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DESCRIPCION

Vector de alta expresion constitutivamente estable para preparar vacuna contra el VPH y bacterias de acido lactico
recombinante transformadas de ese modo.

Campo técnico

La presente invencion se refiere a un vector de expresion de superficie para preparar vacunas terapéuticas contra el
VPH, en que el vector de expresion de superficie contiene un gen que codifica una proteina mutante repE que tiene
una secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 1, un activador, un gen de complejo poli-gamma-glutamato sintetasa y
un gen que se liga con el gen de complejo poli-gamma-glutamato sintetasa y codifica una proteina antigeno
asociada por inducciéon a tumores de virus del papiloma humano.

Antecedentes

Se sabe que la produccion de proteinas extrafias uUtiles en intentos para expresar grandes cantidades de las
proteinas extrafias depende del nimero de copias de los genes, esto es, el numero de plasmidos y la concentracion
de activadores que se usan para controlar la transcripcién. Se indicd que la expresion de proteinas diana se puede
aumentar cambiando el nimero de vectores plasmido en bacterias individuales, ademas de activadores de alta
expresion que se usan convencionalmente con frecuencia (Tomio, M. et al., Appl. Microbiol. Biotechnol., 28: 170,
1.988). También, se indicd que las mutaciones de RepE en el plasmido mini-F pueden cambiar el nimero de 25
plasmidos en bacterias individuales (Yasuo, K. et al., J. Biol. Chem., 267: 11.520, 1.992).

Se estima que el virus del papiloma humano (VPH) infecta a mas del 50% de los adultos en el mundo. En particular,
se indicé que cuatro tipos de VPH incluyendo VPH 16, 18, 31 y 45 causan mas del 80% de los casos de cancer
cervical (Lowy, D. R. et al., Proc. Nat. Acad. Sci., 91: 2.436, 1.994).

El cancer cervical es el segundo cancer mas comun en la mujer a continuacion del cancer de mama y segin la OMS
(Organizacion Mundial de la Salud), se estima que tienen lugar mas de 500.000 nuevos casos de cancer cervical en
el mundo cada afio y mas de 300.000 pacientes en el mundo cada afio mueren de cancer cervical. Especialmente en
los paises en desarrollo, el cancer cervical es una causa principal de muerte en la mujer (Pisani, P. et al., Int. J.
Cancer, 55: 891, 1.993). El informe de la IARC mostré que el numero de pacientes por infeccion por VPH crénicos
en los paises en desarrollo es significativamente mayor que en los paises avanzados y que la manera mas eficaz
para erradicar la infeccion por el VPH es administrar vacunas profilacticas contra el VPH.

El desarrollo de vacunas asociadas al cancer cervical se ha centrado en dos tipos de vacunas profilacticas y
vacunas terapéuticas. Las vacunas profilacticas pretenden producir un anticuerpo de neutralizacién mas fuerte por
antigeno L1/L2 de VPH, evitando asi un huésped de infeccién por VPH y evitando que la enfermedad progrese mas,
incluso si ya esta infectado. Por otra parte, la vacuna terapéutica fija como objetivo E6/E7 de VPH y pretende inducir
inmunorespuestas celulares especificas para degenerar lesiones formadas o tumores malignos.

Debido a que la proteina E6/E7 de VPH es un antigeno especifico del cancer asociado a la carcinogénesis de
células infectadas por VPH, se han continuado los estudios sobre el uso de la proteina E6/E7 como una diana para
inmunoterapia de cancer cervical. Por supuesto, hay un informe de que cuando se administré una proteina E6/E7 de
VPH en un sistema microbiano a ratones a los que se inyectaron células tumorales, se inhibié o retardé la formacion
de tumores (Gao, L. et al., J. Gen. Viol., 75: 157, 1.994, Meneguzzi, G. et al., Virology, 181: 62, 1.991). Sin embargo,
en el caso en que se usen vacunas de virus vivos, pueden surgir problemas asociados a una excesiva replicacion
virica, similar a otros casos. Asi, las vacunas de virus vivos se usan solo para fines de investigaciéon en muchos
casos y presentan desventajas por que lleva un largo periodo de tiempo para que se comercialicen y requieren
considerables estudios clinicos.

Mientras tanto, los estudios sobre el desarrollo de vacunas incluyendo vectores bacterianos también se han estado
realizando activamente y hay un informe de que VLP de VPH 16 sintetizado en Salmonella typhimurium atenuado
induce la produccion de anticuerpos especificos del antigeno en la mucosa o el cuerpo completo de los ratones
(Denis, N. et al., Infection and immunity, 65: 3.328, 1.997). En el caso de vacunas que constan de péptidos
sintéticos, sélo se sintetizan epitopos requeridos para inducir inmunorespuestas para vacunacion y ya se han
elucidado epitopos que causan respuestas a lifocito T citotdxico (CTL, por sus siglas en inglés) para E6/E7 de VPH
16 (Ressing, M. E. et al., J. Immunol., 154: 5.934, 1.995).

Ademas de dichos intentos, se estan realizando estudios sobre usar verduras transgénicas mismas (obtenidas de
verduras incluyendo tomate y patata) como vacunas orales o vacunas comestibles para producir antigenos viricos en
las plantas. Ejemplos especificos de las mismas incluyen particulas de antigeno de superficie de hepatitis B (Thavala
Y. F.y Artzen, C. J., Pro. Natl. Acad. Sci. USA., 92: 3.358, 1.995) y las proteinas L1 y L2 de la capside de virus del
papiloma (Patente Coreana N° Registro 0366608). Sin embargo, los sistemas vegetales presentan un problema por
que el uso comercial de los mismos es limitado, debido a que la cantidad de proteina L1 de VPH expresada es
pequefia y tienen lugar problemas asociados a la purificacion.

La entrada de la base de datos recuperada de EBI n° de acceso UNIPROT: Q52249 describe el plasmido beta 1 de
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pAM de Streptococcus faecalis (Enterococcus faecalis).

El documento de patente internacional WO 2004/035795 describe vectores de expresion que pueden producir de
manera eficaz la proteina de la capside de virién, la proteina asociada a tumores de virus del papiloma humano, en
una superficie microbiana y en cepas bacterianas que albergan dichos vectores indicadores de la superficie.

El documento Matsunaga F. et al.: "DNA-binding domain of the RepE initiator protein of mini-F plasmid: involvement
of the carboxyl-terminal region.", Journal of Bacteriology, vol. 177, n° 8, 1 de abril de 1.995, paginas 1.994-2.001
describe que la proteina iniciadora RepE es esencial para la replicacién de mini-F en Escherichia coli y presenta dos
funciones principales, es decir, iniciacion de replicacion de ADN de ori2 y represion autégena de transcripcion de
repE.

Asi, a la vista del hecho de que la poblaciéon infectada por el VPH se concentra principalmente en los paises en
desarrollo, se requiere urgentemente el desarrollo de un método para preparar antigenos de VPH de una manera
mas econdmica y estable para prevenir y tratar los tumores procedentes de virus del papiloma en la mucosa de la
piel de las cavidades orales u 6rganos genitales.

Los presentes autores desarrollaron previamente un vector para expresar de manera eficaz una proteina antigeno
de VPH sobre la superficie de microrganismos recombinantes transformados y un método para expresar una
proteina antigeno de VPH en la superficie de los microrganismos (Patente Coreana N° Registro 0609866).

De acuerdo con esto, los presentes autores han hecho grandes esfuerzos para desarrollar un vector capaz de
expresar de una manera mas estable y constitutivamente un alto nivel de una proteina antigeno de VPH en la
superficie de bacterias de lactico acido recombinante transformadas y, como resultado, han encontrado que la
proteina antigeno de VPH se expresa de manera mas estable en un nivel alto en microrganismos recombinantes
transformados con un vector que contiene un gen mutante repE, completando se ese modo la presente invencion.

Descripcion de la invenciéon

Es un objeto principal de la presente invenciéon proporcionar un vector capaz de expresar de manera estable y
constitutivamente un alto nivel de una proteina antigeno de VPH en la superficie de bacterias de acido lactico
recombinantes transformadas usando un gen mutante repE.

Otro objeto de la presente invencion es proporcionar bacterias de acido lactico recombinantes transformadas con
dicho vector de expresion y un método para preparar la proteina antigeno de VPH usando dichas bacterias de acido
lactico.

Otro objeto mas de la presente invencion es proporcionar una vacuna para tratar cancer cervical, que comprende
dichas bacterias de acido lactico recombinantes transformadas.

Para conseguir los objetos anteriores, la presente invenciéon proporciona un vector de expresion de superficie que
contiene: un gen mutante repE que tiene una secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 1; un activador; un gen de
complejo poli-gamma-glutamato sintetasa y un gen que se liga con el gen de complejo poli-gamma-glutamato
sintetasa y codifica una proteina antigeno asociada por induccion a tumores de virus del papiloma humano.

La presente invencion también proporciona un microrganismo recombinante transformado con dicho vector.

La presente invencién también proporciona una vacuna para uso en el tratamiento de cancer cervical, que contiene,
como ingrediente activo, un microrganismo recombinante que tiene una proteina antigeno de VPH expresada en la
superficie del mismo.

La presente invencion también proporciona un método para preparar un microrganismo que tiene un antigeno de
VPH expresado en la superficie del mismo, comprendiendo el método las etapas de: cultivar un microrganismo
recombinante transformado con dicho vector para expresar un antigeno de VPH en la superficie del microrganismo;
y recoger el microrganismo recombinante que tiene el antigeno de VPH expresado en la superficie del mismo.

La presente invenciéon también proporciona una vacuna para uso en el tratamiento de cancer cervical, que contiene,
como ingrediente activo, el microrganismo preparado por dicho método y que tiene un antigeno de VPH expresado
en la superficie del mismo.

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 muestra un mapa de escisién de un vector de pKV-Pald-PgsA-Amilasa introducido con un gen mutante
repE.

La FIG. 2 muestra mapas de escision de dos clases de vectores de expresion que expresan el gen E7 en la
superficie de microrganismos.

La FIG. 3 muestra los resultados de analisis por los métodos Western para la expresién de E7 en la superficie de
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bacterias de acido lactico transformadas con pKV-Pald-PgsA-E7.

La FIG. 4 muestra un plan para administrar bacterias de acido lactico a ratones para examinar la capacidad para
inducir inmunorespuesta de bacterias de lactico acido recombinantes transformadas que expresan E7 en la
superficie del mismo.

La FIG. 5 muestra cambios en IgG e IgA en la administracion oral de bacterias de lactico acido recombinantes
transformadas que expresan E7 en la superficie del mismo.

La FIG. 6 muestra los resultados de analisis de secrecion de IFN-gamma especifica de E7 en la administracion oral
de bacterias de lactico acido recombinantes transformadas que expresan E7 en la superficie del mismo.

La FIG. 7 muestra los resultados de un ensayo de estimulacién tumoral realizado por administracion por via oral de
bacterias de acido lactico recombinantes transformadas que expresan E7 en la superficie del mismo y determinacion
de si aumentaba el tamafio del tumor.

La FIG. 8 muestra un mapa de escisién de un vector de expresion que expresa un gen E7 (Rb) en la superficie de
los microrganismos.

La FIG. 9 muestra los resultados de analisis de la expresion de E7 (Rb) en la superficie de bacterias de acido lactico
recombinantes transformadas con pKV-Pald-PgsA-E7 (Rb).

La FIG. 10 muestra los resultados de ELISA especifico de E7.

La FIG. 11 muestra los resultados de andlisis de secrecion de IFN-gamma especifico de E7 (Rb) en la
administracion oral de bacterias de acido lactico transformadas que expresan E7 (Rb) en la superficie del mismo.

Mejor modo de llevar a cabo la invencion

En un aspecto, la presente invencion se refiere a un vector de expresion de superficie que contiene: un gen mutante
repE que tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 1; un activador; un gen de complejo de poli-gamma-
glutamato sintetasa y un gen que se liga con el gen de complejo de poli-gamma-glutamato sintetasa y codifica una
proteina antigeno asociada por induccion a tumores de virus del papiloma humano.

En la presente invencion, un gen mutante repE que tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 1, que se
puede mantener de manera estable en microrganismos transformados, se introdujo en los microrganismos
transformados junto con un activador de aldolasa (Pald) procedente del gen aldolasa de Lactobacillus casei. Como
resultado, se observd que aumento la expresion de una proteina diana en los microrganismos. Para confirmar que
se mantiene de manera estable un vector lanzadera de la presente invencion en los microrganismos recombinantes
y que se expresa una proteina diana en los microrganismos recombinantes, se introdujo un gen amilasa como un
gen diana en los microrganismos recombinantes y se analizd la expresion de amilasa en los microrganismos
recombinantes.

Ademas, para expresion de superficie de una proteina diana, se situé un gen de complejo poli-gamma-glutamato
sintetasa que es una unidad de anclaje de superficie de manera que se expresd en un estado ligado con una
proteina diana. En la presente memoria, el gen de complejo poli-gamma-glutamato sintetasa es preferiblemente
pgsBCA y mas preferiblemente pgsA (Patente Coreana N° Registro 469800).

En una realizacion de la presente invencion, se fusioné un gen codificador de E7 de VPH16 con pgsA de manera
que se fusiono la proteina E7 de VPH16 como una proteina diana con el extremo C-terminal de PgsA, preparando
de ese modo un vector pKV-Pald-PgsA-E7 capaz de expresar constitutivamente una proteina antigeno de VPH en la
superficie de bacterias de acido lactico. También, se inserté el vector de expresidon en Lactobacillus casei,
preparando asi las bacterias de lactico acido recombinantes transformadas que expresan la proteina antigeno de
VPH.

Como se usa en la presente memoria, el término "proteina diana" o "proteina extrafia" se refiere a una proteina que
no se puede encontrar normalmente en células huéspedes transformadas que expresan la proteina. Por ejemplo,
cuando se realiza manipulacién de manera que una proteina procedente de virus o procedente de tumor se expresa
de manera artificial en bacterias de acido lactico, la proteina se refiere como una proteina extrafia o una proteina
diana.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere también a un microrganismo recombinante transformados con dicho
vector, expresando el microrganismo recombinante una proteina antigeno de VPH en la superficie del mismo y una
vacuna para tratar cancer cervical, que contiene, como ingrediente activo, el microrganismo recombinante
transformado.

Como se usa en la presente memoria, el término "huéspedes" o "microrganismos" se refiere Una bacteria de acido
lactico que son bacterias gram-positivas probidticas y los criterios comunes usados para seleccionar microrganismos
probidticos incluyen lo siguiente: (i) un microrganismo procedente de ser humano; (ii) estabilidad frente a bilis, acido,
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enzima y oxigeno; (iii) capacidad para adherirse a mucosa intestinal; (iv) colonizacién potencial en el tubo digestivo
humano; (v) produccion de sustancias antimicrobianas y (vi) eficacia y seguridad demostrables. Sobre la base de
dichos criterios, es evidente que las bacterias de acido lactico son favorables e inofensivas para el cuerpo humano.
Asi, cuando se aplican transformantes que usan bacterias de acido lactico como huéspedes al cuerpo humano para
suministrar un gen o proteina para prevenir o tratar enfermedad, no se requiere una etapa de destoxificacion de
cepas bacterianas, a diferencia de un método convencional para preparar vacunas que usen cepas bacterianas.

En la presente invencion, las bacterias de acido lactico que se usan como huéspedes incluyen Lactobacillus sp.,
Streptococcus sp. y Bifidobacterium sp. Tipicamente, dicho Lactobacillus sp. incluye L. acidophilus, L. casei, L.
plantarum, L. ferementum, L. delbrueckii, L. johnsonii LJI, L. reuteri y L. bulgaricus, dicho Streptococcus sp. incluye
S. thermophilus y Bifidobacterium sp. incluye B. infantis, B. bijidum, B. longum, B. psuedolongum, B. breve, B. lactis
Bb-12 y B. adolescentis. Preferiblemente, se usa Lactobacillus sp. como huésped.

En otro aspecto mas, la presente invencion se refiere a un método para preparar un microrganismo con un antigeno
de VPH expresado en la superficie del mismo, comprendiendo el método las etapas de: cultivar un microrganismo
recombinante transformado con dicho vector para expresar un antigeno de VPH en la superficie del microrganismo y
recoger el microrganismo recombinante con el antigeno de VPH expresado en la superficie del mismo.

El cultivo de los microrganismos recombinantes segun la presente invenciéon se pueden llevar a cabo segin un
método conocido en la técnica y se pueden controlar convenientemente las condiciones de cultivo, incluia o
temperatura de cultivo y tiempo y el pH del medio. La recogida de células microbianas recombinantes del caldo de
cultivo se puede llevar a cabo usando técnicas de aislamiento convencionales, por ejemplo, centrifugacion o
filtracion.

En otro aspecto mas, la presente invencién se refiere a una vacuna para uso en el tratamiento de cancer cervical,
que contiene, como ingrediente activo, el microrganismo preparado por dicho método y que tiene un antigeno de
VPH expresado en la superficie del mismo.

Ademas, la presente invencion se refiere a una vacuna para uso en el tratamiento de cancer cervical, que es oral.

Las vacunas son farmacos que usan organismos vivos para fines preventivos frente a enfermedades para estimular
el sistema inmunitario. Inmunoactivacion se refiere a un procedimiento para retirar de manera eficaz antigenos por
produccion de anticuerpos en organismos, estimulacion de linfocitos T o estimulacién de otras células inmunitarias
(por ej., macréfagos). Una vision general detallada de inmunologia relativa a dichos detalles se entiende faciimente
por los expertos en la materia (Barrett, J. T., Textbook of Immunology, 1.983). Se puede administrar Una vacuna de
microrganismo transformados que expresan una proteina diana como un antigeno a mamiferos y preferiblemente
seres humanos.

La preparacion de la composicion de vacuna se puede llevar a cabo usando técnicas clasicas. Una dosis adecuada
para administracion varia dependiendo de la antigenicidad de productos génicos y puede ser una cantidad en que la
vacuna puede inducir de manera suficiente tipicas respuestas inmunitarias. La dosis se puede determinar facilmente
por procedimientos experimentales normales. La dosis inicial tipica de la vacuna es 0,001-1 mg de antigeno/kg de
peso. Si es necesario, se puede aumentar la dosis de manera que ofrezca un nivel de proteccion preferido, o se usa
la vacuna en una dosis multiple. La dosis puede ser determinada por los expertos en la materia y puede variar
dependiendo del método de formulacioén, tipo de administracion, edad del paciente, peso corporal, sexo, importancia
de la enfermedad, dieta, frecuencia de administracion, via de administracion, velocidad de excrecién y sensibilidad
de respuesta.

La realizacion mas preferida del vector de expresion de superficie inventivo para preparar una vacuna contra VPH
codificando la proteina E7 de antigeno de VPH es un vector de expresion de superficie que contiene: un gen que
codifica una proteina mutante repE que tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 1; un activador de
aldolasa procedente de bacterias de acido lactico; un gen de complejo poli-gamma-glutamato sintetasa seleccionado
del grupo que consiste en pgsB, pgsC y pgsA para expresion de superficie y un gen que codifica la proteina E7 de
antigeno asociado a induccion de tumor de virus del papiloma humano y se liga con el gen de complejo poli-gamma-
glutamato sintetasa. Se pueden cultivar bacterias de acido lactico recombinantes transformadas con el vector para
expresar la proteina E7 de antigeno de VPH en la superficie del mismo y usarse después directamente como una
vacuna.

La realizacion mas preferida del vector de expresion de superficie inventivo para preparar una vacuna contra VPH
que codifica la proteina E7 (Rb) de antigeno de VPH es un vector de expresion de superficie que contiene: un gen
que codifica proteina mutante repE que tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 1; un activador de
aldolasa procedente de bacterias de acido lactico; un gen de complejo poli-gamma-glutamato sintetasa seleccionado
del grupo que consiste en pgsB, pgsC y pgsA para expresion de superficie y un gen que codifica la proteina E7 (Rb)
de antigeno asociada a induccion de tumor de virus del papiloma humano y se liga con el gen de complejo poli-
gamma-glutamato sintetasa. Se pueden cultivar bacterias de acido lactico recombinantes transformadas con el
vector para expresar la proteina E7 (Rb) de antigeno de VPH en la superficie del mismo y usarse después
directamente como una vacuna.
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Para que la vacuna sea eficaz en la produccion de un anticuerpo, se puede liberar una sustancia antigénica in vivo,
de manera que pueda entrar en juego el mecanismo de produccién de anticuerpos de individuos vacunados. Asi, un
portador microbiano de un producto génico se puede introducir preferentemente in vivo para respuestas inmunitarias.
Para estimular una respuesta preferida por un antigeno que se presenta en las bacterias de acido lactico
recombinantes transformadas de la presente invencién, la vacuna se administra preferiblemente por via oral o
directamente al cuello uterino en forma de un aerosol.

Para administracion oral de la composicion de vacuna a individuos, la composicion de vacuna se proporciona
preferiblemente en una forma liofilica, por ejemplo, una forma de capsula. La capsula se proporciona como un
recubrimiento entérico que contiene Eudragate S, Eudragate L, acetato de celulosa, ftalato de celulosa o
hidroxiprolilmetilcelulosa. La capsula se puede usar tal cual o se puede administrar después de que se haya
reconstituido en un material liofilico tal como una suspension. La reconstitucion se realiza preferiblemente en un
tampon que tiene un valor de pH adecuado para la supervivencia de los microrganismos recombinantes
transformados. Para proteger el microrganismo recombinante transformado y vacuna de acido gastrico, es preferible
administrar una formulacién de bicarbonato de sodio cada vez antes de administrar la vacuna. La vacuna se puede
preparar de manera selectiva para administracion parenteral, administracién intranasal o administracion
intramamaria.

Ejemplos
De ahora en adelante, la presente invencion se describira con mas detalle con referencia a los ejemplos.

Ejemplo 1: Preparacion de vector de expresion de superficie (pKV-Pald-PgsAL-Amilasa) que contiene gen mutante
repE.

En este Ejemplo, para estabilizar un vector de expresion en células huéspedes, se construyd un vector de expresion
de superficie que contiene un gen mutante repE y que muestra un nivel de expresion aumentado de una proteina
diana.

Primero, para aumentar mas la expresién de una proteina diana en bacterias de acido lactico, se obtuvo un
fragmento de un activador de aldolasa que es un activador procedente de Lactobacillus casei. El activador de
aldolasa se obtuvo por PCR usando pDT-PgsA-Amilasa (descrito en la Publicacion de Patente Coreana N° 10-2008-
0086161) como un molde y cebadores de la SEC ID N° 2 y la SEC ID N° 3.

SEC ID N° 2: 5'-cgc gca tgc aat acc cac tta ttg cg-3'
SEC ID N° 3: 5'-cag ttc ftt ttt cat gta gat atc ctc c-3'

Como resultado, se obtuvo un fragmento de ADN de 421-pb que contiene un activador de aldolasa, un sitio de
enzima de restriccion Sphl en el extremo 5’ y una region N-terminal de 17 pb de pgsA en el extremo 3’. También, se
obtuvo un fragmento de gen pgsA que se puede ligar con el fragmento activador de aldolasa construido anterior por
PCR usando el vector descrito anteriormente como un molde y cebadores de la SEC ID N° 4 y la SEC ID N° 5.

SEC ID N° 4: 5'-gga gga tat cta cat gaa aaa aga act g-3'
SEC ID N° 5: 5'-ggc gct ggc ggt cgt ttg g-3'

El fragmento de ADN obtenido fue un fragmento de 782 pb que contenia un extremo 3’ de 13 pb del activador de
aldolasa y que tenia pgsA conectado directamente al mismo. La region de pgsA de este fragmento incluia un sitio de
enzima de restriccion de Pstl.

Los dos fragmentos obtenidos se ligaron entre si y se sometieron a PCR usando los cebadores en ambos extremos,
obteniendo asi un fragmento de ADN de 1.175 pb. Se digiri6 el fragmento de ADN con Sphl'y Pstl, obteniendo asi un
fragmento que contenia el activador de aldolasa y la porciéon N-terminal de pgsA.

pBT:pgsA-Amilasa (pAT-PslpA-pgsA-amilasa; véase el Ejemplo Indirecto de la Patente Coreana N° Registro
0872042) se digirieron con Sphl y Pstl para retirar la region activadora de SIpA7 y la region N-terminal de pgsA,
obteniendo asi la cadena principal del vector de expresion.

El fragmento de ADN que contiene activador de aldolasa digerido con Sphl y Pstl se ligaron con el pBT: PslIpA-
Amilasa digerido con las mismas enzimas de restriccion, construyendo asi pAT-Pald-PgsA-Amilasa. El vector pAT-
Pald-PgsA-Amilasa se sometié a mutagénesis dirigida al sitio para sustituir el codon TTA que codifica el 475
aminoacido leucina del gen repE con un codon de terminacion TGA a fin de cortar 21 aminoacidos C-terminales de
la proteina RepE, construyendo asi pKV-Pald-PgsA-Amilasa con una secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 1
(FIG. 1).

Ejemplo 2: Preparacion de vector de expresion de superficie E7 de VPH16 (pKV-Pald-PgsA-E7).
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Usando el vector de expresion de superficie (pKV-Pald-PgsA-Amilasa) preparado en el Ejemplo 1, se inserté un gen
que codifica la proteina E7 de VPH16 en el extremo C-terminal de PgsA, preparando asi un vector pKV-Pald-PgsA-
E7 capaz de expresar una proteina diana en la superficie de bacterias de acido lactico.

Para este fin, se retiréd el gen amilasa fusionado con pgsA en el vector pKV-Pald-PgsA-Amilasa preparado en el
Ejemplo 1 y se inserté el gen que codifica E7 de VPH16 en el vector. Como se muestra en la FIG. 1, se obtuvo un
fragmento que contiene el gen E7 de VPH16 realizando PCR usando pHAT:PgsA-E7 (Poo et al., Int. J. Cancer, 119:
1.702, 2.006) como un molde y cebadores de la SECID N°6 yla SEC ID N° 7.

SEC ID N° 6: 5'-gcg gga tcc cat gga gat aca cct aca ttg c-3'
SEC ID N° 7: 5'- acg cag aag cgg tct gat aa -3'

Como resultado, se obtuvo un fragmento de 386 pb que contenia el gen E7 de VPH16. El fragmento contenia un
sitio de enzima de restriccion BamH| en el extremo 5’ y un sitio de la enzima de restriccion Xbal en el extremo 3'. El
fragmento de ADN obtenido fue digerido con BamH! y Xbal, obteniendo asi un fragmento de 306 pb.

Se digiri6 el vector pKV-Pald-PgsA-Amilasa con BamR! y Xbal para retirar la region del gen amilasa, obteniendo asi
un fragmento de vector.

El fragmento de ADN que contiene gen E7 digerido con BamRI y Xbal se ligd con el vector digerido con las mismas
enzimas de restriccion, construyendo asi pKV-Pald-PgsA-E7 (FIG. 2A).

Ejemplo 3: Examen de expresion de pHAT:PgsA-E7 y pKV-Pald-PgsA-E7 en bacterias de acido lactico
transformadas.

En este ejemplo, se transformé Lactobacillus casei con cada uno de pHAT:PgsA-E7 y pKV-Pald-PgsA-E7,
construidos en el Ejemplo 2. Se cultivd la cepa Lactobacillus casei recombinante transformada y se examino la
expresion de la proteina E7 en la cepa recombinante. Se examind la expresion de la proteina E7 fusionada con
PgsA en la cepa Lactobacillus casei recombinante transformada.

La cepa Lactobacillus casei recombinante, transformada con cada uno de pHAT:PgsAE7 y pKV-Pald-PgsA-E7, se
cultivd de manera estacionaria en medio MRS (Lactobacillus MRS, Becton Dickinson y Company Sparks, USA) a
30°C para inducir la expresion de superficie de la proteina E7 del VPH16 fusionada con el extremo C terminal del
gen pgsA poli-gamma-glutamato sintetasa.

La célula completa de la cepa de Lactobacillus casei cultivada se sometié a electroforesis en gel de poliacilamida
SDS y métodos de Western usando un anticuerpo especifico de PgsA.

Especificamente, se desnaturalizé la célula completa de la cepa de Lactobacillus casei recombinante transformada
en que se habia inducido la expresién del gen E7 con una proteina obtenida en la misma concentracion de células a
fin de preparar una muestra. Se analizé la muestra por electroforesis en gel de poliacrilamida SDS y después se
transfirieron las fracciones de proteinas a membranas de difluoruro de polivinilideno (PVDF) (Bio-Rad). Las
membranas de PVDF a que se habian transferido las fracciones de proteinas se bloquearon por agitacién en un
tampodn de bloqueo (Tris HCI 50 mM, leche desnatada al 5%, pH 8,0) durante 1 hora y después se incubd durante 1
hora con anticuerpos primarios anti-PgsA policlonales procedentes de conejo que se habian diluido 1.000 veces en
un tampén de bloqueo. Después de terminacion de la incubacion, se lavaron las membranas con disolucién tampén
y se incubaron durante 1 hora con Anticuerpos secundarios anti-conejo conjugados con HRP que se habian diluido
10.000 veces en un tampén de bloqueo. Después de terminacién de la incubacién, se lavaron las membranas con
disolucién tampodn y se desarrollé el color de las membranas lavadas durante aproximadamente 1 minuto por adicion
de un sustrato (lumigen PS-3 acridan, H2O>) y se observo la union especifica entre el anticuerpo especifico de PgsA
y la proteina de fusién con una camara CCD (FIG. 3).

En la FIG. 3, la linea C representa la cepa Lactobacillus casei recombinante transformada en que soélo se expreso
PgsA (pKV-Pald-PgsA), la linea 1 representa la expresion de proteinas de la cepa Lactobacillus casei recombinante
transformada con pHAT:PgsA-E7 y la linea 2 representa la expresion de proteinas de la cepa Lactobacillus casei
recombinante transformada con pKV-Pald-PgsA-E7. Como se muestra en la FIG. 3, se pudo observar la expresion
de una proteina de fusion PgsA-E7 de 54,4 kDa en las lineas 1 y 2 usando el Ab especifico de PgsA y se observo
que la expresion de la proteina de fusion de PgsA-E7 por pKV-Pald-PgsA-E7 fue mas fuerte que la expresion de la
proteina de fusion de PgsA-E7 por pHAT:PgsA-E7.

En el caso de la estructura en que se sustituyd la region de PslpA-PgsA-E7 de pHAT: PgsA-E7 que contiene RepE
normal con Pald-PgsA-E7, no se pudieron obtener bacterias de acido lactico transformadas por el método de
preparacion de bacterias de acido lactico transformadas realizado de la misma manera que se describid
anteriormente.

Ejemplo 4: Comparacion de la capacidad para inducir inmunorespuestas humorales entre cepas Lactobacillus que
expresan antigeno E7 de VPH16 en la superficie del mismo.
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Se transformaron cepas Lactobacillus casei con cada uno de los vectores de expresion de superficie y se indujo la
expresion de antigeno E7 de VPH en la superficie de las cepas de la misma manera que en el Ejemplo 2. Después,
se compararon las dos clases de cepas Lactobacillus casei recombinantes transformadas con respecto a la
capacidad de la proteina de fusién E7 de PgsA-VPHI6 para inducir inmunorespuestas humorales. También, se
administraron las dos cepas transformadas con diferentes niveles de expresion de la proteina de fusién a ratones en
cantidades variables (1, 1/5y 1/10) y se compararon con respecto a la capacidad para inducir inmunorespuestas.

Se transform6 la cepa Lactobacillus casei con cada uno de los vectores, se cultivd, se recogio y se liofilizé para
preparar polvo. Se disolvié el polvo en tampoén (PBS, pH 7,4) y después se administré por via oral a ratones Balb/c
hembra de 6 semanas.

Especificamente, se disolvi6 en PBS cada uno de los polvos liofilizados de las cepas Lactobacillus casei
recombinantes transformadas (pHAT-E7 y pKV-E7) que expresan el antigeno E7 de VPH16 y de la cepa
Lactobacillus casei (pAT) que no expresa el antigeno E7 de VPH 16, a varias concentraciones (5 x10° células/200 yl,
1 x 10° células/200 pl y 5 x 108 células/200 pl) y se inmunizaron en ratones cinco veces una semana durante 2
semanas (dias 0-4 y dias 7-11). Después de 1 semana, se proporciond un primer reforzante por via oral (dias 21-25)
y después de 1 semana, se proporcioné un segundo reforzante por via oral (dias 35-39). Para medir anticuerpo IgG
especifico de E7 de VPH16 en el suero de ratén y anticuerpo IgA especifico de E7 de VPH16 segregado de la
mucosa de ratén, se recogieron un lavado intestinal y un lavado vaginal de cada uno de los ratones a los 14 dias, 28
dias y 42 dias (FIG. 4). Especificamente, se obtuvo sangre del ojo de raton usando un tubo microcapilar recubierto
de heparina y se recogieron un lavado intestinal y un lavado vaginal en cantidades de 0,8 ml y 250 pl,
respectivamente, usando tampdén PBS que contiene PMSF 1 mM. Después, se centrifugd cada uno de los lavados a
1.361 rad/s (13.000 rpm) durante 20 minutos y se aisl6 el sobrenadante y se sometio a analisis ELISA.

En el analisis ELISA, se diluyé la proteina E7 de VPH16 en tampdn de recubrimiento (carbonato de sodio 0,1 M,
azida de sodio 0,02%, pH 9,6) a una concentracion de 500 ng/100 pl por pozo y después se afiadieron 100 ul de la
dilucion a placas ELISA de 96 pozos y se incubo a 4°C durante la noche. Se lavaron las placas ELISA tres veces por
adicion de PBST (PBS+Tween20 al 0,05%) a las mismas en una cantidad de 300 pl/pozo y después se bloquearon
las placas ELISA con 100 pl de leche desnatada al 5% a 37°C durante 1 hora, seguido por eliminacion del tampdn
de bloqueo. Después, se lavaron las placas tres veces con PBST y se afiadieron 100 pl de cada uno de los sueros
diluidos y lavados de mucosa a las placas. Después de que se afiadieran las muestras, se incubaron a 37°C durante
2 horas y después se lavaron tres veces con tampoén de lavado. Después, se diluyé anticuerpo IgG o IgA anti-raton
conjugado con peroxidasa de rabano a 1:5.000, se afiadi6 a cada pozo y se incub6 a 37°C durante 1 hora. Después,
se lavé cada pozo con tampodn de lavado y se desarrolld el color con disolucion de TMB y se detuvo el desarrollo de
color con acido sulfurico 2,5 M. La cantidad de antigeno especifico de E7 de VPH16 se analizd por mediciéon con una
lectora de ELISA a 450 nm.

Como resultado, como se muestra en la FIG. 5A, cuando se midié el valor medio de DO de IgG de suero especifico
de E7 después de 2 semanas de inmunizacion, los grupos a los que se administré6 cada uno de pAT-E7 y pKV-E7
mostraron valores de DO mayores que los del grupo de control pAT. También, se observd que la cantidad del
anticuerpo especifico de E7 aumentd dependiendo de la cantidad de cepa administrada. El valor medio de DO de
IgG de suero especifico de E7 después del primer refuerzo aumenté tanto en el grupo a que se administré pAT-E7
como en el grupo a que se administr6 pKV-E7 comparado con el valor medido después de 2 semanas de
inmunizacioén e indicoé un efecto de refuerzo. El valor medio de DO de IgG de suero especifico de E7 después del
segundo refuerzo también indicé un efecto de refuerzo en los dos grupos administrados. En particular, en el caso del
grupo a que se administré pKV-E7, la expresion de superficie de proteina de fusion E7 de la que fue
significativamente mayor que la del grupo al que se administré pAT-E7, el grupo al que se administré pKV-E7 en una
cantidad de 1/5 mostré un efecto de refuerzo de IgG similar al del grupo al que se administr6 pAT-E7 en una
cantidad de 1/1.

Mientras tanto, para medir inmunorespuestas mucosales, se midieron los anticuerpos IgA especificos de E7 en los
lavados intestinal y vaginal por ELISA. Como resultado, como se muestra en la FIG. 5B y la FIG. 5C, el valor medio
de DO (es decir, IgA especifico de E7) después de 2 semanas de inmunizacion aumenté tanto en el grupo a que se
administr6 pAT-E7 como el grupo a que se administré pKV-E7 comparado con el grupo de control pAT y el
anticuerpo especifico de E7 aumenté dependiendo de la cantidad de cepa administrada. El valor medio de DO
después del primer refuerzo aumenté ademas y el segundo efecto de refuerzo fue ligeramente mayor que el primer
efecto de refuerzo.

En conclusién, cuando se administraron las cepas Lactobacillus casei recombinantes transformadas inventivas que
expresan E7 de VPH16 por via oral a los ratones, pudieron inducir inmunorespuestas humorales especificas de E7
de VPH16 (induccion de IgG en suero) e inmunorespuestas mucosales (induccion de IgA intestinal/vaginal). En
particular, el grupo a que se administr6 pKV-E7 que expresa un nivel mayor de E7 podia inducir con mas eficacia
inmunorespuestas comparado con el grupo al que se administré pAT-E7.

Ejemplo 5: Comparacion de la capacidad para inducir inmunorespuestas celulares entre cepas Lactobacillus que
expresan antigeno de E7 de VPH16 en la superficie del mismo.
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Para examinar si dos clases de cepas Lactobacillus casei recombinantes transformadas (pHAT-E7 y pKV-E7) con
diferentes niveles de expresion de superficie de antigeno de E7 de VPH 16 difieren con respecto a la capacidad para
inducir inmunorespuestas mediadas por células T CD8+ especificas de antigeno E7 e inmunorespuestas de células
T, cada tincion de citocina intracelular y ELISPOT de IFN-y se llevé a cabo usando ratones a los que se administré
por via oral cada una de las cepas, examinado asi la capacidad de las cepas para inducir inmunorespuestas
celulares.

Para este fin, se aislaron esplenocitos de ratones a los que se administré por via oral cada una de las cepas
Lactobacillus casei recombinantes transformadas que expresan E7 en la superficie de los mismos como se
menciona en el Ejemplo 4. Se suspendieron los esplenocitos medio RPMI-1640 que contiene FBS al 10% y se
sembraron en placas de 24 pozos a una densidad de 5 x 10° células/pozo. Cada pozo fue tratado con un péptido E7
que contenia epitopo de clase | del MHC (a.a 49-57, AniGen, Korea) y GolgiPlug (BD Biosciences) y se cultivaron las
células 37°C durante 16 horas. Se tifieron las células cultivadas con anticuerpo CD8 de rata anti-ratbn monoclonal
conjugado con ficoeritrina (PE) a 4°C durante 40 minutos y se tifid IFN-y en las células con anticuerpo de IFN-y de
rata anti-ratén monoclonal conjugado con FITC usando el estuche Cytofix/Cytoperm.

Como se describié anteriormente, después de que se hubiera administrado a los ratones por via oral cada una de las
dos cepas Lactobacillus casei recombinantes, se llevé a cabo tinciéon con citocinas intracelulares para medir el
numero de células T CD8+ que segregan IFN-y especifico de E7. Como resultado, como se puede ver en la FIG. 6,
el numero de precursores de células T 25 CD8+ que segregan IFN-y especificos de E7 aumentd por las cepas
Lactobacillus casei recombinantes transformadas que expresan E7. En particular, en la fase inicial en que se
indujeron inmunorespuestas, se observo que las inmunorespuestas mediadas por células inducidas por la cepa pKV-
E7 de Lactobacillus casei recombinante que tiene un mayor nivel de expresion de superficie aumentaron ligeramente
comparado con las inducidas por las bacterias de acido lactico pHAT-E7, pero las inmunorespuestas mediadas por
las células inducidas por las bacterias de acido lactico pHAT-E7 aumentaron a un nivel similar al de la cepa de pKV-
E7 después de refuerzo.

Para examinar la induccion de inmunorespuestas de células T especificas de E7, se llevd a cabo ELISPOT de IFN-y
para medir el nimero total de T células que segregan IFN-y especificamente para estimulacion de péptido E7. Para
este fin, un dia antes de aislamiento de los esplenocitos, se recubrié una placa de 24 pozos con anticuerpo de
captura de IFN-y anti-ratdon y se sembraron los esplenocitos aislados el dia del experimento en cada pozo de la placa
a una densidad de 2 x 10° células/pozo. Cada pozo sembrado con las células fue tratado con el péptido E7 o PHA-M
y se cultivaron las células durante 2 dias. Después de 2 dias, se retir6 el contenido de la placa y se lavé dos veces
con agua destilada y tres veces con PBS que contiene tween-20 al 0,05% y se afadio IFN-y anti-raton biotinilado a
cada pozo de la placa y se incubd durante 2 horas a temperatura ambiente. Después de la terminacion de la
incubacion, se retiré el contenido de la placa, se lavd cada pozo tres veces con PBS que contenia tween-20 al 0,05%
y después se anadié estreptavidina-HRP a cada pozo de la placa y se incubd a temperatura ambiente durante 1
hora. Después de que se hubiera eliminado el contenido de la placa, se lavd cada pozo cuatro veces con PBS que
contenia tween-20 al 0,05% y dos veces con PBS. Después, se afadié un sustrato a cada pozo y se observo el
desarrollo de color en cada pozo durante 5-60 minutos. Se detuvo la reaccion de desarrollo de color por agua
destilada y se midié el nimero de pintas en cada pozo usando la lectora de ELISPOT.

Como resultado, como se muestra en la FIG. 6, aumentd en los ratones a los que se administraron por via oral las
bacterias de acido lactico recombinantes transformadas con pHAT-E7 o pKV-E7, el nimero de células que
segregaban IFN-y especificamente para el péptido E7. También, el numero de células que segregan IFN-y en el
grupo al que se administré la cepa Lactobacillus casei recombinante transformada con pKV-E7 fue ligeramente
mayor que en el grupo al que se administrd la cepa Lactobacillus casei recombinante transformada con pHAT-E7.

Ejemplo 6: Estimulacion de células tumorales en ratones inmunizados con Lactobacillus que expresan antigeno E7
de VPH en la superficie del mismo.

Para confirmar el efecto anticancer de dos clases de cepas de Lactobacillus recombinantes transformadas (pHAT-E7
y pKV-E7) con diferentes niveles de expresion de superficie de antigeno E7 de VPH 16 y confirmar el efecto
anticancer segun la cantidad de las mismas, se llevé a cabo estimulacion de células tumorales usando un modelo de
células tumorales de TC-1 que expresan la proteina E7.

Para este fin, se dividieron ratones C57BL/6 hembra de 6-8 semanas en varios grupos, consistiendo cada uno en 5
animales y cada una de las cepas de Lactobacillus casei recombinantes transformadas que expresan E7 en la
superficie del mismo se administré por via oral a los ratones. La administracién oral se realizé cinco veces una
semana y se trataron los ratones segun el siguiente plan : 1 semana de administracién oral seguido por 1 semana de
reposo, después de 1 semana de primer refuerzo seguido por 1 semana de reposoAy después de 1 semana de
segundo refuerzo. Después de 1 semana de administracion oral, se inyectaron 2 x 10" células tumorales TC-1 por
via subcutanea en el muslo izquierdo de cada ratdon para inducir tumores. El tamafio del tumor formado se midio tres
veces una semana usando soportes.

Como resultado, como se puede ver en la FIG. 7, en el grupo al que se administré6 por via oral la cepa de
Lactobacillus casei recombinante transformada con pHAT-E7 o pKV-E7, el tamafio del tumor formado fue
9
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aproximadamente 50 por ciento mas pequefio que el tamafio del tumor del grupo de control. También, el grupo al
que se administrd la cepa de Lactobacillus casei recombinante pKV-E7 en una cantidad reducida de 1/5 mostré un
tamafo de tumor menor que el del grupo de control.

Ejemplo 7: Preparacion de bacterias de acido lactico inmunizadas (pKV-Pald-PgsA-E7 (Rb) que expresan en la
superficie de las mismas una proteina que tiene mutaciones de aminoacidos introducidas en E7 de VPH de tipo 16.

Si se infectan las células con virus del papiloma, la proteina E7 expresada se puede unir a la proteina supresora de
crecimiento de retinoblastoma (pRb) para causar cancer. Por esta razén, se indujeron las mutaciones en la
secuencia de bases de una regidon que se une al pRb del gen E7. Se fusiond el gen E7 (Rb) inducido por mutacion al
extremo de PgsA usando un vector lanzadera pKV que se expresa de manera estable en E. coli y bacterias de acido
lactico, preparando de ese modo un vector pKV-Pald-PgsA-E7 (Rb) capaz de expresarse en la superficie de las
bacterias de acido lactico.

Los resultados del examen para el sitio de unién de Rb de E7 de VPH tipo 16 revelaron que el sitio de unién de la
proteina supresora del crecimiento del retinoblastoma (pRb) (DLxCXE) consiste en los restos 21-26 de aminoacidos
del gen E7 de VPH16 (Smahel M. et al., Virology, 281: 231, 2.001). Para sustituir todos los aminoacidos 21° (D), 24°
(C) y 26° (E) entre los restos 21-26 de aminoacido con glicina, la capacidad de la proteina E7 para unirse a la
proteina pRb se elimind por mutagénesis del punto usando cebadores. Especificamente, se realizé PCR usando el
vector pKV-Pald-PgsA-E7 preparado en el Ejemplo 2 como un molde y cada uno de una primera serie de las SEC ID
NOS: 8 y 9 y una primera serie de las SEC ID NOS: 10 y 11.

SEC ID N° 8: 5'-tct gga tcc atg cat gga gat aca cct ac-3'
SEC ID N° 9: 5'-ttg ccc ata acc gta gag acc agt tgt c-3'
SEC ID N° 10: 5’-act ggt ctc tac ggt tat ggg caa tta aat g-3'
SEC ID N° 11: 5'-cat tct aga tca tta tgg ttt ctg aga aca g-3’

Como resultado, se obtuvo un fragmento de ADN de 87 pb que contenia el gen E7 de VPH16 mediante los
cebadores de las SEC ID NOS: 8 y 9 y contenia un sitio de enzima de restriccion BamR/ en el extremo 5'. También,
se obtuvo un fragmento de ADN de 249 pb mediante los cebadores de las SEC ID NOS: 10 y 11 y contenia un sitio
de enzima de restriccion Xbal en el extremo 3'. Se mezclaron entre si los dos fragmentos de ADN obtenidos y se
sometieron a 10 ciclos de PCR que consistian en 30 s a 95°C, 30 s a 42°C y 30 s a 72°C. Después, se afiadieron
cebadores de las SEC ID NOS: 8 y 11 al producto PCR, que se sometié después a PCR (30 s 2 95°C, 30 sa 53°Cy
30 s a 72°C). Los fragmentos de ADN de 312 pb obtenidos contenian un sitio de enzima de restriccion BamH| en el
extremo 5’ y un sitio de enzima de restriccion Xbal en el extremo 3'. El fragmento fue digerido con las enzimas de
restriccion BamH| y Xbal para obtener un fragmento de gen mutante E7 (Rb) de 306 pb. Se digirié pKV-Pald-PgsA-
Amilasa con BamHI| y Xbal para eliminar la region del gen amilasa, obteniendo asi una region del vector. El
fragmento de ADN que contenia gen mutante E7 (Rb) digerido con BamH! 'y Xbal se ligd con el vector digerido con
las mismas enzimas de restriccion, construyendo asi pKV-Pald-PgsA-E7 (Rb) (FIG. 8).

La construccion pKV-Pald-PgsA-E7 (Rb) se transformé en Lactobacillus casei por electroporacion, obteniendo asi
bacterias de acido lactico transformadas con la construccion.

Ejemplo 8: Examen de expresion de pKV-Pald-PgsA-E7 (Rb) en bacterias de acido lactico transformadas.

Para examinar si la proteina de fusiéon PgsA- E7 que tiene las mutaciones en el sitio de union Rb se expresa en la
Lactobacillus casei recombinante transformada con el vector pKV-Pald-PgsA-E7 (Rb) obtenido para expresion en la
superficie de las bacterias de acido lactico, se llevo a cabo el siguiente experimento.

Se cultivd de manera estacionaria el Lactobacillus casei recombinante transformado en medio MRS (Lactobacillus
MRS, Becton Dickinson y Company Sparks, USA) a 30°C y se recogieron y se analizaron las células microbianas por
métodos de Western de la misma manera que en el Ejemplo 3. Como resultado, se confirmé que se expreso la
proteina de fusion en la cepa microbiana. Especificamente, se realizaron métodos de Western usando anticuerpo
especifico de PgsA y anticuerpo especifico de E7 de VPH16 (Ab monoclonal de E7, Invitrogen, USA) y, como
resultado, como se muestra en la FIG. 9, se confirmé la expresion de una proteina E7 mutante de aproximadamente
54,7 kDa fusionada con PgsA.

Ejemplo 9: Induccion de inmunorespuestas humorales por Lactobacillus que expresa antigeno mutante E7 (Rb) de
VPH16 en la superficie del mismo.

La cepa Lactobacillus casei recombinante confirmada para expresar la proteina mutante E7 fusionada a PgsA fue
administrada por via oral a ratones para examinar si se inducian inmunorespuestas humorales. Para este fin, se
transformoé Lactobacillus casei con el vector, se cultivd y después se liofilizé para preparar polvo. Se disolvié el polvo
en tampén (PBS, pH 7,4) y se administrd por via oral a ratones Balb/c hembra de 6 semanas.

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2513440 T3

Especificamente, cada uno de los polvos de la cepa de Lactobacillus casei recombinante transformada (E7-Rb) que
expresa E7 (Rb) de VPHI6 y de una cepa de Lactobac:llus casei (L525) que no expresan E7 (Rb) de VPH16 se
disolvio en PBS en una concentracion de 2-5 x 10° células/200 gl y se inmunizaron después en ratones cinco veces
a la semana durante 2 semanas (dias 0-4 y dias 7- 11). Después de una semana, se proporciond un primer
reforzante por via oral (dias 21-25) y después de una semana, se proporciond un segundo reforzante por via oral
(dias 35 - dias 39). Para medir anticuerpo IgG especifico de E7 de VPH16 en el suero de ratén y anticuerpo IgG
especifico de E7 de VPH16 segregado de la mucosa de ratén, se recogieron un lavado intestinal y un lavado vaginal
de cada raton los dias 14, 28 y 42 como se muestra en la FIG. 3. Como se describié en el Ejemplo 4, se obtuvo
sangre del ojo de ratdon sangre del ojo de raton usando un tubo microcapilar recubierto de heparina y se recogieron
un lavado intestinal y un lavado vaginal de cada raton en cantidades de 0,8 mly 250 pl, respectivamente, usando
tampon de lavado PBS que contiene PMSF 1 mM. Se centrifugd cada uno de los lavados recogidos a 1.361 rad/s
(13.000 rpm) durante 20 minutos y se aisl6 el sobrenadante y se analizé por ELISA de la misma manera que en el
Ejemplo 4.

Como resultado, como se muestra en la FIG. 10A, cuando se midi6é el valor medio de la DO de IgG de suero
especifico de E7 después de 2 semanas de inmunizacion, el grupo al que se administr6 E7-Rb mostré un valor de
DO mayor que la del grupo al que se administré L525 (grupo de control negativo). El valor medio de la DO de IgG de
suero especifico de E7 después del primer refuerzo aumento en el grupo al que se administré E7-Rb comparado con
el valor de la DO medido después de 2 semanas de inmunizacién e indicé un efecto de refuerzo. El valor de la DO
promedio de IgG de suero especifico de E7 también indicd un efecto de refuerzo. Sin embargo, el grupo al que se
administré L525 no mostré un efecto de refuerzo especial. También, para medir inmunorespuestas humorales
inducidas en la mucosa, se midi6 el anticuerpo IgA especifico de E7 en cada uno del intestinal y vaginal por ELISA.
Como resultado, como se muestra en la FIG. 10B y la FIG. 10C, el valor medio de la DO (IgA especifico de E7)
después de 2 semanas de la inmunizaciéon aumenté en el grupo al que se administréo E7-Rb comparado con el grupo
al que se administré L525 (grupo de control negativo). También, el valor medio de la DO después del primer refuerzo
aumenté comparado con el valor medido después de 2 semanas de la inmunizacion y el segundo efecto de refuerzo
aumentd comparado con el primer efecto de refuerzo.

En conclusion, cuando la cepa Lactobacillus casei recombinante transformada con E7-Rb se administré por via oral
a los ratones, pudo inducir todas las inmunorespuestas humorales sistémicas especificas de E7 de VPH16
(induccidn de 1gG en suero) e inmunorespuesta humoral mucosal (induccion de IgA intestinal/vaginal).

Ejemplo 10: Induccidon de inmunorespuestas celulares por Lactobacillus que expresa antigeno mutante E7 (Rb) de
VPH16 en la superficie del mismo.

Para si la cepa de Lactobacillus (E7-Rb) recombinante transformada que expresa el antigeno mutante E7 (Rb) de
VPH 16 en la superficie del mismo tiene la capacidad de inducir inmunorespuestas mediadas por células T
especificas de antigeno E7 (Rb), se llevé a cabo ELISPOT de IFN-y usando ratones a los que se administrd por via
oral la cepa, examinando asi la capacidad de la cepa para inducir inmunorespuestas celulares. Para este fin, la cepa
Lactobacillus casei recombinante transformada que expresa E7 (Rb) en la superficie del mismo, construida en el
Ejemplo 7, se administrd por via oral a ratones y se aislaron esplenocitos de los ratones. Se suspendieron los
esplenocitos aislados en medio RPMI 1640 que contenia FBS al 10% y se sembraron en cada pozo de una placa de
24 pozos a una densidad de 5 x 10° células. Cada pozo fue tratado con un péptido E7 que contenia epitopo de clase
| de MHC (a.a 49-57, AniGen, Korea) y GolgiPlug (BD Biosciences) y se cultivaron las células a 37°C durante 16
horas. Se tifieron las células cultivadas con anticuerpo CD8 de rata anti-ratén monoclonal conjugado con ficoeritrina
(PE) a 4°C durante 40 minutos y se tifio IFN-y en la células con anticuerpo de IFN-y de rata anti-ratdbn monoclonal
conjugado con FITC usando el estuche Cytofix/Cytoperm.

Como se describié anteriormente, cada una de las dos cepas de Lactobacillus casei recombinantes se administré
por via oral a los ratones y después se llevd a cabo tincidon con citocinas intracelulares para medir el nimero de
células T CD8+ que segregan IFN-y especifico de E7 (Rb). Como resultado, como se puede ver en la FIG. 11, el
numero de precursores de 15 células T CD8+ que segregan IFN-y especifico de E7 (Rb) aumentd por el
Lactobacillus casei recombinante transformado que expresa E7 (Rb). En particular, en la fase inicial en que se
indujeron inmunorespuestas, se observd que las inmunorespuestas mediadas por células inducidas por la cepa de
Lactobacillus casei recombinante pKV-E7 (Rb) con un mayor nivel de expresion de superficie aumentaron
ligeramente comparado con las inducidas por las bacterias de &acido lactico pHAT-E7 (Rb), pero las
inmunorespuestas mediadas por células inducidas por las bacterias de acido lactico pHAT-E7 (Rb) aumentaron a un
nivel similar al de la cepa pKV-E7 (Rb) después de refuerzo.

Para examinar la induccion de inmunorespuestas de células T especificas de E7, se llevd a cabo ELISPOT de IFN-y
para medir el nimero total de células T que segregan IFN-y especificamente para estimulacion de péptido E7.

Para este fin, un dia antes de aislamiento de los esplenocitos, se recubrié una placa de 24 pozos con anticuerpo de
captura de IFN-y anti- raton y se sembraron los esplenocitos aislados el dia del experimento en cada pozo de la placa
a una densidad de 2 x 10° células/pozo. Cada pozo sembrado con las células fue tratado con el péptido E7 o PHA-M
y se cultivaron las células durante 2 dias. Después de 2 dias, se retir6 el contenido de la placa y se lavé dos veces
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con agua destilada y tres veces con PBS que contenia tween-20 al 0,05% y se afiadio IFN-y anti-raton biotinilado a
cada pozo de la placa y se incubd durante 2 horas a temperatura ambiente. Después de terminacion de la
incubacion, se retiré el contenido de la placa, se lavd cada pozo tres veces con PBS que contenia tween-20 al 0,05%
y después se afnadié estreptavidina-HRP a cada pozo de la placa y se incubd a temperatura ambiente durante 1
hora. Después de que se hubo retirado el contenido de la placa, se lavé cada pozo cuatro veces con PBS que
contenia tween-20 al 0,05%y dos veces con PBS. Después, se afiadid un sustrato a cada pozo y se realiz la
observacioén del desarrollo de color en cada pozo durante 5-60 minutos. Se detuvo la reacciéon de desarrollo de color
por agua destilada y se midié el nimero de pintas en cada pozo usando la lectora de ELISPOT.

Como resultado, como se muestra en la FIG. 11, en los ratones a los que se administraron por via oral las bacterias
de acido lactico recombinantes transformadas con pHAT-E7 (Rb) o pKV-E7 (Rb), el nimero de células que segregan
IFN-y especificamente para el péptido E7 aumentd. También, el nimero de células que segregan IFN-y en el grupo
al que se administro la cepa Lactobacillus casei recombinante transformada con pKV-E7 (Rb) fue ligeramente mayor
que en el grupo al que se administré la cepa Lactobacillus casei recombinante transformada con pHAT-E7 (Rb).

Aplicabilidad industrial

Como se describié anteriormente, las bacterias de acido lactico recombinantes, transformadas con el vector de
expresion de superficie inventivo y que expresan la proteina antigeno de virus del papiloma humano (VPH) en la
superficie de las mismas y se puede usar una composicién que contiene las bacterias de acido lactico
recombinantes como ingrediente activo, como una vacuna para uso en el tratamiento de cancer cervical. La cepa
recombinante transformada que expresa constitutivamente un alto nivel del antigeno de VPH es muy eficaz, debido a
que puede proliferar en una gran cantidad de una manera econdémica y se puede aplicar como una vacuna oral o
directamente a la vagina.

12



ES 2513440 T3

<110> BioLeaders Corp.
Korea Research Institute of Bioscience and Biotechnology
Kookmin University Industry-Academic Cooperation Foundation

<120> Stable High-level Constitutive Expression Vector for Anti-HPV
Vaccine and Lactic Acid Bacteria Transformed by Thereof

<130> PP-B0869

<160> 11

<170> KopatentIn 1.71
<210> 1

<211> 474

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Variante repE

<400> 1
Met Asn Ile Pro Phe Val Val Glu Thr Val Leu His Asp Gly Leu Leu
1 5 10 15

Lys Tyr Lys Phe Lys Asn Ser Lys Ile Arg Ser Ile Thr Thr Lys Pro
20 25 30

Gly Lys Ser Lys Gly Ala Ile Phe Ala Tyr Arg Ser Lys Ser Ser Met
35 40 45

Ile Gly Gly Arg Gly Val Val Leu Thr Ser Glu Glu Ala Ile Gln Glu
50 55 60

Asn Gln Asp Thr Phe Thr His Trp Thr Pro Asn Val Tyr Arg Tyr Gly
65 70 75 80

Thr Tyr Ala Asp Glu Asn Arg Ser Tyr Thr Lys Gly His Ser Glu Asn
85 90 95

Asn Leu Arg Gln Ile Asn Thr Phe Phe Ile Asp Phe Asp Ile His Thr
100 105 110

Ala Lys Glu Thr Ile Ser Ala Ser Asp Ile Leu Thr Thr Ala Ile Asp
115 120 125

Leu Gly Phe Met Pro Thr Met Ile Ile Lys Ser Asp Lys Gly Tyr Gln
130 135 140

Ala Tyr Phe Val Leu Glu Thr Pro Val Tyr Val Thr Ser Lys Ser Glu
145 150 155 160

Phe Lys Ser Val Lys Ala Ala Lys Ile Ile Ser Gln Asn Ile Arg Glu
165 170 175

Tyr Phe Gly Lys Ser Leu Pro Val Asp Leu Thr Cys Asn His Phe Gly
180 185 190

Ile Ala Arg Ile Pro Arg Thr Asp Asn Val Glu Phe Phe Asp Pro Asn
195 200 205
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REIVINDICACIONES

1. Un vector de expresion de superficie para preparar vacunas para el virus del papiloma humano (VPH),
comprendiendo el vector de expresion de superficie un gen que codifica una proteina mutante repE con una
secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 1, un activador, un gen de complejo poli-gamma-glutamato sintetasa para
la expresion de superficie y un gen que se liga con el gen de complejo poli-gamma-glutamato sintetasa y codifica
una proteina antigeno asociada por induccién a tumor de virus del papiloma humano.

2. El vector de expresion de superficie segun la reivindicacion 1, en el que la proteina antigeno asociada por
induccion a tumor de VPH es E7 o E7 (Rb) de VPH.

3. El vector de expresion de superficie segun la reivindicacion 1, en el que el activador es un activador de aldolasa
procedente de bacterias de acido lactico.

4. El vector de expresion de superficie segun la reivindicacion 1, en el que el gen de complejo poli-gamma-glutamato
sintetasa es seleccionado del grupo que consiste en pgsB, pgsC y pgsA.

5. Un microrganismo recombinante transformado con el vector segun la reivindicacion 1.
6. El microrganismo recombinante segun la reivindicacion 5, en el que el microrganismo es bacteria de acido lactico.

7. Una vacuna para uso en el tratamiento de cancer cervical, comprendiendo la vacuna el microrganismo
recombinante transformado segun la reivindicacion 5 6 6, como un ingrediente activo.

8. Un método para preparar un microrganismo que tiene un antigeno de VPH expresado en la superficie del mismo,
comprendiendo el método las etapas de: cultivar el microrganismo recombinante segun la reivindicacion 5, para
expresar un antigeno de VPH en la superficie del microrganismo y recoger el microrganismo recombinante que tiene
el antigeno de VPH expresado en la superficie del mismo.

9. Una vacuna para uso en el tratamiento de cancer cervical, comprendiendo la vacuna el microrganismo
recombinante que tiene el antigeno de VPH expresado en la superficie del mismo preparado por el método segun la
reivindicacion 8, como ingrediente activo.

10. La vacuna para uso segun la reivindicacion 7 6 9, en la que la vacuna se administré por via oral.

11. Un vector de expresion de superficie para preparar vacunas de VPH, comprendiendo el vector de expresion de
superficie un gen que codifica una proteina mutante repE que tiene una secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°
1, un activador de aldolasa procedente de bacterias de acido lactico, un gen de complejo poli-gamma-glutamato
sintetasa seleccionado del grupo que consiste en pgsB, pgsC y pgsA para expresion de superficie y un gen que se
liga con el gen de complejo poli-gamma-glutamato sintetasa y codifica una proteina E7 de antigeno asociado por
induccién a tumor de virus del papiloma humano.

12. Un vector de expresion de superficie para preparar vacunas de VPH, comprendiendo el vector de expresion de
superficie un gen que codifica una proteina mutante repE que tiene una secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°
1, un activador de aldolasa procedente de bacterias de acido lactico, un gen de complejo poli-gamma-glutamato
sintetasa seleccionado del grupo que consiste en pgsB, pgsC y pgsA para expresion de superficie y un gen que se
liga con el gen de complejo poli-gamma-glutamato sintetasa y codifica una proteina E7 (Rb) de antigeno asociado
por induccién a tumor de virus del papiloma humano.

13. Una bacteria de acido lactico recombinante transformada con el vector segun la reivindicacion 11.

14. Una bacteria de acido lactico recombinante transformada con el vector segun la reivindicacion 12.
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FIG. 1
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FIG. 5
A. ELISA de IgG de suero especifico de E7
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FIG. 5

B. IgA intestinal especifico de E7

.‘Lm 7
M Inmunizacion
C—— 1°refuerzo -~
S 2° refuerzo
E 1.0 -
< g m
o, ] L 1
8 0s- i
L wd 0 B BA RE RO
HBI1IBIB LN} |
3 | | )| | |
SIRIBLE L w
@«Q g L Li i
1710 155 1/1 /10 L5 /1 /10 LS 1l

Control pHAT-E7 pPKV-E7

24



ES 2513440 T3

FIG. 5

C. IgA vaginal especifico de E7
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FIG. 7
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FIG. 9
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FIG. 10

A. ELISA IgG de suero especifico de E7
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FIG. 10

B. IgA intestinal .especifico de E7
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FIG. 10

C. IgA vaginal especifico de E7
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FIG. 11

N° células que segregan IFN-y/ 3 x 10%esplenocitos
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