (codifica LTB sin péptido sefial) o la SEC
ID N.° 8 (en la que los codones de nucledtidos que codifican la LTB sin péptido sefal se han optimizado para su
expresion en seres humanos), respectivamente. Como ejemplo, la vacuna comprende un polinucleétido que codifica
un polipéptido de fusién hMMP-11-LTB cataliticamente inactivo que tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en
la SEC ID N.°: 10. Un polipéptido de ese tipo puede estar codificado por la secuencia de nucleétidos mostrada en la
SEC ID N.°: 11.

En una realizacion preferida de la vacuna de polinucleétido anti-MMP-11, los codones de nucle6tidos del
polinucleétido que codifica la MMP-11 cataliticamente inactiva se optimizan para su expresion potenciada en seres
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humanos como se describe anteriormente. Es mas preferible que los codones de nucleétidos del polinucleétido que
codifica el elemento inmunopotenciador también estan potenciados para su expresién potenciada en seres
humanos. Un ejemplo de un polinucleétido de ese tipo comprenderia la secuencia de polinucleétidos con codones
optimizados de la SEC ID N.° 6 que codifica la hMMP-11 cataliticamente inactiva y la secuencia de nucle6tidos con
codones optimizados de la SEC ID N.%: 8 que codifica la LTB. Como ejemplo, el polinucleétido que codifica el
polipéptido de fusiébn de hMMP-11-LTB cataliticamente inactivo, con codones optimizados tiene la secuencia de
nucledtidos mostrada en la SEC ID N.°: 12.

Las vacunas de polinucle6tido anti-MMP-11 pueden administrarse mediante diversidad de mecanismos de
administracion tales como inyeccién directa, electroporacion, administracion a través de mucosas, y similares. En
algunas realizaciones preferidas, la vacuna se administra por via intramuscular, intranasal, intraperitoneal,
subcutanea, intradérmica, por bombardeo con pistola génica, por via tépica u oralmente. Por ejemplo, la vacuna
puede administrarse intramuscularmente en el misculo deltoides y puede administrarse usando una jeringa de 0,5
ml seguida por un estimulo eléctrico en los dos minutos posteriores a la inyeccion. El estimulo eléctrico puede
proporcionarse usando el sistema de suministro MEDPULSER DNA (Inovio Biomedical Corporation, San Diego, CA).
Preferiblemente, la vacuna de polinucleétido anti-MMP-11 comprende uno cualquiera de los polinucleétidos
anteriores en vehiculos y excipientes farmacéuticamente aceptables, tales como agua, solucién salina, dextrosa,
glicerol, etanol y similares, y sus combinaciones. En una realizacion preferida actualmente, la vacuna esta formulada
en una solucién salina. En algunos casos se prevé que las vacunas de polinucleétido puedan comprender el vector
de expresion de una bacteria, como una cepa atenuada de Shigella flexneri, Salmonella spp., Yersinia enterocolitica,
o Listeria monocytogenes. Las vacunas de polinucledtido anti-MMP-11 también pueden contener sustancias
auxiliares tales como agentes humectantes, agentes emulsionantes, tampones y similares.

La vacuna de polinucleétido anti-MMP-11 puede incluir uno o mas adyuvantes genéticos (acidos nucleicos que
codifican uno o mas adyuvantes moleculares) capaces de modular la respuesta inmunitaria hacia una respuesta Thl
0 Th2. Tales adyuvantes genéticos incluyen, pero sin limitarse a ellos, moléculas coestimuladoras tales como CD80
y CD86; citocinas proinflamatorias tales como interleucina-la(lL-1a); factor de necrosis tumoral ay  (TNF-a y TNF-
B); citocinas de Thl tales como IL-2, IL-12, IL-15, e IL-18; citocinas de Th2 tales como IL-4, IL-5, e IL-10; factor
estimulador de colonias de macrofagos (M-CSF); factor estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF); factor
estimulador de colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF); IL-8; proteina 10 inducible por interferén-y (yIP-10);
proteina 1a inhibidora de macréfagos (MIP-1a); y RANTES. Sasaki y cols., Methods 31: 243-254 (2003), proporciona
una buena descripcion sobre formulaciones de adyuvante y sistemas de administracion para vacunas de ADN
(véase también Kim y cols., J. Interferon Cytokine Res. 20: 487-498 (2000) y Kim y cols., Human Gene Therapy 11:
305-321 (2000)). Los adyuvantes genéticos pueden proporcionarse en un casete de expresion en un vector de
expresion separado del vector de expresion que codifica la hMMP-10 en una cualquiera de las realizaciones
anteriormente mencionadas o en el mismo vector de expresion que codifica la hMMP-11 en una cualquiera de las
realizaciones anteriormente mencionadas.

La vacuna de polinucleétido anti-MMP-11 puede incluir uno o mas adyuvantes convencionales. Los adyuvantes
convencionales incluyen, pero sin limitarse a ellos, sales mineral tales como fosfato o hidroxido de aluminio,
adyuvantes derivados de bacterias tales como monofosforil lipido A, toxina colérica, muramil péptidos, particulas
lipidicas tales como liposomas catidnicos y liposomas recubiertos con manano, adyuvantes emulsionantes tales
como QS-21, y adyuvantes sintéticos tales como ubenimex. Pueden encontrarse adyuvantes y excipientes
adicionales en "A Compendium of Vaccine Adjuvants and Excipients (22 Edicién)" de Vogel y cols., Vaccine and
Prevention Research Program, Division of AIDS, National Institute of Allergy and Infectious Diseases, National
Institutes of Health, Bethesda, MD 20892.

Las vacunas de polinucledtido anti-MMP-11 de la presente invencion se administran preferiblemente como una
disolucién o suspension en un vehiculo farmacéuticamente aceptable, con una concentracién de ADN en el intervalo
de aproximadamente 10 pg/ml a aproximadamente 5 mg/ml. En general, se administra una dosis inmunoldgicamente
o profilacticamente efectiva de aproximadamente 5 mg, y preferiblemente aproximadamente 0,05, de un vector de
vacuna plasmidico directamente en tejido muscular. La dosis apropiada dependera del individuo que se va a
vacunar, y puede depender de la capacidad del individuo para expresar los acidos nucleicos que codifican la hMMP-
11 contenida en la vacuna y del sistema inmunitario del indivisillo para reaccionar frente a la hMMP-11 expresada.
La dosis exacta elegida también puede depender, en parte, del juicio del facultativo médico que administre o solicite
la administracion de la vacuna.

Las vacunas anti-MMP-11 incluyen ademdas adenovirus recombinantes que comprenden uno cualquiera de los
polinucleétidos recombinantes anteriormente mencionados. Actualmente, la vacuna de adenovirus se administra
preferiblemente por via intramuscular en el deltoides diluida en un diluyente tal como solucién salina tamponada con
fosfato en un volumen final de menos de aproximadamente 1 ml. Una dosis eficaz del adenovirus recombinante es
generalmente de 10° a 10™ particulas viricas, preferiblemente de aproximadamente 10’ a 10™* particulas viricas.

En algunas realizaciones de esta invencion, las vacunas de adenovirus y polinucleétido anti-MMP-11 divulgadas en
el presente documento se usan en diversas combinaciones de sensibilizacion/refuerzo para inducir una respuesta
inmunitaria potenciada. En este caso, los dos vectores se administran en un régimen de "sensibilizacion y refuerzo".
Por ejemplo, el primer tipo de vector se administra una o mas veces, después, tras una cantidad de tiempo
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predeterminada, por ejemplo, 2 semanas, 1 mes, 2 meses, seis meses, u otro intervalo apropiado, se administra un
segundo tipo de vector una o mas veces. Preferiblemente los vectores portan casetes de expresion que codifican el
mismo polinucledtido o combinacién de polinucledtidos. En la realizacién en la que también se usa un vector
plasmidico, se prefiere que el vector contenga uno o mas promotores reconocidos por células de mamiferos o
insectos. En una realizacion preferida, el vector plasmidico contendria un promotor fuerte, tal como, pero sin
limitarse a él, el promotor de CMV.

Como se ha indicado anteriormente, una vacuna de vector adenovirico anti-MMP-11 y una vacuna de polinucleétido
anti-MMP-11 pueden administrarse a un vertebrado como parte de un solo régimen terapéutico para inducir una
respuesta inmunitaria. En una realizacion, el primer vector es un plasmido y el segundo vector es un vector de
adenovirus. En una realizacién alternativa, el primer vector es un vector de adenovirus y el segundo vector es un
plasmido. En el procedimiento descrito anteriormente, el primer tipo de vector puede administrarse mas de una vez,
estando cada administracion del vector separada por una cantidad de tiempo predeterminada. Dicha serie de
administracion del primer tipo de vector puede estar seguida de la administraciéon de un segundo tipo de vector una o
mas veces, después de que haya pasado una cantidad de tiempo determinada. Como en el tratamiento con el primer
tipo de vector, el segundo tipo de vector también puede administrarse una vez o mas de una, después de intervalos
de tiempo predeterminados.

Otra realizacién de la presente invencion es un kit que comprende las vacunas de adenovirus o polinucleétidos anti-
MMP-11 de la presente invencién empaquetadas en contenedores adecuadamente esterilizados tales como
ampollas, botellas, viales y similares, en formas multidosis 0 como dosis unitarias. Preferiblemente, los contenedores
se sellan herméticamente después de haber sido llenados con una preparacion de vacuna. Preferiblemente, las
vacunas de polinucleétido anti-MMP-11 estan empaquetadas en un contenedor que tiene una etiqueta pegada,
etiqueta que identifica la vacuna y contiene un aviso en la forma prescrita por una agencia gubernamental reguladora
tal como la Food and Drug Administration de Estados Unidos que refleja la aprobacion de vacuna de acuerdo con las
leyes pertinentes, informacion sobre la dosificacion, y similares. La etiqueta preferiblemente contiene informacién
acerca de la vacuna que es util para un profesional sanitario que administre la vacuna a un paciente. Asimismo, el kit
preferiblemente contiene material informativo impreso relativo a la administracién de la vacuna, instrucciones,
indicaciones y cualquier advertencia necesaria.

En su forma de realizacion méas basica, las vacunas de polipéptido anti-MMP-11 de la presente invencion
comprenden una MMP-11 cataliticamente inactiva, en las que el uno o mas de los aminoacidos conservados que
comprenden el sitio de uniéon a zinc HE X X H X X G X X H (SEC ID N.° 3) de la MMP-11 se cambian por un
aminoacido alternativo. Por ejemplo, como se muestra en la SEC ID N.%: 5, en la que el acido glutamico conservado
en la posicion 216 de la hMMP-11 se cambid por el aminoacido valina para producir una MMP-11 cataliticamente
inactiva. La MMP-11 cataliticamente inactiva es un polipéptido de fusion de MMP-11 en el que la MMP-11 esta unida
en su extremo carboxi a un polipéptido elemento inmunopotenciador o una parte sustancial del mismo. El polipéptido
elemento inmunopotenciador el el polipéptido LTB en el que se ha eliminado el péptido sefial, por ejemplo, la hMMP-
11 cataliticamente inactiva que se muestra en la SEC ID N.°: 5 unida al polipéptido LTB que comprende la secuencia
de aminoacidos mostrada en la SEC ID N.°: 7.

Las vacunas de polinucledtido anti-MMP-11 pueden administrarse mediante diversidad de mecanismos de
administracion tales como inyeccion directa, administracion a través de mucosas, administracion oral, y similares. En
algunas realizaciones preferidas, la vacuna se administra por via intramuscular, intranasal, intraperitoneal,
subcutanea, intradérmica, tépica u oral. Preferiblemente, las vacunas de polinucleétido anti-MMP-11 estan
formuladas con vehiculos y excipientes farmacéuticamente aceptables, tales como agua, solucién salina, dextrosa,
glicerol, etanol y similares, y sus combinaciones. Las vacunas de polinucleétido anti-MMP-11 también pueden
contener sustancias auxiliares tales como agentes humectantes, agentes emulsionantes, tampones y similares. La
vacuna de polipéptido anti-MMP-11 puede incluir uno o mas adyuvantes capaces de modular la respuesta
inmunitaria hacia una respuesta Thl o Th2. Tales adyuvantes moleculares incluyen, pero sin limitarse a ellos,
moléculas coestimuladoras tales como CD80 y CD86; citocinas proinflamatorias tales como interleucina-1la(lL-1a);
factor de necrosis tumoral a y 8 (TNF-a y TNF-B); citocinas de Thl tales como IL-2, IL-12, IL-15, e IL-18; citocinas de
Th2 tales como IL-4, IL-5, e IL-10; factor estimulador de colonias de macréfagos (M-CSF); factor estimulador de
colonias de granulocitos (G-CSF); factor estimulador de colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF). IL-8;
proteina 10 inducible por interferon-y (yIP-10); proteina la inhibidora de macréfagos (MIP-1a); y RANTES. La
vacuna de polipéptido anti-MMP-11 puede incluir uno o mas adyuvantes convencionales. Los adyuvantes
convencionales incluyen, pero sin limitarse a ellos, sales mineral tales como fosfato o hidroxido de aluminio,
adyuvantes derivados de bacterias tales como monofosforil lipido A, toxina colérica, muramil péptidos, particulas
lipidicas tales como liposomas cati6nicos y liposomas recubiertos con manano, adyuvantes emulsionantes tales
como QS-21, y adyuvantes sintéticos tales como ubenimex. Pueden encontrarse adyuvantes y excipientes
adicionales en el anteriormente mencionado "A Compendium of Vaccine Adjuvants and Excipients (22 Edicion)" de
Vogel y cols.

Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar adicionalmente las caracteristicas y realizaciones de la
presente invencién, y no tienen la intencién de ser limitantes.
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Ejemplo 1

Para construir un vector que exprese la MMP-11 de ratén se cloné ADNc de fibroblastos de raton, que eran parte del
compartimento estromal. Se extrajo el ARN total de células NIH-3T3 y se usaron oligonucleotidos especificos para la
MMP-11 de ratén para amplificar el ADNc usando la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Los cebadores de
PCR usados fueron el 5-MMP-11 directo, con la secuencia de nucleétidos 5-CCCGGGGCGG ATGGCACGGG
CCGCCTGTC-3 ' (SEC ID N.°: 16) y el oligonucleétido degenerado inverso 3'-MMP-11-1473 con la secuencia de
nucleétidos 5-GTCAGMG-GAA AGTRTTGGCA GGCTCAGCAC AG-3 ' (SECID N.% 17)enlosque Mes Ao CyR
es A o G. La reaccion de RT-PCR se realiz6 como sigue: 45T durante 30 minutos; 94C durante 2 minutos, y
posteriormente 40 ciclos a 94T durante 15 segundos, 58C durante 30 segundos, y 68T durante 2 minuto s.

Se obtuvo un producto de amplificacién de aproximadamente 1630 pb y se cloné en el vector de clonacion TA
pCR2.1 (Invitrogen, Carlsbad, CA) para producir el plasmido pCR2.1-MMP-11. El andlisis de la secuencia de ADN
del producto de amplificacion mostré6 que la secuencia de ADN del producto de amplificacion clonado coincidia
totalmente con la secuencia de nucleétidos del ADNc de la MMP-11 de ratén (nimero de acceso: NM-008606). El
ADN que codifica la MMP-11 se eliminé del pCR2.1-MMP-11 digiriéndolo con EcoRl y clonandolo en el sitio EcoRI
del plasmido vector pV1JnsB para producir el vector de expresion pV1JnsB-MMP-11 (Figura 1). Como se muestra en
la Figura 1, el ANDc que codifica la MMP-11 esta aguas abajo de un promotor de CMV humano. Los vectores PV1j
han sido descritos por Montgomery y cols. en DNA Cell Biol. 12:777-783 (1993).

Para verificar la expresion de la MMP-11, se transfectaron células HeLa con pV1JnsB-MMP-11. Se analizaron
extractos celulares por transferencia western usando un anticuerpo para MMP-11 humana en reaccién cruzada con
MMP-11 de ratén. Como se muestra en la Figura 2, se detectd una banda de aproximadamente 50 KDa, que
indicaba que la MMP-11 era expresada por el vector.

Ejemplo 2

Se ha demostrado que la optimizacién de los codones de los genes que codifican distintos tipos de antigenos puede
conducir a una expresion aumentada y una inmunogenicidad potenciada in vivo. Por lo tanto, para aumentar la
expresion y potenciar la inmunogenicidad de la mMMMP-11, se optimizaron los codones de la secuencia codificante
de la mMMP-11.

La secuencia de ADNc de la mMMP-11 se convirtid en una secuencia de polinucleétidos que codifica la misma
secuencia de aminoacidos pero con el uso de codones optimizado para su expresion en células de raton (para una
descripcion general de la optimizacion de codones, véase Lathe, J. Molec. Biol.: 183: 1-12 (1985)). La metodologia
consistié, en general, en identificar codones en la secuencia de polinucleétidos de la mMMP-11 de tipo salvaje que
no se asocian normalmente con genes altamente expresados en ratones y reemplazarlos con codones que se
asocian habitualmente con genes altamente expresados en ratones para producir un polinucleétido que tenga sélo
codones asociados habitualmente con genes altamente expresados para una expresion alta del polinucleétido en
células originarias de raton. La secuencia génica nueva se analiz6 entonces para buscar secuencias no deseadas
generadas por estos reemplazos de codones (por ejemplo, secuencias "ATTTA", creacion accidental de sitios de
reconocimiento de ayuste de intrones, sitios de restriccion enzimaticos no deseados, contenido alto en GC, etc.). Las
secuencias no deseadas se eliminaron mediante sustitucion de los codones que comprendian las secuencias no
deseadas con otros codones, preferiblemente, si es factible, con otro codén asociado con genes altamente
expresados que codifique para el mismo aminoacido. Después, se analiza si ha mejorado la expresion de los
segmentos génicos sintéticos. El gen con codones optimizados para la expresion en ratones se disefié usando el
algoritmo del programa Vector NTI (InforMax, Rockville, MD). Para incrementar el nivel de transcripcion, se insertd
una secuencia de Kozak optimizada en 5' del cod6n de iniciacion ATG. Ademas, se insertaron dos codones de
terminacion consecutivos aguas abajo de la secuencia codificante para potenciar la terminacion de la traduccion.

El ADNc con codones optimizados que codifica la mMMP-11 se sintetiz6 por ensamblaje de oligonucle6tidos
realizado en GENEART GmbH, Alemania, y después se cloné en el sitio Bglll/Sall del vector pV1JnsA, generando
asi el pV1InsA-mMMP-11opt. Con el fin de anular la actividad enzimatica de la MMP-11 sin modificar sus
propiedades inmunogénicas, se introdujo una mutacién puntual en el sitio catalitico, que cambi6 el acido glutamico
(E) de la posicién 220 por una alanina (A) (Noel y cols., Oncogene. 19: 1605-12 (2000)). Esto produjo el vector
pV1InsA-mMMP-11(cat-)opt. La secuencia de nucledtidos de la variante de mMMP-11 cataliticamente inactiva, con
codones optimizados, (MMMP-11(cat-)opt), se muestra en la Figura 3 (SEC ID N.°: 13) y el mapa del vector
pV1InsA-mMMP-11(cat-)opt se muestra en la Figura 6A.

El documento WO2005077977 mostré6 que una fusion genética del antigeno carcinoembrionario (CEA) con
elementos inmunopotenciadores tales como la toxina termolabil B (LTB) de E. coli aumentaba adicionalmente la
eficacia de la vacunacion contra CEA. Por lo tanto, para potenciar la eficacia de la MMP-11, se sintetizd el
polinucleétido con codones optimizados que codifica la mMMP-11 cataliticamente inactiva unida a la LTB de E. coli
con la secuencia sefial eliminada y se clon6 en el sitio Bglll/Sall del vector pV1JnsA, generando asi el pV1JnsA-
mMMP-11(cat-)-LTBopt (Figura 6B). La mMMMP-11-LTB cataliticamente inactiva de fusién se sintetiz6é por ensamblaje
de oligonucleétidos realizado en GENEART GmbH, Alemania. Los codones que codifican la LTB se optimizaron para
su expresién en células de origen humano. La Figura 4 muestra la secuencia de nucleétidos con codones
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optimizados que codifica el polipéptido de fusion de mMMMP-11-LTB cataliticamente inactivo y la Figura 5 muestra la
secuencia de aminoacidos del polipéptido de fusion de mMMP-11-LTB cataliticamente inactivo, respectivamente.

Para probar la expresion de pV 1 JnsA-mMMP-11 (cat-)-LTBopt, se transfectaron células HeLa con pV1jnsA-mMMP-
11 (cat-)-LTBopt mediante Lipofectamine2000 (Invitrogen). Se prepararon extractos de células enteras usando
tampon de lisis (SDS al 2%, EGTA 5 mM, EDTA 5 mM, Tris-HCI 20 mM, pH 7,4) y se analizaron por transferencia
western para comprobar la expresion de la proteina de fusion mMMP-11-LTB cataliticamente inactiva. La proteina de
fusion mMMMP-11-LTB cataliticamente inactiva se detecté usando anticuerpos anti-MMP-11 y anti-LTB siguiendo
protocolos estandar de transferencia Western. Los anticuerpos anti-MMP-11 y -LTB eran de BIOMOL (Exter, Reino
Unido y Plymouth Meeting, PA, Anti-MMP-11 cat. N.° SA-371) y Abcam (Cambridge, Reino Unido y MA, Anti-toxina
termolabil de E. Coli, cat N.° ab9199). Como se indica en la Figura 7, ambos anticuerpos se unieron a una banda de
aproximadamente 60 KDa, que correspondia al peso molecular de la proteina de fusion mMMP-11-LTB
cataliticamente inactiva.

Ejemplo 3

Para probar el potencial inmunogénico de mMMP-11(cat-)opt y mMMP-11(cat-)-LTBopt en comparacion con la
mMMP-11 de tipo salvaje, se inmunizaron ratones BALB/c por via intramuscular con cuatro inyecciones de ADN 50
Mg de ADN plasmidico en solucion salina seguidas de electroporacion (EP) 1 semana después, de acuerdo con
Zucchelli y cols. (Enhancing B and T cell Immune response to an HCV E2 DNA vaccine by muscle electro gene
transfer. J. Virol. 74: 11598-11607, (2000)). Dos semanas después de la tltima inyeccion, se sacrificaron los ratones
y se midi6 la respuesta inmunitaria contra péptidos mMMMP-11 mediante tincion intracelular para interferon gamma
(IFNy). Como se muestra en la Figura 8, tanto la de tipo salvaje como la mMMP-11 opt cataliticamente inactiva
fueron eficaces en la ruptura de la tolerancia en ratones (% CD8+IFNy+>0,1%). No parece que hubiera ninguna
diferencia significativa entre la mMMP-11 y la mMMP-11opt cataliticamente inactiva. No obstante, como se muestra
también en la Figura 8 la fusion de la mMMMP-11 opt cataliticamente inactiva a LTB incrementé significativamente la
respuesta inmunitaria (p<0,05).

La respuesta humoral se midié en una transferencia western. Para medir la respuesta inmunitaria humoral, se
separaron extractos de células enteras de células HelLa transfectadas con pV 1 JnsB-MMP-11 en un gel de
poliacrilamida y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. Los sueros de los ratones inmunizados anteriormente
se incubaron con las membranas. Después, la deteccién de anticuerpos de raton contra mMMP-11 fue usando una
anti-lgG de ratén conjugada con fosfatasas alcalinas (Sigma Chemicals, St. Louis, MO). La deteccion de una banda
correspondiente al peso molecular de la mMMP-11 indica la presencia de anticuerpos contra mMMP-11. Como se
muestra en la Figura 9, no se observaron diferencias claras significativas en la respuesta humoral entre ratones
inmunizados con mMMP-11 y ratones inmunizados con mMMP-11(cat-)-LTBopt cataliticamente inactiva.

Basandose en los resultados mostrados en la Figura 8, se seleccion6 mMMP-11 (cat-)-LTBopt como el mejor
inmundgeno para usar en los estudios de vacunacion.

Ejemplo 4

Se produjo un modelo de tumor que sobreexpresa MMP-11 como sigue. La 1,2-dimetilhidrazina (DMH) o su
metabolito azoximetano se usan frecuentemente como el carcindégeno iniciador en estudios de induccién de tumores.
Se ha encontrado que la DMH induce tumore colonicos en numerosas especies de animales (Choudhary and H.
Hansen, Chemosphere 37: 801-843 (1998)), incluso después de una Unica exposicion oral en algunos casos, pero
normalmente se usan de 6 a 10 tratamientos semanales. La DMH es un agente alquilante y se ha demostrado que el
tratamiento con este compuesto quimico induce aductos metilicos en bases de ADN, mutaciones puntuales,
micronucleos e intercambios de cromatidas hermanas. El tratamiento con DMH induce la apoptosis en el colon
(Blakey y cols., Cancer Res. 45: 242-249 (1985)) asi como un aumento en la proliferacion celular de células
epiteliales del colon (Ma y cols., World J. Gastroenterol. 8: 847-852 (2002)), que es una caracteristica del cancer de
colon humano.

En cepas de ratones susceptibles, tales como A/J, pero también en menor medida en BALB/c, la progresion de la
carcinogénesis inducida por DMH en tejido de colon pasa por diferentes etapas: (1) formacién de criptas aberrantes
(ACF); (2) Adenoma; (3) Polipo; y (4) Adenocarcinoma Con el fin de verificar la expresion de mMMP-11 en este
proceso de tumorigénesis, los ratones A/J recibieron seis inyecciones semanales de DMH y se sacrificaron cinco
semanas después de la Ultima inyeccion de DMH: en esta etapa tanto las criptas aberrantes como algunos
adenomas estaban presentes en el tejido de colon de ratéon. Se congeld tejido de intestino y se analizd por
transferencia western e inmunohistoquimica (IHC) usando un anticuerpo contra mMMP-11. En ratones no tratados
(vehiculo), el analisis de IHC mostr6 expresién de mMMP-11 en la base de criptas normales: parece que la
expresion de mMMP-11 se limité a células madre coldnicas. Se detectd expresion fuerte y difundida en criptas
aberrantes y formaciones de adenoma (Figura 10). Esta observacion se confirmé por analisis de transferencia
western de extractos tisulares de colon de ratones tratados con DMH o dejado sin tratar: la forma activada de
mMMP-11 estaba presente en colon tratado con DMH (Figura 10), indicando asi la sobreexpresién de la proteinasa
por el tejido tumoral. Estos datos indican la idoneidad de la carcinogénesis inducida por DMH como modelo para el
tratamiento y vacunacién anti-MMP-11.
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Ejemplo 5

Este ejemplo muestra la eficacia terapéutica de la vacuna anti-MMP-11. Como se indica en el ejemplo anterior, la
MMP-11 se sobreexpresa en formaciones de criptas aberrantes (ACF) y adenomas inducidos por la administracion
de 1-2dimetilhidrazina (DMH) en ratones A/J. Otros estudios han demostrado que la DMH no interfiere con el
sistema inmunitario y la eficacia de la vacunacion genética. El siguiente experimento se realizé para determinar si la
DMH interferiria con la funcionalidad del sistema inmunitario y la eficacia de la vacunacion genética.

Se trataron grupos de 10 ratones BALB/c o A/J con seis inyecciones intraperitoneales (IP) de DMH empezando a
partir de la quinta semana de edad o se dejaron sin tratar (Mock). En las semanas ocho y 11, todos los ratones
recibieron inyecciones de 50 pg del plasmido pV1J-CEAopt (Véase el documento WO2005077977 para pV1J-
CEAopt). Dos semanas después, los ratones se sangraron y sus respuestas inmunitarias al CEA codificado por
pV1J-CEAopt se analizaron por tincién intracelular tras estimulacion con péptidos de 15 unidades que abarcan la
proteina CEA. Para los ratones BALB/c, se midi6 la respuesta inmunitaria CD8+. La Figura 19A muestra que no
hubo diferencias significativas en la respuesta CD8+ entre ratones BALB/c tratados con DMH y tratados con mock.
Para los A/J ratones, se midieron las respuestas inmunitarias CD8+ y CD4+. Las Figuras 19B y 19C muestran que
no hubo diferencias significativas en las respuestas CD8+ y CD4+ entre ratones A/J tratados con DMH y tratados
con mock. Estos resultados demostraron que la DMH no parecia influir en la actividad del sistema inmunitario. En
conjunto, estos datos sugieren que la MMP-11 es un antigeno asociado a tumores y que una vacuna contra MMP-11
seria un medio viable para tratar canceres que sobreexpresan MMP-11.

Para probar la eficacia de una vacuna anti-MMP-11, se trataron grupos de 60 ratones A/J con DMH con seis
inyecciones semanales: un grupo se deja sin tratar (naive), un segundo grupo se inmuniza con pV1jnsA-mMMP-
11(cat-)-LTBopt seguido de electroporacién, como se indica en el esquema mostrado en la Figura 11A. Dos
semanas después de la Ultima inmunizacién, se analizé la inmunidad mediada por células (CMI) frente a mMMMP-11
con un conjunto de péptidos de 15 unidades que abarca la proteina completa; sin embargo, se detecté una
respuesta inmunitaria pobre en los grupos analizados (datos no mostrados). De siete a ocho semanas después de la
Ultima inyeccion, se sacrificaron 20 ratones por grupo y se analizd la presencia de ACF, adenomas, pélipos y
adenocarcinomas en el colon. Los ratones vacunados muestran una reduccion significativa de la presencia de ACF,
adenomas, poélipos y adenocarcinomas inducida por DMH (Figuras 11B a 11E).

Ejemplo 6

Para confirmar la eficacia de la proteccién contra tumores en el modelo de carcinogénesis con DMH en otra cepa de
raton cepa, se siguidé el mismo esquema de tratamiento e inmunizacién que anteriormente, usando ratones BALB/c.
Dos semanas después de la tltima inmunizacion, se analizé la CMI contra mMMP-11, con un conjunto de péptidos
de 15 unidades que abarca la proteina entera.

Para la preparacion de esplenocitos a partir de ratones inmunizados, se extrajeron los bazos de ratones sacrificados
de forma estéril y se rompieron pasandolos a través de una rejilla. Se obtuvo la lisis de eritrocitos mediante
incubacién durante 10 minutos con tampén de lisis ACK (Life Technologies, Bethesda, MD). Después de la
centrifugacion a 1200 rpm durante 10 minutos, se resuspendieron las células blancas en medio R10.
Aproximadamente de 1 a 2 X 10° esplenocitos o PBMC (células mononucleares de sangre periférica) se
resuspendieron en 1 ml de medio R10. Se afiadieron péptidos antigénicos a una concentracion final de 1 pg/ml con
Brefeldina A. Los péptidos antigénicos de mMMP-11 comprendian un conjunto de péptidos de 15 unidades, que
juntos abarcaban el péptido MMP-11 entero. El niUmero total de péptidos fue de 121 y se dividié en 4 conjuntos (A,
de 1a30;B,de31a60;C,de6l1la90;D,de91al2l).

Después de 12 horas de incubacion a 37<C, se lavaron las células con 3 ml de tamp6n FACS (PBS suplementado
con FBS al 1 % y que contiene NaN3 al 0,05%) y se centrifugaron durante 10 minutos a temperatura ambiente. Las
células se incubaron con anti-CD16/CD32 de raton en 100 pL de tampdn FACS durante 15 minutos a 4. Enton ces,
después de lavar las células con tampon FACS, se analizé la secrecion de IFNy de las células tras incubacion con
péptidos antigénicos de mMMMP-11 de 15 unidades. Para la tincién de antigenos de superficie se afiadieron anti-
CDD3[ de ratén conjugado con aloficocianina (APC), anti-CD4 de raton conjugado con ficoeritrina (PE), y anti-CD8a
de ratén conjugado con proteinas peridinin clorofila (PerCP), todos diluidos 1:50 en tampon FACS, a las células en
un volumen final de 100 pL y se incubaron las células durante 30 minutos a temperatura ambiente en oscuridad.
Después de lavar con PERMWASH (Pharmingen), las células se resuspendieron en 100 uL de solucion CYTOFIX-
CYTOPERM (Pharmingen), se agitaron en un voértex y se incubaron durante 20 minutos a 4C en oscuridad.

Para la tincion intracelular, se incubaron las células con anti-interferén y de raton conjugado con fluoresceina (FITC)
diluido 1:50 en PermWash (volumen final de 100 pL) durante 30 minutos a temperatura ambiente en oscuridad.
Después de lavar, las células se resuspendieron en de 250 a 300 pl de formaldehido al 1% en PBS y se analizaron
con un FACS CALIBER (Becton Dickinson, San Jose, CA).

Se detectd una respuesta inmunitaria significativa en los grupos inmunizados principalmente dirigida contra el
extremo C de la proteina y era especifica para CD8+ (Figura 12A). Los efectores CD8+ desencadenados eran
funcionales, puesto que fueron capaces de lisar células tumorales diana cargadas con péptidos antigénicos de
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mMMP-11 (Figura 12B). Lo mas importante, se observo una proteccion significativamente alta en ratones vacunados
en todas las etapas desde ACF a adenomas (Figuras 13A a 13D). Estos datos indican que la MMP-11 es una diana
Optima para inmunoterapia especifica activa y que la vacunacion es extremadamente eficiente en la proteccion
contra tumores.

Ejemplo 7
Clonacién y optimizacién de secuencia de nucle6tidos que codifica la MMP-11 humana cataliticamente inactiva.

Anéalogamente a la MMP-11 de raton, se optimizaron los codones de la MMP-11 humana de acuerdo con el uso de
codones mas frecuentes en células humanas y se hizo cataliticamente inactiva cambiando el codén para el acido
glutamico (E) del sitio catalitico de la posicién 220 por una alanina (A). El polinucle6tido que comprende la hMMP-11
cataliticamente inactiva, con codones optimizados, se sintetizd6 por ensamblaje de oligonucleétidos (GENEART,
GmbH) y y se cloné en el sitio Bglll/EcoRI del vector pV1JnsA, generando pV1JnsA-hMMP-11(cat-)opt (Figura 18).
La secuencia de nucle6tidos del polinucleétido con codones optimizados que codifica la hMMP-11 cataliticamente
inactiva se muestra en la Figura 14. La secuencia de aminoacidos de la hMMP-11 cataliticamente inactiva se
muestra en la Figura 15. El vector pV1JnsA-hMMP-11 (cat-)opt se disefié para su uso en seres humanos y puede
usarse en modelos preclinicos tales como ratones transgénicos para MHC de clase | humanas, tales como HLA-A2.1
para identificar epitopos inmunogénicos.

Para mejorar la eficacia de la vacuna anti-MMP-11 que comprende la hMMP-11, se sintetizé el polinucle6tido con
codones optimizados que codifica la hMMP-11 cataliticamente inactiva unida a la LTB de E. coli con la secuencia
sefial eliminada y se clonoé en el sitio Bglll/Sall del vector pV1JnsA, generando asi el pV1JnsA-MMP-11(cat-)-LTBopt
(Figura 20). La secuencia de nucleétidos de pV1JInsA-MMP-11 (cat-)-LTBopt se muestra en la SEC ID N.% 18. La
secuencia de nucledtidos comienza en el segundo nucleétido del polienlazador Xbal separando los codones de
nucleétidos que codifican la hMMP-11 cataliticamente inactiva de los codones de nucleétidos que codifican la LTB.
En la secuencia de nucledtidos de la SEC ID N.° 18, promotor de CMV incluye los nucledtidos 3647 a 4261, el intron
A incluye los nucleétidos 4396 a 5221, la hMMP-11 cataliticamente inactiva incluye los nucleétidos 5253 a 6715, el
polienlazador Xbal incluye los nucleétidos 6715 a 5, la LTB incluye los nuclettidos 6 a 315 y la poliA de BGH incluye
los nucleétidos 382 a 599. El polinucleétido que codifica la MMP-11-LTB humana cataliticamente inactiva de fusién
puede sintetizarse mediante ensamblaje de oligonucleétidos, que puede realizarse en GENEART GmbH, Alemania.
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Merck & Co., Inc.
Aurisicchio, Luigi
Peruzzi, Daniela

La Monica, Nicola
Ciliberto, Gennaro
Lazzaro, Domenico
Mori, Federica

<120> VACUNA DE METALOPROTEINASA 11 DE LA MATRIZ
<130> PCT ITR0108

<150> 60/724,498
<151> 2005-10-07

<160> 18
<170> FastSEQ para Windows Versién 4.0

<210>1

<211> 1467

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> Region V

<222> (0)...(0)

<223> ADNc que codifica MMP-11 humana

<400>1

atggectccgg ccgectgget ccgcagegeg gecgegcgeg ccctectgec ccegatgetg 60
ctgetgetge tccagecgce gecgetgetg gecegggete tgecgcegga cgcccaccac 120

ctccatgcecg agaggagggg gccacagecc tggcatgcag ccctgcccag tagcccggca 180
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<210>2

<220>

cctgeeccty
ggcgtgeccg
tceggcggyge
ttggtgcagg
acgcecactca
aggtactgge
ttcttcecca
atcgggyatg
ctggggctge
tacccactga
tggcccaceg
gagattgcac
gtctccacca
dggggecage
agccctgtgg
cagtactggy
ggcctggtga
tacttcttce
ccegtgecee
caggatgctg
gtgaaggtga
gccgagecty

<221> VARIANTE
<222> (0)...(0)

<223> MMP-11 humana

<400> 2
000

<210> 3

<211>11
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ccacgcagga
acccatctga
getgggagaa
agcaggtgeg
cctttactga
étggggacga
agactcaccg
accagggeac
agcacacaac
gtctcagcece
tcaccteccag
cgctggagece
tccgaggcga
tgcagecegg
acgctgcctt
tgtacgacgg
ggttcoceggt
gaggcaggga
gcagggecac
atggctatgcec
aggctctgga

ccaacacttt

ES 2370040 T3

agccceccegg
tgggctgagt
gacggaccte
gcagacgatg
ggtgcacgag
cetgeegttt
agaaggggat,
agacctgctg
agcagccaag
agatgactgc
gacceccagec
agacgceccyg
gctetteete
crtaceccagca
¢cgaggatgec
tgaaaageca
ccatgctgee
ctactggcgt
tgactagaga
ctacttcctyg
aggettceee

cctctga

cctgccagea
gcccgcaace
acctacagga
gcagaggcec
ggccgtgcetyg,
gatgggcctél
gtecactteyg
caggtggcag
gccctgatgt
aggggcgtte
ctgygecece
ccagatgcect
ttcaaagcgg
ttggcetcte
cagggccaca
gtcetgggec
ttggtctggg
ttccaccecca
ggggtgcecct
cgeggecgec

cgteteogtyy

<223> Secuencia de aminoacidos del dominio de unién a Zn de
hMMP-11

<221> VARIANTE

<222>3

,4,6,7,9,10

<223> Xaa = Cualquier aminoéacido

<400> 3

His Glu Xaa Xaa His Xaa Xaa Gly Xaa Xaa His

1

5

10

22

gcctcaggees
gacagaagag
tecticggtt
taaaggtatg
acatcatgat
Qgggcatcct
actatgatga
cccatgaatt
ccgectecta
aacacctata
aggctgggat
gtgaggcctc
gctttgtgty
gccactggea
tetggttett
cegeaceect
gtceccgagaa
gcacccggeg
ctgagatcga
tctactggaa

gtecctgactt

tececegetgt
geregrgect
cccatggcag
gagcgatgtg
cgacttcgee
ggcccatgec
gacctggact
tggccacqgrg
cacctttegce
tggccageec
agacaccaat
ctttgacgeg
gegcetecygt
gggactgece
ccaagatgcet
caccgagctg
gaacaagate
tgtagacagt
cgctgectte
gtttgaccct
ctttggctgt

240
300
360
420
4840
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
14867
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<210>4

<211> 1467
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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<223> ADN que codifica hMMP-11 cataliticamente inactiva

<400> 4

atggctccgg
ctgctgerge
cteecatgecg
cctgeceoeety
ggcgtgecceg
tctggcggge
ttggtgeagy
acgccactca
aggtactggc
ttettcccea
atcggggatg
ctggggctge
tacccactga

tggcecaceg

gagattgcac
gtctccacea
gggggccage
agecctgtgg
cagtactggg
ggectggtga
tactrcerice
cccgtgecce
caggatgctyg
gtgaaggtga
gecgageetg

ccgcetgget
tcecagccgec
agaggagggg
ccacgcagga
acccatctga
gctgggagaa
agcaggtgcyg
cctttactga
atggggacga
agactcaccg
accagggcac
agcacacaac
gtctcagcce

tcacctcecag

cgectggagec
tecgaggega
tgcagccoegyg
acgctgeett
tgtacgacgg
ggttceccggt
gaggcaggga
gcagggccac
atggctatge
aggctctgga

¢caacacttt

ccgcagegeg
gccgetgety
gccacagceec
agceececgg
tgggctgagt
gacggaccte
gcagacgatg
ggtgcacgag
cctgeocogttt
agaaggggat
agacctgetg
agcagccaag
agatgactgce

gaccccagecc

agacgccececeg
getettttte
ctacccagcea
cgaggatgcec
tgaaaagcca
ccatgctgcee
ctactggegt
tgactggaga
ctacttecctg
aggcttceooe

cctctga

geccgogogeg
geeegggaete
tggcatgcag
cctgeccagea
gcecgcaace
acctacagga
gcagaggccee
ggceatyctyg
gatgggectg
gtccacttcg
caggtggcag
geoctgatgt
aggggcgte
ctgggeceee

ccagatgcect
ttcaaagcygg
ttggectete
cagggccaca
gtcctgggee
ttggtetggg
ttccacccea
ggggtgccct
cgcggecegec
cgtctegtag

23

ccetectger
tgcegeegga
ccctgcecag
gcctcaggec
gacagaagag
tectteggtt
taasaggtatg
acatcatgat
gggygcatcct
actatgatga
cccatgtgte
ccgecetteta

aacacctata

aggctgggat

gtgaggccte
getttgtgtg
gecactggca
tttggttett
ccgecacceet
gtccecgagaa
gcacccggeg
ctgagatcga
tctactggaa
gtectgacte

ccecgatgctg
cgeccaccac
tagcecggca
tceoccgeotgt
gttcgtgett
cccatggcag
gagcgatgtg
cgacttcgec
ggceccatgec
gacctggact
tggccacgty
cacctttege
tggccagece

agacaccaat

ctttgacgcg
gcgecteegt
gggactgece
ccaaggtget
caccgagety
gaacaagatc
tgtagacagt
cgetgectte
gtttgaccct
ctttggcegt

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

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
13890
1440
1467
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<210>5
<211> 488

<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> hMMP-11 cat inactiva

<400> 5

Met

Pro

Ala

Gln

Thr

65
Gly

Ala

Pro

Leu

Pro

S0

Gln

val

Phe

Ile

Pro

Met

Pro

35
Trp

Glu

Pxo

val

Leu
115

Ala

Leu

20

Pro

His

Ala

Asp

Leu

100
Arg

Ala

Leu

Asp

Ala

Pro

Pro

85

Ser

Phe

Trp

Leu

val

Ala

70

Ser

Gly

Pro

ES 2370040 T3

Leu

Leu

His

Leu

55

Pro

Asp

Gly

Arg

Leu

His

40

Pro

ala

Gly

Arg

Gln
120

Ser

Gln

25

Leu

Ser

Ser

Leu

Trp

105

Leu

24

Ala

10

Pro

His

Ser

Ser

Ser

20

Glu

val

ala Ala
Pro Pro
Ala Glu
Pro Ala
1)
Leu Arg
75
Ala Arg

Lys Thr

Gln Glu

Arg

Leu

Arg

45

Pro

Pro

Asn

Asp

Gln
125

ala

Leu

30

Arg

Ala

Pro

Arg

Leu

110
val

Leu

15

Ala

Gly

Pro

Arg

Gln

95

Arg

Leu

Arg

Pro

Ala

80

Lys

Gln



Thr

Phe

145

Arg

Leu

Phe

Leu

Pro

Ala

Arg

305

Gly

Gln

His

Lys

Met
130
Thr

Tyr

Ala

Asp

Leu

210

Thr

Pro

Gly

Gln

Pro

290

Gly

Gly

Gly

Ile

Pro

370

Pro

Phe

val

Ala Glu Ala

Glu

Trp
His
195
Gln
Thr
Leu
Gln
Ala
275
Pro
Glu
Gln

Leu

Trp
355
Val
Val

Phe

Asp

val

His

ala

180

Asp

Val

Ala

Ser

Pro

260

Gly

Asp

Leu

Leu

Pro

340

Phe

Leu

His

Arg

Ser

His
Gly
165
Phe
Glu
Ala

Ala

Leu
245
Trp

Ile
Ala
Phe
Gln
325
Ser
Phe
Gly
Ala
Gly

405

Pro
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Leu

Glu

150

Asp

Phe

Ala

Lys

230

Ser

Pro

Asp

Cys

Phe

310

Pro

Pro

Gln

Pro

Ala

390

Arg

Val

Lys
135
Gly

AsSp

Pro

His

215

Ala

Pro

Thr

Thr

Glu

295

Phe

Gly

val

Gly

Ala

375

Len

Asp

Pro

val

Arg

Leu

Lys

Thr

200

val

Leu

Asp

val

Asn

280

ala

Lys

Tyr

Asp

Ala

360

Pro

Val

Tvr

Arg

Trp

Ala

Pro

Thr

185

Ile

Phe

Met

Asp

Thr

265

Glu

Ser

Ala

Pro

Ala

345

Gln

Leu

Trp

Arg

25

Ser

Asp

Phe

170

His

Gly

Gly

Ser

Cys

250

Ser

Ile

Phe

Gly

Ala

330
Ala

Tyr

Thr

Gly

410
Ala

Asp

Ile

155

Asp

Arg

Asp

His

Ala

235

Arg

Arg

Ala

Asp

Phe

315

Leu

Phe

Trp

Glu

Pro

395

Phe

Thr

val

140

Met

Gly

Glu

Asp

val

220

Phe

Gly

Thr

Pro

Ala

300

Val

Ala

Glu

val

Leu

380

Glu

His

Asp

Thr

Ile

Pro

Gly

Gln
205

Leu

val

Pro

Leu

285

val

Trp

Ser

Asp

Tyr

365

Gly

Lys

Pro

Trp

Pro

Asp

Gly

Asp

190

Gly

Gly

Thr

Gln

Ala

270

Glu

Ser

Arg

Arg

Ala

350

Asp

Leu

Asn

Ser

Arg

Phe

Gly

175

val

Thr

Leu

Phe

His

255

Leu

Pro

Thr

Leu

His

135

Gln

Gly

val

Lys

Thr

415
Gly

Thr

ala

160

Ile

Hisg

Asp

Gln

Arg

240

Leu

Gly

Asp

Ile

Arg

320

Trp

Gly

Glu

Arg

Ile

400

Arg

val



10

<210>6

ES 2370040 T3

420 425 430
Pro Ser Glu Ile Asp Ala Ala Phe Gin Asp Ala Asp Gly Tyr Ala Tyr
435 440 445
Phe Leu Arg Gly Arg Leu Tyr Trp Lys Phe Asp Pro Val Lys Val Lys
450 455 460

Ala Leu Glu Gly Phe Pro Arg Leu Val Gly Pro Asp Phe Phe Gly Cys
465 470 475 480
Ala Glu Pro Ala Asn Thr Phe Leu

<211> 1470
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

485

<223> ADN con codones optimizados que codifica
hMMP-11 cataliticamente inactiva

<400> 6

atggctcctg
ctgctectge
ctgecatgeeg
cctgcecety
ggcgtgcccg
tctgacggac
ctggtgcagg
accecactga
cggtactgge
ttcrteccea
atcggggatg
ctggggctge
tacccactga
tggcccactg
gagattgece

gtgtceacca

ccgcctgact
tgcageetce
agaggagygyg
ccacacagga
acceatctga
gctgggagaa
aacaggtgcg
cctttactga
atggggacga
aaactcaccyg
accagggecac
agcacacaac
gtctgagece
tgacctccay
ccectggagee

tcagaggcga

gagaagegcet
tcctobgetyg
gccacagecce
agcccccaga
tgggctgagt
aaccgacctg
gcagacaatg
agtgcacgag
cctgcoctttt
ggaagygggat
agacctgeceg
agctgccaaqg
agatgactgce
gaccccagcec
agacgcccect

gctgtttitc

geegetagag
gctegggetce
tggcatgctg
cctgecagea
gecccgeaace
acctacagga
gctgaggecc
ggcagggetg
gatgggeetg
gtgcactteg
caggtggccg
gcectgatgt
aggggcgtgce
ctgggccece
ccagatgect

ttcaaggecyg

26

ccoctgetgee
tgecctectga
cectgeecag
gcctgaggcec
ggcagaagag
tcctgecggtt
tgaaagtygtg
acatcatgat
ggggeatcet
actatgatga
cceatgtgtt
cogecttcta
agcacctgta
aggctgggat
gtgaggccte
gctttgigtyg

cectatgety
cgtgcaccac
tagcectget
tcccagatgt
attcgtgetg
cccatggcag
gagcgatgtyg
cgacttegec
ggcccatgec
gacctggact
tggccacgtyg
cacctttcge
tygccagecce
tgacaccaat
ctttgacgce

gagactgaga

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



10

15

20

<210>7

ggggygccage
agccectgtag
cagtactgag
ggcctggega
tacttcttee
eccecgtgecea
caggacgctg
gtgaaagtga
gccgagectg

<211> 309
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

tgcagecegg
acgctgectt
tgtacgacgg
gattcccagt
ggggcaggga
gaagggccac
atggctatgc
aggctctgga

ccaacacttt

ES 2370040 T3

ctacccaget
cgaggatgce
cgaaaagcca
gcatgccgee
ctactggaga
tgéctggaga
ctactteeotg

aggctteccee

cctgtgataa

<223> ADN que codifica LTB sin el péptido sefial

<210>8

<400> 7

gctccecagt ctattacaga actatgttcg

aatgacaaga tactaccata tacggaatcg

acatttaaga gcggcgcaac atttcaggte

caaaaaaaag ccattgaaag gatgaaggac

aaaattgata aattatgtgt atggaataat

atggaaaac

<211> 309
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ctggectete
cagggceaca
gtgctgggece
ctggtgtggy
ttecacceca
ggagtgcect
cgeggcagygce
agactggtgg

gaatatcgca
atggcaggta
gaagtcccgyg
acattaagaa

aaaaccccca

<223> ADN con codones optimizados que codifica LTB sin péptido

sefal

<400> 8

gccactggea
tttagttctt
ctgeteccct
gacccgagaa
gcacccggag
ctgagatcga
tgtactggaa
geectgactt

acacacaaat
aaagagaaat
gcagtcaaca
tcacatatct

attcaattge

gggactgcec
ccagggeget
gaccgagckyg
gaacaaaatc
agtggacagt
cgoccgecttco
gtttgaccct
ctitggetgt

atatacgata
ggttatcatt
tatagactce
gaccgagacc

ggcaatcagt

1020
1080
1140
1200
1250
1320
1380
1440
1470

60

120
180
240
300
309

geoceocaga gecatcaccega getgtgcage gagtaccgga acacccagab ttacaccate 60

27



10

15

20

<210>9
<211> 103
<212> PRT

aacgacaaga tcctgagcta caccgagage atggccagcea agagggagat dggtgatcatce
accttcaaga gcggegcecac cttccaggtg gaggtgeoccyg gcagccagca catcgacage
cagaagaagg ccatcgageg gatgaaggac accctgegga tcacctacct caccgagace

aagatcgaca agctgtgcogt gtggaacaac aagaccccca acagcatcge cgecatcage

atggagaat

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> LTB sin la secuencia sefal

<400>9

<210> 10
<211> 593
<212> PRT

Ala Pro Gln Ser

1
Ile Tyr

Gly Lys

Gln Vval
50

Ile Glu

65

Lys Ile

Ala Ala

Thr

Arg

35

Glu

Arg

Asp

Ile

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Ile

20

Glu

Val

Met

Lys

Ser

100

Ile

Asn

Met

Pro

Lys

Leu

85
Met

ES 2370040 T3

Th;
Asp
Val
Gly
Asp
70

Cys

Glu

Glu
Lys
Ile
Ser
55

Thr

Val

Asn

Leu Cys

Ile Leu
25

Ile Thr

40

Gln His

Leu Arg

Trp Asn

<223> polipéptido de fusién de hMMP-11-LTB cataliticamente

inactiva

<400> 10

28

Ser

10

Ser

Phe

Ile

Ile

Asn

9¢

Glu Tyr

Tyr Thr

Lys Ser

Asp Ser
60

Thr Tyr

75

Lys Thr

Arg Asn Thr Gln
15
Glu Ser Met Ala
30
Gly Ala Thr Phe
45
Gln Lys Lys Ala

Leu Thr Glu Thr
80
Pro Asn Ser Ile
35

120
180
240
300
309



ES 2370040 T3

Met Ala Pro Ala Ala Trp Leu Arg Ser Ala Ala Ala Arg Ala Leu Leu

Pro Pro Met Leu Leu Leu Leu Leu Gln Pro Pro Pro Leu Leu Ala Axg
20 25 30
Ala Leu Pro Pro Asp Val His His Leu His Ala Glu Arg Arg Gly Pro
35 40 45
Gln Pro Trp His Ala Ala Leu Pro Ser Ser Pro Ala Pro Ala Pro Ala
50 55 60
Thr Gln Glu Ala Pro Arg Pro Ala Ser Ser Leu Arg Pro Pro Arg Cys
65 70 75 80
Gly Val Pro Asp Pro Ser Asp Gly Leu Ser Ala Arg Asn Arg Gln Lys
85 90 95
Arg Phe Val Leu Ser Gly Gly Arg Trp Glu Lys Thr Asp Leu Thr Tyr
100 105 110
Arg Ile Leu Arg Phe Pro Trp Gln Leu Val Gla Glu Gln Val Arg Gln
115 120 125
Thr Met Ala Glu Ala Leu Lys WVal Trp Ser Asp Val Thr Pro Leu Thr
130 135 l4¢
Phe Thr Glu Vval His Glu Gly Arg Ala Asp Ile Met Ile Asp Phe Ala
145 150 155 160
Arg Tyr Trp His Gly Asp Asp Leu Pro Phe Asp Gly Pro Gly Gly Ile
165 170 175
Leu Ala His Ala Phe Phe Pro Lys Thr His Arg Glu Gly Asp Val His
180 185 190
Phe Asp Tyr Asp Glu Thr Trp Thr Ile Gly Asp Asp Gln Gly Thr Asp
185 200 205
Leu Leu Gln Val Ala Ala His val Phe Gly His Val Leu Gly Leu Gln
210 215 : 220
His Thr Thr Ala Ala Lys Ala Leu Met Ser Ala Phe Tyr Thr Phe Arg
225 230 235 240
Tyr Pro Leu Ser Leu Ser Pro Asp Asp Cys Arg Gly Val Gln His Leu
245 250 255
Tyr Gly Gln Pro Trp Pro Thr val Thr Ser Arg Thr Pro Ala Leu Gly

29



Pro

Ala

Arg

305

Gly

Gln

His

Lys

Pro

Phe

Ala

4865

Ala

Glu

Lys

Ile

Ser
545

Gln

Pro

290

Gly

Gly

Gly

Ile

Pro

370

Pro

Phe

Val

Ser

Leu

450

Leu

Glu

Leu

Ile

Ile

530
Gln

Ala

275

Pro

Glu

Gln

Leu

Trp

355

val

val

Phe

Asp

Glu

435

Arg

Glu

Pro

Cys

Leu

515

Thr

His

260
Gly

Asp

Leu

Leu

Pra

340

Phe

Leu

His

Arg

Ser

420

Ile

Gly

Gly

Ala

Ser

500

Ser

Phe

Ile

Ile

Ala

phe

Gln

325

Ser

Phe

Gly

Ala

Gly

405

Pro

Asp

Arg

Phe

Asn

485
Glu

TYyr

Lys

ASp

Asp Thr

Cys
Phe
310

Pro

Pro

Gln

Pro

Ala

380

Arg

Val

Ala

Leu

Pro

470
Thr

Tyr

Thr

Ser

Ser
550

ES 2370040 T3

Glu

295

Phe

Gly

val

Gly

Ala

375

Leu

Asp

Pro

Ala

Tyr

455

Arg

Phe

Arg

Glu

Gly
535
Gln

Asn
280
Ala

Lys

Tyr

Asp

Ala

360

Pro

Val

Arg

Phe
440

Trp

Leu

Leu

Asn

Ser

520

Ala

Lys

265
Glu

Ser

Ala

Bro

Ala

345

Gln

Leu

Trp

Trp

Arg

425

Gln

Lys

val

Ser

Thr

505

Met

Thr

Lys

30

Ile

Phe

Gly

Ala

330
Ala

Tyr

Thr

Gly

Arg

410

Ala

Asp

Fhe

Gly

Arg

490

Gln

Ala

Phe

Ala

Ala

Asp

Phe

315

Leu

Phe

Trp

Glu

Pro

395

Phe

Thr

Ala

Asp

Pro

475

Ala

Ile

Gly

Gln

Ile
555

Pro

ala

360

Val

Ala

Glu

Val

Leu

380

Glu

His

Asp

Asp

Pro

460

Asp

Pro

Lys

val
540
Glu

Leu
285
Val

Trp

Ser

Asp

Tvr

365

Gly

Lys

Pro

Trp

Gly

445

val

Phe

Gln

Thr

Arg

325

Glu

Arg

270
Glu

Ser

Arg

Arg

Ala

350

AsSp

Leu

Asn

Ser

430

TVr

Lys

Phe

Ser

Ile

510

Glu

val

Met

Pro
Thr
Leu
His
335
Gln
Gly
val
Lys
415
Gly
Ala
Val
Gly
Ile
495
Asn
Met

Pro

Lys

AsSp

Ile

Arg
320
Trp

Gly

Glu

Axrg

1le

400

Arg

Val

Tvyr

Lys

Cys

480

Thr

Asp

Vval

Gly

Asp
560



10

<210>11

<211>1779
<212> ADN

ES 2370

040 T3

Thr Leu Arg Ile Thr Tyr Leu Thr Glu Thr Lys Ile Asp Lys Leu Cys

565

570

575

Val Trp Asn Asn Lys Thr Pro Asn Ser Ile Ala Ala Ile Ser Met Glu
590

Asn

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

SBO

583

<223> polipéptido de fusiéon de hMMP-11-LTB cataliticamente

inactiva

<400> 11

atggctcegg
ctgetgetge
ctccatgeccyg
¢ctgoecectg
ggcgtygcecy
tetggeggge
ttggtgcagg
acgccactca
aggtactgge
Ctcttcececa
atcggggatg
ctggggctgce
tacccactga
tggcccactg
gagattgcac
gtctccacca
gggggccagce
agccctgtgg
cagtactggg

cegeoetgget
tcecageegee
agaggagagq
ccacgcagga
acccatctga
gctgggagaa
agcaggtgcg
cctttactga
atggggacga
agactcaccg
accagggeac
agcacacaac
gtetecageeo
tcacctecag
cgctggagcce
Lccgaggega
tgcagceegg
acgectgectt

tgtacgacgg

ccgcagegeg
gcegetgetg
goeacagecce
agcceccecgg
tgggetgagt
gacggacctc
gcagacgatyg
dgtgcacgag
cetgeoogtet
agaaggggat
agacctgetg
agcagccaag
agatgactgc
gaccccagee
agacgccecy
gctctette
ctacccagca
cgaggatgece

tgaaaagcca

gecgcgegey
gccecgggete
tggcatgcag
cctgccagea
gccegcaace
acctacagga
gcagaggecec
ggeccgtgetg
gatgggectyg
gtccacttcg
caggtggcag
gcocctgatgt
aggggcgttc
ctgggceece
ccagatgcct
ttcaaagcygyg
ttggcectetc
cagggccaca

gtecctgggeco

31

cccteetgee
tgccgocaga
cecctgeccag
gcctcaggec
gacagaagag
tecttoggtt
taaaggtatg
acatcatgat
ggggeatect
actatgatga
cccatgtgtt
cogecttcta
aacacctata
aggctgggat
gtgaggcete
gcetttgtgtg
gocactggca
tttggttett

ccgeacccect

cccgatgety
cgeccaccac
tagcecggea
tcecegetygt
gttocgeactt
cccatggeag
gagcgatgtg
cgacttcgce
ggccecatgee
gacctggact
tggccacgty
cacctrtcge
tggccageec
agacaccaat
ctttgacgeg
gcgeectcoegt
gggactgcce
ccaaggtget

caccgagetyg

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140



10

<210> 12

ggcctggtga
tacttcttee
cccgtgeeee
caggatgctg
gtgaaggtga
geegagecty
gagtaccgga
atggccggea
gaggtgcecg
accctgcgga

aagaccecca

<211> 1785
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ggttocccggt
gaggcaggga
geagggecac
atggetatge
aggctctgga
ccaacacttt
acacccagat
agagggagat
gcagccagcea
tcacctacct

acagcatcgc

ES 2370040 T3

ccatgctgec
ctactggcegt
tgactggaga
ctacttectg
aggctteece
cctctctaga
ttacaccatc
ggtgatcatc
catcgacagce
caccgagacc

cgccatcage

<223> ADN con codones optimizados que codifica
hMMP-11-LTB cataliticamente inactiva

<400> 12

atggctectyg
ctgcecchge
ctgcatgccyg
cctgcecectg
ggcgtgeccy
tetggeggac
ctggtgcagy
accccactga
cggtactyggce
ttcttcecca
atcggggaty
ctggggctge
tacccactga
tggcccactyg

gagattgece

ccgectoaget
tgcagectce
agaggaggygg
ccacacagga
acccatctga
getgggagaa
aacaggtgcy
cctttactga
atggggacga
aaactcaccyg
accagggcac
agcacacaac
gtctgagccce
tgacctccag

cectggagee

gagaagcgcet
tcctectgotg
gccacageee
agcoececaga
tgggctgagt
aaccgaccetg
gcagacaatyg
agtgcacgag
cctgectttt
ggaaggggat
agaccigctg
agctgecaag
agatgactgc
gaccccagcec

agacgcecet

ttggtctggyg
ttccaccceca
ggggtgecct
cgcggecgee
cgtectegtgg
geccccccaga
aacgacaaga
accttcaaga
cagaagaagg
aagatcgaca

atggagaat

gccgetagag
gctegggete
tggcatgctyg
cctgecagca
gcccgeaace
acctacagga
gctgaggecce
ggcagggcty
gatgggcetg
gtgcacttceg
caggtggccy
gccctgatgt
aggggegtge
ctgggeeccc

ccagatgect

32

gtcccgagaa
gecacccggcg
ctgagatcga
tctactggaa
gtcctgacte
gcatcaccga
tcetgageta
gcggegecac
ccatcgageg

agctgtgegt

ccctgectgec
tgeectectga
ccectgeccag
gcctgaggec
ggcagaagag
tcctgeggtt
tgaaagtgtyg
acatcatgat
ggggcatcct
actatgatga
ccecatgtgte
ccgeeticta
agcacctgta
aggctgggat
gtgaggccte

gaacaagatc
tgtagacagt
cgctgccttc
gtttgacect
ctitggctgt
gctgtgcage
caccgagagc
ctteccagatyg
gatgaaggac

gtggaacaac

ccctatgety
cgtgcaccac
tagcectget
tcccagatgt
attcgtgctg
cccatggcag
gagcgatgtyg
cgacttcgee
ggcceatgce
gacctggact
tggccacgtg
cacctttege
tggccageco
Lgacaccaat

ctttgacgec

1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1779

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780Q
840
00



10

gtgtecacca
gggggccagc
agccctgtgyg
cagtactagg
ggcetggtga
tacttcttce
cccgtgooeca
caggacgctyg
gtgaaagtga
gccgagectg
gagtaccgga
atggceggea
gaggtgcccg
accctgegga

aagaccecca

tcagaggcaa
tgecagcecgy
acgctgectt
tgtacgacgg
gattcecagt
ggggacaggga
gaagggecac
atggctatgc
aggctctgga
ccaacacttt
acacccagat
agagggagat
gcagcecagca
tcacctacet

acagcatcgce

ES 2370040 T3

getgtettte
ctacccagcet
cgaggatgcc
cgaaaagcca
gcatgecgece
ctactggaga
tgactggaga
ctacttectg
aggcttcece
cctgtctaga
tLtacaccate
ggtgateatc
catcgacagc
caccgagacce

cgccatcagc

cttcaaggecg
ctggectcte
cagggccaca
gtgctgggce
ctogtgtagy
ttccacccea
ggagtgccet
cgcggcagge
agactggtgg
gccceccecaga
aacgacaaga
accttcaaga
cagaagaagyg
aagatcgaca

atggagaatt

<210> 13

<211> 1621

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> ADN con codones optimizados que codifica
mMMP-11 cataliticamente inactiva y regiones flanqueantes

<400> 13

ctgcagagat
atcagcagag
agccctctga
ggcectagac
tgggtgccaa
gacgtgctga
aagaccgacce
cgtcagaceg
gaggtgcacg
aacctgcett

agagagggcg

ctggtaccga
tgctgctget
tggccagage
tgctgcacge
gccetygcegy
acgccaggaa
tgacctacag
tggcegagge
agggcagage
tcgacggece

acgtgcactt

tategecacce
gcctetgeca
taggcctect
cgeccoctgect
cagcagcaga
caggcagaag
gatectgaga
cctecaggtg
cgacatcatg
tggcggcatc

cgactacgac

atggecagag
¢tgectgctee
gagagccaca
aacaccctga
cctctgagat
cggttcgtge
ttceccetgge
tggagcgagyg
atcgacticg
ctggcccacyg

gagacctgga

33

gotttgtgtg
gccactggea
tttggctctet
ctgeteececet
gacccgagaa
gcacccggayg
ctgagatcga
tgtactggaa
geecetgactt
gcatcaccga
tcctgageta
geggegecag
ccatcgageg
agctgtgegt

gataa

cegeetgect
tgttgetget
gacaccacce
ccagegtgec
gtggegtgec
tgagcggegg
agctggtgcg
tgaceccctct
ccagatactg
cctttttcee

ccatcggega

gagactgaga
gggactgcce
ccagggegct
gaccgagety
gaacaaaatc
agtggacagt
cgccgectte
gtttgaccet
ctttggetgt
gctgtgcage
caccgagagc
ctteccaggtg
gatgaaggac

gtyggaacaac

gctgagagec
cctgetgect
tatgaagaag
tgccagccac
tgacctgect
cagatgggaa
tgagcaagtg
gaccttcace
gcacggcgac
caagacccac

taaccagggc

960

1020
loso
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1785

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660



10

<210> 14

accgacctge
accgeeogeca
cetgacgaca
cectgececcta
cctgagacce
gagctgttet
ggctacccty
ttcgaggacy
ggcgagaagc
gtgcacgetyg
gactactgga
accgactgga
gectacttce
gagggcttce
ttceggteta
cgtacctett
g

<211> 1972
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

tccaggtggce
aggccctgat
gaagaggcat
ccetgageag
ctcetgatge
tctteaaggc
ccetggecag
cccagggceca
ctgtgctggy
ccctggtgtg
gattccaccce
gaggegtgcee
tgaggggceca
ctagacctgt
gatgataagt

aactattaga

<223> ADN con codones optimizados
inactiva y regiones flanqueantes.

<400> 14

ctgcagagat
atggccagag
ctgetgctee
gagagccaca
aacaccctga
cctctgagat
cggttcgtge
ttecectgge

ctggtaccga
ccgectgeet
tgttgecrget
gacaccacec
ccagcgtgec
gtggcgtgec
tgagcggcag
agctggtgeg

ES 2370040 T3

cgccecacget
gageeccctte
ccagcacectyg
ccaggccgge
gtgcgagacc
caggctttgty
cagacactgg
gatttggttc
ccctgececa
gggacctgaa
caggacccag
tagcgagatc
cctgtactgg
gggcectgac
gactaaatga

tctactatte

que cataliza el polipéptido de fusion de mMMP-11-LTB cataliticamente

tatcgccace
gctgagagec
cctgetgect
tgtgaagaag
tgccagecac
tgacctgect
cagatgggaa
tgagcaagtg

tteggccacg
tacaccttca
tacggcagac
accgacacca
agcttcgacg
tggagactga
cagggcctgce
tkccagggcg
ctgagcaagce
aagaacaaaa
agagtggaca
gacgccgett
aagttcgaéc
tkcttcgact
gaattcgtcg

actgatttac

ctgcagagat
atcagcagag
agccctctga
ggccctagac
tgggtgccaa
gacgtgctga
aagaccgacc

cgtcagaccg

34

tgctgggect
gataccecct
ctcagatgge
acgagatcge
ccgtgtctac
ggagcggcag
ctbceectgt
cccagtactg
tgggactecca
tctactttctt
acccegtgee
tccaggatge
ccgtgaaggt
gcgecgagee
acgeggecge

tcttaagcag

ctggtaccga
tgctgectget
tggccagage
tgctgecacge
gecctgecgg
acgccaggaa
tgacctacag

tggcecgaggce

ccagcacace
gagcoetgage
ccctaccage
cctgetggag
catcagaggce
actccagcct
ggacgccgcc
ggtgﬁacgac
gggcagcect
cagaggcggc
cagaagaagc
tgagggctac
gaaggtgcetg
tgccaacace
cggcggtagt
ctgcgeegge

tatcgecace
dacctctgeca
taggcctcet
cgecctgect
cagcagcaga
caggcagaay
gatcctgaga

cctccaggtg

720

780

840

900

360

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1621

60

120
180
240
300
360
420
480



10

tggagcgagg
atcgacttcg
ctggeccacg
gagacctgga
ttcggecacy
tacaccttea
tacggcagac
accgacacca
agcttcgacg
tggagactga
cagggecetge
ttccagggeyg
ctgagcaagc
aagaacaaaa
agagtggaca
gacgeccgett
aagttegace
Ltcttcgact
gagctgtgca
tacaccgaga
accttccagg
cggatgaagg
gtgtggaaca
agatgataag

taactattag

<211> 597
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

tgacccckct
ccagatactg
cctttttccc
ccatcggcga
tgctgggoce
gatacccecct
ctcagatggc
acgagatcgc
ccgtgtctac
ggagcggceag
cttecocetgt
cccagtactg
tgggactcca
tctatttett
accecegtgec
tecaggatgce
ccgtgaaggt
gcgccgagec
gcgagtaceg
gcatggccdg
tggaggtgecc
acaccctgeyg
acaagaccec
tgactaaatg

atctactatt

ES 2370040 T3

gaccttcace
gcacggcgac
caagacccac
taaccagggc
ccagcacacc
gagcetgage
ccctaccage
cctgctggag
catcagaggce
actececagect
ggacgcegcec
ggtgtacgac
gggcagcect
cagaggcggc
cagaagaagc
tgagggctac
gaaggtgctg
tgccaacace
gaacacccaqg
caagagggag
cggcagccag
gatcacctac
caacagcatce
agaattcgte

cactgattta

gaggtgcacyg
aacctgeckt
agagagggcg
agcgaccetge
accgccgcca
cctgacgaca
cctgeccccta
cctgagacce
gagctgttct
ggctacectg
ttcgaggacy
ggcgagaagc
gtgcacgctg
gactactgga
accgactgga
gectacteee
gagggcttec
ttcecggtcta
atctacacca
atggtgatca
cacatcgaca
ctcaccgaga
gccgocateca
gacgeggeey

ctcttaagca

<223> polipéptido de fusion de hMMP-11-LTB cataliticamente

aggygcagagc
tcgacggecc
acgtgcactt
tccaggtgge
aggcectgat
gaagaggecat
ccctgageay
ctcctgatgt
Ecttcaaggc
ccctggecag
cccagggcca
ctgtgctyggg
ccctggtatyg
gattccacce
gaggegtgece
tgaggggcca
ctagacctgt
gagcccccca
tcaacgacaa
tcaccttcaa
gccagaagaa
ccaagatcga
gcatggagaa
ccggcggtag
gctgegecgg

cgacatcatyg
tggcggeatc
cgactacgac
cgcccacget
gagccecttco
ccagcacctg
ccaggccgge
gtgcgagacce
cggetttgtg
cagacactgg
gatttggtte
ccctgoecca
gggacctgaa
caggacccag
tagcgagatc
cctgtactag
gggccctgac
gagcatcace
gatcctgagc
gagcggcgcee
ggccategag
caagctgtgce
ttgataatct

tcgtacctct

cg

Met Ala Arg Ala Ala Cys Leu Leu Arg Ala Ile Ser Arg Val Leu Leu

35

540
600
660
720
780
840
900
260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1972



Leu

Leu

Lys

Ser

65

Pro

Asn

Asp

Gln

Thr

145

Ile

Pro

Gly

Gln

Leu

225

Ile

Pro

Leu

Met

Lys

50

val

Leu

Arg

Leu

val

130

Pro

Asp

Gly

Asp

Gly

210

Gly

Thr

Gln

Thr

Glu
290

Ala

a5

Gly

Pro

Arg

Gln

Thr

115

Arg

Leu

Phe

Gly

val

1385

Thr

Leu

Phe

His

Leu

275

Pro

Pro
20

Arg
Pro
Ala
Cys
Lys
160
Gln
Thr
Ala
Ile
180
His
Asp
Gln
Arg
Leu
260

Ser

Glu

Leu

Ala

Arg

Ser

Gly

85

Arg

Arg

Thr

Phe

Arg

165

Leu

Phe

Leu

His

Tyr

245

Tyr

Ser

Thr
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Leu

Arg

Leu

His

70

val

Phe

Ile

val

Thr
150
Tyr

aAla

Asp

Leu

Thr

230

Pro

Gly

Gln

Pro

Pro

Leu
55
Trp

Pro

val

Leu

Ala

135
Glu

His

Gln

215

Thx

Leu

Arg

Ala

Pro
295

Leu

Pro

40

His

Val

Asp

Leu

Arg

120

Glu

Val

His

Ala

Asp

200

val

Ala

Ser

Pro

Gly

280
Asp

Leu

25

Glu

Ala

Pro

Leu

Ser

105

Phe

Ala

His

Gly

Phe

185

Glu

Ala

Ala

Leu

Gln

265

Thr

Val

36

18

Leu

Ser

Ala

Ser

Pro

90

Gly

Pro

Leu

Glu

Asp

170

Phe

Thr

Ala

Lys

Ser

250

Met

Asp

Cys

Leu

His

Leu

Pro

75

Asp

Gly

Trp

Gln

Giy

155

Asn

Pro

Trp

His

Ala

235

Pro

Ala

Thr

Glu

Leu

Arg

Pro

60

Ala

val

Arg

Gln

Val

140

Arg

Leu

Lys

Thr

Ala

220

Leu

Asp

Pro

Asn

Thr
300

Leu

His

45

Asn

Gly

Leu

Trp

Leu
125
Trp

Ala

Pro

Thr

Ile

205

Phe

Met

Asp

Thr

Glu

285

Ser

Pro

30

His

Thr

Ser

Asn

Glu

110

Val

Ser

Asp

Phe

His

190

Gly

Gly

Ser

Arg

Ser

270

Ile

Phe

15

Ser

Pro

Leu

Ser

Ala

a5
Lys

Glu

Ile

Asp

175

Arg

Asp

Hig

Pro

Arg

255

Pro

Ala

Asp

Pro
Val
Thr
Arg
g0

Arg
Thr
Glu
Val
Met
160
Gly
Glu

Asn
val
Phe
240
Gly
Ala

Leu

Ala



595

val
305
Trp

Ser

Asp

Gly

385

Lys

Pra

Trp

Gly

val

465

Phe

Gln

Thr

Glu
545
Arg

Asp

Ile

Ser

Arg

Arg

ala

Asp

370

Leu

Asn

Arg

Arg

450

Lys

Phe

Ser

Jjle

Glu

530

val

Met

Lys

Ser

Thr

Leu

His

Gln

355

Gly

Gln

Lys

Thr

Gly

435

Ala

val

Asp

Ile

Asn

515

Met

Pro

Lys

Leu

Met

Ile

Arg

Trp

340

Gly

Glu

Gly

Ile

Gln

420
Val

Lys

Cys

Thr

500

Asp

Val

Gly

Asp

Cys

580
Glu

Arg

Ser

325

Gln

Gln

Lys

Ser

405

Arg

Pro

Fhe

val

Ala

485

Glu

Lys

ile

Ser

Thr

565

val

Asn
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Gly

310

Gly

Gly

Ile

Pro

Pro

390

Phe

val

Ser

Leu

Leu

470

Glu

Leu

Ile

Ile

Gln

550

Leu

Trp

Glu

Arg

Leu

Trp

val

3175

val

Phe

Asp

Glu

Arg

435

Glu

Pro

Cys

Leu

Thr

335

His

Arg

Asn

Leu

Leu

Pro

Phe

360

Leu

His

Arg

Asn

Ile

440

Gly

Gly

Ala

Ser

Ser

520

Fhe

Ile

Ile

Asn

Phe

Gln

Ser

345

FPhe

Gly

Ala

Gly

Pro

425

Asp

His

Phe

Asn

Glu

505

Lys

Asp

Thr

Lys
585

37

Phe

Pro

330

Pro

Gln

Pro

Ala

Gly

410

val

Ala

Leau

Pro

Thr
490
Tyr

Thr

Ser

Ser

TYr
570
Thr

Phe

i1s

Gly

Vval

Gly

Ala

Leu

385

Asp

Pro

Ala

Arg

475

Phe

Arg

Glu

Gly

Gln

555

Leu

Pro

Lys

Tyr

Asp

Ala

Pro

380
Val

Tyr

Arg

Phe

Txp

460

Pro

Arg

Asn

Ser

Ala

540

Lys

Thr

Asn

Ala

Pro

Ala

Gln

365
Leu

Trp

arg
Gln
445
Lys
val
Ser
Thr
Met
525
Thr
Lys

Glu

Ser

Gly

Ala

Ala
3i50

Tvyr

Ser

Gly

Arg

Ser

430

Asp

Phe

Gly

Arg

Gln

510

Ala

Phe

Ala

Thr

Ile
590

Phe

Leu

335
Phe

Trp

Lys

Pro

Phe

415

Thr

Ala

Asp

Pro

Ala

495

Ile

Gly

Gln

Ile

Lys

575
Ala

Val

320

Ala

Glu

Val

Leu

Glu

400

His

Asp

Glu

Pro

Asp

480

Pro

Lys

val

Glu

560

Ile

Ala
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15

20

25

30

35

<210> 16

<211>29

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 16
ccecggggegg atggcacggg ccgectgte

<210> 17

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<221> caracteristicas variadas
<222> (0)...(0)
<223>MesAoCyResA0G

<400> 17
gtcagmggaa agtrttggca ggctcagcac ag

<210> 18

<211> 6717

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> pV1JInsA-MMP-11(cat-)-LTBopt
<221> caracteristicas variadas

<222> 357, 366, 5234
<223>n=A,T,CoG

<400> 18
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29

32

38



ctagagcccce
ccatcaacga
tcatcacctt
acagccagaa
agaccaagat
tcagcatygga
gcegengate
cttecttgac
catcgeattg
agggggagga
cagcggccag
tececectecte
aggacactea
ggtctetece
ttaaagcaag
gtaatgagag
tegtoegact
aatcagggyga
gtaaaaaggc
aaaatcgacg
ttecocectgg
tgtccgeoctet
tcagttcggt
ccgacegetg
tatcgccactk
ctacagagtc
tctgogetct
aacaaaccac
aaaaaggatc
aaaactcacg
ttttaaatta

acagttacca

ccagageatce
caagatcctg
caagagegge
gaaggccate
cgacaagctg
gaattgataa
tgectgtgect
cctggaaggt
tctgagtagy
ttgygaagac
gtgctgaaga
tgtgacacac
tagctcagga
tceccteatca
ataggctatt
aaatcataga
gcggegageg
taacgcagga
cgegttgcetg
ctcaagtcag
aagctcccte
tcteectteg
gtaggtegtt
cgecttatee
ggcagcagec
cttgaagtgg
gctgaagccea
cgctggtage
tcaagaagat
ttaagggatt
aaaatgaagt

atgcttaate

ES 2370040 T3

accgagetgt
agctacaccg
gccaccttee
gagcggatga
tgcgtgtgga
tectagatgat
tctagttgee
gccactecea
tgtcattcta
aatagcaggce
attgaccecgg
cctgtecacg
gggctecgec
geccaccaaa
aagtgcagag
atttctteey
gtatcagctc
aagaacatgt
gegtttttee
aggtggcgaa
gtgcgctctc
ggaagcgtgy
cgctccaage
ggtaactate
actggtaaca
tggectaact
gttacctteg
ggtggttttt
cectttgatct
ttggtcatga
tttaaatcaa

agtgaggecac

gcagegagta
agagcatggce
aggtggaggte
aggacaccct
acaacaagac
aagtgactaa
ageccatctgt
ctgtecttic
ttctgggggg
atgctgggga
ttcetectygg
ceecctggete
ttcaatccca
ccaaacctag
ggagagaaaa
cttcecteget
actcaaagygc
gagcaaaagg
ataggetceg
acccgacagyg
ctgttecgac
cgctttctea
tgggctgtgt
gtcttgagtce
ggattagcag
acggctacac
gaaaaagagt
ttgtttgcaa
tttctacggg
gactatcaaa
tctaaagtat

ctatctcage

39

ccggaacace
cggcaagagy
gcceggeage
gcggatcace
ccccaacage
atgagaattc
tgtttgeeee
ctaataaaat
tggggtgggg
tgcggtggge
gccagaaaga
ttagttccag
cccgetaaag
cctccaagag
tgectecaac
cactgacteg
ggtaatacgyg
ccagcaaaayg
cceccctgac
actataaaga
cctgececgett
tagctcacgc
gcacgaaccg
caacecggta
agcgaggtat
tagaagaaca
tggtagctet
gcagcagatt
gtctgacget
aaggatctte
atatgagtaa

gatctgteta

cagatttaca
gagatggtga
cagcacatcg
tacctcacceg
atcgeccgeca
gtcgacngey
tceceegtge
gaggaaattyg
caggacagca
tctatggeeg
agcaggcaca
ccccacteat
tacttggagc
tgggaagaaa
atgtgaggaa
ctgegetegy
ttatccacag
gccaggaacc
gagcatcaca
taccaggegt
accggatace
tgtaggtatc
ccecgtteage
agacacgact
gtaggcgatg
gtatttggta
tgatceggea
acgcgcagaa
cagtggaacg
acctagatec
acttggtcetg
tttcgtteat

60
120
18¢
240
i0c
360
420
480
540
600
660
720
780
840
00
960
lo2o0
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
150¢
1560
162¢
1680
1740
1800
1860
1920



ccatagttgc
ctgactcata
tgatgagagc
aacggtctge
ttattcaaca
attaaccaat
atcaggatta
accgaggeag
aacatcaata
accatgagtg
ttgttcaaca
attcattcgt
acaaacagga
acctgaatca
gagtaaccat
ttcecgteage
gccatgtite
acctgattgce
ggaatttaat
tgtattactg
tgcaatgtaa
aagcatttat
taaacaaata
cattattate
gcgttteggt
ttgtctgtaa
cgggtgtegy
tatgcggtgt
tagccattge
acattaccge
tcattagtee
cctggetgac
gtaacgccaa
cacttggcag
ggtaaatgge
cagtacatct

aatgggegty

ctgactcggy
ccaggcectyga
tttgttatag
gttgtcggga
aagccgcegt
tctgattaga
tcaataccat
ttccatagga
caacctatta
acgactgaat
ggccagcecat
gaktgcgeet
atcgaatgeca
ggatattett
gcatcatcag
cagtttagtc
agaaacaact
ccgacattat
cgeggecteg
tttatgtaag
catcagagat
cagggttatc
ggggtteege
atgacattaa
gatgacggtg
geggatgeeg
ggcetyggetta
gaaataccge
atacgttgta
catgttgaca
atagcccata
cgcccaacda
tagggacttct
tacatcaagt
ccgeetggcea
acgtattagt
gatageggtt

ES 2370040 T3

9999999g9c
atcgccccac
gtggaccagt
agatgcgtga
cccgtcaagt
aaaactcatc
atctttgaaa
tggcaagatc
atttcceccte
ccggtgagaa
tacgctegte
gagcgagacyg
accggegeag
ctaatacctg
gagtacggat
tgaccatcte
ctggcgcatc
cgcgageeca
agcaagacgt
cagacagttt
tttgagacac
gtctcatgag
gcacatttcc
cctataaaaa
aaaacctctg
ggagcagaca
actatgcggc
acagatgegt
tccatatcat
ttgattattg
tatggagttce
ccececgecca
ccattgacgt
gtatcatatg
ttatgcccag
catcgctatt

tgactcacgy

gctgaggtet
catccagcca
tggtgattet
tctgatcectt
cagcgtaatg
gagcatcaaa
aagecgttte
ctggtatcgg
gtcaaaaata
tggcaaaage
atcaaaatca
aaatacgcga
gaacactgee
gaatgctgtt
aaaatgcttg
atctgtaaca
gggcttececa
tttataccca
ttccegttga
tattgttcat
aacgtggett
cggatacata
cecgaaaagty
taggcgtatc
acacatgcag
agccegtcay
atcagagcag
aaggagaaaa
aatatgtaca
actagttatt
cgcgttacat
ttgacgtcaa
caatgggtygy
ccaagtacgc
tacatgacct
accatggtga
gqgatttecaa

40

gcctegtgaa
gaaagtgagg
gaacttttgce
caactcagca
ctctgccagt
tgaaactgca
tgtaatgaag
tetgegatte
aggttatcaa
ttatgcattc
ctcgcatcaa
tcgetgttaa
agcgcatcaa
ttcccgggga
atggtcggaa
tcattggcaa
tacaatcgat
tataaatcag
atatggctca
gatgatatat
tcecoeccecee
tttgaatgta
ccacctgacg
acgaggccct
ctcceggaga
ggcgegtcag
attgtactga
taccgcatca
tttatattgg
aatagtaatc
aacttacggt
taatgacgta
agtatttacg
cccctattga
tactgggactt
tgcggttetg

gtctecaceco

gaaggtgtty
gagccacggt
tttgccacgg
aaagttcgat
gttacaacca
atttattcat
gagaaaactc
cgactcogtee
gtgagaaatc
cttteccagac
ccaaaccgtt
aaggacaatt
caatatttte
tcgcagtggt
gaggcataaa
cgctacctet
agatktgtcgc
catccatgtt
taacacccct
ttetatcety
cccattatig
tttagaaaaa
tctaagaaac
ttegtetege
cggtcacagce
cgggtgttgy
gagtgcacca
gattggctat
ctecatgtcca
aattacgggg
aaatggcccg
tgttcccata
gtaaactgcc
cgtcaatgac
tcctacttgg
gcagtacatce

cattgacgtc

1380
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
1600
3660
3720
3780
31840
1300
3960
49020
4080
4140



aatgggagtt
gecccattga
cgtttagtga
agacaccyggy
cgtgccaaga
atgcatgcta
tgatggtata
ggtgacgata
ggctatatge
ggggtccecat
gttcttatta
ggctecticte
gctcatggtc
caatgcccac
atgagcgigg
aagaagatgce
cggtgetgtt
ccaccagaca
gtcaccgtee
ctgcecgetag
tggcteggge
cctggcatgc
gacctgecag
gtgcccgcaa
tgacctacag
tggctgagge
agggcagggce
ctgatggygcc
atgtgcactt
tgcaggtggce
aggccctgat
gcaggyggcegt
ccetggygece
ctccagatge
tcttcaagge
ctctggecte

cccagggceca

tgttttggca
cgcaaatggg
accgtcagat
accgatccag
gtgacgtaag
tactgttttt
gcttagecta
ctttecatta
caatactctg
ttattattta
aacatagcgt
cggtageggce
gcteggcage
caccaccagt
agattgggct
aggcagctga
aacggtggag
taatagetga
ttanagatct
agccetgety
tcbgeectect
tgcectgeee
cagcctgagg
ccggcagaag
gatcctgegg
cctgaaagtg
tgacatcatyg
tgggggcatce
cgactatgat
cgcecatgeg
gteccgectte
gcagcacctg
ccaggctggg
ctgtgaggec
cggetttgtg
tcgccactgyg
catttggttc
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ccaaaatcaa
cggtaggegt
cgectggaga
ccteegegace
taccgectat
ggcttggggce
taggtgtggyg
ctaatccata
tcecttcagag
caaattcaca
gggatctcca
ggagetteca
tcctegeteco
gtgccgeaca
cgcacggcty
gttgttgtat
ggcagtgtag
cagactaaca
gatatcgceca
cceccctatge
gacgtgcace
agtagcecctg
cctcccagat
agattcgtgc
ttcecatgge
tggagcgatg
atcgactieg
ctggeccaty
gagacctgga
tttggccacg
tacaccttte
tatggecagce
attgacacca
tectttgacg
tggagactga
cagggactgc
ttccagggeyg

cgggactttc
gtacggtygg
cgccatccac
cgggaacggt
agactctata
ctatacacce
tcattgacca
acatggctct
actgacacgg
tatacaacaa
cgcgaatcte
catccgagcec
taacagtgga
aggeccgtgge
acgcagatgg
tctgataaga
tctgagcagt
gactgttcct
ccatggctec
tgetgeteet
acctgcatgc
ctectgecee
gtggcgtygee
tgtctggeqgy
agctggtgca
tgaccccact
cceggtactyg
ccttctteee
ctatcgggga
tgctgggget
gctacceact
cctggcccac
atgagattgce
ccgtgtcececac
gagggggcca
ccagcectygt

ctcagtactg

41

caaaatgtcy
aggtctatat
gctgttttga
gcattggaac
ggcacaceec
ccgettectt
ttattgacca
ttgccacaac
actctgtatt
cgecgtecee
gggtacgtgt
ctggtcecat
ggccagactt
ggtagggtat
aagacttaag
gtcagaggta
actcgttget
ttccatgggt
tgcecgectgy
gctgcageet
cgagaggagy
tgccacacay
cgacccatct
acgetgggag
ggaacaggtyg
gacctttact
geatggggac
caaaactcac
tgaccagggc
gcagcacaca
gagtctgagc
tgtgacctce
cccectggag
catcagagge
gctgcagceee
ggacgctgec
ggtgtacgac

taacaactcc
aagcagagct
cctccataga
gcggattece
tttggetett
atgctatagg
ctccecctatt
tatctctatt
tttacaggat
cgtgccecgea
tccggacatg
gectecagey
aggcacagca
gtgtctgaaa
gcagcggcayg
actccegttg
gcecgegegeyg
cttttcegea
ctgagaageyg
cctoctetge
gggccacage
gaagcceeca
gatgggcetga
aaaaccgacc
cggcagacaa
gaagtgcacg
gacctgcctt
cgggaagggy
acagacctgc
acagctgcca
ccagatgact
aggaccccag
ccagacgece
gagctgtttt
ggctacccag
ttcgaggatg

ggcgaaaagc

4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4300
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360



cagtgctggy
cecetggtgtyg
gattecacce
gaggagtgee
tgcgcggcag
ccagactggt

ccetgetece
gggacccgag
cagcaccegg
ctctgagatce
gctgtactgg
gggecctgac
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ctgaccgage
aagaacaaaa
agagtggaca
gacgcegect
aagtttgacc

ttetttgget

tgggcctggt
tctactoeto
gtceogtgeo
tccaggacge
ctgtgaaagt
gtgccgagcec

42

gagattccca
ccggggcagyg
cagaagggec
tgatggctat
gaaggctckg

tgccaacact

gtgcatgccg
gactactgga
actgactaga
gcctacttee
gaaggcttcee

tteetgt

6420
6480
6540
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REIVINDICACIONES

Un &cido nucleico que codifica un polipéptido de fusién que tiene una metaloproteinasa 11 de la matriz (MMP-
11) cataliticamente inactiva unida a una subunidad B la la toxina termolabil (LTB) de E. coli, en el que la
secuencia sefial de la LTB esta eliminada, comprendiendo dicho polipéptido una secuencia de aminoacidos
representada en la SEC ID N.°: 10.

Un acido nucleico de acuerdo con la reivindicacién 1 que comprende la secuencia de nucleétidos de las SEC
IDN.°11 0 12.

Un vector de expresion que comprende el acido nucleico de la reivindicacion 1 o 2 unido de forma operable a
un promotor.

Una célula huésped aislada que contiene el vector de expresion de la reivindicacion 3 en su interior.

Un procedimiento para expresar un polipéptido de fusion de MMP-11 en una célula huésped aislada, que
comprende cultivar la célula huésped de la reivindicacion 4 en un medio de cultivo celular bajo condiciones
para producir el polipéptido de fusién.

Un polipéptido de fusion que comprende una metaloproteinasa de la matriz 11 (MMP-11) cataliticamente
inactiva unida a una subunidad B la la toxina termolabil (LTB) de E. coli, en el que la LTB no incluye una
secuencia sefial y el el que el polipéptido incluye la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N.°: 10.

Una vacuna que comprende un &cido nucleico de la reivindicacién 1 o 2 y un excipiente farmacéuticamente
aceptable.

Una vacuna que comprende un polipéptido de la reivindicacion 6 y un adyuvante.

Un &acido nucleico de la reivindicaciéon 1 o 2 o un polipéptido de la reivindicacion 6 para su uso en un
procedimiento de tratamiento del cuerpo humano mediante terapia.

Un acido nucleico para su uso o un polipéptido para su uso de la reivindicacién 9 en el que la terapia es el
tratamiento de un carcinoma.

El acido nucleico para su uso o un polipéptido para su uso de la reivindicacion 10 en el que el carcinoma es
invasivo y se selecciona de mama, colon, cabeza y cuello, pulmén, ovario, pancreas, prostata, piel (carcinoma
de células basales) y Utero (carcinoma de cuello uterino y carcinoma de endometrio).

Uso de un acido nucleico de la reivindicacion 1 o 2 o un polipéptido de la reivindicacion 6 para la fabricacion de
un medicamento para tratar un carcinoma.

El uso de la reivindicacion 12 en el que el carcinoma es invasivo y se selecciona de mama, colon, cabeza y
cuello, pulmén, ovario, pancreas, préstata, piel (carcinoma de células basales) y Utero (carcinoma de cuello
uterino y carcinoma de endometrio).
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CTGCAGAGAT CTGGTACCGA TATCGCCACC ATGGCCAGAG CCGCCTGCCT

GCTGAGAGCC ATCAGCAGAG TGCTGCTGCT GCCTCTGCCA CTGCTGCTCC
TGTTGCTGCT CCTGCTGCCT AGCCCTCTGA TGGCCAGAGC TAGGCCTCCT
GAGAGCCACA GACACCACCC TGTGAAGAAG GGCCCTAGAC TGCTGCACGC
CGCCCTGCCT AACACCCTGA CCAGCGTGCC TGCCAGCCAC TGGGTGCCAA
GCCCTGCCGG CAGCAGCAGA CCTCTGAGAT GTGGCGTGCC TGACCTGCCT
GACGTGCTGA ACGCCAGGAA CAGGCAGAAG CGGTTCGTGC TGAGCGGCGG
CAGATGGGAA AAGACCGACC TGACCTACAG GATCCTGAGA TTCCCCTGGC
AGCTGGTGCG TGAGCAAGTG CGTCAGACCG TGGCCGAGGC CCTCCAGGTG
TGGAGCGAGG TGACCCCTCT GACCTTCACC GAGGTGCACG AGGGCAGAGC
CGACATCATG ATCGACTTCG CCAGATACTG GCACGGCGAC AACCTGCCTT
TCGACGGCCC TGGCGGCATC CTGGCCCACG CCTTTTTCCC CAAGACCCAC
AGAGAGGGCG ACGTGCACTT CGACTACGAC GAGACCTGGA CCATCGGCGA
TAACCAGGGC ACCGACCTGC TCCAGGTGGC CGCCCACGCT TTCGGCCACG
TGCTGGGCCT CCAGCACACC ACCGCCGCCA AGGCCCTGAT GAGCCCCTTC
TACACCTTCA GATACCCCCT GAGCCTGAGC CCTGACGACA GAAGAGGCAT
CCAGCACCTG TACGGCAGAC CTCAGATGGC CCCTACCAGC CCTGCCCCTA
CCCTGAGCAG CCAGGCCGGC ACCGACACCA ACGAGATCGC CCTGCTGGAG
CCTGAGACCC CTCCTGATGT GTGCGAGACC AGCTTCGACG CCGTGTCTAC

CATCAGAGGC GAGCTGTTCT TCTTCAAGGC CGGCTTTGTG TGGAGACTGA

GGAGCGGCAG ACTCCAGCCT GGCTACCCTG CCCTGGCCAG CAGACACTGG
CAGGGCCTGC CTTCCCCTGT GGACGCCGCC TTCGAGGACG CCCAGGGCCA
GATTTGGTTC TTCCAGGGCG CCCAGTACTG GGTGTACGAC GGCGAGAAGC
CTGTGCTGGG CCCTGCCCCA CTGAGCAAGC TGGGACTCCA GGGCAGCCCT
GTGCACGCTG CCCTGGTGTG GGGACCTGAA AAGAACAAAA TCTATTTCTT
CAGAGGCGGC GACTACTGGA GATTCCACCC CAGGACCCAG AGAGTGGACA
ACCCCGTGCC CAGAAGAAGC ACCGACTGGA GAGGOGTGCC TAGCGAGATC
GACGCOGCTT TCCAGGATGC TGAGGGCTAC GCCTACTTCC TGAGGGGCCA
CCTGTACTGG AAGTTCGACC CCGTGAAGGT GAAGGTGCTG GAGGGCTTCC
CTAGACCTGT GGGCCCTGAC TTCTTCGACT GCGCCGAGCC TGCCAACACC
TTCCGGICTA GATGATAAGT GACTAAATGA GAATTCGTCG ACGCGGCCGL
CGGCGGTAGT CGTACCTCTT AACTATTAGA TCTACTATTC ACTGATITAC
TCTTAAGCAG CTGCGCCGGC G

FIG.3
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CTGCAGAGAT CTGGTACCGA TATCGCCACC ATGGCCAGAG CCGCCTGCCY
GCTGAGAGCC ATCAGCAGAG TGCTGCTGCT GCCTCTGCCA CTGCTGCTCC
TGTTGCTGCT CCTGCTGCCT AGCCCTCTGA TGGCCAGAGC TAGGCCTCCT
GAGAGCCACA GACACCACCC TGTGAAGAAG GGCCCTAGAC TGCTGCACGC
CGCCCTGCCT AACACCCTGA CCAGCGTGCC TGCCAGCCAC TGGGTGCCAA
GCCCTGCCGG CAGCAGCAGA CCTCTGAGAT GTGGCGTGCC TGACCTGCCT
GACGTGCTGA ACGCCAGGAA CAGGCAGAAG CGGTTCGTGC TGAGCGGCGG
CAGATGGGAA AAGACCGACC TGACCTACAG GATCCTGAGA TTCCCCTGGC
AGCTGGTGCG TGAGCAAGTG CGTCAGACCG TGGCCGAGGC CCTCCAGGTG
TGGAGCGAGG TGACCCCTCT GACCTTCACC GAGGTGCACG AGGGCAGAGC
CGACATCATG ATCGACTTCG CCAGATACTG GCACGGCGAC AACCTGCCTT
TCGACGGCCC TGGCGGCATC CTGGCCCACG CCTTTTTCCC CAAGACCCAC
AGAGAGGGCG ACGTGCACTT CGACTACGAC GAGACCTGGA CCATCGGCGA
TAACCAGGGC ACCGACCTGC TCCAGGTGGC CGCCCACGCT TTCGGCCACG
TGCTGGGCCT CCAGCACACC ACCGCCGCCA AGGCCCTGAT GAGCCCCTTC
TACACCTTCA GATACCCCCT GAGCCTGAGC CCTGACGACA GAAGAGGCAT
CCAGCACCTG TACGGCAGAC CTCAGATGGC CCCTACCAGC CCTGCCCCTA
CCCTGAGCAG CCAGGCCGGC ACCGACACCA ACGAGATCGC CCTGCTGGAG
CCTGAGACCC CTCCTGATGT GTGCGAGACC AGCTTCGACG CCGTGTCTAC
CATCAGAGGC GAGCTGTTCT TCTTCAAGGC CGGCTTTGTG TGGAGACTCA
GGAGCGGCAG ACTCCAGCCT GGCTACCCTG CCCTGGCCAG CAGACACTGG
CAGGGCCTGC CTTCCCCTGT GGACGCCGCC TTCGAGGACG CCCAGGGCCA
GATTTGGTTC TTCCAGGGCG CCCAGTACTG GGTGTACGAC GGCGAGAAGC
CTGTGCTGGG CCCTGCCCCA CTGAGCAAGC TGGGACTCCA GGGCAGCCCT
GTGCACGCTG CCCTGGTGTG GGGACCTGAA AAGAACAAAA TCTATTTCTT
CAGAGGCGGC GACTACTGGA GATTCCACCC CAGGACCCAG AGAGTGGACA
ACCCCGTGCC CAGAAGAAGC ACCGACTGGA GAGGCGTGCC TAGCGAGATC
GACGCCGCTT TCCAGGATGC TGAGGGCTAC GCCTACTTCC TGAGGGGCCA
CCTGTACTGG AAGTTCGACC CCGTGAAGGT GAAGGTGCTG GAGGGCTTCC
CTAGACCTGT GGGCCCTGAC TTCTTCGACT GCGCCGAGCC TGCCAACACC
TTCCGGTCTA GAgccccecco gagecatcace gagetgtgea gegagtaccg

‘goocacccag otttacacca tcaacgacaa gatcectgage tacaccgogo

gcatggccqqg caogagggeg otggtgatca tcaccttcoo gageggegec

accttccagg tggaggtgce cggcagecog cacatcgoca geccagaagao

ggccatcgag cgqatgaogg ocaccctgeg gatcacctac ctcaccgago

ccaogatcga coagctgtge gigtggaaca acoagaccee caacageatic

gcegecatca geatggagaa t TGATAATCT AGATGATAAG TGACTAAATG

AGAATTCGTC GACGCGGCCG CCGGCCGTAG TCGTACCTUT TAACTATTAGA
TCTACTATIC ACTGATTTAC TCTTAAGCAG CTGCGCCGGE G

FIG.4
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MARAACLLRA ISRVLLLPLP LLLLLLLLLP SPLMARARPP ESHRHHPVKK
GPRLLHAALP NTLTSVPASH WVPSPAGSSR PLRCGVPDLP DVLNARNRQK
RFVLSGGRWE KTDLTYRILR FPWQLVREQV RQTVAEALQV WSEVTPLTFT
EVHEGRADIM 1DFARYWHGD NLPFDGPGGI LAHAFFPKTH REGDVHFDYD
ETWTIGDNQG TDLLQVAAHA FGHVLGLQHT TAAKALMSPF YTFRYPLSLS
PDDRRGIQHL YGRPQMAPTS PAPTLSSQAG TDTNEIALLE PETPPDVCET
SFDAVSTIRG ELFFFKAGFV WRLRSGRLQP GYPALASRHW QGLPSPVDAA
FEDAQGQIWF FQGAQYWVYD GEKPVLGPAP LSKLGLQGSP VHAALVWGPE
KNKIYFFRGG DYWRFHPRTQ RVONPVPRRS TDWRGVPSE! DAAFQDAEGY
AYFLRGHLYW KFDPVKVKVL EGFPRPVGPD FFDCAEPANT FRSRAPQSIT
ELCSEYRNTQ IYTINDKILS YTESMAGKRE MVIITFKSGA TFQVEVPGSQ
HIDSQKKAIE RMKDTLRITY LTETKIDKLC VWNNKTPNSI AAISMEN

FIG.5
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Comparacion entre vectores que expresan MMP 11
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ATGGCTCCTG CCGCCTGGCT GAGAAGCGCT GCCGCTAGAG CCCTGCTGCC
CCCTATGCTG CTGCTCCTGC TGCAGCCTCC. TCCTCTGCTG GCTCGGGCTC
TGCCTCCTGA CGTGCACCAC CTGCATGCCG AGAGGAGGGG GCCACAGCCC
TGGCATGCTG CCCTGCCCAG TAGCCCTGCT CCTGCCCCTG CCACACAGGA
AGCCCCCAGA CCTGCCAGCA GCCTGAGGCC TCCCAGATGT GGCGTGCCCG
ACCCATCTGA TGGGCTGAGT GCCCGCAACC GGCAGAAGAG ATTCGTGCTG
TCTGGCGGAC GCTGGGAGAA AACCGACCTG ACCTACAGGA TCCTGCGGTT
CCCATGGCAG CTGGTGCAGG AACAGGTGCG GCAGACAATG GCTGAGGCCC
TGAAAGTGTG GAGCGATGTG ACCCCACTGA CCTTTACTGA AGTGCACGAG
GGCAGGGCTG ACATCATGAT CGACTTCGCC CGGTACTGGC ATGGGGACGA
CCTGCCTTIT GATGGGCCTG GGGGCATCCT GGCCCATGCC TTCTTCCCCA
AAACTCACCG GGAAGGGGAT GTGCACTTCG ACTATGATGA GACCTGGACT
ATCGGGGATG ACCAGGGCAC AGACCTGCTG CAGGTGGCCG CCCATGTGTT

TGGCCACGTG CTGGGGCTGC AGCACACAAC AGCTGCCAAG GCCCTGATGT

CCGCCTTCTA CACCTTTCGC TACCCACTGA GTCTGAGCCC AGATGACTGC
AGGGGCGTGC AGCACCTGTA TGGCCAGCCC TGGCCCACTG TGACCTCCAG
GACCCCAGCC CTGGGCCCCC AGGCTGGGAT TGACACCAAT GAGATTGCCC
CCCTGGAGCC AGACGCCCCT CCAGATGCCT GTGAGGCCTC CTTTGACGCC
GTIGTCCACCA TCAGAGGCGA GCTGTTTTTC TTCAAGGCCG GCTTTGTGTG
GAGACTGAGA GGGGGCCAGC TGCAGCCCGG CTACCCAGCT CTGGCCTCTC
GCCACTGGCA GGGACTGCCC AGCCCTGTGG ACGCTGCCTT CGAGGATGCC
CAGGGCCACA TTTGGTTCTT CCAGGGCGCT CAGTACTGGG TGTACGACGG
CGAAAAGCCA GTGCTGGGCC CTGCTCCCCT GACCGAGCTG GGCCTGGTGA
GATTCCCAGT GCATGCCGCC CTGGTGTGGG GACCCGAGAA GAACAAAATC
TACTTCTTCC GGGGCAGGGA CTACTGGAGA TTCCACCCCA GCACCCGGAG
AGTGGACAGT CCCGTGCCCA GAAGGGCCAC TGACTGGAGA GGAGTGCCCT
CTGAGATCGA CGCCGCCTTC CAGGACGCTG ATGGCTATGC CTACTTCCTG
CGCGGCAGGC TGTACTGGAA GTTTGACCCT GTGAAAGTGA AGGCTCTGGA
AGGCTTCCCC AGACTGGTGG GCCCTGACTT CTTTGGCTGT GCCGAGCCTG
CCAACACTTT CCTGTGATAA

FIG.14
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MAPAAWLRSA AARALLPPML LLLLQPPPLL ARALPPDVHH LHAERRGPQP
WHAALPSSPA PAPATQEAPR PASSLRPPRC GVPDPSDGLS ARNRQKRFVL
SGCRWEKTDL TYRILRFPWQ LVQEQVRQTM AEALKVWSDV TPLTFTEVHE
GRADIMIDFA RYWHGDDLPF DGPGGILAHA FFPKTHREGD VHFDYDETWT
IGDDQGTDLL QVAAHVFGHV LGLQHTTAAK ALMSAFYTFR YPLSLSPODC
RGVQHLYGQP WPTVTSRTPA LGPQAGIDTN ETAPLEPDAP PDACEASFDA
VSTIRGELFF FKAGFVWRLR GGQLQPGYPA LASRHWQGLP SPVDAAFEDA
QGHIWFFQGA QYWVYDGEKP VLGPAPLTEL GLVRFPVHAA LWGPEKNK]
YFFRGRDYWR FHPSTRRVDS PVPRRATDWR GVPSE IDAAF QDADGYAYFL
RGRLYWKFDP VKVKALEGFP RLVGPOFFGC AEPANTFL

FIG.15
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ATGGCTCCTGCCGCCTGGCTGAGAAGCGCTGCCGCTAGAGCCCTGCTGCCCCCTAT
GCTGCTGCTCCTGCTGCAGCCTCCTCCTCTGCTGGCTCGGGCTCTGCCTCCTGACG
TGCACCACCTGCATGCCGAGAGGAGGGGGCCACAGCCCTGGCATGCTGCCCTGCCC
AGTAGCCCTGCTCCTGCCCCTGCCACACAGGAAGCCCCCAGACCTGCCAGCAGCCT
GAGGCCTCCCAGATGTGGCGTGCCCGACCCATCTGATGGGCTGAGTGCCCGCAACC
GGCAGAAGAGATTCGTGCTGTCTGGCGGACGCTGGGAGAAAACCGACCTGACCTAC
AGGATCCTGCGGTTCCCATGGCAGCTGGTGCAGGAACAGG TGCGGCAGACAATGGC
TGAGGCCCTGAAAGTGTGGAGCGATGTGACCCCACTGACCTTTACTGAAGTGCACG
AGGGCAGGGCTGACATCATGATCGACTTCGCCCGGTACTGGCATGGGGACGACCTG
CCTTTTGATGGGCCTGGGGGCATCCTGGCCCATGCCTTCTTCCCCAAAACTCACCG
GGAAGGGGATGTGCACT TCGACTATGATGAGACCTGGACTATCGGGGATGACCAGG
GCACAGACCTGCTGCAGGTGGCCGCCCATGTGTTTGGCCACGTGCTGGGGCTGCAG
CACACAACAGCTGCCAAGGCCCTGATGTCCGCCTTCTACACCTTTCGCTACCCACT
GAGTCTGAGCCCAGATGACTGCAGGGGCGTGCAGCACCTGTATGGCCAGCCCTGGC
CCACTGTGACCTCCAGGACCCCAGCCCTGGGCCCCCAGGCTGGGATTGACACCAAT
GAGATTGCCCCCCTGGAGCCAGACGCCCCTCCAGATGCCTGTGAGGCCTCCTTTGA
CGCCGTGTCCACCATCAGAGGCGAGCTGTTTTTCTTCAAGGCCGGCTTTGTGTGGA
GACTGAGAGGGGGCCAGCTGCAGCCCGGCTACCCAGCTCTGGCCTCTCGCCACTGG
CAGGGACTGCCCAGCCCTGTGGACGCTGCCTTCGAGGATGCCCAGGGCCACATTTG
GTTCTTCCAGGGCGCTCAGTACTGGGTGTACGACGGCGAAAAGCCAGTGCTGGGCC
CTGCTCCCCTGACCGAGCTGGGCCTGGTGAGATTCCCAGTGCATGCCGCCCTGGTG
TGGGGACCCGAGAAGAACAAAATCTACTTCTTCCGGGGCAGGGACTACTGGAGATT
CCACCCCAGCACCCGGAGAGTGGACAGTCCCGTGCCCAGAAGGGCCACTGACTGGA
GAGGAGTGCCCTCTGAGATCGACGCCGCCTTCCAGGACGCTGATGGCTATGCCTAC
TTCCTGCGCGGCAGGCTGTACTGGAAGTTTGACCCTGTGAAAGTGAAGGCTCTGGA
AGGCTTCCCCAGACTGGTGGGCCCTGACTTCTTTGGCTGTGCCGAGCCTGCCAACA
CTTTCCTGTCTAGAgccccccogcgcutcuccgogctgtgcogcgagtoccggaoc
Acccagatttacaccat coacgacaagatcctgagetacaccgogageotggecgg
Caagogggagotggtgotcatcaccttcoagageggegecacct tccoggt ggogg
Tgceeggeagecageacat cgacagecagoogaaggecat cgageggat gaaggac
Accctgeggatcacctacctcaccgagaccaogatcgacoagetgtgegtgtggaa
caacaagacccccaacageoatcgecgecat cageatggogaat tgataa

FIG.16
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MAPAAWLRSA AARALLPPML LLLLQPPPLL ARALPPDVHH LHAERRGPQP
WHAALPSSPA PAPATQEAPR PASSLRPPRC GVPDPSDGLS ARNRQKRFVL
SGGRWEKTDL TYRILRFPWQ LVQEQVRQTM AEALKWSDV TPLTFTEVHE
GRADIMIDFA RYWHGDOLPF DGPGGILAHA FFPKTHREGD VHFDYDETWT
IGDDQGTDLL QVAAHVFGHV LGLQHTTAAK ALMSAFYTFR YPLSLSPDDC
RGVQHLYGQP WPTVTSRTPA LGPQAGIDTN EJAPLEPDAP PDACEASFDA
VSTIRGELFF FKAGFWRLR GGQLQPGYPA LASRHWQGLP SPVDAAFEDA
QGHIWFFQGA QYWVYDGEKP VLGPAPLTEL GLVRFPVHAA LVWGPEKNKI
YFFRGRDYWR FHPSTRRVDS PVPRRATDWR GVPSE IDAAF QDADGYAYFL
RGRLYWKFDP VKVKALEGFP RLVGPDFFGC AEPANTFLSR APQSITELCS
EYRNTQIYTI NOKILSYTES MAGKREMVII TFKSGATFQV EVPGSQHIDS
QKKATERMKD TLRITYLTET KIDKLCVWMNN KTPNSIAAIS MEN

FIG.17

Sal 1(6386)
Xbol (6380)

hMMP-11(cat-)opt

Bgi11(4892)

61



ES 2370040 T3

Efecto de la DMH en un esque'ma
de inmunizacion de 8-11 semanas
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Efecto de la DMH en un esquema de
inm. de 8-11 semanas: respuesta CD4+
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