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DESCRIPCION
Composiciones y métodos que comprenden el antigeno KLK3, PSCAo FOLH1.

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona péptidos KLK3 recombinantes, moléculas nucleotidicas recombinantes que
codifican los mismos, cepas recombinantes de Listeria que comprenden los mismos, y usos inmunogénicos y
terapéuticos de los mismos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La estimulacion de una respuesta inmune depende de la presencia de antigenos reconocidos como extrafios por el
sistema inmune huésped. Los antigenos bacterianos, tales como Salmonella enterica y Mycob acterium bovis BCG,
pemanecen en el fagosoma y estimulan los linfocitos T CD4" mediante la presentacién antigénica a través de
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il. En contraste, los antigenos bacterianos, tales como
Listeria monocytogenes, salen del fagosoma hacia el citoplasma. El escape fagolisosomal de L. monocytogenes es
un mecanismo unico que facilita una presentacion antigénica del complejo mayor de histocompatibilidad de clase |
de antigenos listerianos. Este escape depende de la citolisina activada por sulfhidrilo formadora de poros,
listeriolisina O (LLO).

ActA es una proteina listeriana asociada a la superficie, y actia como una estructura en las células huésped
infectadas para facilitar la polimerizacién, el montaje y la activacion de polimeros de actina huésped para propulsar
el organismo de Listeria a través del citoplasma. Poco después de la entrada en el citosol de la célula mamifera, L.
monocytogenes induce la polimerizacion de los filamentos de actina huésped y usa la fuerza generada por la
polimerizacion de la actina para desplazarse, primero intracelulamente y después de célula a célula. Una unica
proteina bacteriana, ActA, es responsable de mediar la nucleacion de la actina y la movilidad basada en actina. La
proteina ActA proporciona multiples sitios de union para los componentes citoesqueléticos huésped, actuando de
este modo como una estructura para montar la maquinaria de polimerizacién de la actina celular. El exremo NH2 de
ActA se une a la actina monomeérica y actia como un factor promotor de la nucleacion constitutivamente activa
estimulando la actividad de nucleacién de la actina intrinseca. Tanto ActA como hly son miembros del grupo génico
de 10 kb regulado por el activador transcripcional PrfA, y se regula al alza aproximadamente 226 veces en el citosol
mamiifero.

El cancer de prostata es el tipo mas frecuente de cancer en los hombres Americanos y es la segunda causa mas
importante de muerte relacionada con cancer en esta poblacion. El antigeno prostatico especifico (PSA, Prostate
Specific Antigen) es un marcador para el cancer de préstata que se expresa altamente porlos tumores prostaticos.
Existe la necesidad desde hace tiempo de desarrollar composiciones y métodos para potenciar la inmunogenicidad
de los antigenos, especialmente antigenos utiles en la prevencion y el tratamiento de tumores y patégenos
intracelulares.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona una cepa recombinante de Listeria que expresa un péptido de fusién de un
péptido peptidasa relacionada con la calicreina 3 (KLK3) que esta unido de forma operativa a un péptido listeriolisina
(LLO) N-teminal no hemolitico, comprendiendo dicho péptido de fusion la secuencia de SEQ ID NO: 54 o una
secuencdia homodloga al menos al 99% a la misma, en la que dicho péptido LLO N-temminal mejora la
inmunogenicidad del péptido de fusion, y en la que el péptido KLK3 no contiene una secuencia de sefial. En una
realizacion, la cepa recombinante de Listeria se pasa a través de un huésped animal.

La cepa recombinante de Listeria puede ser una cepa auxétrofa de Listeria o una cepa recombinante de Listena
monocytogenes. La cepa auxoétrofa de Listeria puede ser un mutante dal/dat o puede comprender adicionalmente
una delecion en el gen endégeno ActA. La cepa auxodtrofa de Listeria puede comprender un vector de expresion
episomal que comprende una enzima metabdlica que complementa la auxotrofia de la cepa auxdétrofa de Listeria, y
la enziima metabdlica puede ser una enzima alanina racemasa o una enziima D-aminoacido transferasa.

La presente invencion también proporciona un polipéptido recombinante que comprende un péptido de fusion de un
péptido KLK3 que esta unido de forma operativa a un péptido LLO N-teminal, en el que dicho polipéptido
recombinante comprende la secuencia de SEQ ID NO: 54 o una secuencia homologa al menos al 99% a la misma,
en el que dicho péptido LLO N-teminal potencia la inmunogenicidad del péptido de fusién, y en el que el péptido
KLK3 no contiene una secuencia de sefial. La invencion también proporciona una molécula nucleotidica que codifica
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el polipéptido recombinante, y un vector de vacuna recombinante que codifica el polipéptido recombinante o que
comprende la molécula nucleotidica que codifica el polipéptido recombinante.

La presente invencidén también proporciona una vacuna que comprende la cepa recombinante de Listeria, el
polipéptido recombinante o la molécula nucleotidica que codifica el polipéptido recombinante, y un adyuvante.

La invencién proporciona la cepa recombinante de Listeria, o una composicion inmunogénica que comprende el
polipéptido recombinante, o el nucleétido recombinante, para su uso como un medicamento.

La invencién proporciona adicionalmente la cepa recombinante de Listeria, 0 una composicion inmunogénica que
comprende el polipéptido recombinante o el nudeétido recombinante, para su uso en la inducciéon de una respuesta
inmune anti-KLK3 en un sujeto.

La invencion también proporciona la cepa recombinante de Listeria, el polipéptido recombinante, o el nudedtido
recombinante, para su uso en el tratamiento, inhibicién o supresion de un cancer de prostata que expresa la proteina
peptidasa relacionada con la calicreina 3 (KLK3) en un sujeto, por lo que el sujeto acumula una respuesta inmune
frente al cancer de préstata que expresa la proteina KLK3.

El polipéptido recombinante puede hacerse mediante un proceso que comprende la etapa de conjugar
quimicamente un polipéptido que comprende el péptido KLK3 con un polipéptido que comprende el péptido LLO N-
terminal.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Figura 1. Lm-E7 y Lm-LLO-E7 usan diferentes sistemas de expresion para expresar y secretar E7. Lm-E7
se genero introduciendo un cassette de gen en el dominio orfZ del genoma de L. monocytogenes (A). El
promotor hly impulsa la expresion de la secuencia de sefial hly y los primeros cinco aminoacidos (AA) de
LLO seguido de HPV-16 E7. B), Lm-LLO-E7 se genero6 transformando la cepa prfA" XFL-7 con el plasmido
pGG-55. pGG-55 tiene el promotor hly que impulsa la expresién de una fusién no hemolitica de LLO-E7.
pGG-55 también contiene el gen prfA para seleccionar la retencion del plasmido por XFL-7 in vivo.

Figura 2. Lm-E7 y Lm-LLO-E7 secretan E7. Lm-Gag (carril 1), Lm-E7 (carril 2), Lm-LLO-NP (carril 3), Lm-
LLO-E7 (carril 4), XFL-7 (carril 5) y 10403S (carril 6) se dejaron crecer durante una noche a 37 °C en caldo
Luria-Bertoni. Se granularon nimeros equivalentes de bacterias, como se deteminé por DO a 600 nm de
absorbancia, y 18 ml de cada sobrenadante se precipitaron con TCA. La expresién de E7 se analizd por
transferencia de Westem. La transferencia se sonde6 con un mAb anti-E7 seguido de anti-ratén conjugado
con HRP (Amersham), ydespués se desarrollé usando reactivos de deteccién ECL.

Figura 3. A. Eficacia inmunoterapéutica tumoral de fusiones LLO-E7. El tamafio del tumor en milimetros en
ratones se muestra en 7, 14, 21, 28 y 56 dias después de la inoculacion del tumor. Ratones sin tratar:
triangulos blancos; Lm-LLO-E7: circulos negros; Lm-E7: rombos negros; Lm-Gag: X; yLm-LLO-NP: simbolo
+. B. Eficacia inmunoterapéutica tumoral de fusiones LLO-Ova.

Figura 4. Los esplenocitos de ratones inmunizados con Lm-LLO-E7 proliferan cuando se exponen a células
TC-1. Los ratones C57BL/6 se inmunizaron y se reforzaron con cepas Lm-LLO-E7, Lm-E7 o rLm de control.
Los esplenocitos se recuperaron 6 dias después del refuerzo y se pusieron en placas con células TC-1
irradiadas en las proporcionadas mostradas. Las células se pulsaron con *H timidina yse recuperaron. Cpm
se define como (cpm experimental) - (control no TC-1).

Figura 5. Eficacia inmunoterapéutica tumoral del antigeno NP expresada en LM. El tamafio del tumor en
milimetros en ratones se muestra en 10, 17,24 y 38 dias después de la inoculacion del tumor. Ratones sin
tratar: X; ratones a los que se les administrd Lm-LLO-NP: rombos negros; Lm-NP: cuadrados; Lm-Gag:
circulos negros.

Figura 6. Representacidon de constructos de virus vaccinia que expresan diferentes formas de proteina E7
de HPV16.

Figura 7. VacLLOE7 provoca una regresion a largo plazo de tumores establecidos de 2 x 10° células TC-1
inyectadas s.c. en ratones C57BL/6. A los ratones se les inyect6 11 y 18 dias después de la estimulacidon
tumoral 10" UFP de VacLLOE7, VacSigE7LAMP-1 o VacE7/raton i.p. o se dejaron sin tratar (sin tratamiento
previo). Se usaron ocho ratones por grupo de tratamiento, y se muestra la seccidn transversal de cada
tumor (promedio de dos mediciones) para los dias indicados después de la inoculacion del tumor.

Figura 8. A. Representacion esquematica de los insertos plasmidicos usados para crear 4 vacunas de LM.
El inserto Lm-LLO-E7 contiene cada uno de los genes de Listeria usados. Contiene el promotor hly, las
primeras 1,3 kb del gen hly (que codifica la proteina LLO), y el gen E7 de HPV-16. Las primeras 1,3 kb de
hly incluyen la secuencia de sefial (ss) y la region PEST. Lm-PEST-E7 incluye el promotor hly, la secuencia
de sefial, y las secuencias PEST y E7, pero excluye el resto del gen LLO truncado. Lm-APEST-E7 excluye
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la region PEST, pero contiene el promotor hly, la secuencia de sefial, E7, y el resto del gen LLO truncado.
Lm-E7epi tiene Unicamente el promotor hly, la secuencia de sefial yE7. B. Representacién esquematica del
sistema de expresion pActA-E7 usado para expresar y secretar E7 de bacterias recombinantes de Listeria.
El promotor hly (pHLY) impulsa la expresion, el gen prfA se usa para seleccionar la retencion del plasmido
por Listeria recombinante in vivo. C. Panel superior: Los constructos de Listeria que contienen regiones
PEST inducen regresiéon tumoral. Triangulos negros: ratones sin tratar; circulos: Lm-LLO-E7; cuadrados:
Lm-E7epi; simbolo +: Lm-APEST-E7; triangulos blancos: Lm-PEST-E7. D. Tamafios tumorales medios el
dia 28 después de la estimulacidén del tumor en dos experimentos separados. E. Los constructos de Listeria
que contienen regiones PEST inducen un mayor porcentaje de linfocitos E7-especificos en el bazo. Se
representan el promedio y ET de los datos de tres experimentos.

Figura 9. Tamafio del tumor en ratones a los que se les administr6 Lm-ActA-E7 (cuadrados blancos), Lm-E7
(circulos negros), Lm-LLO-E7 (X), yratones sin tratar (no vacunados; triangulos blancos).

Figura 10. A. Induccién de linfocitos T CD8" que secretan IFN-gamma especificos de E7 en los bazos y el
numero que penetra en los tumores, en ratones a los que se les administr6 células tumorales TC-1 y
posteriomente se les administr6 Lm-E7, Lm-LLO-E7, Lm-ActA-E7 o ninguna vacuna (sin tratar). B.
Induccién y penetracién de células CD8" especificas de E7 en los bazos y tumores de los ratones descritos
para (A).

Figura 11. Los constructos de Listeria que contienen regiones PEST inducen un mayor porcentaje de
linfocitos especificos de E7 en el tumor. A. Datos representativos de un experimento. B. Promedio y ET de
datos de los tres experimentos.

Figura 12. Mapa esquematico de pAdv34 en pGG55. CAT(G-), cloranfenicol acetiltransferasa para E. coli;
CAT(G+), cloranfenicol acetiltransferasa para Lm; Ori, region de replicacion; prfA, factor A regulador de la
patogenicidad de Lm; LLO-PSA, fusion entre el gen que codifica una listeriolisina O truncada en C-teminal,
incluyendo su promotor, y el gen que codifica PSA humano.

Figura 13. Expresion y secrecion de la proteina de fusion LLO-PSA por Lm-LLO-PSA. Las bacterias se
dejaron crecer durante una noche y los sobrenadantes celulares se precipitaron en presencia de TCA al
10% a 4 °C. Las proteinas se separaron por SDS-PAGE y se eliminaron con anticuerpos anti-PSA (A) y
anti-LLO (B). El control positivo de PSA fue un lisado de células Bscl infectado con PSA/vaccinia. La cepa
bacteriana precursora XFL7 y dos cepas irrelevantes de Lm que expresan fragmentos del antigeno humano
Her2/neu se usaron como controles negativos.

Figura 14. Captaciéon y crecimiento de Lm-LLO-PSA en macréfagos. Las células tipo macrofagos
murinos (J774A.1) se infectaron in vitro con MOl de 1:1 con Lm-LLO-PSA, la cepa precursora de Lm XFL7 o
la cepa de Lm de tipo salvaje 10403s. El crecimiento intracelular se controlé durante 8 horas tomando
muestras por duplicado cada dos horas de las células seguido de valoracién de las bacterias sobre placas
BHI. UFC: Unidades Formadoras de Colonias.

Figura 15. Regresion tumoral después de la inmunizacién con Lm-LLO-PSA. Grupos de 8 ratones se
inocularon s.c. con 5 x 10° células T-PSA23 el dia 0 y se inmunizaron tres veces con intervalos de una
semana, i.p. con Lm-LLO-PSA, Lm-LLO-E7 o no recibieron inmunizacion (sin tratar). Los tumores se
controlaron semanalmente usando un calibre electrénico y se expresan como la media de dos diametros
perpendiculares. Los ratones se sacrificaron cuando los tumores alcanzaron un tamafio de 15-18 mm de
diametro. Los resultados se representan como tamafo tumoral de cada ratéon individual. La tabla muestra el
numero de ratones en cada grupo que estaban libres de tumores (panel superior) o que sobrevivieron
(panel inferior) con respecto al nimero total de ratones por grupo 1 semana o 7-8 semanas después de la
inoculacion del tumor. Este experimento se repitié tres veces mostrando resultados similares.

Figura 16. Linfocitos T CD8+ PSA especificos en bazos y tumores. Se implantaron células T-PSA23 s.c.
como una mezcla con matrigel. Los ratones se inmunizaron dos veces con Lm-LLO-PSA o Lm-LLO-E7 ose
dejaron sin tratar. Los bazos y los tumores se extrajeron 6 dias después de la segunda inmunizacién y se
ensayaron para comprobar la presencia de linfocitos T CD8/tetrdmero PSA positivo mediante un andlisis
FACS. Las inmunizaciones con Lm-LLO-PSAdieron como resultado la generacién de linfocitos T CD8" PSA
especificos tanto en bazos (panel superior) como en tumores (panel inferior). Los nimeros de cada esquina
indican el % de células PSA positivas sobre el nimero total de linfoditos T CD8" en cada tejido.

Figura 17. Efecto de la vacunacion con vacunas de Lm sobre la presencia de Tregs en bazos y
tumores. Los esplenocitos aislados y los TIL extraidos de 3 ratones portadores de tumor en el experimento
anterior se agruparon y se tifieron para CD4, CD25 y FoxP3 para concretar el efecto de la inmunizacién con
Lm-LLO-PSA sobre la presencia de Tregs en estos tejidos. Cada columna presenta el % de poblacién de
linfocitos T CD25"/FoxP3" en relacién con los linfocitos CD4" totales en cada grupo.

Figura 18. Secrecion de IFN-y estimulada por la vacunacion con Lm-LLO-PSA detectada por ensayo
ELISpot. Los ratones se inmunizaron tres veces con 0,1 DLsy de Lm-LLO-PSA. Los esplenoditos aislados
se prepararon y se incubaron durante una noche en presencia de un péptido H2D® PSA especifico 1 puM,
HCIRNKSVIL. La secrecion de IFN-y por células aisladas se detectd usando el kit ELISpot de Mabtech y se
expres6 como células formadoras de puntos (SFC)millon de células. Se usaron esplenocitos de Lm-LLO-

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2531967 T3

WT1 inmunizado o ratones sin tratar como controles negativos (* indica la importancia estadistica con los
grupos sin tratar con p<0,0001).

Figura 19. Produccion de IFN-y estimulada por la vacuna con Lm-LLO-PSA detectada por tincién
intracelular. Los ratones se inmunizaron tres veces con 0,1 DLsp de Lm-LLO-PSA. Los esplenocitos
aislados se prepararon y se incubaron durante 5 horas en presencia de un péptido H2D® PSA especifico. La
producciéon de IFN-y por linfocitos T CD8" activados se determiné como se describe en los métodos. Se
usaron esplenocitos de Lm-LLO-WT1 inmunizado o ratones sin tratar como controles negativos.

Figura 20. Respuestas citotoxicas especificas de PSA en ratones. Los animales se inmunizaron tres
veces con 0,1 DLsp de Lm-LLO-PSA, Lm-LLO-HPV16E7E6 (como control negativo de Lm) o se dejaron sin
tratar. Los esplenocitos aislados se prepararon y se incubaron con células estimuladoras de expresién de
PSA durante 5 dias. El ensayo CTL se realizé durante 4 horas incubando células efectoras (E) con células
EL4 diana pulsadas con péptido H2D® PSA: A) a una relacién E:T diferente/concentracion peptidica fija (1
uM); o B) a una relacion E:T fijada de 1:25 pero diferentes concentraciones peptidicas.

Figura 21. Comparacion de los efectos anti-tumorales de Lm-LLO-PSA con otras vacunas basadas en
PSA. Grupos de 8 ratones se inocularon s.c. con 5 x 10° células T-PSA23 el dia 0 y se inmunizaron dos
veces con intervalos de una semana, con Lm-LLO-PSA, vaccinia-PSA o pDNA (PSA+GM-CSF) o no
recibieron inmunizaciéon (sin tratar). Los tumores se controlaron semanalmente usando un calibre
electrénico y se expresan como la media de dos didmetros perpendiculares. Los ratones se sacrificaron
cuando los tumores alcanzaron un tamafio de 20 mm de diametro. Los resultados se representan como el
tamafio tumoral de cada ratdn individual (A). La tabla muestra el nimero de ratones en cada grupo que no
tenian tumores o que sobrevivieron durante 8 semanas después de la inoculacion del tumor. B) Promedio
de los tamafios tumorales en cada grupo. Cuando los tumores alcanzaron un tamafio de 20 mm, los ratones
se sacrificaron. Se les dio un valor de 20 mm para hacer la curva promedio. Este experimento se repitié dos
veces mostrando resultados similares.

Figura 22. Estabilidad de Lm-PSA. Lm-PSAse dejod crecer y se pas6 durante 7 dias consecutivos in vitro. El
ADN plasmidico se purificé a partir de muestras bacterianas tomadas cada dia durante el crecimiento in
vitro y se ensayd por amplificacion del gen PSA por PCR (A) o mapeo de restriccion EcoRI/Hindlll del
plasmido (B).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona péptidos de fusion KLK3-LLO, péptidos recombinantes que comprenden los
mismos, moléculas nucleotidicas recombinantes que codifican los mismos, cepas recombinantes de Listeria que
comprenden los mismos, y métodos inmunogénicos y terapéuticos que utilizan los mismos.

Especificamente, la presente invenciéon proporciona una cepa recombinante de Listeria que expresa un péptido de
fusidon de un péptido peptidasa relacionada con la calicreina 3 (KLK3) que estd unido de forma operativa a un
péptido listeriolisina (LLO) N-temrminal no hemolitico, comprendiendo dicho péptido de fusion la secuencia de SEQ ID
NO: 54 o unasecuencia homdloga al menos al 99% a la misma, en la que dicho péptido LLO N-terminal potencia la
inmunogenicidad del péptido de fusion, y en la que el péptido KLK3 no contiene una secuencia de sefial. En una
realizacion, la cepa recombinante de Listeria puede haberse pasado a través de un huésped animal.

La cepa recombinante de Listeria puede ser una cepa auxétrofa de Listeria o una cepa recombinante de Listena
monocytogenes. La cepa auxdtrofa de Listeria puede ser un mutante dal/dat o puede comprender adicionalmente
una delecién en el gen endégeno ActA. La cepa auxotrofa de Listeria puede comprender un vector de expresion
episomal que comprende una enzima metabdlica que complementa la auxotrofia de la cepa auxétrofa de Listeria, y
la enzima metabdlica puede ser una enzima alanina racemasa o una enzima D-aminoacido transferasa.

La presente invencion también proporciona un palipéptido recombinante que comprende un péptido de fusion de un
péptido KLK3 que esta unido de forma operativa a un péptido LLO N-terminal, en el que dicho polipéptido
recombinante comprende la secuencia de SEQ ID NO: 54 o una secuencia homdloga al menos al 99% a la misma,
en el que dicho péptido LLO N-temrminal potencia la inmunogenicidad del péptido de fusion, y en el que el péptido
KLK3 no contiene una secuencia de sefial. La invencion también proporciona una molécula nucleotidica que codifica
el polipéptido recombinante, y un vector de vacuna recombinante que codifica el polipéptido recombinante o que
comprende la molécula nudeotidica que codifica el polipéptido recombinante.

La presente invencidén también proporciona una vacuna que comprende la cepa recombinante de Listeria, el
polipéptido recombinante o la molécula nucleotidica que codifica el polipéptido recombinante, y un adyuvante.

La invencién proporciona la cepa recombinante de Listeria, o una composicion inmunogénica que comprende el
polipéptido recombinante, o el nucleétido recombinante, para su uso como un medicamento.
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La invencion proporciona adicionalmente la cepa recombinante de Listeria, 0 una composicion inmunogénica que
comprende el polipéptido recombinante o el nudeétido recombinante, para su uso en la inducciéon de una respuesta
inmune anti-KLK3 en un sujeto.

La invencion también proporciona la cepa recombinante de Listeria, el polipéptido recombinante, o el nudedtido
recombinante, para su uso en el tratamiento, inhibicién o supresion de un cancer de préstata que expresa la proteina
peptidasa relacionada con la calicreina 3 (KLK3) en un sujeto, por lo que el sujeto acumula una respuesta inmune
frente al cancer de préostata que expresa la proteina KLK3.

El polipéptido recombinante puede hacerse mediante un proceso que comprende la etapa de conjugar
quimicamente un polipéptido que comprende el péptido KLK3 con un polipéptido que comprende el péptido LLO N-
terminal.

En una realizacién, la presente invencién proporciona una cepa recombinante de Listeria que expresa un péptido de
fusion peptidasa relacionada con la calicreina 3 (KLK3)-LLO, comprendiendo dicho péptido de fusién la secuencia de
SEQ ID NO: 54 o una secuencia homéloga al menos al 99% a la misma. En ofra realizacion, la secuencia del
péptido KLK3 en la proteina de fusidn se selecciona entre las SEQ ID NOs: 25, 32, 34 y 39. En otra realizacion, la
secuencia del péptido KLK3 comprende una secuencia seleccionada entre la SEQ ID No: 25, 32, 34 y 39. En otra
realizacion, el péptido KLK3 es un fragmento inmunogénico de un péptido KLK3 mayor, en el que la secuencia del
péptido KLK3 mayor es una secuencia seleccionada entre SEQ ID No: 25, 32, 34 y 39. En otra realizacion, la
secuendia del péptido KLK3 comprende un fragmento inmunogénico de una secuencia seleccionada entre SEQ ID
No: 25, 32, 34 y 39.

El "péptido KLK3" esta carente del péptido de sefial KLK3. En otra realizacion, la expresion se refiere a una proteina
KLK3 que contiene toda la secuencia KLK3 excepto el péptido sefial KLK3. "Secuencia de sefial KLK3" se refiere, en
otra realizacidn, a cualquier secuencia de sefial que se encuentra en la naturaleza en una proteina KLK3. En otra
realizacién, una proteina KLK3 de los métodos y composiciones de la presente invencidn no contiene ninguna
secuendia de sefial.

En una realizacion, "variante" se refiere a una secuencia aminoacidica o de acidos nucleicos (0 en otras
realizaciones, un organismo o tejido) que es diferente de la mayor parte de la poblacién pero aun es lo
suficientemente similar al modo comun para considerarse como una de ellos, por ejemplo variantes de corte y
empalme.

En una realizacion, "isofoma" se refiere a una version de una molécula, por ejemplo, una proteina, inicamente con
ligeras diferencias en comparacién con ofra isofooma, o version, de la misma proteina. En una realizacién, las
isoformas pueden producirse a partir de genes diferentes pero relacionados, o en otra realizaciéon, pueden surgir del
mismo gen corte y empalme alternativo. En otra realizacion, las isoformas son causadas por polimorfismos de un
unico nucledtido.

En una realizaciéon, "fragmento" se refiere a una proteina o polipéptido que es mas corto o comprende menos
aminoacidos que la proteina o polipéptido de longitud completa. En otra realizacion, fragmento se refiere a un acido
nucleico que es mas corto o comprende menos nucleétidos que el acido nucleico de longitud completa. En otra
realizacion, el fragmento es un fragmento N-terminal. En otra realizacion, el fragmento es un fragmento C-temminal.
En una realizacion, el fragmento es una seccidn intrasecuencial de la proteina, el péptido o el acido nucleico. En una
realizacién, el fragmento es un fragmento funcional. En otra realizacidn, el fragmento es un fragmento inmunogénico.
En una realizacion, un fragmento tiene 10-250 acidos nucleicos o aminoacidos.

En una realizacion, un "homadlogo" se refiere a una secuencia de acidos nudeicos o0 aminoacidica que comparte un
cierto porcentaje de identidad de secuencia con una secuencia de acidos nucleicos o aminoacidica particular. En
otra realizacién, una secuencia util en la composicidon y los métodos que se proporcionan en el presente documento,
puede ser un homdlogo de cualquier secuencia descrita en el presente documento. En una realizacién, un homoélogo
comparte al menos un 99% de identidad con una secuencia particular. En una realizacion, se entendera que un
homélogo de cualquiera de las secuencias que se proporcionan en el presente documento y/o que se describen en
el presente documento se considerara como parte de la invencion.

En una realizacién, "heterdlogo" como se usa en el presente documento, describe un acido nudeico, aminoacido,
péptido, polipéptido, proteina, etc., que se obtienen a partir de una especie diferente de la especie de referencia. Por
lo tanto, por ejemplo, una cepa de Listeria que expresa un polipéptido heterdlogo, en una realizacion, expresara un
polipéptido que no es nativo o enddgeno a la cepa de Listeria, o en otra realizacion, un polipéptido que no se
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expresa normalmente por la cepa de Listeria, 0 en ofra realizacion, un polipéptido de una fuente distinta de la cepa
de Listeria.

En una realizacién, "endégeno" como se usa en el presente documento, describe un acido nucleico, aminoacido,
péptido, polipéptido, proteina, etc. que se ha desarrollado o generado dentro del organismo de referencia o que ha
surgido por causas dentro del organismo de referencia. En otra realizacion, endégeno se refiere a nativo.

En otra realizacién, la peptidasa relacionada con la calicreina 3 (proteina KLK3) que es la fuente de un péptido KLK3
de los métodos y composiciones de la presente invencion, es una proteina PSA.

En otra realizacion, la proteina KLK3 es una proteina KLK3 madura. En otra realizacién, la proteina KLK3 es una
proteina pro-KLK3. En ofra realizacién, la secuencia lider se ha eliminado de una proteina KLK3 madura de los
métodos y composiciones de la presente invencion. Un ejemplo de una proteina KLK3 madura se codifica por
aa378-1088 de SEQ ID No: 40.

En oftra realizacién, la proteina KLK3 que es la fuente de un péptido KLK3 de los métodos y composiciones de la
presente invencion, es una proteina KLK3 humana.

En otra realizacion, la proteina KLKS3 tiene la secuencia de SEQ ID No: 25 (GenBank N° de Acceso X14810). En otra
realizacion, la proteina KLK3 es un fragmento de SEQ ID No: 25.

En otra realizacién, la proteina KLK3 se codifica por una molécula nucleotidica que tiene la secuencia de SEQ ID
No: 26 (GenBank N°de Acceso X14810). En otra realizacion, la proteina KLK3 se codifica por los residuos 401446,
1688-1847, 3477-3763, 39074043, 5413-5568, o una combinacién de los mismos, de SEQ ID No: 26. En otra
realizacion, la proteina KLK3 se codifica por un homdélogo de SEQ ID No: 26. En otra realizacion, la proteina KLK3
se codifica por una variante de SEQ ID No: 26. En ofra realizacién, la proteina KLK3 se codifica por una isoforma de
SEQ ID No: 26. En ofra realizacion, la proteina KLK3 se codifica por un fragmento de SEQ ID No: 26.

En otra realizacion, la proteina KLKS3 tiene la secuencia de SEQ ID No: 32 (GenBank N°de Acceso NM_001648). En
otra realizacion, la proteina KLK3 es un fragmento de SEQ ID No: 32.

En otra realizacién, la proteina KLK3 se codifica por una molécula nucleotidica que tiene la secuencia de SEQ ID
No: 33 (GenBank N° de Acceso NM_001648). En otra realizacion, la proteina KLK3 se codifica por los residuos 42-
827 de SEQ ID No: 33. En ofra realizacion, la proteina KLK3 se codifica por un homoélogo de SEQ ID No: 33. En otra
realizacion, la proteina KLK3 se codifica por una variante de SEQ ID No: 33. En otra realizacién, la proteina KLK3 se
codifica por una isofoma de SEQ ID No: 33. En otra realizacion, la proteina KLK3 se codifica por un fragmento de
SEQID No: 33.

En otra realizacion, la proteina KLK3 tiene la secuencia de SEQ ID No: 34 (GenBank N° de Acceso BC056665). En
otra realizacion, la proteina KLK3 es un fragmento de SEQ ID No: 34.

En otra realizacién, la proteina KLK3 se codifica por una molécula nucleotidica que tiene la secuencia de SEQ ID
No: 35 (GenBank N° de Acceso BC056665). En otra realizacion, la proteina KLK3 se codifica por los residuos 47-832
de SEQ ID No: 35. En otra realizacion, la proteina KLK3 se codifica por un homodlogo de SEQ ID No: 35. En otra
realizacion, la proteina KLK3 se codifica por una variante de SEQ ID No: 35. En ofra realizacion, la proteina KLK3 se
codifica por una isofoma de SEQ ID No: 35. En otra realizacion, la proteina KLK3 se codifica por un fragmento de
SEQID No: 35.

En otra realizacidn, la proteina KLK3 tiene la secuencia de SEQ ID No: 39 (GenBank N° de Acceso AJ459783). En
otra realizacion, la proteina KLK3 es un fragmento de SEQ ID No: 39.

En otra realizacién, la proteina KLK3 se codifica por una molécula nucleotidica que tiene la secuencia de SEQ ID
No: 40 (GenBank N° de Acceso X07730). En otra realizacion, la proteina KLK3 se codifica por los residuos 67-1088
de SEQ ID No: 40. En otra realizacion, la proteina KLK3 se codifica por un homdlogo de SEQ ID No: 40. En otra
realizacion, la proteina KLK3 se codifica por una variante de SEQ ID No: 40. En otra realizacion, la proteina KLK3 se
codifica por una isoforma de SEQ ID No: 40. En ofra realizacién, la proteina KLK3 se codifica por un fragmento de
SEQ D No: 40.

En otra realizacién, la proteina KLK3 tiene una secuencia expuesta en uno de los siguientes Numeros de Acceso al

GenBank: BC005307, AJ310938, AJ310937, AF335478, AF335477, M27274 y M26663. En otra realizacion, la
proteina KLK3 se codifica por una secuencia expuesta en uno de los anteriores NUumeros de Acceso al GenBank.
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En otra realizacion, la proteina KLK3 se codifica por una secuencia expuesta en uno de los siguientes Numeros de
Acceso al GenBank: NM_001030050, NM_001030049, NM_001030048, AJ459782, AJ512346 o AJ459784.

En otra realizacion, la proteina KLK3 tiene la secuencia que comprende una secuencia expuesta en uno de los
siguientes Numeros de Acceso al GenBank: X13943, X13942, X13940, X13941 y X13944.

En otra realizacion, la presente invencidn proporciona una vacuna que comprende una cepa recombinante de
Listeria de la presente invencion y un adyuvante.

En otra realizacion, la presente invencion proporciona una composicion inmunogénica que comprende una cepa
recombinante de Listeria de la presente invencion.

En otra realizacion, la cepa recombinante de Listeria expresa un polipéptido recombinante que comprende un
péptido de fusion KLK3:LLO. En otra realizacién, la cepa recombinante de Listeria comprende un polipéptido
recombinante, en la que el péptido recombinante comprende un péptido de fusién KLK3:LLO. En otra realizacion, la
cepa recombinante de Listeria comprende un nudeétido recombinante que codifica el polipéptido recombinante.

El péptido de fusion KLK3:LLO expresado por la cepa recombinante de Listeria potencia la inmunogenicidad del
péptido KLK3.

El péptido no KLK3/no FOLH1 en el péptido de fusidon de la presente invencién es un péptido LLO, que en otra
realizacion, puede ser un péptido no hemolitico LLO.

En ofra realizacion, la presente invencion proporciona una cepa recombinante de Listeria que comprende un
polipéptido recombinante de la presente invencion. En otra realizacion, la presente invencién proporciona una cepa
recombinante de Listeria que comprende un nucledtido recombinante que codifica un polipéptido recombinante de la
presente invencién. En otra realizacion, la cepa de vacuna de Listeria es una cepa de la especie Listena
monocytogenes (LM). En otra realizacidn, la presente invencion proporciona una composiciéon que comprende la
cepa de Listeria. En otra realizacion, la presente invenciéon proporciona una composicion inmunogénica que
comprende la cepa de Listeria.

En otra realizacién, la cepa de Listeria es una cepa recombinante de Listeria seeligeri. En otra realizacién, la cepa de
Listeria es una cepa recombinante de Listeria grayi. En otra realizacion, la cepa de Listeria es una cepa
recombinante de Listeria ivanovii. En otra realizacion, la cepa de Listeria es una cepa recombinante de Listena
murrayi. En otra realizacion, la cepa de Listeria es una cepa recombinante de Listeria welshimen. En otra realizacién,
la cepa de Listeria es una cepa recombinante de cualquier otra especie de Listeria conocida en la técnica.

En ofra realizacion, una cepa recombinante de Listeria de la presente invencion se ha pasado a través de un
huésped animal. El pase puede maximizar la eficacia de la cepa como un vector de vacuna, estabilizar la
inmunogenicidad de la cepa de Listeria, estabilizar la virulencia de la cepa Listeria, aumentar la inmunogenicidad de
la cepa de Listeria, aumentar la virulencia de la cepa Listena, eliminar las sub-cepas inestables de la cepa de
Listeria, ylo reducir la prevalencia de sub-cepas inestables de la cepa de Listeria. En otra realizacién, la cepa de
Listeria contiene una insercion genomica del gen que codifica el péptido KLK3. En otra realizacion, la cepa de
Listeria lleva un plasmido que comprende el gen que codifica el péptido de fusion recombinante KLK3:LLO. Se
conocen bien en la técnica métodos para pasar una cepa recombinante de Listeria a través de un huésped animal, y
se describen, por ejemplo, en la Publicacidon de Solicitud de Patente de Estados Unidos N° 2006/0233835. En otra
realizacion, el pase se realiza mediante cualquier otro método conocido en la técnica.

En otra realizacion, la cepa recombinante de Listeria utilizada en los métodos de la presente invencion se ha
almacenado en un banco de células congeladas o en un banco de células liofilizadas. El banco de células puede ser
un banco de células maestro, un banco de células de trabajo, y/o un banco de células de buenas practicas de
fabricacion (GMP, Good Manufacturing Practice). El banco de células puede disefiarse para la produccion de
material de grado clinico, y/o conforme a las practicas reguladoras para su uso en seres humanos.

Las "buenas practicas de fabricacién" se definen, en otra realizacién, por (21 CFR 210-211) del Cddigo de
Reglamentos Federales de los Estados Unidos. En otra realizacién, las "buenas practicas de fabricacion" se definen
mediante otros estandares para la produccion de material de grado clinico o para el consumo humano; por ejemplo,
estandares de un pais distinto de Estados Unidos.

En otra realizacion, una cepa recombinante de Listeria utilizada en la presente invencién es de un lote de dosis de
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vacunas, o procede de un stock congelado o un stock liofilizado producido por un método desvelado en el presente
documento.

En oftra realizacién, un banco de células, stock congelado o lote de dosis de vacunas de la presente invencion
muestra una viabilidad tras la descongelacién de mas del 90%. En ofra realizacién, la congelacién se sigue del
almacenamiento para crioconservacién o almacenamiento congelado durante 24 horas. En oftra realizacion, el
almacenamiento es durante 2 dias, 3 dias, 4 dias, 1 semana, 2 semanas, 3 semanas, 1 mes, 2 meses, 3 meses, 5
meses, 6 meses, durante 9 meses, o el almacenamiento es durante 1 afios.

En otra realizacién, un banco de células, un stock congelado o un lote de dosis de vacunas de la presente invencién
se crioconserva mediante un método que comprende cultivar un cultivo de la cepa de Listeria en un medio nutritivo,
congelar el cultivo en una solucién que comprende glicerol, y almacenar la cepa de Listera por debajo de -20 grados
Celsius. En otra realizacion, la temperatura es de aproximadamente -70 grados Celsius. En otra realizacién, la
temperatura es de aproxmadamente -70- -80 grados Celsius.

En otra realizacidn, un bance de células, un stock congelado o un de dosis de vacunas de la presente invencién se
crioconserva mediante un método que comprende cultivar un cultivo de la cepa de Listeria en un medio definido
(como se ha descrito anteriormente), congelar el cultivo en una solucién que comprende dlicerol, y almacenar la
cepa de Listeria por debajo de -20 grados Celsius. En otra realizacion, la temperatura es de aproximadamente -70
grados Celsius. En otra realizacion, la temperatura es de aproximadamente -70 - -80 grados Celsius. En otra
realizacién, cualquier medio microbiolégico definido puede usarse en este método.

En otra realizacién, el cultivo (por gjemplo, el cultivo de una cepa de vacuna de Listeria que se usa para producir un
lote de dosis de vacuna de Listeria) se inocula de un banco de células. En otra realizacién, el cultivo se inocula de un
stock congelado. En otra realizacion, el cultivo se inocula de un cultivo masa levada. En ofra realizacion, el cultivo se
inocula de una colonia. En otra realizacién, el cultivo se inocula en la fase media del crecimiento logaritmico. En otra
realizacion, el cultivo se inocula en aproximadamente la fase media del crecimiento logaritmico. En otra realizacion,
el cultivo se inocula en otra fase de crecimiento.

La solucidon usada para la congelacion puede contener otro aditivo coligativo o aditivo con propiedades anti-
congelantes, en lugar o ademas de glicerol. En otra realizacion, el aditivo es manitol, DMSO, sacarosa u cualquier
otro aditivo coligativo o aditivo con propiedades anti-congelantes que se conoce en la técnica.

El medio nutritivo utilizado para cultivar un cultivo de una cepa de Listeria puede ser LB, TB o un caldo Terrific
modificado sin productos animales. En otra realizacién, el medio nutritivo es un medio definido. En ofra realizacion, el
medio nutritivo es un medio definido de la presente invencién. En otra realizacion, el medio nutritivo es cualquier otro
tipo de medio nutritivo conocido en la técnica.

La etapa de cultivo puede realizarse en un matraz agitador, tal como un matraz agitador apantallado, en un
fermentador por lotes, en un tanque o matraz agitado, en un fermentador de tipo airlift, en un reactor por lotes
alimentado, en un reactor celular continuo, o en un reactor de células inmovilizadas.

En otra realizacién, se mantiene un pH constante durante el crecimiento del cultivo (por ejemplo, en un fermentador
por lotes). En otra realizacion, el pH se mantiene a aproxmadamente 7,0, aproximadamente 6, aproximadamente
6,5, aproximadamente 7,5, o el pH es aproximadamente 8. En otra realizacion, el pH es 6,5-7,5. En otra realizacion,
el pH es 6-8. En ofra realizacion, el pH es 6-7. En otra realizacion, el pH es 7-8.

En otra realizacién, se mantiene una temperatura constante durante el crecimiento del cultivo. En otra realizacion, la
temperatura se mantiene a aproximadamente 37 °C. En otra realizacion, la temperatura es 37 °C, 25 °C, 27 °C, 30
°C, 34 °C, 36 °C, 38 °C, o en otra realizacion, la temperatura es 39 °C.

En otra realizacién, se mantiene una concentracion de oxigeno disuelto constante durante el crecimiento del cultivo.
En otra realizacidn, la concentracion de oxigeno disuelto se mantiene al 20% de saturacién. En otra realizacion, la
concentracion es del 15% de saturacion, o del 16% de saturacion, o del 18%, o del 22%, o del 25%, o del 30%, o del
35%, o del 40%, o del 45%, o del 50%, o del 55%, o del 60%, o del 65%, o del 70%, o del 75%, o del 80%, o del
85%, o del 90%, o del 95%, o del 100% de saturacion, o casi el 100% de saturacion.

En otra realizacion, el cultivo de Listeria se ultracongela en nitrogeno liquido seguido de almacenamiento a la
temperatura de congelacion final. En otra realizacidn, el cultivo se congela de manera mas gradual; por ejemplo
colocando un vial del cultivo en la temperatura de aimacenamiento final.
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En otra realizacién, la temperatura de almacenamiento del cultivo esta entre -20 y -80 grados Celsius (°C). En ofra
realizacion, la temperatura esta significativamente por debajo de -20 °C. En otra realizacion, la temperatura no es
mayor de -70 °C, o es -70 °C o es aproximadamente -70 °C. En otra realizacién, la temperatura es -20 °C o
aproximadamente -20 °C, -30 °C, -40 °C, -50 °C, -60 °C, -80 °C, -30 °C- -70 °C, -40 °C- -70 °C, -50 °C- -70 °C, -60
°C- -70 °C, -30 °C- -80 °C, 40 °C--80 °C, -50 °C--80 °C, -60 °C- -80 °C, -70 °C- -80 °C, o la temperatura es mas fria
de -70 °C o mas fria de -80 °C.

Se conocen bien en la técnica por lo expertos en la técnica métodos para la liofilizacion y crioconservacién de cepas
recombinantes de Listeria.

La composicidon que contiene Listeria es, en otra realizacion, una composicién inmunogénica. En otra realizacion, la
composicidon es inherentemente inmunogénica comprendiendo en virtud de esto una cepa de Listeria de la presente
invencion. En otra realizacion, la composicion comprende adicionalmente un adyuvante.

En algunas realizaciones, la expresion "que comprende" se refiere a la indusién de oftros polipéptidos
recombinantes, secuencias aminoacidicas o secuencias de acidos nucleicos, asi como la inclusion de otros
polipéptidos, secuencias aminoacidicas o secuencias de acidos nucleicos, que pueden conocerse en la técnica, que
en una realizacién pueden comprender antigenos o polipéptidos de Listeria, secuencias aminoacidicas o secuencias
de acidos nucleicos. En algunas realizaciones, la expresion "que consiste basicamente en" se refiere a una
composicién para su uso en los métodos que se proporcionan en el presente documento, que tiene el polipéptido
recombinante especifico, la secuencia aminoacidica o la secuencia de acido nudleico o un fragmento del mismo. Sin
embargo, pueden incluirse otros polipéptidos, secuencias aminoacidicas o secuencias de acidos nudeicos que no
estan implicados directamente en la utilidad del polipéptido o polipéptidos recombinantes. En algunas realizaciones,
la expresiodn "que consiste en" se refiere a una composicidn para su uso en los métodos que se proporcionan en el
presente documento que tiene un polipéptido recombinante particular, una secuencia aminoacidica, o una secuencia
de acidos nucleicos, o un fragmento o combinaciéon de polipéptidos recombinantes, secuencias aminoacidicas o
secuendias de acidos nucleicos o fragmentos como se describe en el presente documento.

En otra realizacién, la presente invencion proporciona un polipéptido recombinante, que comprende un péptido KLK3
unido de foma operativa a un péptido LLO que potencia la inmunogenicidad del péptido KLK3.

Como se proporciona en el presente documento, una cepa recombinante de Listeria que expresa una fusion LLO-
KLK3 protege los ratones contra tumores y provoca la formacién de CTL especificos de antigeno. Por lo tanto, las
cepas de Listeria que expresan antigenos especificos de préstata (por ejemplo, antigeno especifico de
prostata/KLK3) son antigénicas y eficaces en los métodos de vacunacion. Adicionalmente, las fusiones de LLO y
fragmentos de las mismas a antigenos especificos de préstata (por ejemplo, antigeno especifico de préstata/KLK3)
son antigénicas y eficaces en los métodos de vacunacion.

Adicionalmente, como se proporciona en el presente documento, Lm-LLO-E7 induce la regresién de tumores
inmortalizados HPV-16 subcutaneos establecidos de ratones C57B1/6 (Ejemplo 1). Ademas, como se proporciona
en el presente documento, Lm-LLO-NP protege a los ratones de RENCA-NP, un carcinoma de células renales
(Ejemplo 3). Adicionalmente, como se proporciona en el presente documento, la fusion de antigenos a secuencias
de tipo ActA y PEST produce resultados similares. Por lo tanto, las secuencias de tipo LLO, ActA y PEST no
hemoliticas son todas eficaces en la potenciacion de la inmunogenicidad de los péptidos KLK3, PSCA y FOLH1.

En otra realizacion, la presente invencion proporciona una vacuna que comprende un polipéptido de fusion
recombinante de la presente invencioén y un adyuvante.

En ofra realizacion, la presente invencién proporciona una composicion inmunogénica que comprende un polipéptido
de fusion recombinante de la presente invencion.

En otra realizacién, la presente invencién proporciona un vector de vacuna recombinante que codifica un polipéptido
de fusion recombinante de la presente invencion.

En otra realizacion, la presente invencién proporciona una molécula nucleotidica que codifica un polipéptido de
fusion recombinante de la presente invencion.

En otra realizacién, la presente invencion proporciona una vacuna que comprende una molécula nucleotidica de la
presente invencion y un adyuvante.

En otra realizacion, la presente invencion proporciona una composicion inmunogénica que comprende una molécula

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2531967 T3

nucleotidica de la presente invencion.

En otra realizacion, la presente invencidon proporciona un vector de vacuna recombinante que comprende una
molécula nudeotidica de la presente invencion.

En otras realizaciones, el adyuvante de los métodos y composiciones de la presente invencion es Montanide ISA51.
Montanide ISA 51 contiene un aceite metabolizable natural y un emulsionante refinado. En ofra realizacion, el
adyuvante es GM-CSF. En oftra realizacion, el adyuvante es KLH. GM-CSF recombinante es un vector de
crecimiento de proteina humana, en otra realizacion, es un vector de levadura (S. cerevisiae). GM-CSF promueve la
expansion y diferenciacion clonal de las células progenitoras hematopoyéticas, APC, y las células dendriticas y los
linfocitos T.

El adyuvante puede ser una citocina, un factor de crecimiento de citocina, una poblacion celular, QS21, adyuvante
incompleto de Freund, fosfato de aluminio, hidréxido de aluminio, BCG, alumbre, una interleucina, un oligonudedtido
CpG no metilado, glucésidos de quill, monofosforil lipido A, liposomas, un mitdgeno bacteriano, una toxina
bacteriana, o una quimiocina. En oftra realizacion, el adyuvante es cualquier otro tipo de adyuvante conocido en la
técnica. En otra realizacion, la vacuna de la presente invencién comprende dos de las adyuvantes anteriores. En
otra realizacién, la vacuna comprende més de dos de los adyuvantes anteriores.

En otra realizacién, la presente invencion proporciona una composicion que comprende una cepa recombinante de
Listeria de la presente invencion para su uso en la induccién de una respuesta inmune anti-KLK3 en un sujeto.

En otra realizacidn, la presente invencion proporciona una composicion que comprende una cepa recombinante de
Listeria de la presente invencion, para su uso en el tratamiento de un tumor que expresa KLK3 en un sujeto. En otra
realizacion, el tumor que expresa KLK3 es un cancer de prostata que expresa KLK3. En otra realizacion, el tumor
que expresa KLK3 es un carcinoma de préstata que expresa KLKS3.

En una realizacion, "tratar" se refiere tanto a un tratamiento terapéutico como a medidas profilacticas y preventivas,
donde el objeto es prevenir o disminuir la afeccion o trastorno patolégico diana como se describe en el presente
documento. Por lo tanto, en una realizacién, tratar puede induir directamente afectar o curar, suprimir, inhibir,
prevenir, reducir la gravedad de, retrasar la apariciéon de, reducir los sintomas relacionados con la enfermedad,
trastorno o afeccién, o una combinacidon de los mismos. Por lo tanto, en una realizacion, "tratar" se refiere, entre
otros, a retrasar el avance, acelerar la remision, inducir la remision, aumentar la remision, acelerar la recuperacion,
aumentar la eficacia de o disminuir la resistencia a productos terapéuticos alternativos, o una combinacién de los
mismos. En una realizacion, "prevenir" o "impedir" se refiere, entre otros, a retrasar la aparicion de sintomas,
prevenir la recidiva de una enfermmedad, disminuir el nimero o frecuencia de episodios de recaida, aumentar la
latencia entre episodios sintomaticos, o una combinacién de los mismos. En una realizacion, "suprimir" o "inhibir" o
"proteger contra" se refieren, entre otros, a reducir la gravedad de los sintomas, reducir la gravedad de un episodio
agudo, reducir el numero de sintomas, reducir la incidencia de sintomas relacionados con la enfermedad, reducir la
latencia de los sintomas, mejorar los sintomas, reducir los sintomas secundarios, redudr las infecciones
secundarias, prolongar la supervivencia del paciente, o una combinacién de los mismos.

En otra realizacién, la presente invencion proporciona una composicion que comprende una cepa recombinante de
Listeria de la presente invencion para su uso en la proteccion de un sujeto humano frente a un tumor que expresa
KLK3. En otra realizacion, el tumor que expresa KLK3 es un cancer de prostata que expresa KLK3. En ofra
realizacion, el tumor que expresa KLK3 es un carcinoma de prostata que expresa KLK3.

Se conocen bien en la técnica métodos para evaluar la eficacia de las vacunas para el cancer de prostata, y se
describen, por ejemplo, en Dzojic H y col. (Adenovirus-mediated CD40 ligand therapy induces tumor cell apoptosis
and systemic immunity in the TRAMP-C2 mouse prostate cancer model. Prostate. 2006 Jun 1; 66(8): 831-8),
Naruishi K y col. (Adenoviral vector-mediated RTVP-1 gene-modified tumor cell-based vaccine suppresses the
development of experimental prostate cancer. Cancer Gene Ther. 2006 Jul; 13(7): 658-63), Sehgal | y col. (Cancer
Cell Int. 2006 Aug 23; 6: 21), y Heinrich JE y col. (Vaccination against prostate cancer using a live tissue factor
deficient cell line in Lobund-Wistar rats. Cancer Immunol Immunother 2007; 56(5): 725-30).

En otra realizacion, el modelo de cancer de préstata usado para ensayar los métodos y composiciones de la
presente invencion es el modelo de tumor de ratdbn TRAMP-C1 que expresa PSA (TPSA23). En otra realizacion, el
modelo de céncer de prostata es un modelo de célula 178-2 BMA. En otra realizacién, el modelo de cancer de
prostata es un modelo de cancer de adenocarcinoma PAlll. En otra realizacion, el modelo de cancer de prostata es
un modelo PC-3M. En ofra realizacidn, el modelo de cancer de préstata es cualquier otro modelo de cancer de
préstata conocido en la técnica.
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En otra realizacion, la vacuna se ensaya en sujetos humanos, y la eficacia se controla usando métodos bien
conocidos en la técnica, por ejemplo, midiendo directamente las respuestas de los linfocitos T cD4* y CcDS8', o
midiendo el avance de la enfermedad, por ejemplo, determinando el nimero o tamafio de metastasis tumorales, o
controlando los sintomas de la enfermedad (tos, dolor toracico, pérdida de peso, etc.). Se conocen en la técnica
métodos para evaluar la eficacia de una vacuna para el cancer de préstata en sujetos humanos, y se describen, por
ejemplo, en Uenaka Ay col. (T cell immunomonitoring and tumor responses in patients immunized with a complex of
cholesterol-bearing hydrophobized pullulan (CHP) and NY-ESO-1 protein. Cancer Immun. 2007 Apr 19; 7: 9) y
Thomas-Kaskel AK y col. (Vaccination of advanced prostate cancer patients with PSCA and PSA peptide-loaded
dendritic cells induces DTH responses that correlate with superior overall survival. Int J Cancer. 2006 Nov 15;
119(10): 2428-34).

En otra realizacion, la presente invencidn proporciona una composicion inmunogénica que comprende un polipéptido
de fusidn recombinante de la presente invencion para su uso en la induccién de una respuesta inmune anti-KLK3 en
un sujeto.

En otra realizacion, la presente invencidn proporciona una composicion inmunogénica que comprende un polipéptido
de fusién recombinante de la presente invencién para su uso en el tratamiento de un tumor que expresa KLK3 en un
sujeto. En una realizacién, el tumor que expresa KLK3 es un cancer de prostata que expresa KLK3. En otra
realizacion, el tumor que expresa KLK3 es un carcinoma de préstata que expresa KLK3.

En otra realizacién, la presente invencidon proporciona una composicién inmunogénica que comprende un polipéptido
de fusidén recombinante de la presente invencidn para su uso en la proteccién de un sujeto humano contra un tumor
que expresa KLK3. En otra realizacién, el tumor que expresa KLK3 es un cancer de prostata que expresa KLK3. En
otra realizacion, el tumor que expresa KLK3 es un carcinoma de prostata que expresa KLK3.

En otra realizacién, la presente invencién proporciona una molécula nucleotidica de la presente invencién para su
uso en la inducciéon de una respuesta inmune anti-KLK3 en un sujeto.

En otra realizacién, la presente invencion proporciona una composicion inmunogénica que comprende una molécula
nucleotidica de la presente invencién para su uso en el tratamiento de un tumor que expresa KLK3 en un sujeto. En
otfra realizacion, el tumor que expresa KLK3 es un cancer de préstata que expresa KLK3. En otra realizacion, el
tumor que expresa KLK3 es un carcinoma de prostata que expresa KLK3.

En otra realizacion, la presente invencion proporciona una composicion inmunogénica que comprende una molécula
nucleotidica de la presente invencion para su uso en la proteccién de un sujeto humano contra un tumor que
expresa KLK3. En otra realizacion, el tumor que expresa KLK3 es un cancer de prostata que expresa KLK3. En otra
realizacion, el tumor que expresa KLK3 es un carcinoma de préstata que expresa KLK3.

En otra realizacién, la presente invencidon proporciona una composicion que comprende una cepa recombinante de
Listeria, en la que la cepa comprende un polipéptido de fusién recombinante de la presente invencion, para su uso
en la induccién de una respuesta inmune anti-KLK3 en un sujeto.

En otra realizacién, la presente invencidon proporciona una composicion que comprende una cepa recombinante de
Listeria, en la que la cepa comprende un polipéptido de fusién recombinante de la presente invencion, para su uso
en el tratamiento de un tumor que expresa KLK3 en un sujeto. En otra realizacion, el tumor que expresa KLK3 es un
cancer de prostata que expresa KLK3. En otra realizacién, el tumor que expresa KLK3 es un carcinoma de prostata
que expresa KLK3.

En otra realizacién, la presente invencion proporciona una composicion que comprende una cepa recombinante de
Listeria, en la que la cepa comprende un polipéptido de fusién recombinante de la presente invencion para su uso en
la proteccion de un sujeto humano contra un tumor que expresa KLK3. En otra realizacion, el tumor que expresa
KLK3 es un cancer de prostata que expresa KLK3. En otra realizacién, el tumor que expresa KLK3 es un carcinoma
de préstata que expresa KLK3.

En otra realizacidn, la presente invencién proporciona una composicion que comprende una cepa recombinante de
Listeria de la presente invencion para su uso en impedir un crecimiento de un tumor de cancer de préstata que
expresa KLK3 en un sujeto.

En otra realizacidn, la presente invencion proporciona una composicion que comprende una cepa recombinante de
Listeria de la presente invencion para su uso en la superacion de una tolerancia inmune de un sujeto a un tumor de
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cancer de prostata que expresa KLK3. En otra realizacion, la presente invencién proporciona una combinacion de
los tratamientos, que en una realizacién comprende el cebado con Listeria y el refuerzo con polipéptido.

En otra realizacion, la presente invencidon proporciona una composicion inmunogénica que comprende un polipéptido
de fusion recombinante de la presente invencion para su uso en interrumpir el crecimiento de un tumor de cancer de
préstata que expresa KLK3 en un sujeto.

En otra realizacién, la presente invencidon proporciona una composiciéon inmunogénica que comprende un polipéptido
de fusion recombinante de la presente invencion para su uso en la superacién de una tolerancia inmune de un sujeto
a un tumor de cancer de prostata que expresa KLK3.

En otra realizacidn, la presente invencion proporciona una composicion inmunogénica que comprende una molécula
nucleotidica de la presente invencion para su uso en impedir el crecimiento de un tumor de cancer de préstata que
expresa KLK3 en un sujeto.

En otra realizacion, la presente invencion proporciona una composicion inmunogénica que comprende una molécula
nucleotidica de la presente invencién para su uso en la superacion de una tolerancia inmune de un sujeto a un tumor
de cancer de préstata que expresa KLK3.

"Tolerancia" se refiere, en otra realizacién, a una falta de respuesta del huésped a un antigeno. En otra realizacion,
el término se refiere a una falta de respuesta detectable del huésped a un antigeno. En ofra realizacion, el t¢tmino
se refiere a una falta de inmunogenicidad de un antigeno en un huésped. En otra realizacién, la tolerancia se mide
por la falta de respuesta en un ensayo CTL in vitro. En otra realizacidn, la tolerancia se mide por la falta de
respuesta en un ensayo de hipersensibilidad de tipo retardado. En ofra realizacion, la tolerancia se mide por la falta
de respuesta en cualquier otro ensayo conocido en la técnica. En otra realizacion, la tolerancia se detemina o se
mide como se representa en los Ejemplos en el presente documento.

"Superar" se refiere, en otra realizacién, a una reversibilidad de la tolerancia por una vacuna. En ofra realizacion, el
término se refiere a la atribucién de una respuesta inmune detectable por una vacuna. En ofra realizacién, la
superacion de la tolerancia inmune se detemina o se mide como se representa en los Ejemplos en el presente
documento.

En otra realizacion, la presente invencidon proporciona una cepa de Listeria que expresa KLK3 de la presente
invencion parasu uso en el tratamiento de, o la interrupcion del avance de, hiperplasia benigna de prostata (BPH) en
un sujeto.

En otra realizacion, la presente invencidon proporciona una cepa de Listeria que expresa KLK3 de la presente
invencion para su uso en el tratamiento de, o la interrupcion del avance de neoplasia intraepitelial prostatica (PIN) en
un sujeto.

En otra realizacion, la presente invencién proporciona un péptido de fusion que contiene KLK3 de la presente
invencion para su uso en el tratamiento de, o la interrupcion del avance de, BPH en un sujeto.

En otra realizacion, la presente invencién proporciona un péptido de fusion que contiene KLK3 de la presente
invencion parasu uso en el tratamiento de, o la interrupcion del avance de, PIN en un sujeto

En otra realizacion, la presente invencion proporciona una molécula nucleotidica que codifica la proteina de fusién
KLK3 de la presente invencién para su uso en el tratamiento de, o la interrupcion del avance de, BPH en un sujeto.

En otra realizacién, la presente invencion proporciona una molécula nucleotidica que codifica la proteina de fusién
KLK3 de la presente invencién para su uso en el tratamiento de, o la interrupcién del avance de, neoplasia
intraepitelial prostatica en un sujeto.

En otra realizacién, las proteinas de fusion de la presente invencién no han de expresarse por LM, pero en su lugar
pueden expresarse y aislarse a partir de otros vectores y sistemas celulares usados para la expresién y el
aislamiento de proteinas.

Como se proporciona en el presente documento, las fusiones LLO-E7 muestran una eficacia terapéutica
significativa. En estos experimentos, se construyd un vector vaccinia que expresa E7 como una proteina de fusion
con una forma truncada no hemolitica de LLO. La expresion del producto de fusion LLO-E7 por una placa de
vaccinia purificada se verificd por transferencia de Western usando un anticuerpo dirigido contra la secuencia de
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proteina LLO. Se demostré que Vac-LLO-E7 producia linfocitos T CD8" especificos para LLO y E7 como se
determind usando los epitopos LLO (91-99) y E7 (49-57) de ratones Balb/c y C57/BL6, respectivamente. Los
resultados se confinaron por un ensayo CTL (Ejemplo 4).

Por lo tanto, la expresién de un antigeno, por ejemplo, KLK3, PSCA o FOLH1, como una proteina de fusién con una
forma truncada no hemolitica de de LLO, ActA, o una secuencia tipo PEST en sistemas de células huésped en
Listeria y sistemas de células huésped distintos de Listeria da como resultado una mejor inmunogenicidad del
antigeno. Aunque los experimentos comparativos se realizaron con vaccinia, se conoce una multitud de otros
plasmidos y sistemas de expresidon que pueden usarse para expresar estas proteinas de fusion. Por ejemplo, los
vectores bacterianos Utiles en la presente invencién incluyen, pero sin limitacién, Salmonella sp., Shigella sp., BCG,
L. monocytogenes y S. gordonii. Ademas, las proteinas de fusion pueden administrarse por vectores bacterianos
recombinantes modificados para escapar de la fusion fagolisosomal y vivir en el citoplasma de la célula. Los vectores
virales Utiles en la presente invencion incluyen, pero sin limitacion, vaccinia, avipox, adenovirus, AAV, virus vaccinia
NYVAC, cepa modificada de vaccinia Ankara (MVA), virus Semliki Forest, virus de la encefalitis equina Venezolana,
herpes virus, y retrovirus. También pueden usarse vectores de ADN desnudos.

En otra realizacion, una proteina KLK3 expresada por la célula tumoral diana comparte homologia completa con el
péptido KLK3 (por toda la longitud del péptido) expresado por el vector Listerial. En otra realizacion, la proteina KLK3
es altamente homodloga (por toda la longitud del péptido) al péptido KLK3 expresado por el vector Listenal.
"Altamente homodlogo" se refiere, en ofra realizacion, a una homologia de mas del 90%. En otra realizacién, la
expresion se refiere a una homologia de més del 92%. En otra realizacién, la expresion se refiere a una homologia
de mas del 93%. En ofra realizacién, la expresion se refiere a una homologia de mas del 94%. En otra realizacién, la
expresion se refiere a una homologia de mas del 95%. En otra realizacidn, la expresion se refiere a una homologia
de mas del 96%. En otra realizacion, la expresion se refiere a una homologia de mas del 97%. En otra realizacion, la
expresion se refiere a una homologia de mas del 98%. En otra realizacidn, la expresion se refiere a una homologia
de mas del 99%. En ofra realizacion, la expresion se refiere a una homologia del 100%.

El péptido KLK3 de la proteina de fusién de la presente invencion tiene, en otra realizacion, 240-261 aminoacidos
(AA) de longitud. En otra realizacién, la longitud es de 250-261 AA. En otra realizacion, la longitud es de
aproximadamente 240 AA. En otra realizacién, la longitud es de aproximadamente 260 AA.

En ofra realizacion, el fragmento KLK3 consiste en aproximadamente el 90% de la proteina KLK3. En otra
realizacion, el fragmento consiste en aproximadamente el 95% de la misma. En otra realizaciéon, el fragmento
consiste en aproximadamente el 100% de la misma.

En ofra realizacidon, un péptido de fusibn KLK3 de la presente invencidén es un péptido inmunogénico.
"Inmunogénico” se refiere, en otra realizacion, a una capacidad de inducir una respuesta inmune al administrarse a
un sujeto. En otra realizacién, el sujeto es un sujeto humano. En otra realizacién, la respuesta inmune provocada es
una respuesta a linfocitos T. En otra realizacién, la respuesta inmune provocada es una respuesta a linfocitos T
citotoxicos (CTL). En otra realizacion, la respuesta inmune provocada es detectable. En otra realizacién, la respuesta
inmune provocada puede detectarse por un ensayo in vitro. En otra realizacion, el ensayo es un ensayo de liberacion
de citocinas (por ejemplo, clasificacién de células activadas por fluorescencia; o FACS). En ofra realizacién, el
ensayo es un ensayo de liberacién de cromo u otro ensayo de citotoxicidad in vitro.

En otra realizacién, la presente invencién proporciona una vacuna, composicién inmunogénica o vector que
comprende una cepa recombinante de Listeria de la presente invencion para su uso en la reduccion del tamafio de
un tumor que expresa KLK3. En otra realizacion, una célula del tumor expresa KLK3.

En otra realizacidn, la presente invencidn proporciona una cantidad eficaz de una vacuna que comprende: (a) una
cepa recombinante de Listeria que comprende un fragmento N-teminal de una proteina LLO fusionada a un péptido
KLK3; o (b) un nucleétido recombinante que codifica el polipéptido recombinante para su uso en la supresion de una
formacién de un tumor que expresa KLK3.

En otra realizacidon, la presente invencion proporciona una vacuna, composicién inmunogénica o vector que
comprende un polipéptido de fusidon recombinante de la presente invenciéon para su uso en la reduccion del tamafo
de un tumor que expresa KLK3. En otra realizacion, una célula del tumor expresa KLK3.

En otra realizacién, la presente invencién proporciona una cantidad eficaz de una vacuna que comprende: (a) un
polipéptido recombinante que comprende un fragmento N-teminal de una proteina LLO fusionada a un péptido
KLK3; o (b) un nucleétido recombinante que codifica el polipéptido recombinante parasu uso en la supresion de una
formacién de un tumor que expresa KLK3.
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En otra realizaciéon, la presente invencion proporciona una vacuna, composicién inmunogénica o vector que
comprende una molécula nucleotidica recombinante de la presente invencidon para su uso en la reduccién del
tamafo de un tumor que expresa KLK3. En ofra realizacion, una célula del tumor expresa KLK3.

En otra realizacién, la presente invencion proporciona una cantidad eficaz de una vacuna que comprende: (a) una
molécula nucleotidica recombinante que comprende un fragmento N-terminal de una proteina LLO fusionada a un
péptido KLK3; o (b) un nucleétido recombinante que codifica el polipéptido recombinante para su uso en la supresion
de una formacién de un tumor que expresa KLK3.

En esta invencion, el péptido de fusién recombinante de los usos médicos y composiciones de la presente invencién
es un péptido de fusion LLO-KLK3 que comprende la secuencia expuesta en la SEQ ID No: 54. En otra realizacion,
el péptido de fusion tiene la secuencia expuesta en la SEQ ID No: 54. En otra realizacion, el péptido de fusién es
homologo a la secuencia expuesta en la SEQ ID No: 54, y tiene un porcentaje de identidad con respecto a SEQ ID
No: 54 de mas del 99%.

La secuencia de la proteina LLO utilizada para construir vacunas de la presente invencion es, en otra realizacion, un
fragmento de SEQ ID NO: 17 (GenBank N° de Acceso P13128; la secuencia de acidos nucleicos se expone en el
GenBank N° de Acceso X15127). Los primeros 25 aminoacidos de la proteina correspondiente a esta secuencia son
la secuencia de sefal y se escinden en LLO cuando se secreta por la bacteria. Por lo tanto, en esta realizacion, la
proteina LLO activa de longitud completa tiene 504 residuos de largo.

En otra realizacion, "péptido LLO" y "fragmento LLO" se refieren a un fragmento N-terminal de una proteina LLO. En
otra realizacién, la expresion se refiere a una proteina LLO de longitud completa pero no hemolitica. En otra
realizacion, los téminos se refieren a una proteina no hemolitica que contiene una mutacién puntual en cisteina 484
de lasecuencia ID N° 17 o un residuo correspondiente de la misma en una proteina LLO homdéloga.

En otra realizacién, el fragmento N-terminal de una proteina LLO utilizada en las composiciones y métodos de la
presente invencion tiene la secuencia de SEQ ID NO: 18.

Como se desvela en el presente documento, las cepas recombinantes de Listeria que expresan fusiones de
secuencdia tipo PEST-antigeno inducen inmunidad antitumoral (Ejemplo 5) y generan linfocitos T infiltrantes de tumor
especificos de antigeno (Ejemplo 6).

En otra realizacion de la presente invencidn, "acidos nucleicos" o "nucleétido” se refiere a una cadena de al menos
dos combinaciones base-azicar-fosfato. La expresion incluye, en una realizacién, ADN y ARN. "Nucledtidos" se
refiere, en una realizacién, a las unidades monoméricas de polimeros de acidos nucleicos. ARN puede ser, en una
realizacion, en forma de un ARNt (ARN de transferencia), ARNsn (ARN pequefio nuclear), ARNr (ARN ribosomal),
ARNmM (ARN mensajero), ARN anti-sentido, ARN pequefio inhibidor (ARNsi), micro ARN (ARNmi) y ribozimas. Se ha
descrito el uso de ARNsi y ARNmi (Caudy AA y col., Genes & Devel 16: 2491-96 y referencias citadas en la
presente). ADN puede estar en forma de ADN plasmidico, ADN virico, ADN lineal, o ADN cromosdmico o derivados
de estos grupos. Ademas, estas formas de ADN y ARN pueden de hebra unica, de doble hebra, triple o cuadruple
hebra. El ttrmino también incluye, en ofra realizacién, acidos nucleicos artificiales que pueden contener otros tipos
de estructuras pero las mismas bases. En una realizacién, el acido nudeico artificial es un PNA (acido nucleico
peptidico). PNA contienen estructuras peptidicas y bases nucleotidicas y son capaces de unirse, tanto a moléculas
de ADN como ARN. En otra realizacion, el nucledtido es oxetano modificado. En otra realizacion, el nucleétido se
modifica por reemplazo de uno o mas enlaces fosfodiéster por un enlace fosforotioato. En otra realizacion, el acido
nucleico artificial contiene cualquier otra variante de la estructura fosfato de acidos nucleicos nativos conocidos en la
técnica. El uso de acidos nucleicos fosfotiorato y PNA se conocen por los expertos en la técnica, y se describen, por
ejemplo, en Neilsen PE, Curr Opin Struct Biol 9:353-57; y Raz NK y col. Biochem Biophys Res Commun. 297: 1075-
84. La produccion y uso de acidos nucleicos se conoce por los expertos en la técnica y se describe, por ejemplo, en
Molecular Cloning, (2001), Sambrook y Russell, eds. y Methods in Enzymology: Methods for molecular doning in
eukaryotic cells (2003) Purchio yG. C. Fareed.

También se describe en el presente documento un kit que comprende un reactivo utilizado en la realizacién de la
presente invencion. En ofra realizacion, la presente invencion proporciona un kit que comprende una composicion,
herramienta o instrumento de la presente invencion.

En otra realizacidn, el fragmento LLO se une al péptido KLK3 por conjugacion quimica. En otra realizacion, se usa

paraformaldehido para la conjugacién. En otra realizacion, se usa maleimida para la conjugacion. En otra
realizacion, la conjugacion se realiza usando cualquier método adecuado conocido en la técnica.
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En otra realizacion, el tumor que expresa KLK3 dirigido por composiciones de la presente invencion es un cancer de
prostata que expresa KLK3. En otra realizacion, el tumor que expresa KLK3 es un carcinoma de préstata que
expresa KLK3.

Como se desvela en el presente documento, se demostré una inmunidad mediada por células mejorada para las
proteinas de fusidon que comprende un antigeno y LLO truncada que contiene la secuencia aminoacidica tipo PEST,
SEQ ID NO: 1. La ALLO usada en algunos de los Ejemplos tenia 416 aminoacidos de largo (tras la escision del
péptido de sefal), ya que se truncaron 88 residuos del extremo carboxi que es inclusivo del dominio de activacion
que contiene cisteina 484. Sin embargo, es evidente a partir de la presente diwulgacion que otras ALLO sin el
dominio de activacion, y en particular cisteina 484, son eficaces en los métodos de la presente invencion.

Como se proporciona en el presente documento, la fusion de un antigeno a una forma truncada no hemolitica de
listeriolisina O (LLO) potencié la inmunogenicidad. Un vector de LM que expresa y secreta un producto de fusion de
la cepa del virus del papiloma humano (HPV) 16 E7 y LLO era un inmunoterapéutico de cancer mas potente para
tumores inmortalizados con HPV que la LM que secreta la proteina E7 en solitario. Adicionalmente, un virus vaccinia
recombinante que lleva el gen para la proteina de fusion LLO-E7 es un inmunoterapéutico de cancer mas potente
para tumores inmortalizados con HPV que una cepa isogénica de vaccinia que lleva el gen para la proteina E7 en
solitario. En comparacién, una proteina de fusién corta Lm-AZ/-E7 que comprende el antigeno E7 fusionado al
promotor, una secuencia de sefal y los primeros 7 residuos AA de LLO era un inmunoterapéutico antitumoral
ineficaz. Esta proteina de fusion corta termina directamente antes de la secuencia tipo PEST y no la contiene.

"Proteina de fusidn" se refiere, en otra realizacion, a una proteina que comprende 2 o mas proteinas unidas juntas
por enlaces peptidicos u otros enlaces quimicos. En otra realizacién, las proteinas se unen juntas directamente por
un péptido u otro enlace quimico. En otra realizacion, las proteinas se unen juntas con uno o més aminoacidos (por
ejemplo, un "separador") entre las dos o mas proteinas.

Las proteinas de fusién que comprenden un péptido KLK3 se preparan, en otra realizacion, mediante cualquier
método adecuado. En otra realizacion, una proteina de fusion se prepara por clonacion y restriccion de las
secuencias apropiadas o sintesis quimica directa mediante métodos analizados a continuacién. En otra realizacion,
las subsecuencias se clonan y las subsecuencias apropiadas se escinden usando enzimas de restriccion
apropiadas. Después, los fragmentos se ligan, en otra realizacién, para producir la secuencia de ADN deseada. En
otra realizacién, el ADN que codifica el péptido KLK3 se produce usando métodos de amplificacién de ADN, por
ejemplo reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). En primer lugar, los segmentos del ADN nativo en cualquier
lado del nuevo extremo se amplifican por separado. El exiremo 5' de la secuencia amplificada codifica el enlazador
peptidico, mientras que el extremo 3' de la otra secuencia amplificada también codifica el enlazador peptidico.
Puesto que el extremo 5' del primer fragmento es complementario al extremo 3' del segundo fragmento, los dos
fragmentos (después de la purificaciéon parcial, por ejemplo en LMP agarosa) pueden usarse como una plantilla
solapante en una tercera reaccion por PCR. La secuencia amplificada contendra codones, el segmento en el lado
carboxi del sitio de apertura (formando ahora la secuencia amino), el enlazador, y la secuencia en el lado amino del
sitio de apertura (formando ahora la secuencia carboxilo). El gen que codifica el péptido KLK3 se liga entonces en un
plasmido.

En otra realizacién, el péptido KLK3 se conjuga con la proteina LLO truncada por cualquier de un nimero de medios
bien conocidos por los expertos en la técnica. En otra realizacién, el péptido KLK3 se conjuga, directamente o a
través de un enlazador (separador), con la proteina. En ofra realizacion, en la que tanto el péptido KLK3 como la
proteina LLO son polipéptidos, la molécula quimérica se expresa de foma recombinante como una proteina de
fusidn monocatenaria.

En otra realizacidn, los péptidos y proteinas de la presente invencién se preparan facilmente por sintesis peptidica
en fase sélida ya establecida (SPPS) convencional como se describe por Stewart y col. en Solid Phase Peptide
Synthesis, 22 Edicién, 1984, Pierce Chemical Company, Rockford, lll.; y como se describe por Bodanszky y
Bodanszky (The Practice of Peptide Synthesis, 1984, Springer-Verlag, New York). Al inicio, un residuo aminoacidico
protegido adecuadamente se une a través de su grupo carboxilo a un soporte polimérico derivatizado e insoluble, tal
como poliestireno reticulado o resina de poliamida. "Protegido adecuadamente” se refiere a la presencia de grupos
protectores tanto en el grupo alfa-amino del aminoacido, como en cualquier grupo funcional de cadena lateral. Los
grupos protectores de cadena lateral son generalmente estables a los disolventes, reactivos y condiciones de
reaccion usadas en toda la sintesis, y pueden eliminarse en condiciones que no afectaran al producto peptidico final.
La sintesis por etapas del oligopéptido se realiza por la eliminacién del grupo N-protector del aminoécido inicial, y el
acoplamiento al mismo del extremo carboxilo del siguiente aminoacido en la secuencia del péptido deseado. Este
aminoacido también esta protegido adecuadamente. El carboxilo del aminoacido entrante puede activarse para
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reaccionar con el extremo N del aminoacido unido al soporte mediante formacién en un grupo reactivo tal como la
formacién en una carbodiimida, un anhidrido de &cido simétrico o un grupo de "éster activo" tal como
hidroxibenzotriazol o pentafluorofenil ésteres.

Los ejemplos de meétodos de sintesis peptidica en fase sdélida incluyen el método BOC que utiliz6 terc-
butiloxicarbonilo como el grupo protector alfa-amino, y el método FMOC que utiliza 9-fluorenilmetiloixcarbonilo para
proteger el alfa-amino de los residuos aminoacidicos, cuyos ambos métodos se conocen bien por los expertos en la
técnica.

La incorporaciéon de grupos de bloqueo N y/o C también pueden conseguirse usando protocolos convencionales a
métodos de sintesis de péptidos en fase sélida. Para la incorporacion de grupos de bloqueo C-teminal, por ejemplo,
la sintesis del péptido deseado se realiza tipicamente usando, como fase sélida, una resina de soporte que se ha
modificado quimicamente de manera que la escision de la resina dé como resultado un péptido que tiene el grupo de
bloqueo C-teminal deseado. Para proporcionar péptidos en los que el extremo C lleva un grupo de bloqueo amino
primario, por ejemplo, la sintesis se realiza usando una resina de p-metilbenzdrilamina (MBHA) de manera que,
cuando la sintesis peptidica se complete, el tratamiento con acido fluorhidrico libera el péptido amidado C-
terminalmente deseado. De forma analoga, la incomporacion de un grupo de bloqueo N-metilamina en el exremo C
se consigue usando DVB derivado con N-metilaminoetilo, una resina, que tras el tratamiento de HF libera un péptido
que lleva un extremo C N-metilamidado. El bloqueo del extremo C por esterificacion puede conseguirse usando
procedimientos convencionales. Esto implica el uso de una combinacion de resina/grupo de bloqueo que pemite la
liberacion de un péptido de cadena lateral de la resina, para pemitir una reaccidn posterior con el alcohol deseado,
para formar la funcién éster. El grupo protector FMOC, en combinacion con resina DVB derivada con alcohol
metoxialcoxibencilo o enlazador equivalente, puede usarse para este fin, realizandose la escision del soporte por
TFA en dicolorometano. La esterificacién de la funcion carboxilo activado adecuadamente, por ejemplo, con DCC,
puede entonces proseguir por la adicidon del alcohol deseado seguida de la desproteccion y el aislamiento del
producto peptidico esterificado.

La incorporacion de grupos de bloqueo N-terminal puede conseguirse mientras que el péptido sintetizado esta unido
aun a la resina, por ejemplo, mediante tratamiento con un anhidrido y nitrilo adecuados. Para incorporar un grupo de
bloqueo acetilo en el extremo N, por ejemplo, el péptido acoplado a la resina puede tratarse con anhidrido acético al
20% en acetonitrilo. El producto peptidico N-bloqueado puede entonces escindirse de la resina, desprotegerse y
aislarse posteriomente.

En otra realizacion, para garantizar que el péptido obtenido a partir de técnicas sintéticas quimicas o bioldgicas es el
péptido deseado, se realiza el analisis de la composicion peptidica. En otra realizacién, se realiza un andlisis de la
composicion aminoacidica usando espectrometria de masas de alto rendimiento para deteminar el peso molecular
del péptido. Como alternativa, o adicionalmente, el contenido aminoacidico del péptido puede confinarse
hidrolizando el péptido en acido acuoso, y separando, identificando y cuantificando los componentes de la mezcla
usando HPLC, o un analizador de aminoacidos. También pueden usarse secuenciadores de proteinas, que
degradan secuencialmente el péptido e identifican los aminoacidos en orden, para deteminar definitivamente la
secuendia del péptido.

En otra realizacion, antes de su uso, el péptido se purifica para eliminar los contaminantes. A este respecto, se
apreciara que el péptido se purificard para cumplir los estandares expuestos por las agencias reguladoras y
directrices apropiadas. Uno cualquiera de varios procedimientos de purificacion convencionales puede usarse para
conseguir el nivel requerido de pureza que incluye, por ejemplo, cromatografia liquido de alto rendimiento (HPLC) de
fase inversa usando una columna de silice alquilada tal como C4, Cs 0 C1s-silice. Se usa generalmente un gradiente
de fase movil de aumento de conteo organico para conseguir la purificacidn, por ejemplo, acetonitrilo en un tampoén
acuoso, que contiene nommalmente una pequefia cantidad de acido trifluoroacético. También puede usarse
cromatografia de intercambio idnico para separar péptidos en base a su carga.

La sintesis en fase sdlida en la que el AA C-terminal de la secuencia se une a un soporte insoluble seguido de la
adicion secuencial de los aminoacidos restantes en la secuencia se usa, en otra realizacion, para la sintesis quimica
de los polipéptidos de esta invencion. Las técnicas para la sintesis en fase sdlida se describen por Barany y
Merrifield en Solid-Phase Peptide Synthesis; pags. 3284 en The Peptides: Analysis, Synthesis, Biology. Vol. 2:
Special Methods in Peptide Synthesis, Part A., Merrifield y col. J. Am. Chem. Soc., 85: 2149-2156 (1963), y Stewart y
col., Solid Phase Peptide Synthesis, 22 ed. Pierce Chem. Co., Rockford, Ill. (1984).

En otra realizacion, los péptidos de la presente invencion pueden incormporar residuos AA que se modifican sin

afectar a la actividad. Por ejemplo, los extremos pueden derivarse para incluir grupos de bloqueo, es decir,
sustituyentes quimicos adecuados para proteger y/o estabilizar los exremos N y C de una "degradaciéon no
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deseada", una expresion que pretende incluir cualquier tipo de descomposicion enzimatica, quimica o bioquimica del
compuesto en sus extremos que es probable que afecte a la funcion del compuesto, es decir, la degradacion
secuencial del compuesto en un extremo terminal del mismo.

En otra realizacién, los grupos de bloqueo incluyen grupos protectores usados convencionalmente en la técnica de
la quimica de péptidos que no afectaran de fooma adversa a las actividades in vivo del péptido. Por ejemplo, los
grupos de bloqueo N-terminal adecuados pueden introducirse por alquilacion o acilacion del exremo N. Los
ejemplos de grupos de bloqueo N-teminal adecuados incduyen grupos alquilo C+-Cs ramificados o no ramificados,
grupos acilo, tales como grupos formilo y acetilo, asi como formas sustituidas de los mismos, tales como el grupo
acetamidometilo (Acm). Los analogos desamino de aminoacidos son también grupos de bloqueo N-teminal utiles, y
pueden acoplarse al extremo N del péptido o se usan en lugar del residuo N-temminal. Los grupos de bloqueo C-
terminal adecuados, en los que el grupo carboxilo del extremo C se incorpora o no, incluyen ésteres, cetonas o
amidas. Los grupos alquilo formadores de éster o cetona, particulamente grupos alquilo inferiores, tales como
metilo, etilo y propilo, y grupos amino foormadores de amida, tales como aminas primarias (--NH2), y grupo amino
mono y dialquilo, tales como metilamino, etilamino, dimetilamino, dietilamino, metiletilamino y similares son ejemplos
de grupos de bloqueo C-teminal. Los analogos de aminoacido descarboxilado, tales como agmatina, son también
grupos de bloqueo C-teminal utiles y pueden acoplarse al residuo C-terminal del péptido o se usan en lugar de éste.
Adicionalmente, se apreciara que los grupos amino libre y carboxilo en los extremos pueden eliminarse
completamente del péptido para producir formas desamino y descarboxiladas de los mismos sin afectar a la
actividad del péptido.

En otra realizacion, se incomporan otras modificaciones sin afectar de forma adversa a la actividad. En otra
realizacion, dichas modificaciones incluyen, pero sin limitacién, la sustitucion de uno o mas de los aminoacidos en la
forma L-isomérica natural con aminoacidos en la fooma D-somérica. Por lo tanto, el péptido puede incluir uno omas
residuos D-aminoacidicos, o puede comprender aminoacidos que son todos de la forma D. También se contemplan
formas retro-inversas de péptidos de acuerdo con la presente invencion, por ejemplo, péptidos invertidos en los que
todos los aminoacidos estan sustituidos con formas de D-aminoacidos.

En otra realizacion, se utilizan péptidos de sales de adicién de acidos de la presente invencién como equivalentes
funcionales de los mismos. En otra realizacion, un péptido de acuerdo con la presente invencion tratado con un
acido inorganico, tal como acido clorhidrico, bromhidrico, sulfirico, nitrico, fosférico y similares, o un acido organico,
tal como un acido acético, propidnico, glicdlico, pirivico, oxalico, malico, succinico, maleico, fumarico, tartarico,
citrico, benzoico, cinnamico, mandélico, metanosulfénico, etanosulfénico, p-toluenosulfénico, salicilico y similares,
para proporcionar una sal soluble en agua del péptido es adecuado para su uso en la invencion.

En otra realizacion, las modificaciones (que nomalmente no alteran la secuencia principal) incduyen derivacién
quimica in vivo o in vitro de polipéptidos, por ejemplo, acetilacion o carboxilacion. También se incluyen
modificaciones de dlicosilacion, por ejemplo las que se hacen modificando los patrones de glicosilacion de un
polipéptido durante su sintesis y procesamiento o en etapas de procesamiento adicionales; por ejemplo, exponiendo
el polipéptido a enzimas que afectan a la glicosilacion, por ejemplo, enzimas de glicosilacion o de desglicosilacion
mamiferas. También se incluyen secuencias que tienen residuos aminoacidicos fosforilados, por ejemplo,
fosfotirosina, fosfoserina o fosfotreonina.

En otra realizacion, los polipéptidos se modifican usando técnicas bioldgicas moléculas habituales para mejorar su
resistencia a la degradacién proteolitica o para optimizar las propiedades de solubilidad o para hacerdos mas
adecuados como un agente terapéutico. Los analogos de dichos polipéptidos incluyen los que contienen residuos
distintos de L-aminoacidos de origen natural, por ejemplo, D-aminoacidos o aminoacidos sintéticos de origen no
natural. Los péptidos de la invencion no se limitan a los productos de cualquiera de los procesos ejemplares
especificos enumerados en el presente documento.

En otra realizacion, las proteinas de fusion quiméricas de la presente invencion se sintetizan usando metodologia de
ADN recombinante. En general, esto implica crear una secuencia de ADN que codifique la proteina de fusion, poner
el ADN en un cassette de expresion, tal como el plasmido de la presente invencion, bajo el control de un elemento
promotor/regulador particular, y expresar la proteina. El ADN que codifica una proteina de fusiéon de la presente
invencion se prepara, en oftra realizacién, mediante cualquier método adecuado, incluyendo, por ejemplo, la
clonacién y restriccidn de las células apropiadas o sintesis quimica directa por métodos tales como el método de
fosfotriéster de Narang y col. (1979, Meth. Enzymol. 68: 90-99); el método de fosfodiéster de Brown y col. (1979,
Meth. Enzymol 68: 109-151); el método de dietilfosforamidita de Beaucage y col. (1981, Tetra. Lett., 22: 1859-1862);
y el método de soporte solido de la patente de Estados Unidos N°4.458.066.

La sintesis quimica produce un oligonucledtido monocatenario. Se convierte, en otra realizacion, en ADN bicatenario

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2531967 T3

por hibridacién con una secuencia complementaria, o por polimerizacién con una ADN polimerasa usando la Unica
hebra como una plantila. Un experto en la técnica reconocera que mientras que la sintesis de ADN se limita a
secuencias de aproximadamente 100 bases, pueden obtenerse secuencias mayores mediante la ligacién de
secuencias mas cortas.

En otra realizacién, "acido nudeico aislado" incluye una secuencia de ARN o una secuencia de ADN que codifica
una proteina de fusion de la invencion, y cualquier forma modificada de la misma, incluyendo modificaciones
quimicas del ADN o el ARN que hacen la secuencia nucleotidica mas estable cuando esta libre de células o cuando
se asocia a una célula. Las modificaciones quimicas de nucledtidos también pueden usarse para potenciar la
eficacia con la que una secuencia nucleotidica se recoge por una célula o la eficacia con la que se expresa en una
célula. Dichas modificaciones se detallan en otra parte en el presente documento. Cualquier y todas las
combinaciones de modificaciones de las secuencias nucleotidicas se contemplan en la presente invencion.

En otra realizacién, la presente invencion proporciona un acido nucleico aislado que codifica un péptido KLK3 unido
de forma operativa a una secuencia LLO no hemolitica, donde el acido nucleico aislado comprende adicionalmente
una secuencia promotora/reguladora, de tal forma que el acido nucleico es capaz preferiblemente de dirigir la
expresion de la proteina codificada por el acido nucleico. Por lo tanto, la invencién incluye vectores de expresion y
métodos para la introduccion de ADN exdgeno en células con expresion concomitante del ADN exdégeno en las
células, tales como los descritos, por ejemplo, en Sambrook y col. (1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
Cold Spring Habor Laboratory, Nueva York), y en Ausubel y col. (1997, Current Protocols in Molecular Biology, John
Wiley & Sons, Nueva York).

En otra realizacion, un nucledtido de la presente invencidon esta unido de forma operativa a una secuencia
promotora/reguladora que impulsa la expresion del péptido codificado en la cepa de Listena. Las secuencias
promotoras/reguladoras Utiles para activar la expresidén constitutiva de un gen se conocen bien en la técnica e
incluyen, pero sin limitacién, por ejemplo, los promotores Py, Pata y p60 de Listeria, el promotor bac de
Streptococcus, el promotor sgiA de Streptomyces griseus, y el promotor phaZ de B. thuringiensis. Por lo tanto, se
apreciara que la invencion incluye el uso de cualquier secuencia promotora/reguladora que sea capaz de impulsar la
expresion de la proteina deseada unida de forma operativa a lamisma.

La expresion de un péptido KLK3 unido de forma operativa a una secuencia LLO no hemolitica usando un vector
pemite el aislamiento de grandes cantidades de proteina producida de forma recombinante. Esta dentro de la
capacidad del experto escoger secuencias promotoras/reguladoras particulares y unir de forma operativa aquellas
secuencias promotoras/reguladoras a unasecuencia de ADN que codifica un polipéptido deseado. Dicha tecnologia
se conoce bien en la técnica y se describe, por ejemplo, en Sambrook y col. (1989, Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Nueva York), y en Ausubel y col. (1997, Current Protocols in Molecular
Biology, John Wiley & Sons, Nueva York).

En otra realizacion, la presente invencién proporciona un vector que comprende un acido nudeico aislado que
codifica un péptido KLK3 unido de fooma operativa a una secuencia LLO no hemolitica. La incorporacién de un acido
nucleico deseado a un vector y la eleccion de vectores se conoce bien en la técnica como se describe en, por
ejemplo, Sambrook y col. (1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Nueva
York), y en Ausubel y col. (1997, Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Nueva York).

En otra realizacion, la presente invencion proporciona células, virus, provirus y similares, que contienen dichos
vectores. Los métodos para producir células que comprenden vectores y/o acidos nucleicos exbdgenos se conocen
bien en la técnica. Véase, por ejemplo, Sambrook y col. (1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory, Nueva York), y en Ausubel y col. (1997, Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley &
Sons, Nueva York).

En otra realizacién, los acidos nucleicos que codifican un péptido KLK3 unido de forma operativa a una secuencia
LLO no hemolitica se donan en un vector plasmidico. En otra realizacién, una cepa recombinante de Listeria se
transforma con el vector plasmidico.

Una vez armado con la presente invencion, es facilmente evidente para un experto en la técnica que pueden
obtenerse otros acidos nucleicos que codifican un péptido KLK3 unido de forma operativa a una secuencia LLO no
hemolitica siguiendo los procedimientos descritos en el presente documento en la seccion de detalles
experimentales para la generacién de otras proteinas de fusion como se desvela en el presente documento (por
ejemplo, mutagénesis de sitio dirigido, mutaciones por desplazamiento de marco, y similares), y los procedimientos
en la técnica.
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Se conocen bien en la técnica métodos para la generaciéon de formas derivadas o variantes de proteinas de fusién, e
incluyen, entre otros, usar una metodologia de ADN recombinante bien conocida en la técnica, tal como, por
ejemplo, la descrita en Sambrook y col. (1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Nueva York) y Ausubel y col. (1997, Current Protocols in Molecular Biology, Green & Wiley, Nueva
York), y en otra parte en el presente documento.

En otra realizacion, la presente invenciéon proporciona un acido nucleico que codifica un péptido KLK3 unido de
forma operativa a una secuencia LLO no hemolitica, donde un acido nudeico que codifica un polipéptido marcador
se une covalentemente al mismo. Es decir, la invencién incluye un acido nucleico quimérico en el que la secuencia
de acido nudeico que codifica un polipéptido marcador se une covalentemente al acido nudeico que codifica una
proteina que contiene el péptido KLK3. Dichos péptidos marcadores se conocen bien en la técnica e incluyen, por
ejemplo, proteina verde fluorescente (GFP), myc, myc-piruvato cinasa (myc-PK), Hiss, proteina de unién a maltosa
(MBP), un polipéptido marcador de hemaglutinina del virus influenza, un polipéptido marcador flag (FLAG), y un
polipéptido marcador de glutation-S-transferasa (GST). Sin embargo, la invencién no debe interpretarse de ningin
modo como limitada a los acidos nucleicos que codifican los polipéptidos marcadores que se han enumerado
anteriomente. Por el contrario, cualquier secuencia de acido nucleico que codifique un polipéptido que puede
funcionar de una manera sustancialmente similar a estos polipéptidos marcadores debe interpretarse como incluida
en la presente invencion.

En otra realizacién, la presente invencion proporciona un péptido de fusion KLK3 con una mejor inmunogenicidad.
Es decir, como los datos desvelados en el presente documento demuestran, un péptido KLK3 fusionado a una
proteina LLO no hemadlitica truncada, al administrarse a un animal, da como resultado una eliminaciéon de los
tumores existentes y la inducciéon de linfocitos citotdxicos especificos de antigeno capaces de infiltrar células
tumorales o infectadas. Al disponer de la presente divulgacion, ylos usos médicos y composiciones que se desvelan
en el presente documento, el experto en la técnica reconocera facimente que la presente invencién es idénea para
el tratamiento y/o prevencion de una multitud de enfermedades.

En otra realizacién, se usa un plasmido disponible en el mercado en la presente invencion. Dichos plasmidos estan
disponibles a partir de una diversas de fuentes, por ejemplo, Invitrogen (Carlsbad, Calif.), Stratagene (La Jolla,
Calif.), Clontech (Palo Alto, Calif.), o pueden construirse usando métodos bien conocidos en la técnica. Un plasmido
disponible en el mercado tal como pET (Gibbstown, NJ), que es un vector de expresién procariota con un origen de
replicacioén procariota y elementos promotores/reguladores para facilitar la expresion en un organismo procariota.

La presente invencion comprende adicionalmente transformar tal cepa de Listeria con un plasmido que comprende
(a) un péptido KLK3; y (b) un acido nucleico aislado que codifica una proteina LLO truncada. En otra realizacion, si
una cepa de la vacuna de LM comprende una delecion en el gen prfA o el gen actA, el plasmido comprende un gen
prfA o actA para complementar la mutacion, restaurando asi la funciéon para la cepa de la vacuna de L.
monocytogenes. Como se describe en otra parte en el presente documento, se conocen bien en la técnica métodos
para transformar bacterias, e incluyen métodos basados en células competentes de cloruro calcico, métodos de
electroporacion, transduccién mediada por bacteriofagos y técnicas de transformacién quimica y fisica (de Boer y
col., 1989, Cell 56: 641-649; Miller y col., 1995, FASEB J., 9: 190-199; Sambrook y col. 1989, Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Nueva York; Ausubel y col., 1997, Current Protocols in Molecular
Biology, John Wiley & Sons, Nueva York; Gerhardt y col., eds., 1994, Methods for General and Molecular
Bacteriology, American Society for Microbiology, Washington, D.C.; Miller, 1992, A Short Course in Bacterial
Genetics, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.).

El plasmido de la presente invencion comprende, en ofra realizacion, una secuencia promotora/reguladora unida
operativamente a un gen que codifica una proteina de fusion.

Los pldsmidos y otros vectores de expresion utiles en la presente invencién se describen en otra parte en el
presente documento, y pueden induir dichas caracteristicas como una secuencia promotora/reguladora, un origen
de replicacion para bacterias gram negativas y/o gram positivas, y un acido nucleico aislado que codifica una
proteina de fusion. Adicionalmente, el acido nucleico aislado que codifica una proteina de fusion tendra su propio
promotor adecuado para impulsar la expresién de tal acido nucleico aislado. Los promotores Utiles para impulsar la
expresion en un sistema bacteriano se conocen bien en la técnica, e incluyen bacteriéfago lambda, el promotor bla
del gen beta-lactamasa de pBR322, y el promotor CAT del gen cloranfenicol acetil transferasa de pBR325. Los
ejemplos adicionales de promotores procariotas incluyen los promotores principales derecho e izquierdo del
bacteriéfago lambda (PL y Pr), los promotores trp, recA, lacZ, lacd y gal de E. coli, la alfa-amilasa (UImanen y col.,
1985. J. Bacteriol. 162: 176-182) y los promotores S28-especificos de B. subtilis (Gilman y col., 1984 Gene 32: 11-
20), los promotores de los bacteriéfagos de Bacillus (Gryczan, 1982, En: The Molecular Biology of the Bacilli,
Academic Press, Inc., Nueva York), y promotores de Streptomyces (Ward y col., 1986, Mol. Gen. Genet. 203: 468-
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478). Se revisan promotores procariotas adicionales contemplados en la presente invencion en, por ejemplo, Glick
(1987, J. Ind. Microbiol. 1: 277-282); Cenatiempo, (1986, Biochimie, 68: 505-516); y Gottesman, (1984, Ann. Rev.
Genet. 18: 415-442). Los ejemplos adicionales de elementos promotores/reguladores contemplados en la presente
invencioén incluyen, pero sin limitacion, el promotor prfA de Listerial (GenBank Acc. N° Y07639), el promotor hly
Listerial (GenBank Acc. N° X15127), y el promotor p60 Listerial (GenBank Acc. N° AY126342), o fragmentos de los
mismos.

En otra realizacidn, una cepa de Listeria de la presente invencién contiene un gen integrado que codifica un péptido
que comprende un péptido de fusion KLK3.

En otra realizacién, una cepa de Listeria de la presente invencién se crea usando un vector de integracion de sitio
especifico. En otra realizacion, una cepa de Listeria que contiene un gen integrado se crea usando recombinacion
homodloga. En ofra realizacion, una cepa de Listeria que contiene un gen integrado se crea usando cualquier otro
método conocido en la técnica de integracion de un gen en el cromosoma de Listeria.

En otra realizacion, el vector de integracién comprende un sitio attPP' de PSA. En otra realizacion, el vector de
integracion comprende un gen que codifica una PSA integrasa. En ofra realizacién, el vector de integracion
comprende un sitio attPP' de U153. En otra realizacién, el vector de integraciéon comprende un gen que codifica una
U153 integrasa. En otra realizacion, el vector de integracion comprende un sitio attPP' de A118. En otra realizacion,
el vector de integracién comprende un gen que codifica una A118 integrasa. En otra realizacion, el vector de
integracion comprende cualquier otro sitio attPP' conocido en la técnica. En otra realizacion, el vector de integracion
comprende cualquier otro fago integrasa conocido en la técnica.

En otra realizacién, una cepa de Listeria de los métodos y composiciones de la presente invencién contiene una
mutacidon o auxotrofia en un gen metabdlico. En otra realizacion, una cepa de Listenia de los métodos y
composiciones de la presente invencion comprende adicionalmente una mutacién en el gen endégeno ActA. En otra
realizacién, un plasmido que lleva un péptido de fusion KLK3 comprende un gen metabdlico que complementa la
mutacion o auxotrofia. En otra realizacion, un vector de integracion que codifica el péptido de fusién KLK3 o un
constructo usado para la integracion en el cromosoma de Listeria contiene un gen que complementa la mutacién o
auxotrofia. En otra realizacion, se usa el gen metabdlico para la selecciéon en lugar de un gen de resistencia a
antibidticos. En otra realizacion, el gen metabdlico se usa para la seleccion ademas de un gen de resistencia a
antibioticos.

En otra realizacidn, el gen metabdlico es un gen que codifica una enzima del metabolismo de aminoacidos. En otra
realizacion, la enzima metabdlica es una enzima alanina racemasa (dal). En otra realizacién, la enziima metabdlica
es una enzima D-aminoacido transferasa (dat).

En otra realizacién, la enzima metabdlica metaboliza un aminoacido (AA) que se usa para un proceso de crecimiento
bacteriano. En otra realizacion, el producto AA se usa para un proceso de replicacién. En otra realizacién, el
producto AA se usa para la sintesis de la pared celular. En otra realizacion, la enzima metabdlica cataliza la
formacién de un aminoacido usado para la sintesis de la pared celular. En otra realizacion, la enzima metabdlica es
una enzima del metabolismo de aminoacidos. En otra realizacidn, el producto AA se usa para la sintesis de
proteinas. En otra realizacién, el producto AA se usa para el metabolismo de un acido graso. En otra realizacion, el
producto AAse usa para cualquier otro proceso de crecimiento o replicacion conocido en la técnica.

En otra realizacion, la enzima metabdlica cataliza la formacion de un AA usado en la sintesis de la pared celular. En
otra realizacion, la enziima metabdlica cataliza la sintesis de un AA usado en la sintesis de la pared celular. En otra
realizacion, la enzima metabdlica esta implicada en la sintesis de un AA usado en la sintesis de la pared celular. En
otra realizacién, el AAse usa en la biogénesis de la pared celular.

En otra realizacion, la enzima metabdlica es una enzima sintética para acido D-glutdmico, un componente de la
pared celular.

En otra realizacion, la enzima metabdlica se codifica por un gen de la alanina racemasa (dal). La sintesis de acido D-
glutdmico se controla en parte por el gen dal, que esta implicado en la conversién de D-glu + pyr a alfa-cetoglutarato
+ D-ala, yla reaccion inversa.

En otra realizacién, la proteina dal de los métodos y composiciones de la presente invencion tiene la secuencia de
SEQ ID No: 56 (GenBank Acceso N°: AF038438). En ofra realizacidn, la proteina dal es homdloga a la SEQ ID No:
56. En otra realizacion, la proteina dal es una variante de SEQ ID No: 56. En ofra realizacion, la proteina dal es una
isofoorma de SEQ ID No: 56. En otra realizacion, la proteina dal es un fragmento de SEQ ID No: 56. En otra
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realizacion, la proteina dal es un fragmento de un homdlogo de SEQ ID No: 56. En ofra realizacion, la proteina dal
es un fragmento de una variante de SEQ ID No: 56. En otra realizacion, la proteina dal es un fragmento de una
isoforma de SEQ ID No: 56.

En otra realizacion, la proteina dal es cualquier otra proteina dal de Listeria conocida en la técnica. En ofra
realizacion, la proteina dal es cualquier proteina dal de Bacillus subtilis conocida en la técnica. En otra realizacién, la
proteina dal es cualquier otra proteina dal gram-positiva conocida en la técnica. En otra realizacion, la proteina dal
es cualquier otra proteina dal conocida en la técnica.

La proteina dat de los métodos y composiciones de la presente invencion se codifica, en otra realizacién, por la
secuencia de SEQ ID No: 57 (GenBank Acceso N° AF038439). En otra realizacion, la proteina dat es homologa a
SEQ ID No: 57. En ofra realizacion, la proteina dat es una variante de SEQ ID No: 57. En otra realizacion, la proteina
dat es una isofooma de SEQ ID No: 57. En otra realizacion, la proteina dat es un fragmento de SEQ ID No: 57. En
otra realizacion, la proteina dat es un fragmento de un homologo de SEQ ID No: 57. En otra realizacién, la proteina
dat es un fragmento de una variante de SEQ ID No: 57. En otra realizacion, la proteina dat es un fragmento de una
isofooma de SEQ ID No: 57.

En oftra realizacion, la proteina dat es cualquier otra proteina dat de Listeria conocida en la técnica. En otra
realizacion, la proteina dat es cualquier otra proteina dat gram-positiva conocida en la técnica. En ofra realizacion, la
proteina dat es cualquier otfra proteina dat conocida en la técnica.

En otra realizacion, la enzima metabdlica es un gen de la sintesis de acido D-glutdmico. En otra realizacion, la
enzima metabdlica se codifica por dga. En otra realizacién, la enzima metabdlica se codifica por un gen alr (alanina
racemasa). En otra realizacion, la enzZma metabdlica es cualquier otra enzima conocida en la técnica que esté
implicada en la sintesis de alanina.

En otra realizacion, la enzima metabdlica se codifica por serC, una fosfoserina aminotransferasa. En otra realizacion,
la enzima metabdlica se codifica por asd (aspartato beta-semialdehido deshidrogenasa), implicado en la sintesis del
acido diaminopimélico que constituye la pared celular. En otra realizacién, la enzima metabdlica se codifica por
gsaB-glutamato-1-semialdehido aminotransferasa, que cataliza la formacion de 5-aminolewulinato a partir de (S)-4-
amino-5-oxopentanoato. En otra realizacion, la enzima metabdlica se codifica por HemL, que cataliza la formacion
de 5-aminolewulinato a partir de (S)-4-amino-5-oxopentanoato. En otra realizacién, la enzima metabdlica se codifica
por aspB, un aspartato aminotransferasa que cataliza la formacion de oxalozcetato y L-glutamato a partir de L-
aspartato y 2-oxoglutarato. En ofra realizacion, la enzima metabdlica se codifica por argF-1, implicado en la
biosintesis de arginina. En otra realizacién, la enzma metabdlica se codifica por aroE, implicado en la biosintesis de
aminoacidos. En otra realizacién, la enzima metabdlica se codifica por aroB, implicado en la biosintesis de 3-
deshidroquinato. En otra realizacién, la enzZima metabdlica se codifica por aroD, implicado en una biosintesis de
aminoacidos. En ofra realizacién, la enzima metabdlica se codifica por aroC, implicado en la biosintesis de
aminoacidos. En otra realizacion, la enzima metabdlica se codifica por hisB, implicado en la biosintesis de histidina.
En otra realizacion, la enzima metabdlica se codifica por hisD, implicado en la biosintesis de histidina. En otra
realizacion, la enzima metabdlica se codifica por hisG, implicado en la biosintesis de histidina. En otra realizacion, la
enzima metabdlica se codifica por metX, implicado en la biosintesis de metionina. En otra realizacion, la enzima
metabdlica se codifica por proB, implicado en la biosintesis de prolina. En otra realizacion, la enzima metabdlica se
codifica por argR, implicado en la biosintesis de arginina. En otra realizacién, la enziima metabdlica se codifica por
argJ, implicado en la biosintesis de arginina. En otra realizacion, la enziima metabdlica se codifica por thil, implicado
en la biosintesis de tiamina. En otra realizacién, la enziima metabdlica se codifica por LMOf2365_1652, implicado en
la biosintesis de triptéfano. En otra realizacion, la enzima metabdlica se codifica por aroA, implicado en la biosintesis
de triptéfano. En otra realizacién, la enzima metabdlica se codifica por ilvD, implicado en la biosintesis de valina e
isoleucina. En ofra realizacidn, la enzma metabdlica se codifica por ilvC, implicado en la biosintesis de valina e
isoleucina. En otra realizacion, la enzima metabdlica se codifica por leuA, implicado en la biosintesis de leucina. En
ofra realizacion, la enzima metabdlica se codifica por dapF, implicado en la biosintesis de lisina. En otra realizacion,
la enzma metabdlica se codifica por thrB, implicado en la biosintesis de treonina (todos GenBank N° de Acceso
NC_002973).

En ofra realizacién, la enzima metabdlica es un ARNt sintetasa. En otra realizacion, la enzima metabdlica se codifica
por el gen trpS, que codifica triptofanil-ARNt sintetasa. En otra realizacion, la enziima metabdlica es cualquier otro
ARNt sintetasa conocido en la técnica.

En otra realizacion, la bacteria de la cepa huésped es A(irpS aroA), y ambos marcadores se incluyen en el vector de
integracion.
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En otra realizacién, la enzima metabdlica se codifica por murE, implicado en la sintesis de acido diaminopimélico
(GenBank Acceso N° NC_003485).

En otra realizacion, la enzima metabdlica se codifica por LMOf2365_2494, implicado en la biosintesis de acido
teicoico.

En ofra realizacidn, la enziima metabdlica se codifica por WecE (proteina de biosintesis del lipopolisacarido rffA;
GenBank Acceso N° AE014075.1). En otra realizacion, la enzima metabdlica se codifica por amiA, una N-
acetilmuramoil-L-alanina amidasa. En otra realizacién, la enzima metabdlica es aspartato aminotransferasa. En otra
realizacioén, la enzima metabdlica es histidinol-fosfato aminotransferasa (GenBank N° de Acceso NP_466347). En
otra realizacion, la enzima metabdlica es la proteina de glicosilacion del acido teicoico de la pared celular GtcA.

En ofra realizacién, la enzima metabdlica es una enzima sintética para un componente o precursor de
peptidoglicano. En otra realizacién, el componente es UDP-N-acetiimuramil-pentapéptido. En otra realizacion, el
componente es UDP-N-acetilglucosamina. En otra realizacion, el componente es MurNAc-(pentapéptido)-pirofosforil-
undecaprenol. En ofra realizacion, el componente es GIcNAc-A-(1,4)-MurNAc-(pentapéptido)-pirofosforil-
undecaprenol. En otra realizacion, el componente es cualquier otro componente o precursor de peptidoglicano
conocido en la técnica.

En otra realizacion, la enzima metabdlica se codifica por murG. En otra realizacion, la enziima metabdlica se codifica
por murD. En otra realizacion, la enzima metabdlica se codifica por murA-1. En ofra realizacién, la enzima
metabolica se codifica por murA-2 (todos expuestos en GenBank N° de Acceso NC_002973). En otra realizacion, la
enzima metabdlica es cualquier otra enzima sintética para un componente o precursor de peptidoglicano.

En otra realizacién, la enzima metabdlica es una trans-glicosilasa. En otra realizacion, la enzima metabdlica es trans-
peptidasa. En otra realizacién, la enzima metabdlica es una carboxipeptidasa. En otra realizacién, la enzima
metabdlica es cualquier otra clase de enzima metabdlica conocida en la técnica.

En otra realizacién, la enzima metabdlica es cualquier otra enzima metabdlica de Listeria monocytogenes conocida
en la técnica.

En otra realizacion, la enziima metabdlica es cualquier otra enzima metabdlica de Listeria conocida en la técnica.

En otra realizacién, la enziima metabdlica es cualquier otra enzima metabdlica de bacterias Gram-positivas conocida
en la técnica.

En otra realizacién, la enzima metabdlica es cualquier otra enzima metabdlica conocida en la técnica.

En otra realizacidn, el vector de integracion es cualquier otro vector de integracion especifico de sitio conocido en la
técnica que sea capazde infectar Listeria.

En otra realizacion, la presente invencidn proporciona composiciones para potenciar la inmunogenicidad de un
antigeno KLK3 a través de la fusion del antigeno a una forma truncada no hemolitica de LLO ("ALLQ"), tal como
SEQ ID NO: 1 de LLO. La presente invencion proporciona adicionalmente métodos y composiciones para potenciar
la inmunogenicidad de un antigeno KLK3 fusionando el antigeno a una proteina LLO truncada. Como se demuestra
por los datos desvelados en el presente documento, un antigeno fusionado a una proteina ActA provoca una
respuesta inmune que limpia los tumores existentes y da como resultado la induccidon de linfocitos citotéxicos
especificos de antigeno.

En otra realizacion, las proteinas de fusion de la presente invencion se producen de foma recombinante a través de
la transcripcion y la traduccion, en una bacteria, de un plasmido o molécula nucleotidica que codifica tanto un
péptido KLK3 como un péptido LLO. En otra realizacién, el plasmido o nudedtido se transcribe y/o se traduce in
vitro. En otra realizacion, el antigeno se conjuga quimicamente a la forma truncada de LLO que comprende la
secuencia AA de tipo PEST de L. monocytogenes o una secuencia AA tipo PEST obtenida de otro organismo
procariota. "Antigeno" se refiere, en otra realizacion, al producto génico KLK3 nativo o versiones truncadas de estos
que incluyen epitopos de linfocitos T identificados. En otra realizacion, estas proteinas de fusion se incorporan
entonces a vacunas para su administracion a un sujeto, para invocar una respuesta inmune mejorada frente al
antigeno de la proteina de fusién. En otras realizaciones, las proteinas de fusion de la presente invencién se
administran como vacunas de ADN, vacunas de ARN o vacunas de ARN replicante. Como sera evidente para los
expertos en la técnica a partir de esta diwlgacion, las vacunas que comprenden las proteinas de fusion de la
presente invencién son particulamente utiles en la prevencion y el tratamiento de enfermedades infecciosas y

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2531967 T3

neoplasicas.

La presente invencion comprende adicionalmente una composicion que comprende una vacuna de la presente
invencion adecuada para su administracion a un animal o ser humano. La composicion comprende, entre otras
cosas, un vehiculo fatmmacéuticamente aceptable. En ofra realizacion, la composicion incluye una cepa de vacuna de
Listeria que comprende una proteina LLO truncada, o un fragmento de la misma, fusionada a un péptido KLK3, y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En la medida en que los siguientes Ejemplos no se refieren a la funcion de un péptido KLK3 y una proteina LLO, son
ejemplos comparativos.

SECCION DE DETALLES EXPERIMENTALES

EJEMPLO 1: LAS FUSIONES DE ANTIGENO LLO INDUCEN INMUNIDAD ANTI-TUMORAL

MATERIALES Y METODOS EXPERIMENTALES (EJEMPLOS 1-2)

Lineas celulares

El tumor TC-1 C57BL/6 singénico se inmortalizd con E6 y E7 de HPV-16 y se transfom& con el oncogén c-Ha-ras.
TC-1 expresa bajos niveles de E6 y E7 y es altamente tumorigeno. TC-1 creci6 en RPMI 1640, FCS al 10%, L-
glutamina 2 mM, 100 U/ml de penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina, aminoacidos no esenciales 100 uM, piruvato
sodico 1 mM, 2-ME50 micromolar (mcM), 400 microgramos (mcg)/ml de G418, y medio 109 al 10% de la Coleccion
Nacional de Cultivos Tipo a 37 °C con CO2 al 10%. C3 es una célula embrionaria de ratén de ratones C57BL/6
inmortalizados con el genoma completo de HPV 16 y se transfomaron con pEJ-ras. EL-4/E7 es el timoma EL-4
transducido retroviricamente con E7.

Cepas de L. monocytogenes y propagacion

Las cepas de Listeria usadas fueron Lm-LLO-E7 (gen de fusiéon hly-E7 en un sistema de expresion episomal; Figura
1A), Lm-E7 (casette del gen E7 de copia unica integrado en el genoma de Listeria), Lm-LLO-NP ("DP-L2028"; gen
de fusidn hly-NP en un sistema de expresion episomal), y Lm-Gag ("ZY-18"; casette del gen Gag de HIV-1 de copia
Unica integrado en el cromosoma).

Para generar pGG-55, el plasmido LLO-E7, E7 se amplific6 por PCR usando los cebadores 5'-
GGCTCGAGCATGGAGATACACC-3' (SEQ ID No: 8; el sito Xhol estd subrayado) y 5-
GGGGACTAGTTTATGGTTTCTGAGAACA-3' (SEQ ID No: 9; el sitio Spel estd subrayado) y se ligd a pCR2.1
(Invitrogen, San Diego, CA). E7 se extrajo de pCR2.1 por la digestion de Xhol/Spel y se ligé a pDP-2028 (Ikonomidis
G y col. Delivery of a viral antigen to the dass | processing and presentation pathway by Listeria monocytogenes. J
Exp Med. 1994 Dec 1; 180(6): 2209-18). El gen de fusion hly-E7 y el factor de transcripcion pluripotencial prfA se
amplificaron y se subclonaron en pAM401, un plasmido lanzadera multicopia (Wirth R y col., J Bacteriol, 165: 831,
1986), generando pGG-55. El promotor hly y el fragmento génico se amplificaron usando los cebadores 5'-
GGGGGCTAGCCCTCCTTTGATTAGTATATTC-3" (SEQ ID No: 10; el sitio Nhel estd subrayado) y 5'-
CTCCCTCGAGATCATAATTTACTTCATC-3' (SEQ ID No: 11; el sitio Xhol esta subrayado). El gen prfA se amplificd
por PCR usando los cebadores 5'-
GACTACAAGGACGATGACCGACAAGTGATAACCCGGGATCTAAATAAATCCGTTT-3' (SEQ ID No: 12; el sitio
Xbal esta subrayado) y5'-CCCGTCGACCAGCTCTTCTTGGTGAAG-3' (SEQ ID No: 13; el sitio Sall esta subrayado).

En el plasmido resultante, pGG-55, el promotor hly impulsa la expresion de los primeros 441 AA del producto génico
hly, incluyendo la secuencia de sefial escindida posteriormente, que se une por el sitio Xhol al gen E7, produciendo
un gen de fusion hly-E7 que se transcribe y se secreta como LLO-E7. Este fragmento LLO carece del exremo C
hemolitico y tiene la secuencia expuesta en la SEQ ID No: 18. A continuacién, se denomina como "ALLO", y es
simplemente una ALLO ejemplar de las muchas que pueden usarse con los métodos y composiciones de la presente
invencion. Transformacién de una cepa prfA-negativa de Listeria, XFL-7 (proporcionada por el Dr. Hao Shen,
University of Pennsylvania), con pGG-55 seleccionado para la retencion del plasmido in vivo (figuras 1A-B).

Lm-E7 se generd introduciendo un cassette de expresion que contenia el promotor hly y la secuencia de sefal que
impulsaba la expresion y secrecion de E7 en el dominio orfZ del genoma de LM. E7 se amplificé por PCR usando los
cebadores 5-GCGGATCCCATGGAGATACACCTAC-3' (SEQ ID No: 22; El sitio BamHI estd subrayado) y 5'-
GCTCTAGATTATGGTTTCTGAG-3' (SEQ ID No: 23; el sitio Xbal esta subrayado). Después, E7 se ligd al vector
lanzadera pZY-21. La cepa de LM 10403S se transfom6 con el plasmido resultante, pZY-21-E7, que incluye un
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cassette de expresion insertado en el medio de una secuencia de 1,6 kb que corresponde al dominio orfX, Y, Z del
genoma de LM. El dominio de homologia pemite la insercién del casete del gen E7 en el dominio orfZ mediante
recombinacién homdloga. Los clones se cribaron para la integracion del casette del gen E7 en el dominio orfZ. Se
cultivaron bacterias en medio de infusion de cerebro-corazon con (Lm-LLO-E7 y Lm-LLO-NP) o sin (Lm-E7 y ZY-18)
cloranfenicol (20 pg/ml). Las bacterias se congelaron en alicuotas a -80 °C. La expresion se verifico por transferencia
de Westem (figura 2)

Transferencia de Western

Las cepas de Listeria se cultivaron en medio Luria-Bertoni a 37 °C y se cosecharon a la misma densidad optica
medida a 600 nm. Los sobrenadantes se precipitaron con TCA y se suspendieron de nuevo en un tampdn de
muestra complementado con NaOH 0,1 N. Se cargaron cantidades idénticas de cada sedimento celular o cada
sobrenadante precipitado con TCA sobre geles SDS-PAGE de Tris-glicina al 4-20% (NOVEX, San Diego, CA). Los
geles se transfirieron a difluoruro de polivinilideno y se sondaron con un anticuerpo monodonal anti-E7 (mAb)
(Zymed Laboratories, South San Francisco, CA), después se incubaron con Ab secundario anti-ratén conjugado con
HRP (Amersham Phamacia Biotech, Little Chalfont, Reino Unido), se desarrollaron con reactivos de deteccién
Amersham ECL y se expusieron a Hyperfilm (Amersham Phamacia Biotech).

Medicién del crecimiento tumoral

Los tumores se midieron cada dos dias con calibres que abarcan los diametros superficiales mas cortos y mas
largos. La media de estas dos mediciones se representé como el diametro tumoral medio en milimetros frente a
diversos puntos temporales. Los ratones se sacrificaron cuando el diametro del tumor alcanzé 20 mm. Las
mediciones del tumor para cada punto temporal se muestran unicamente para los ratones supervivientes.

Efectos de los recombinantes de Listeria sobre el crecimiento tumoral establecido

Ratones C57BL/6 de seis a ocho semanas de edad (Charles River) recibieron 2 x 10° células TC-1 s.c. sobre el
costado izquierdo. Una semana después de la inoculacion del tumor, los tumores habian alcanzado un tamano
palpable de 4-5 mm de diametro. Después, grupos de 8 ratones se trataron con 0,1 DLs i.p. de Lm-LLO-E7 (107
UFC), Lm-E7 (10° UFC), Lm-LLO-NP (10" UFC) 0 Lm-Gag (5 x 10° UFC) los dias 7 y 14.

Ensayo de liberacion de *'Cr

Ratones C57BL/6, de 6-8 semanas de edad, se inmunizaron i.p. con 0,1 DLsp de Lm-LLO-E7, Lm-E7, Lm-LLO-NP o
Lm-Gag. Diez dias después de la inmunizacion los bazos se obtuvieron. Los esplenocitos se establecieron en cultivo
con células TC-1 irradiadas (100:1, esplenocitos:TC-1) como células nutrientes; se reforzaron in vitro durante 5 dias
y después se usaron en un ensayo de liberaciéon de %'Cr convencional, usando las siguientes dianas: EL4, EL-4/E7
0 EL-4 pulsadas con el péptido E7 H-2b (RAHYNIVTF). Las proporciones celulares E:T, realizadas por triplicado,
fueron 80:1, 40:1, 20:1, 10:1, 5:1 y 2.5:1. Después de una incubacién de 4 h a 37 °C, las células se granularon, yse
eliminaron 50 pl de sobrenadante de cada pocillo. Las muestras se ensayaron con un contador de centelleo Wallac
1450 (Gaithersburg, MD). El porcentaje de lisis especifica se determminé como [(conteos experimentales por minuto -
conteos espontaneos por minuto)/(conteos totales por minuto - conteos espontaneos porminuto)] x 100.

Proliferacién especifica de TC-1

Se inmunizaron ratones C57BL/6 con 0,1 DLso y se reforzaron por inyeccion i.p. 20 dias después con 1 LDsp de Lm-
LLO-E7, Lm-E7, Lm-LLO-NP o Lm-Gag. Seis dias después de la dosis de refuerzo, se recogieron los bazos de los
ratones inmunizados y sin tratar. Los esplenocitos se establecieron en cultivo a 5 x 10°%/pocillo en placas de fondo
plano de 96 pocillos con 2,5 x 104, 1,25 x 104, 6 x 10% 0 3 x 10° células TC-1 irradiadas/pocillo como una fuente de
E7 Ag, o sin células TC-1 o con 10 pg/ml de Con A. Las células se pulsaron 45 h mas tarde con 0,5 uCi de
[3H]timidina/pocillo. Las placas se cosecharon 18 h mas tarde usando una cosechadora Tomtec harvester 96
(Orange, CT), y la proliferaciéon se evalué con un contador de centelleo Wallac 1450. El cambio en conteos por
minuto se calculé como conteos experimentales por minuto - conteo no Ag por minuto.

Analisis por citometria de flujo
Se inmunizaron ratones C57BL/6 por via intravenosa (i.v.) con 0,1 DLsp de Lm-LLO-E7 o Lm-E7 y se reforzaron 30
dias mas tarde. La citometria de flujo de tres colores para CD8 (53-6.7, PE conjugado), ligando CD62 (CD62L; MEL-

14, APC conjugado) y el tetramero H-2Db de E7 se realizd usando un citometro de flujo FACSCalibur® con el
software CellQuest® (Becton Dickinson, Mountain View, CA). Los esplenocitos recuperados 5 dias después de la
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dosis de refuerzo se tifleron a temperatura ambiente (ta) con tetrameros H-2Db cargados con el péptido E7
(RAHYNIVTF) o un péptido de control (HIV-Gag). Los tetrameros se usaron en una dilucién 1/200 y se
proporcionaron por el Dr. Larry R. Pease (Mayo Clinic, Rochester, MN) y por el National Institute of Allergy and
Infectious Diseases Tetramer Core Faalltyy los National Institutes of Health AIDS Research and Reference Reagent
Program. Se analizaron el tetramero’, las células CD8*, CD62L>.

Reduccioén de los componentes inmunes especificos

Las células CD8', las células CD4" e IFN se redujeron en ratones portadores de TC-1 inyectando al ratén 0,5 mg por
raton de mAb: 2,43, GK1.5 o xmg1.2, respectivamente, los dias 6, 7, 8, 10, 12 y 14 después de la estimulacion del
tumor. Las poblaciones de células CD4* yCD8" se redujeron en un 99% (anélisis por citometria de flujo). Las células
CD25" se redujeron por inyeccién i.p. de 0,5 mg/ratén de mAb anti-CD25 (PC61, proporcionado por Andrew J.
Caton) los dias 4 y 6. El TGF se redujo por inyeccion i.p. del mAb anti-TGF (2G7, proporcionado por H I. Levitsky),
en ratones portadores de TC-1 los dias 6, 7, 8,10, 12,14, 16, 18 y 20. Los ratones se trataron con 10’ de Lm-LLO-
E7 o Lm-E7 el dia 7 tras la estimulacion del tumor.

Transferencia adoptiva

Los ratones C57BL/6 donantes se inmunizaron y se reforzaron 7 dias mas tarde con 0,1 DLso de Lm-E7 o Lm-Gag.
Los esplenocitos donantes se recogieron y se pasaron sobre columnas de lana de nylon para enriquecer los
linfocitos T. Los linfocitos T CD8" se redujeron in vitro mediante incubacién con 0,1 ug de mAb 2.43 anti-CD8
durante 30 min a ta. Después, las células marcadas se trataron con complemente de conejo. Los esplenocitos
donantes fueron >60% de linfoditos T CD4" (analisis por citometria de flujo). Los ratones receptores portadores del
tumor TC-1 se |nmun|zaron con 0,1 DLso 7 dias después de la estimulacién del tumor. Los esplenocitos donantes
enriquecidos con CD4" (10 ) se transfirieron 9 dias después de la estimulacidon del tumor a los ratones receptores
por inyeccion i.v.

Experimento B16F0-Ova

A 24 ratones C57BL/6 se les inoculd 5 x 10° células B16F0-Ova. Los dias 3, 10 y 17, grupos de 8 ratones se
inmunizaron con 0,1 DLsp de Lm- OVA(106 ufc), Lm-LLO- OVA(108 ufc) y ocho animales se dejaron sin tratar.

Estadisticas

Para la comparacion de los didmetros tumorales, se determinaron la media y la DE del tamario tumoral para cada
grupo, yla importancia estadistica se determiné mediante la prueba t de Student. p<0,05 se consideré insignificante.

RESULTADOS

Lm-E7 y Lm-LLO-E7 se compararon para comprobar su capacidad de afectar al crecimiento de TC-1. Se
establecdieron tumores subcutaneos sobre el costado izquierdo de los ratones C57BL/6. Siete dias después, los
tumores habian alcanzado un tamafio palpable (4-5 mm). Los ratones se vacunaron los dias 7 y 14 con 0,1 DLs de
Lm-E7, Lm-LLO-E7, o, como controles, Lm-Gag y Lm-LLO-NP. Lm-LLO-E7 indujo una regresién completa del 75%
de los tumores TC-1 establecidos, mientras que en los otros dos ratones en el grupo controld su crecmiento tumoral
(figura 3A). En cambio, la inmunizacién Lm-E7 y Lm-Gag no indujo una regresion tumoral. Este experimento se
repitid multiples veces, siempre con resultados muy similares. Ademas, se consiguieron resultados similares para
Lm-LLO-E7 en protocolos de inmunizacion diferentes. En otro experimento, una Unica inmunizacién fue capaz de
curar a los ratones de los tumores TC-1 establecidos de 5 mm.

En otros experimentos, se obtuvieron resultados similares con dos lineas celulares de tumor de expresion de E7
diferentes: C3 y EL-4/E7. Para confimar la eficacia de la vacunacion con Lm-LLO-E7, los animales a los que se les
habia eliminado los tumores se estimularon de nuevo con células tumorales TC-1 o EL-4/E7 el dia 60 o el dia 40,
respectivamente. Los animales inmunizados con Lm-LLO-E7 pemanecieron sin tumor hasta la finalizacion del
experimento (el dia 124 en el caso de TC-1 yel dia 54 para EL-4/E7).

Se realizd6 un experimento similar con el antigeno de ovalbumina de pollo (OVA). Los ratones se inmunizaron con
Lm-OVA o Lm-LLO-OVA, después se estimularon con un timoma EL-4 creado por ingenieria para expresar OVAo la
linea celular de melanoma murino muy agresivo B16F0-Ova, que tiene una expresién MHC de case | muy baja. En
ambos casos, Lm-LLO-OVA, pero no Lm-OVA, indujo la regresién de tumores establecidos. Por ejemplo, al final del
experimento con B16F0 (dia 25), todos los ratones en el grupo sin tratar y el grupo Lm-OVA habian muerto. Todos
los ratones del grupo Lm-LLO-OVA estaban vivos, y el 50% de ellos no tenia tumores (figura 3B).
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Por lo tanto, la expresion de un gen antigénico como una proteina de fusion con ALLO potencia la inmunogenicidad
del antigeno.

EJEMPLO 2: EL TRATAMIENTO CON LM-LLO-E7 PROVOCA UNA PROLIFERACION DE ESPLENOCITOS
ESPECIFICA DE TC-1

Para medir la induccdoén de linfocitos T por Lm-E7 con Lm-LLO-E7, se evaluaron las respuestas proliferativas
especificas de TC-1 de esplenocitos de ratones inmunizados con rLm, una medicion de la inmunocompetencia
especifica de antigeno. Los esplenocitos de ratones inmunizados con Lm-LLO-E7 proliferaron cuando se expusieron
a células TC-1 irradiadas como una fuente de E7, en el esplenocito: relaciones TC-1 de 20:1, 40:1, 80:1 y 160:1
(figura 4). Por el contrario, los esplenocitos de ratones inmunizados con Lm-E7 y rLm de control mostraron
unicamente niveles de fondo de proliferacion.

EJEMPLO 3: LA FUSION DE NP A LLO POTENCIA SU INMUNOGENICIDAD

MATERIALES Y METODOS EXPERIMENTALES

Se preparé Lm-LLO-NP como se representa en la figura 1, excepto que la nucleoproteina (NP) de influenza
reemplazd6 E7 como el antigeno. 32 ratones BALB/c se inocularon con 5 x 10° células tumorales RENCA-NP.
RENCA-NP es un carcinoma de células renales transducido retroviricamente con nucleoproteina NP de influenza
(descrito en la patente de Estados Unidos N° 5.830.702, que se incorpora en el presente documento por referencia).
Después de haber crecido los tumores macrocdpicos palpables, el dia 10 8 animales en cada grupo se inmunizaron
i.p. con 0,1 DLso del vector de Listeria respectivo. Los animales recibieron una segunda inmunizaciéon una semana
maés tarde.

RESULTADOS

Con el fin de confimar la generalidad del hallazgo de que la fusién de LLO a un antigeno confiere una inmunidad
mejorada, se construyeron Lm-LLO-NP y Lm-NP (isogénicos con los vectores Lm-E7, pero expresando el antigeno
de influenza), y los vectores se compararon para evaluar su capacidad para inducir una regresion tumoral, con Lm-
Gag (isogénico con Lm-NP excepto para el antigeno expresado) como control negativo. Como se representa en la
figura 5, 6/8 de los ratones que recbieron Lm-LLO-NP no tenian tumores. Por el contrario, Unicamente 1/8 y 2/8
ratones en los grupos de Lm-Gag y Lm-NP, respectivamente, estaban libres de tumores. Todos los ratones en el
grupo sin tratar tuvieron tumores grandes o habian muerto para el dia 40. Por lo tanto, las cepas LLO que expresan
NP y fusiones LLO-NP son inmunogénicas. Se consiguieron resultados similares para Lm-LLO-E7 en protocolos de
inmunizacion diferentes. Adicionalmente, sélo una Unica inmunizacién demostré curar ratones de TC-1 establecido
con un diametro de 5 mm.

EJEMPLO 4: LA POTENCIACION DE LA INMUNOGENICIDAD POR FUSION DE UN ANTIGENO A LLO NO
REQUIERE UN VECTOR DE LISTERIA

MATERIALES Y METODOS EXPERIMENTALES

Construccion de Vac-SigE7Lamp

La cepa WR de vaccinia se us6 como el receptor y el gen de fusién se extrajo del plasmido Listerial y se insert6 en
pSC11 bajo el control del promotor p75. Este vector se escogié debido a que es el vector de transferencia usado
para los constructos de vaccinia Vac-SigE7Lamp y Vac-E7 vy, por lo tanto, pemitira una comparacién directa con
Vac-LLO-E7. De este modo, los tres recombinantes de vaccinia se expresaran bajo el control del mismo promotor de
compuesto temprano/tardio p7.5. Ademas, SC11 pemite la seleccion de placas viricas recombinantes para la
seleccion TK y el rastreo de beta-galactosidasa. La figura 6 representa los diversos constructos de vaccinia usados
en estos experimentos. Vac-SigE7Lamp es un virus vaccinia recombinante que expresa la proteina E7 fusionada
entre la secuencia de sefial de la proteina de membrana asociada lisosomica (LAMP-1) y la secuencia de la cola
citoplasmatica de LAMP-1. Se disefi6 para facilitar la direccion del antigeno con respecto a la ruta MHC de clase II.

Se hicieron las siguientes modificaciones para pemitir la expresién del producto génico por vaccinia: (a) la
secuencia T5XT que impide la transcripcidon temprana por vaccinia se eliminé de la porcion 5' de la secuencia LLO-
E7 por PCR; y (b) se introdujo un sitio de restricciéon Xmal adicional por PCR para pemitir la insercion final de LLO-
E7 en SC11. La introduccién con éxito de estos cambios (sin pérdida de la secuencia original que codifica LLO-E7)
se verificd porsecuenciacion. El constructo pSC1 1-E7 resultante se us6 para transfectar la linea celular TK-ve CV1
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que se habia infectado con la cepa de vaccinia de tipo silvestre, WR. Los lisados celulares obtenidos de esta etapa
de co-infeccidn/transfeccion contienen recombinantes de vaccinia que se purificaron en placas 3 veces. La expresion
del producto de fusién LLO-E7 por vaccinia purificada en placas se verificd por transferencia de Western usando un
anticuerpo dirigido contra la secuencia de la proteina LLO. Ademas, la capacidad de Vac-LLO-E7 para producir
linfocitos T CD8" especificos de LLO y E7 se determiné usando los epitopos LLO (91-99) y E7 (49-57) de ratones
Balb/c y C57/BL6, respectivamente. Los resultados se confimaron en un ensayo de liberacion de cromo.

RESULTADOS

Para deteminar si la potenciacién de la inmunogenicidad por la fusién de un antigeno a LLO requiere un vector de
Listeria, se construyd un vector de vacuna que expresaba E7 como una proteina de fusidén con una forma truncada
no hemolitica de LLO (ALLO). Se realizaron estudios de rechazo tumoral con TC-1 siguiendo el protocolo que se ha
descrito para el Ejemplo 1. Se realizaron dos experimentos con diferentes demoras antes de que se iniciara el
tratamiento. En un experimento, los tratamientos se iniciaron cuando los tumores tenian aproximadamente 3 mm de
diametro (figura 7). A partir del dia 76, el 50% de los ratones tratados con Vac-LLO-E7 estan libres de tumores,
mientras que uUnicamente el 25% de los ratones tratados con Vac-SigE7Lamp estaban libres de tumores. En otros
experimentos, las fusiones ALLO-antigeno eran mas inmunogénicas que el péptido E7 mezclado con SBAS2 u
oligonudeostidos CpG no metilados en una comparacion en paralelo.

Estos resultados muestran que (a) la fusidn de las fusiones ALLO-antigeno son inmunogénicas no sélo en el
contexto de Listenia, sino también en otros contextos; y (b) la inmunogenicidad de las fusiones ALLO-antigeno se
compara favorablemente con otros enfoques de vacuna aceptados.

EJEMPLO 5: LAS FUSIONES ActA-ANTIGENO Y PEST-ANTIGENO CONFIEREN INMUNIDAD ANTI-TUMORAL

MATERIALES Y METODOS EXPERIMENTALES

Construccion de Lm-PEST-E7, Lm-APEST-E7 y Lm-E7epi (figura 8A)

Lm-PEST-E7 es idéntico a Lm-LLO-E7, excepto que contiene unicamente el promotor y la secuencia PEST del gen
hly, especificamente los primeros 50 AA de LLO. Para construir Lm-PEST-E7, el promotor hly y las regiones PEST
se fusionaron al gen E7 de longitud completa usando la técnica de PCR SOE (empalme génico por extension de
solapamiento). El gen E7 y el fragmento génico hly-PEST se amplificaron a partir del pldsmido pGG-55, que contiene
los primeros 441 AA de LLO, y se empalmaron juntos mediante técnicas PCR convencionales. Para crear un
plasmido final, pVS16.5, el fragmento hly-PEST-E7 y el gen prfA se subdonaron en el plasmido pAM401, que
incluye un gen de resistencia a cloranfenicol para la seleccion in vitro, y el plasmido resultante se us6 para
transformar XFL-7.

Lm-APEST-E7 es una cepa recombinante de Listeria que es idéntica a Lm-LLO-E7 excepto que carece de la
secuencia PEST. Se hizo basicamente como se describe para Lm-PEST-E7, excepto que el sistema de expresion
episomal se construyd usando los cebadores disefiados para eliminar la region que contiene PEST (pb 333-387) del
gen de fusion hly-E7. Lm-E7epi es una cepa recombinante que secreta E7 sin la region PEST o LLO. El plasmido
usado para transformar esta cepa contiene un fragmento génico del promotor hly y una secuencia de sefial
fusionada al gen E7. Este constructo difiere del Lm-E7 original, que expresé una Unica copia del gen E7 integrado en
el cromosoma. Lm-E7epi es completamente isogénico a Lm-LLO-E7, Lm-PEST-E7 y Lm-APEST-E7, excepto para la
forma del antigeno E7 expresado.

Construccion de Lm-actA-E7

Lm-actA-E7 es una cepa recombinante de LM, que comprende un plasmido que expresa la proteina E7 fusionada a
una version truncada de la proteina actA. Lm-actA-E7 se generd introduciendo un vector plasmidico pDD-1
construido modificando pDP-2028 en LM. pDD-1 comprende un cassette de expresion que expresa una copia del
promotor hly de 310 pb y la secuencia de sefial hly (ss), que impulsa la expresion y secrecion de actA-E7; 1170 pb
del gen actA que comprende 4 secuencias PEST (SEQ ID No: 16) (el polipéptido ActA truncado consiste en los
primeros 390 AA de lamolécula, SEQ ID No: 15); el gen E7* de HPV de 300 pb; el gen prfA* de 1019 pb (controla la
expresion de los genes de virulencia); y el gen CAT (gen de resistencia a cloranfenicol) para la seleccidon de clones
bacterianos transformados (figura 8B).

El promotor hly (pHly) y el fragmento génico se amplificaron por PCR a partir de pGG-55 (Ejemplo 1) usando los
cebadores 5'-GGGGTCTAGACCTCCTTTGATTAGTATATTC-3' (el sitio Xba | esta subrayado; SEQ ID NO: 46) y 5'-
ATCTTCGCTATCTGTCGCCGCGGCGCGTGCTTCAGTTTGTTGCGC-'3 (el sitio Not | esta subrayado; los primeros
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18 nucledtidos son el solapamiento del gen ActA; SEQ ID NO: 47). El gen actA se amplificé por PCR a partir del
genoma de LM de tipo silvestre 10403s usando el cebador 5'-
GCGCAACAAACTGAAGCAGCGGCCGCGGCGACAGATAGCGAAGAT-3' (el sitio Notl esta subrayado; SEQ ID NO:
48) y el cebador 5'-TGTAGGTGTATCTCCATGCTCGAGAGCTAGGCGATCAATTTC-3' (el sitio Xhol esta subrayado;
SEQ ID NO: 49). El gen E7 se amplific6 por PCR a partir de pGG55 (pLLO-E7) usando el cebador 5'-
GGAATTGATCGCCTAGCTCTCGAGCATGGAGATACACCTACA-3' (el sitio Xhol esta subrayado; SEQ ID NO: 50) y
el cebador 5'-AAACGGATTTATTTAGATCCCGGGTTATGGTTTCTGAGAACA-3' (el sitio Xmal esta subrayado; SEQ
ID NO: 51). El gen prfA se amplificé por PCR a partir del genoma de LM de tipo silvestre 10403s usando el cebador
5'-TGTTCTCAGAAACCATAACCCGGGATCTAAATAAATCCGTTT-3' (el sitio Xmal esta subrayado; SEQ ID NO: 52)
y el cebador 5'-GGGGGTICGACCAGCTCTTCTTGGTGAAG-3' (el sitio Sall estd subrayado; SEQ ID NO: 53). E
promotor hly se fusioné al gen actA (pHly-actA), se generd yse amplifico por PCR a partir del ADN pHly purificado y
el ADN actA purificado usando el cebador pHly corriente arriba (SEQ ID NO: 46) y el cebador actA corriente abajo
(SEQID NO: 49).

El gen E7 fusionado al gen prfA (E7-prfA) se generd y se amplificd por PCR a partir de ADN E7 purificado y ADN
prfA purificado usando el cebador E7 corriente arriba (SEQ ID NO: 50) y el cebador del gen prfA corriente abajo
(SEQID NO: 53).

El producto de fusién pHIly-actA fusionado al producto de fusion E7-prfA se generd y se amplificé por PCR a partir
del producto de ADN pHIy-actA fusionado y purificado y el producto de ADN E7-prfA fusionado y purificado usando
el cebador pHly corriente arriba (SEQ ID NO: 46) y el cebador del gen prfA corriente abajo (SEQ ID NO: 53) yse ligo
en pCRII (Invitrogen, La Jolla, Calif.). Las células E. coli competentes (TOP10'F, Invitrogen, La Jolla, Calif.) se
transformaron con pCRII-ActAE7. Después de la lisis y el aislamiento, el plasmido se cribd mediante analisis de
restriccion usando BamHI (tamafios de fragmento esperados 770 pb y 6400 pb (o cuando el inserto se invirtié en el
vector: 2500 pb y 4100 pb)) y BstXl (tamafios de fragmento esperados 2800 pb y 3900 pb) y también se cribé con
analisis por PCR usando el cebador pHly corriente arriba (SEQ ID NO: 46) y el cebador del gen prfA corriente abajo
(SEQID NO: 53).

El inserto de ADN pHIy-ActA-E7-PrfA se extrajo de pCRIl por digestion doble con Xba | y Sal | y se ligé en pDP-2028
también digerido con Xba | y Sal |I. Después de transformar las células E. coli competentes TOP10'F (Invitrogen, La
Jolla, Calif.) con el sistema de expresion pActAE7, los clones resistentes a cloranfenicol se cribaron mediante
analisis por PCR usando el cebador pHly corriente arriba (SEQ ID NO: 46) y el cebador del gen PrfA corriente abajo
(SEQ ID NO: 53). Un clon que llevaba pHIy-ActA-E7 se cultivd en medio de fusidon cerebro-corazén con 20 mcg
(microgramos )/ml (mililitro) de cloranfenicol (Difco, Detroit, Ml), y pActAE7 se aisl6 de la célula bacteriana usando un
kit de sistema de purificacion de ADN midiprep (Promega, Madison, Wis.). La cepa de Listeria tratada con penicilina
XFL-7 se transfomo con pActAE7, y los clones se seleccionaron para la retencion del plasmido in vivo. Los clones
se cultivaron en medio de fusidn cerebro-corazon con cloranfenicol (20 mcg/ml) a 37 °C. Las bacterias se congelaron
en alicuotas a -80 °C.

RESULTADOS

Para comparar la inmunidad antitumoral inducida por Lm-ActA-E7 frente a Lm-LLO-E7, 2 x 10° células de tumor TC-
1 se implantaron por via subcutédnea en ratones y se dejaron crecer hasta un tamafio palpable (aproximadamente 5
mlllmetros [mm]). Los ratones se mmumzaron i.p. con una DLsp de Lm-ActA-E7 (5 x 108 UFC), (cruces) Lm-LLO-E7
(10 UFC) (cuadrados) o Lm-E7 (10 UFC) (circulos) los dias 7 y 14. El dia 26, cada uno de los animales en Lm-
LLO-E7 y Lm-ActA-E7 estaba libre de tumor y pemmanecieron asi, mientras que en cada uno de los animales sin
tratar (triangulos) y los animales inmunizados con Lm-E7 se desarrollaron tumores grandes (figura 9). Por lo tanto, la
vacunacion con fusiones ActA-E7 causa una regresion tumoral.

Ademés, Lm-LLO-E7, Lm-PEST-E7, Lm-APEST-E7 yLm-E7epi se compararon para evaluar su capacidad de causar
la regresion de los tumores que expresan E7. Se establecieron tumores TC-1 s.c. en el costado izquierdo de 40
ratones C57BL/6. Después haber alcanzado los tumores 4-5 mm, los ratones se dividieron en 5 grupos de 8 ratones.
Cada grupo se traté con 1 de 4 vacunas recombinantes de LM, y 1 grupo se dejo6 sin tratar. Lm-LLO-E7 y Lm-PEST-
E7 indujeron la regresion de los tumores establecidos en 5/8 y 3/8 casos, respectivamente. No hubo ninguna
diferencia estadistica entre el tamafio tumoral medio de los ratones tratados con Lm-PEST-E7 o Lm-LLO-E7 en
ningun punto temporal. Sin embargo, las vacunas que expresaron E7 sin las secuencias PEST, Lm-APEST-E7 yLm-
E7epi, no pudieron causar la regresién tumoral en ningun ratén excepto en uno (figura 8C). Esto fue representativo
de dos experimentos, en los que se observd una diferencia estadisticamente significativa en los tamafios tumorales
medios en el dia 28 entre tumores tratados con Lm-LLO-E7 o Lm-PEST-E7 y los tratados con Lm-E7epi o Lm-
APEST-E7; P<0,001, prueba t de Student; figura 8D). Ademas, el aumento de los porcentajes de esplenocitos
tetramero-positivo se observd de forma reproducible en los tres experimentos en los bazos de ratones vacunados
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con vacunas que contienen PEST (figura 8E). Por lo tanto, la vacunacién con fusiones PEST-E7 causa una
regresiéon tumoral.

EJEMPLO 6: LA FUSION DE E7 A LLO, ActA, O UNA SECUENCIA TIPO PEST POTENCIA LA INMUNIDAD
ESPECIFICA DE ANTIGENO Y GENERA CELULAS CD8" ESPECIFICAS DE E7 INFILTRANTES DE TUMOR

MATERIALES Y METODOS EXPERIMENTALES

Se implantaron por via subcutanea 500 mcl (microlitros) de MATRIGEL®, que comprende 100 md de 2 x10° células
de tumor TC-1 en solucién salina tamponada con fosfato (PBS) mas 400 md de MATRIGEL® (BD Biosciences,
Franklin Lakes, N.J.) en el costado izquierdo de 12 ratones C57BL/6 (n = 3). Los ratones se inmunizaron por via
intraperitoneal el dia 7, 14 y 21, y los bazos y tumores se recuperaron el dia 28. EIl MATRIGEL de los tumores se
eliminé de los ratones yse incub6 a 4 °C durante una noche en tubos que contenian 2 mililitros (ml) de medio RP 10
sobre hielo. Los tumores se picaron en trozos con férceps, se cortaron en bloques de 2 mm y se incubaron a 37 °C
durante 1 hora con 3 ml de mezcla enzimatica (0,2 mg/ml de colagenasa-P, 1 mg/iml de DNAsa-1 en PBS). La
suspension tisular se filtré a través de una malla de nylon y se lavd con suero fetal bovino al 5% + 0,05% de NaNz en
PBS para la tincién de tetramero y IFN-gamma.

Los esplenoditos y células tumorales se incubaron con péptido E7 1 micromol (mcm) durante 5 horas en presencia
de brefeldina A en 10" células/ml. Las células se lavaron dos veces y se incubaron en 50 mcl de sobrenadante del
receptor Fc anti-ratén (2.4 G2) durante 1 hora o durante una noche a 4 °C. Las células se tifieron para poder
identificar las moléculas de superficie CD8 y CD62L, se pemeabilizaron, se fijaron usando el kit de pemeabilizacion
Golgi-stop® o Golgi-Plug® (Phammingen, San Diego, Calif.), y se tifieron para identificar IFN-gamma. Se adquirieron
500.000 acontecimientos usando citometria de flujo de dos laseres FACSCalibur y se analizaron usando el software
Cellquest (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ). Se calcularon los porcentajes de células secretoras de IFN-gamma
en los linfocitos T CD8" activados (CD62L").

Para la tincion de tetramero, el tetramero H-2D° se cargé con el péptido E7 conjugado con ficoeritrina (PE)
(RAHYNIVTF, SEQ ID NO: 24), se tifid a ta durante 1 hora, y se tifié6 con MEL-14 conjugado con anti-aloficocianina
(APC) (CD62L) y CD8 conjugado con FITC a 4 °C durante 30 min. Las células se analizaron comparando las células
tetramero*CD8" CD62L"¥ en el bazo yen el tumor.

RESULTADOS

Para analizar la capacidad de Lm-ActA-E7 para potenciar la inmunidad especifica de antigeno, a los ratones se les
implanto células de tumor TC-1 y se inmunizaron con Lm-LLO-E7 (1 x 10" UFC), Lm-E7 (1 x 10° UFC) o Lm-ActA-E7
(2 x 108 UFC), o se dejaron sin tratar (sin tratamiento previo, virgenes). Los tumores de los ratones de los grupos de
Lm-LLO-E7 y Lm-ActA-E7 contenian un mayor porcentaje de linfocitos T CD8" secretores de IFN-gamma (figura
10A) y células CD8" especificas de tetrdmero (figura 10B) que en Lm-E7 o ratones sin tratar.

En otro experimento, a los ratones portadores de tumor se les administré Lm-LLO-E7, Lm-PEST-E7, Lm-APEST-E7
o Lm-E7epi, yse midieron los niveles de linfocitos especificos de E7 en el tumor. Los ratones se trataron los dias 7 y
14 con 0,1 DLsp de las cuatro vacunas. Los tumores se recuperaron el dia 21 y se tifieron con anticuerpos para
CD62L, CD8, y con el tetramero E7/Db. Se observd un aumento del porcentaje de linfocitos tetramero-positivo en el
tumor en ratones vacunados con Lm-LLO-E7 yLm-PEST-E7 (figura 11A). Este resultado era reproducible en los tres
experimentos (figura 11B).

Por lo tanto, cada uno de Lm-LLO-E7, Lm-ActA-E7 y Lm-PEST-E7 es eficaz en la induccién de linfocitos T CD8"
infiltrantes de tumor yla regresion tumoral.

EJEMPLO 7: CREACION Y VERIFICACION DE CONSTRUCTOS DE LISTERIA-LLO-PSA

MATERIALES Y METODOS EXPERIMENTALES

Se adquirieron oligos y pCDNA3.1 en Invitrogen (Carsbad, CA) y la secuenciacion de ADN se realizo por Genewiz
Inc (Plainfield, NJ). Los péptidos se sintetizaron por EZbiolabs (Wesffield, IN). Los reactivos de citometria de flujose
adquirieron en Becton Dickinson (BD) Biosciences (San Diego, CA). Los medios de cultivo celular y los
complementos eran de Gibco/Invitrogen. Los anticuerpos ELISpot se adquirieron en Mabtech AB (Cincinnati, OH).
Oftros reactivos, amenos que se indique, eran de Sigma (St. Louis, MO). PSA/vaccinia se proporcioné amablemente
por el Dr. Schlom del National Cancer institute, Bethesda, MD.
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Ratones, lineas celulares y medios

Los ratones C57BL/6 se adquirieron en Jackson Laboratories (Bar Harbor, ME). Los ratones se mantuvieron en la
instalacién para animales del campus Cook en la Rutgers University, New Brunswick, NJ. Los experimentos con
ratones se realizaron de acuerdo con la nomativa del Institutional Animal Care and Use Committee de la Rutgers
University. Todas las lineas celulares se adquirieron en ATCC (Manassas, VA). La linea celular TRAMPC-1
(adenocarcinoma transgénico de la prostata de ratén (Transgenic Adenocarcinoma of the Mouse Prostate)), obtenida
a partir de un raton C57BL/6, se ha descrito previamente. Las células se desarrollaron y se mantuvieron en medio de
Eagle modificado por Dulbecco con L-glutamina 4 mM ajustado para contener 1,5 g/l de bicarbonato sédico y 4,5 g/l
de glucosa complementada con 5 ng/iml de insulina bovina, deshidroisoandrosterona 10 nM, suero fetal bovino al 5%
y Nu-Serum IV al 5%. Las células de fibrosarcoma MC57G (de origen C57BL/6) se mantuvieron en medio minimo
esencial de Eagle (EMEM) con L-glutamina 2mM y BSS de Earle ajustado para contener 1.5 g/l bicarbonato sdédico,
aminoacidos no esenciales 0,1 mM, y piruvato sédico 1,0 mM y suero fetal bovino al 10%. Las células de linfoma
EL4 se mantuvieron en medio de Eagle modificado por Dulbecco con L-glutamina 4 mM ajustado para contener 1,5
g/l de bicarbonato sédico y 4,5 g/l de glucosa, suero fetal bovino al 10%. J774A.1, una linea celular de macroéfago
murino se mantuvo en medio RPMI1640 con L-glutamina 4 mM ajustado para contener 1,5 g/l de bicarbonato sddico
y 4,5 g/l de glucosa y suero fetal bovino al 10%. El medio RPMI completo (C-RPMI) contenia RPMI 1640
complementado con glutamina 2 mM, aminoacidos no esenciales 0,1 mM, y piruvato sédico 1,0 mM y suero fetal
bovino al 10%.

Construccion de la vacuna PSAIpCDNA3.1

Todo el marco abierto de lectura de PSA, incluyendo su secuencia de sefial se clondé en la estructura del vector
pCDNA3.1(') (Invitrogen) en los sitios Xbal y Xhol. En este pldsmido, la expresion de PSA estaba bajo el control del
promotor CMV y se confiné por transfeccion transitoria en la linea celular 293 (ATCC). La secrecion de PSA por las
células transfectadas se confiné en el sobrenadante de células cultivadas usando un kit ELISA anti-PSA (American
Qualex, San Clemente, CA). El plasmido GM-CSF/pCDNA fue donado amablemente por el Dr. Vonderheide,
University of Pennsylvania, Philadelphia, PA.

Construccion de la vacuna Lm-LLO-PSA

El gen que codifica PSA humano (excluyendo su secuencia de sefal de secrecidn) se amplificé usando pfx
polimerasa, oligo directo: gtgCTCGAGattgtgggaggctgggagty (SEQ ID NO: 58), y el oligo inverso:
gatACTAGTttaggggttggccacgatgg (SEQ ID NO: 59). Los dos sitios de restriccion, Xhol y Spel que se usaron para la
clonacién en marco de PSA como una fusidon a LLO en pGG55 se indican en letras mayusculas. El coddn de
terminacién para teminar la traduccién de la proteina de fusion LLO-PSA esta subrayado en el oligo inverso. EI PSA
amplificado se clon6 en el plasmido de Lm pGG55, como una proteina de fusidn a los primeros 441 aminoacidos en
el N-terminal de LLO (pAdv34, figura 12), entre los sitios de restriccion Xhol y Spel. El plasmido resultante se
secuencio para garantizar la ausencia de mutaciones. El plasmido pAdv34 se sometié a electroporacion en la cepa
de Lm XFL7 (que carece del gen genédmico prfA) y se obtuvo originariamente de la cepa resistente a estreptomicina
de Lm 10403s. Se seleccionaron Listeriae que contenian el plasmido (Lm-LLO-PSA) usando doranfenicol (34 ng/ml)
y 250 pug/ml de estreptomicina en placas de infusién de cerebro-corazén (BHI/Chl/S). Las colonias se cribaron por
PCR para confimar la presencia del gen PSA.

Subclonacién de LLO-PSA

Un marco abierto de lectura de PSA truncado (GenBank Numero de Acceso NM_001648), que carecia de su
secuencia de sefial de secrecion, los primeros 24 AA, se amplificé usando los cebadores: Adv60-PSA(Xhol-no
ATG)F: gtgCTCGAGattgtgggaggctgggagtg (SEQ ID No: 58) y Adv6 1-PS A(Spel-Stop)R:
gatACTAGTttaggggttggccacgatgg (SEQ ID No: 59) y se subcdond en marco con los primeros 441 aminoacidos de
LLO (figura 12). La estructura del plasmido, pGG55 (Ejemplo 1), también tiene una copia del gen de virulencia de
Listeria prfA, y dos genes de cloranfenicol acetil-transferasa que confieren resistencia al cloranfenicol en las cepas
de bacterias tanto Gram-positivas como Gram-negativas. La secuencia AA de LLO-PSA es como se indica a
continuacion:
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MKKIMLVFITLILVSLPIAQQTEAKDASAFNKENSISSMAPPASPPASPKTPIEKKHADEIDKYIQ
GLDYNKNNVLVYHGDAVTNVPPRKGYKDGNEYIVVEKKKKSINQNNADIQVVNAISSLTYP
GALVKANSELVENQPDVLPVKRDSLTLSIDLPGMTNQDNKIVVKNATKSNVNNAVNTLVER
WNEKYAQAYPNVSAKIDYDDEMAYSESQLIAKFGTAFKAVNNSLNVNFGAISEGKMQEEVIS
FKQIYYNVNVNEPTRPSRFFGKAVTKEQLQALGVNAENPPAYISSVAYGRQVYLKLSTNSHST
KVKAAFDAAVSGKSVSGDVELTNIIKNSSFKAVIYGGSAKDEVQIIDGNLGDLRDILKKGATF
NRETPGVPIAYTTNFLKDNELAVIKNNSEYIETTSKAYTDGKINIDHSGGYVAQFNISWDEVN

YDLEIVGGWECEKHSQPWQVLVASRGRAVCGGVLVHPQWVLTAAHCIRNKSVILLGRHSLF

HPEDTGOQVFOQVSHSFPHPLYDMSLLKNRFLRPGDDSSHDLMLLRLSEPAEL TDAVKVMDLPT
QEPALGTTCYASGWGSIEPEEFLTPKKILQCVDLHVISNDVCAQVHPOQKVTKFMI.CAGRWTG

GKSTCSGDSGGPLVCYGVLQGITSWGSEPCALPERPSLYTKVVHYRKWIKDTIVANP
(SEQ ID No: 54; la secuencia PSA esta subrayada)

Hay una diferencia de AA entre este PSAy la secuencia en NM_001648, en la posicion N 221Y). pGG55-LLO-PSA
se sometid a electroporacién en XFL-7 de L. monocytogenes (Ejemplo 1).

Crecimiento y almacenamiento de cepas de vacunas bacterianas

Listeria-PSA recombinante se desarrolld en un medio sin productos animales (Caldo Terrific Modificado), en
presencia de 34 ug/ml de cloranfenicol y 250 ug/ml de estreptomicina a 37 °C en una incubadora agitadora. Después
de alcanzar una densidad optica (DOso) de 0,5, que indicaba una fase de crecimiento logaritmica, las bacterias se
recogieron por centrifugacién, y el granulo se lavod dos veces en solucion salina tamponada con fosfato (PBS) y se
suspendié de nuevo en PBS que contenia glicerol al 2%, después se alicuotd y se almacené a -80 °C. Una alicuota
se descongeld 1 dia después y se valoré para deteminar la titulaciéon bacteriana (Unidades Fomadoras de
Colonias/ml). Las vacunas de Listeria almacenadas de esta manera son estables hasta durante 1 afios. Después,
estas alicuotas se descongelaron, se diluyeron en 1 x 10" UFC/dosis y se usaron para los estudios de
inmunogenicidad como se indica a continuacion.

Expresién de LLO-PSA por Lm-LLO-PSA

Se desarrallaron colonias de Lm-LLO-PSAen caldo de BHI/Chl/S a 37 °C ya 225 rpm durante 8 horas. Las bacterias
se separaron del medio de cultivo por centrifugacion a 10.000 g durante 5min y los sobrenadantes se recuperaron.
Las proteinas en el sobrenadante de cultivo se precipitaron durante al menos 1 hora en presencia del 10% v/v de
acido tri-doroacético a 4 °C y se separaron en un gel al 4-20% por SDS-PAGE. Después de transferir las proteinas
sobre membranas de PVDF, la proteina de fusién LLO-PSA se detectd por inmunotransferencia con anticuemos
anti-LLO policlonales de ratdn (de elaboracién propia) o anti-PSA (Sigma). Las sefiales se desarrollaron usando el kit
cromogénico Western-Breeze (Invitrogen).

Paso in vivo de Lm-LLO-PSA.

Lm-LLO-PSA se pas6 in vivo dos veces. En resumen, una dosis de 1 x 10° UFC de Lm-LLO-PSA se inyecto por via
intraperitoneal (i.p.) a ratones de 6-8 semanas de edad. Los bazos se recuperaron 3 dias después de la inyeccion;
se prepararon suspensiones de células individuales a partir de los bazos y se pusieron en placas sobre placas de
BHI/ChI/S para seleccionar el crecimiento de Lm-LLO-PSA. Este procedimiento se repiti6 una vez mas usando una
colonia LLO-PSA positiva del primer pase. Las colonias Lm-LLO-PSA recuperadas después de dos pases in vivose
ensayaron para evaluar la secrecion de LLO-PSA. Se escogi6é un Unico don para usarse para lasecuencia de ADN
plasmidico, estudios de tumores y otros ensayos funcionales.

Estudio de la virulencia in vivo
Se realiz6 un estudio de virulencia para deteminar una dosis segura de Lm-LLO-PSA en ratones. Ados grupos de 4
ratones C57BL/6 macho (7 semanas de edad) se les inyecté i.p. dos dosis diferentes de Lm-PSA: 1 x 10% y 5 x 10’

UFC/dosis. Los ratones se supervisaron para comprobar sintomas de enfermedad hasta durante 5 dias después de
la inoculacién.
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Secuenciacién de plasmidos

Lm-LLO-PSA se desarrolld durante una noche en 200 ml de BHI/Chl/S a 37 °C y 225 rpm. Las bacterias se
separaron del caldo de cultivo por centrifugacién a 10.000 g a 4 °C durante 10 min. El sedimento bacteriano se tratd
con lisozima (2 mg/ml) a 37 °C durante 30 min para romper la pared celular. El plasmido pAdv34 se purificé usando
el kit PureLink plasmid midiprep (Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante y se secuencio en su
totalidad por el método de termminador de cadena didesoxi.

RESULTADOS

Se cred una cepa de Listeria que expresa una LLO no hemolitica fusionada a un PSA truncado (peptidasa
relacionada con la calicreina 3). La cepa recombinante de Listeria resultante secreta una proteina del tamafo
predicho para LLO-PSA (75 Kd), que se detecta tanto por el anticuerpo anti-LLO como anti-PSA, mostrando que la
proteina LLO-PSAse expreso6 yse secretd (figura 13).

Generacion de L. monocytogenes recombinante que expresa PSA. El gen que codifica PSA humano se clon6
como una proteina de fusion con un segmento truncado no hemolitico de LLO, que contiene una secuencia PEST
conservada en su N teminal (figura 12). La estructura plasmidica pGG55 como se ha descrito previamente, pemite
la expresion y secrecion de proteinas de fusion LLO de un origen episomal por la cepa atenuada de Lm XFL7, que
carece del factor de virulencia gendmica prfA. El gen prfA se requiere para la supervivencia in vivo de Lm vy, por lo
tanto, se complementa por una copia llevada en el plasmido. La secuencia de sefal de PSA se eliminé para evitar
cualquier intervencion de esta secuencia con la secrecidon apropiada de la proteina de fusidon LLO-PSA, que esta
mediada por la secuencia de sefial de secrecion de LLO en Lm-LLO-PSA.

Lm-LLO-PS A puede expresar y secretar la proteina de fusion LLO-PSA. La expresion y secrecion de la proteina
de fusion LLO-PSA de Lm se ensayo en los sobrenadantes del cultivo celular después del crecimiento in vitro de las
bacterias. Se ensayaron cuatro colonias de Lm-LLO-PSAy todas fueron capaces de secretar la proteina de fusion
LLO-PSA segun se detecté con los tanto con los anticuerpos anti-LLO como anti-PSA (figura 13). Esta secrecion se
mantuvo en bacterias aisladas después de dos pases in vivo en los ratones (datos no mostrados), sugiriendo que el
plésmido es estable y se retiene in vivo durante al menos tres dias. Con el fin de confirmar la estabilidad, se extrajo
pAdv34 del Lm-LLO-PSA de pase y se secuencia en su totalidad. No se detecté ninguna mutacion en la estructura
plasmidica o el gen PSA después de dos pases in vivo, en comparacion con el plasmido de referencia pGG55 y la
secuencia del gen PSA humano (NCBI: NM_001648). Para deteminar una dosis segura de Lm-LLO-PSA a usar
para los estudios en animales, dos dosis de este constructo se ensayaron en ratones por inyeccion i.p. (1x 10%y 5 x
107 UFC/dosis). La dosis usada en los experimentos animales (1 x 10" UFC/raton)se definié como un décimo de la
dosis minima que se observd que tenia un efecto perjudicial sobre los ratones inmunizados.

Para ensayar la estabilidad in vitro de Lm-PSA, la cepa se desarrollé y se pas6é durante 7 dias consecutivos en caldo
terrific modificado. Después de este tiempo, las bacterias retuvieron el plasmido, el plasmido contenia el gen y no
hubo ninguna delecion o re-disposicion en el plasmido, lo que indica estabilidad plasmidica (figura 22).

Para ensayar la estabilidad in vivo de Lm-PSA, la cepa se pas6 dos veces a través de los ratones. Después, el
plasmido se secuencidé por Genewiz™ y se descubrié que tenia la siguiente secuencia:
AATTCCGGATGAGCATTCATCAGGCGGGCAAGAATGTGAATAAAGGCCGGATAAAACTT

GTGCTTATTTTTCTTTACGGTCTT 1AAAAAGGCCGTAATATCCAGCTGAACGGTCTGGTTA
TAGGTACATTGAGCAACTGACTGAAATGCCTCAAAATGTTCTTTACGATGCCATTGGGAT
ATATCAACGGTGGTATATCCAGTGATTTTTTTCTCCATTTTAGCTTCCTTAGCTCCTGAAA
ATCTCGATAACTCAAAAAATACGCCCGGTAGTGATCTTATTTCATTATGGTGAAAGTTGG
AACCTCTTACGTGCCGATCAACGTCTCATTTTCGCCAAAAGTTGGCCCAGGGCTTCCCGGT
ATCAACAGGGACACCAGGATTTATTTATTCTGCGAAGTGATCTTCCGTCACAGGTATTTAT
TCGGCGCAAAGTGCGTCGGGTGATGCTGCCAACTTACTGATTTAGTGTATGATGGTGTTTT
TGAGGTGCTCCAGTGGCTTCTGTTTCTATCAGCTGTCCCTCCTGTTCAGCTACTGACGGGG
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TGGTGCGTAACGGCAAAAGCACCGCCGGACATCAGCGCTAGCGGAGTGTATACTGGCTT
ACTATGTTGGCACTGATGAGGGTGTCAGTGAAGTGCTTCATGTGGCAGGAGAAAAAAGG
CTGCACCGGTGCGTCAGCAGAATATGTGATACAGGATATATTCCGCTTCCTCGCTCACTG
ACTCGCTACGCTCGGTCGTTCGACTGCGGCGAGCGGAAATGGCTTACGAACGGGGCGGA
GATTTCCTGGAAGATGCCAGGAAGATACTTAACAGGGAAGTGAGAGGGCCGCGGCAAAG
CCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACAAGCATCACGAAATCTGACGCTCAAATCAG
TGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGCGGCTCCCTC
GTGCGCTCTCCTGTTCCTGCCTTTCGGTTTACCGGTGTCATTCCGCTGTTATGGCCGCGTTT
GTCTCATTCCACGCCTGACACTCAGTTCCGGGTAGGCAGTTCGCTCCAAGCTGGACTGTAT
GCACGAACCCCCCGTTCAGTCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCC
AACCCGGAAAGACATGCAAAAGCACCACTGGCAGCAGCCACTGGTAATTGATTTAGAGG
AGTTAGTCTTGAAGTCATGCGCCGGTTAAGGCTAAACTGAAAGGACAAGTTTTGGTGACT
GCGCTCCTCCAAGCCAGTTACCTCGGTTCAAAGAGTTGGTAGCTCAGAGAACCTTCGAAA
AACCGCCCTGCAAGGCGGTTTTTTCGTTTTCAGAGCAAGAGATTACGCGCAGACCAAAAC
GATCTCAAGAAGATCATCTTATTAATCAGATAAAATATTTCTAGCCCTCCTTTGATTAGTA
TATTCCTATCTTAAAGTTACTTTTATGTGGAGGCATTAACATTTGTTAATGACGTCAAAAG
GATAGCAAGACTAGAATAAAGCTATAAAGCAAGCATATAATATTGCGTTITCATCTTTAGA
AGCGAATTTCGCCAATATTATAATTATCAAAAGAGAGGGGTGGCAAACGGTATTTGGCAT
TATTAGGTTAAAAAATGTAGAAGGAGAGTGAAACCCATGAAAAAAATAATGCTAGTTTTT
ATTACACTTATATTAGTTAGTCTACCAATTGCGCAACAAACTGAAGCAAAGGATGCATCT
GCATTCAATAAAGAAAATTCAATTTCATCCATGGCACCACCAGCATCTCCGCCTGCAAGT
CCTAAGACGCCAATCGAAAAGAAACACGCGGATGAAATCGATAAGTATATACAAGGATT
GGATTACAATAAAAACAATGTATTAGTATACCACGGAGATGCAGTGACAAATGTGCCGC
CAAGAAAAGGTTACAAAGATGGAAATGAATATATTGTTGTGGAGAAAAAGAAGAAATCC
ATCAATCAAAATAATGCAGACATTCAAGTTGTGAATGCAATTTCGAGCCTAACCTATCCA
GGTGCTCTCGTAAAAGCGAATTCGGAATTAGTAGAAAATCAACCAGATGTTCTCCCTGTA
AAACGTGATTCATTAACACTCAGCATTGATTTGCCAGGTATGACTAATCAAGACAATAAA
ATAGTTGTAAAAAATGCCACTAAATCAAACGTTAACAACGCAGTAAATACATTAGTGGA
AAGATGGAATGAAAAATATGCTCAAGCTTATCCAAATGTAAGTGCAAAAATTGATTATGA
TGACGAAATGGCTTACAGTGAATCACAATTAATTGCGAAATTTGGTACAGCATITAAAGC
TGTAAATAATAGCTTGAATGTAAACTTCGGCGCAATCAGTGAAGGGAAAATGCAAGAAG
AAGTCATTAGTTTTAAACAAATTTACTATAACGTGAATGTTAATGAACCTACAAGACCTT
CCAGATTTTTCGGCAAAGCTGTTACTAAAGAGCAGTTGCAAGCGCTTCGGAGTGAATGCAG
AAAATCCTCCTGCATATATCTCAAGTGTGGCGTATGGCCGTCAAGTTITATTTGAAATTATC
AACTAATTCCCATAGTACTAAAGTAAAAGCTGCTTTTGATGCTGCCGTAAGCGGAAAATC
TGTCTCAGGTGATGTAGAACTAACAAATATCATCAAAAATTCTTCCTTCAAAGCCGTAAT
TTACGGAGGTTCCGCAAAAGATGAAGTTCAAATCATCGACGGCAACCTCGGAGACTTACG
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CGATATTTTGAAAAAAGGCGCTACTTTTAATCGAGAAACACCAGGAGTTCCCATTGCTTA
TACAACAAACTTCCTAAAAGACAATGAATTAGCTGTTATTAAAAACAACTCAGAATATAT
TGAAACAACTTCAAAAGCTTATACAGATGGAAAAATTAACATCGATCACTCTGGAGGATA

CGTTGCTCAATTCAACATTTCTTGGGATGAAGTAAATTATGATCTCGAGattgtgggaggctgggagt

ctgeccactgeatcaggaacaaaagegtgatetigetggotcggcacagectgtttcatcctgaagacacaggecaggtatticaggtcagecacag
cttcccacaccegetctacgatatgagectectgaagaatcgattectcaggccaggtgatgactccagecacgaccteatgctgetecgectgteag
agecteccgagetcacggatecteteaaggtcatggacctgcccacccaggagecageactggggaccacctgctacgectcaggctggooca

cattgaaccagaggagticttgaccccaaagaaacttcagt acctccatgttatttccaatgac cgcaagttcaccctcagaa

tatcacgtcat. cagigaaccatgtgccctgeccgaaaggecticcctgtacaccaaggtggtgcattaccggaagtggatcaaggacace
atcgtgeccaacccc TAAACTAGTGACTACAAGGACGATGACGACAAGTGATACCCGGGATCTAA
ATAAATCCGTTTTTAAATATGTATGCATTTCTTTTGCGAAATCAAAATTTGTATAATAAAA
TCCTATATGTAAAAAACATCATTTAGCGTGACTTTCTTTCAACAGCTAACAATTGTTGTTA
CTGCCTAATGTTTTTAGGGTATTTTAAAAAAGGGCGATAAAAAACGATTGGGGGATGAGA
CATGAACGCTCAAGCAGAAGAATTCAAAAAATATTTAGAAACTAACGGGATAAAACCAA
AACAATTTCATAAAAAAGAACTTATTTTITAACCAATGGGATCCACAAGAATATTGTATTT
TCCTATATGATGGTATCACAAAGCTCACGAGTATTAGCGAGAACGGGACCATCATGAATT
TACAATACTACAAAGGGGCTTTCGTTATAATGTCTGGCTTTATTGATACAGAAACATCGG
TTGGCTATTATAATTTAGAAGTCATTAGCGAGCAGGCTACCGCATACGTTATCAAAATAA
ACGAACTAAAAGAACTACTGAGCAAAAATCTTACGCACTTTTTCTATGTTTTCCAAACCCT
ACAAAAACAAGTTTCATACAGCCTAGCTAAATTTAATGATTTTTCGATTAACGGGAAGCT
TGGCTCTATTTGCGGTCAACTTTTAATCCTGACCTATGTGTATGGTAAAGAAACTCCTGAT
GGCATCAAGATTACACTGGATAATTTAACAATGCAGGAGTTAGGATATTCAAGTGGCATC
GCACATAGCTCAGCTGTTAGCAGAATTATTTCCAAATTAAAGCAAGAGAAAGTTATCGTG
TATAAAAATTCATGCTTTTATGTACAAAATCGTGATTATCTCAAAAGATATGCCCCTAAAT
TAGATGAATGGTTTTATTTAGCATGTCCTGCTACTTGGGGAAAATTAAATTAAATCAAAA
ACAGTATTCCTCAATGAGGAATACTGTTTTATATTTTATTCGAATAAAGAACTTACAGAA
GCATTTTCATGAACGCGTACGATTGCTTCACCAAGAAGAGCTGGTCGACCGATGCCCTTG
AGAGCCTTCAACCCAGTCAGCTCCTTCCGGTGGGCGCGGGGCATGACTATCGTCGCCGCA
CTTATGACTGTCTTCTTTATCATGCAACTCGTAGGACAGGTGCCGGCAGCGCTCTGGGTCA
TTTTCGGCGAGGACCGCTTTCGCTGGAGCGCGACGATGATCGGCCTGTCGCTTGCGGTAT
TCGGAATCTTGCACGCCCTCGCTCAAGCCTTCGTCACTGGTCCCGCCACCAAACGTTTCGG
CGAGAAGCAGGCCATTATCGCCGGCATGGCGGCCGACGCGCTGGGCTACGTCTTGCTGGC
GTTCGCGACGCGAGGCTGGATGGCCTTCCCCATTATGATTCTTCTCGCTTCCGGCGGCATC
.GGGATGCCCGCGTTGCAGGCCATGCTGTCCAGGCAGGTAGATGACGACCATCAGGGACA
GCTTCAAGGATCGCTCGCGGCTCTTACCAGCCTAACTTCGATCATTGGACCGCTGATCGTC
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ACGGCGATTTATGCCGCCTCGGCGAGCACATGGAACCGGGTTGGCATGGATTGTAGGCGCC
GCCCTATACCTTGTCTGCCTCCCCGCGTTGCGTCGCGGTGCATGGAGCCGGGCCACCTCG
ACCTGAATGGAAGCCGGCGGCACCTCGCTAACGGATTCACCACTCCAAGAATTGGAGCC
AATCAATTCTTGCGGAGAACTGTGAATGCGCAAACCAACCCTTGGCAGAACATATCCATC
GCGTCCGCCATCTCCAGCAGCCGCACGCGGCGCATCTCGGCTTTCGATTTGTTTTTGAATG
GTTTATCCGATAAAGAAGTTGAAGAACAAACTGGAATCAATCGCCGAACGTTTAGAAGG
TATCGAGCAAGATATAACGTGACAGTCGATCAAAGAAAAAACAATGAAAAGAGGGATAG
TTAATGAGTACGGTTATTTTAGCTGAAAAACCAAGCCAGGCATTAGCCTACGCAAGTGCT
TTAAAACAAAGCACCAAAAAAGACGGTTATTTTGAGATCAAAGACCCACTATTTACAGAT
GAAACGTTTATCACCTTTGGTTTTGGGCATITAGTGGAATTAGCAGAACCAGGTCATTATG
ACGAAAAGTGGCAAAATTGGAAACTTGAATCTTTGCCGATTTITTCCTGATCGATACGATT
TTGAAGTTGCAAAAGATAAGGGAAAGCAGTTTAAAATTGTTGCAGAACTTCTCAAAAAG
GCAAATACAATTATTGTTGCAACAGATAGCGACAGAGAAGGTGAAAATATCGCCTGGTC
GATTATCCATAAAGCAAATGCCTTTITCAAAAGATAAAACATTTAAAAGACTATGGATCAA
TAGCTTAGAAAAAGATGTAATCCGAAGCGGTTTTCAAAATTTGCAACCTGGAATGAATTA
CTATCCCTTTTATCAAGAAGCGCAAACACGCCAAATTGCCGATTGGTTGATCGGCATGAA
CGCAAGCCCTTTGTATACGTTAAATTTACAACAGAAGGGCGTACAAGGTACATTTTCACT
AGGACGTGTTCAAACGCCCACCTTATACCTTATTTTTCAGCGCCAGGAAGCCATAGAGAA
TITTAAAAAAGAACCTTTTTTCGAGGTGGAAGCTAGTATAAAAGTAAACCAAGGGTCGTT
TAAGGGCGTTCTAAGCCCCACACAGCGTTTTAAAACCCAAGAGGAGCTTTTAGCTTTTGT
TTCTTCTAAACAAGCTAAAATAGGCAATCAAGAGGGGATAATTGCTGATGTTCAAACCAA
AGAGAAGAAAACGAATAGTCCGAGTTTGTTTTCTTTAAGTAGTTTGCAATCAAAAGTCAA
TCAGCTTTATAAAGCGACAGCGAGCCAAACTTTAAAAGCTATTTCTTTITTTAATAACTTAA
AAATAAACTTAATGTAACAGCAAGCACAGTCAAGGTATACACCTTTGACAAAAAATAGC
ACATTCTCTATCGAAAATTTTTGCTTATTITTTITAAATTATTTTGGGAAATTTTCCCAATCCC
TITTTCTAACTCAAAAAATATAATCACTCAAAATTTAAAAGGGCGCACTTATACATCATTT
TAAAAAATTGATGTAACGTGCTAAGTTCAAAACAAAGGGCGCACTTATACACGATTTTCA
ATCTTGTATATTTCTAACGAAAAGCGTGCGCCAAAAAACCCCCTTCGTCAATTTTGACAG
GGGGCTTTTTGATGTAAAAATTTCTATCGAAATTTAAAAATTCGCTTCACTCATGTTATAA
AGACTTAAAATAAAATAACTCTTTAAAATCTTITTGCTAGTTGTTCTTCAATATTTTTTATTC
GGTGCATCTTCCAAGTAAAGTATAACACACTAGACTTATTTACTACGTTTCATAAGTCATT
AATGCGTGTGCTCTGCGAGGCTAGTTTTTGTGCAAGCACAAAAAATGGACTGAATAAATC
AGTCCATAAGTTCAAAACCAAATTCAAAATCAAAACCACAAGCAACCAAAAAATGTGGT
TGTTATACGTTCATAAATTTTATGATCACTTACGTGTATAAAATTAAATTCACTTTCAAAA
TCTAAAAACTAAATCCAATCATCTACCCTATGAATTATATCTTGAAATTCATTCATAAATA
GTGAAGCATGGTAACCATCACATACAGAATGATGAAGTTGCAGAGCAACTGGTATATAA
ATTTTATTATTCTCACTATAAAATTTACCTATCGTAATAATAGGCAATAAAAAGCTGCTAT
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TGTTACCAATATTTAAATTAAATGAACTAAAATCAATCCAAGGAATCATTGAAATCGGTA
TGGTGTTTTCAGGTATCGGTTTTITAGGAAACATTTCTTCTTTATCTTTATATTCAAGCAAG
TCATTTTTATAATTATTATAAAAAGAAATGAAGTTTTTATCAGATTCAGTCCAAATGTTAG
TAAATTTTTCAGTTTGCTTATTAAAAACTGTATACAAAGGATTTAACTTATCCCAATAACC
TAATTTATTCTCACTATTAATTCCTGTTCTAAACACTTTATTTTTATTTACAACTTCCATAA
TTGCATAAATTAAAGAGGGATAAATTTCATATCCTTTCTTTTTTATCATATCTTTAAACAA
AGTAATATCAATTTCTTTAGTAATGCTATAAGTAGTTTGCTGATTAAAATAGTGTTCAAAA
TATTCTTTTCTATCCCAATTTTCTAATTCAATAATATTAAAAGTCATATATAACTTCCTCCT
AAATTTTAAATTTTTATATTTAGGAGGAATAATCCTCTGATTTTTTCATACGTTATGTCACC
TCGTAAATATTAATTATACTGAATTAGCAATTTTITATCAAATAAAACTTATTTTACTTCCA
AAACCTAAATTCACGTTGCCAAAAATCAATCTGCTTTTGCAATTGTTTTTCGTTCGCTTTT
AAAGTCGATTTCATTAATTCCGTTAAATCAATTGGAGATATTTCTCTAATCAATTTTTTAA
ATTTAGTCTTAGTATTCTTACTTAGCTTTCCCCACATACTTTCTTCATGCAACAAAGTATAA
ACCATAGCTTGCTCATTAATTTTTTCTAAAGTAGCCCACGCAGGTTTCAAGATGTGTAAAT
CATTAAAACAATCATTCCAGTAATCAACCATATCTCTTTITTAATTCAACTTCTACACGCCA
TAAATGTTCAGACACAACTTCAACATCTGCGTTATCTITACGTTCTTGTTTTTTATTATAAA
TTCTAATAAATCTATCACTATCACGGACACCAAAATATTTTGTTTCTGGCTTGCCATTACG
ACCATAAAAAACAGTTTTCTTAACTGCTTTATCAGTCATTGCATAGTAATCGCTCAAATCA
TCTTCAAAATCAAAAGCTAAGTCTAATCTTGTAAAACCGTCATCTTCCATGTAGTCGATAA
TATTTTGTTTTAACCAAATCATTTCTTCATGTGTGAGTTTATTGGGATTAAATTCAACACG
CATATTACGTCTATCCCAAGTATCTGCTTTTACTTTGTCATATTCGATATAAACTTTTITCTT
GAAGTGCCTTAGCTTTAAACTTTGTTITGAAGTATATCCCAAAGTCGTATTTGTGGCTCTAC
ACTCATAAAGTCAGATAGCTTTTTAGCATTAGTTTTGTTCAAATTTCCAACGATTGTCATG
GCATCAAAACTTAATGCGGGTTGAGATTTTCCCAAAGTTTGACCACTTAACCGGCTATTA
CTTAACCGGCTATTAGAGACGGAACTAACTCAACGCTAGTAGTGGATTTAATCCCAAATG
AGCCAACAGAACCAGAACCAGAAACAGAACAAGTAACATTGGAGTTAGAAATGGAAGA
AGAAAAAAGCAATGATTTCGTGTGAATAATGCACGAAATCATTIGCTTATTTTTTITAAAAA
GCGATATACTAGATATAACGAAACAACGAACTGAATAAAGAATACAAAAAAAGAGCCAC
GACCAGTTAAAGCCTGAGAAACTTTAACTGCGAGCCTTAATTGATTACCACCAATCAATT
AAAGAAGTCGAGACCCAAAATTTGGTAAAGTATTTAATTACTTITATTAATCAGATACTTA
AATATCTGTAAACCCATTATATCGGGTTTTTGAGGGGATTTCAAGTCTTTAAGAAGATACC
AGGCAATCAATTAAGAAAAACTTAGTTGATTGCCTTTTTTGTTGTGATTCAACTTTGATCG
TAGCTTCTAACTAATTAATTTTCGTAAGAAAGGAGAACAGCTGAATGAATATCCCTTTTGT
TGTAGAAACTGTGCTTCATGACGGCTTGTTAAAGTACAAATTTAAAAATAGTAAAATTCG
CTCAATCACTACCAAGCCAGGTAAAAGTAAAGGGGCTATTTTITGCGTATCGCTCAAAAAA
AAGCATGATTGGCGGACGTGGCGTTGTTCTGACTTCCGAAGAAGCGATTCACGAAAATCA
AGATACATTTACGCATTGGACACCAAACGTTTATCGTTATGGTACGTATGCAGACGAAAA
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CCGTTCATACACTAAAGGACATTCTGAAAACAATTTAAGACAAATCAATACCTTCTTTATT
GATTTTGATATTCACACGGAAAAAGAAACTATTTCAGCAAGCGATATTTTAACAACAGCT
ATTGATTTAGGTTTTATGCCTACGTTAATTATCAAATCTGATAAAGGTTATCAAGCATATT
TIGTTTTAGAAACGCCAGTCTATGTGACTTCAAAATCAGAATTTAAATCTGTCAAAGCAG
CCAAAATAATCTCGCAAAATATCCGAGAATATTITGGAAAGTCTTITGCCAGTTGATCTAA
CGTGCAATCATTTTGGGATTGCTCGTATACCAAGAACGGACAATGTAGAATTTTTTGATCC
CAATTACCGTTATTCTTTCAAAGAATGGCAAGATTGGTCTTTCAAACAAACAGATAATAA
GGGCTTTACTCGTTCAAGTCTAACGGTTTTAAGCGGTACAGAAGGCAAAAAACAAGTAGA
TGAACCCTGGTTTAATCTCTTATTGCACGAAACGAAATTTTCAGGAGAAAAGGGTTTAGT
AGGGCGCAATAGCGTTATGTTTACCCTCTCTTTAGCCTACTTTAGTTCAGGCTATTCAATC
GAAACGTGCGAATATAATATGTTTGAGTTTAATAATCGATTAGATCAACCCTTAGAAGAA
AAAGAAGTAATCAAAATTGTTAGAAGTGCCTATTCAGAAAACTATCAAGGGGCTAATAG
GGAATACATTACCATTCTTTGCAAAGCTTGGGTATCAAGTGATTTAACCAGTAAAGATTT
ATTTGTCCGTCAAGGGTGGTTTAAATTCAAGAAAAAAAGAAGCGAACGTCAACGTGTTCA
TITGTCAGAATGGAAAGAAGATTTAATGGCTTATATTAGCGAAAAAAGCGATGTATACAA
GCCTTATTTAGCGACGACCAAAAAAGAGATTAGAGAAGTGCTAGGCATTCCTGAACGGA
CATTAGATAAATTGCTGAAGGTACTGAAGGCGAATCAGGAAATTTTCTTTAAGATTAAAC
CAGGAAGAAATGGTGGCATTCAACTTGCTAGTGTTAAATCATTGTTGCTATCGATCATTA
AATTAAAAAAAGAAGAACGAGAAAGCTATATAAAGGCGCTGACAGCTTCGTTTAATTTA
GAACGTACATTTATTCAAGAAACTCTAAACAAATTGGCAGAACGCCCCAAAACGGACCC
ACAACTCGATTTGTTTAGCTACGATACAGGCTGAAAATAAAACCCGCACTATGCCATTAC
ATTTATATCTATGATACGTGTTTGTTTTTCTTTGCTGTTTAGTGAATGATTAGCAGAAATAT
ACAGAGTAAGATTTTAATTAATTATTAGGGGGAGAAGGAGAGAGTAGCCCGAAAACTTT
TAGTTGGCTTGGACTGAACGAAGTGAGGGAAAGGCTACTAAAACGTCGAGGGGCAGTGA
GAGCGAAGCGAACACTTGATCTITTAAGTTGCTATCATTTATAGGTCAATAGAGTATACC
TATTTGTCCTAATATGATTTTAGCAGTATAATTGACTTGGTGAATAGGTCATTTAAGTTGG
GCATAATAGGAGGAGTAAAATGAAAAAATTTATTTATCGAGTTTTAGAAAATGACGAAG
TGGTGGCTATTTTTAATGAGCAACAATATGCGCAAGATTTTATCGCTTACGAAAAGACAA
TITCTGATAAGCAATTTGAAATTGAAAAAGTAGATATTGCTGATTGGTTATTGCAACCGA
GAGAATTTTAGAGGTTGGTTGAAAATGGCTAAAATTGGTTATGCACGTGTCAGTAGCAAA
GAACAGAACTTAGATCGGCAATTACAAGCGTTACAGGGCGTTTCTAAGGTCTTTTCAGAC
AAATTAAGCGGTCAATCGGTCGAACGCCCACAATTACAAGCTATGCTTAACTATATTCGT
GAAGGGGATATTGTTATTGTTACTGAATTAGATCGATTAGGACGAAATAATAAAGAATTA
ACAGAATTGATGAATCAAATTCAAATTAAGGGGGCAACCCTGGAAGTCTTAAATTTACCC
TCAATGAATGGTATTGAAGATGAAAATTTAAGGCGTTTGATTAATAGCCTTGTCATTGAA
TTGTACAAGTATCAAGCAGAATCAGAACGAAAAAAAATTAAGGAACGTCAGGCACAAGG
AATCGAAATTGCTAAGAAAAAAGGCAAATTCAAAGGTCGTCAGCATAAATTTAAAGAAA
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ATGATCCACGTTTAAAGTCGGGCAGCGTTGGGTCCTGGCCACGGGTGCGCATGATCGTGC
TCCTGTCGTTGAGGACCCGGCTAGGCTGGCGGGGTTGCCTTACTGGTTAGCAGAATGAAT
CACCGATACGCGAGCGAACGTGAAGCGACTGCTGCTGCAAAACGTCTGCGACCTGAGCA
ACAACATGAATGGTCTTCGGTTTCCGTGTTTCGTAAAGTCTGGAAACGCGGAAGTCCCCT
ACGTGCTGCTGAAGTTGCCCGCAACAGAGAGTGGAACCAACCGGTGATACCACGATACT
ATGACTGAGAGTCAACGCCATGAGCGGCCTCATTTCTTATTCTGAGTTACAACAGTCCGC
ACCGCTGCCGGTAGCTCCTTCCGGTGGGCGCGGGGCATGACTATCGTCGCCGCACTTATG
ACTGTCTTCTTTATCATGCAACTCGTAGGACAGGTGCCGGCAGCGCCCAACAGTCCCCCG
GCCACGGGGCCTGCCACCATACCCACGCCGAAACAAGCGCCCTGCACCATTATGTTCCGG
ATCTGCATCGCAGGATGCTGCTGGCTACCCTGTGGAACACCTACATCTGTATTAACGAAG
CGCTAACCGTTTTTATCAGGCTCTGGGAGGCAGAATAAATGATCATATCGTCAATTATTA
CCTCCACGGGGAGAGCCTGAGCAAACTGGCCTCAGGCATTTGAGAAGCACACGGTCACA
CTGCTTCCGGTAGTCAATAAACCGGTAAACCAGCAATAGACATAAGCGGCTATTTAACGA
CCCTGCCCTGAACCGACGACCGGGTCGAATTTGCTTTCGAATTTCTGCCATTCATCCGCTT
ATTATCACTTATTCAGGCGTAGCAACCAGGCGTTTAAGGGCACCAATAACTGCCTTAAAA
AAATTACGCCCCGCCCTGCCACTCATCGCAGTACTGTTGTAATTCATTAAGCATTCTGCCG
ACATGGAAGCCATCACAAACGGCATGATGAACCTGAATCGCCAGCGGCATCAGCACCTT
GTCGCCTTGCGTATAATATTTGCCCATGGTGAAAACGGGGGCGAAGAAGTTGTCCATATT
GGCCACGTTTAAATCAAAACTGGTGAAACTCACCCAGGGATTGGCTGAGACGAAAAACA
TATTCTCAATAAACCCTTTAGGGAAATAGGCCAGGTTTTCACCGTAACACGCCACATCTT
GCGAATATATGTGTAGAAACTGCCGGAAATCGTCGTGGTATTCACTCCAGAGCGATGAAA
ACGTTTCAGTTTGCTCATGGAAAACGGTGTAACAAGGGTGAACACTATCCCATATCACCA

GCTCACCGTCTTTCATTGCCATACGG (SEQ ID No: 55).
La secuencia corresponde exactamente a la secuencia predicha del PSA clonado en pGG55. El marco abierto de
lectura de LLO-PSA esta subrayado; las letras mindsculas indican la secuencia de PSA en solitario.

EJEMPLO 8: LOS CONSTRUCTOS DE LISTERIA-LLO-PSA PROVOCAN LINFOCITOS T CITOTOXICOS
ESPECIFICOS DE ANTIGENO Y PROPORCIONAN PROTECCION TUMORAL-I

MATERIALES Y METODOS EXPERIMENTALES

Ensayos CTL

Ratones C57BL/6 macho se inmunizaron i.p. con 0,1 DLsp de Lm-PSA o 0,1 DL50 de Lm-HPV16E7E6TM y se
reforzaron 1 vez después de 2 semanas. Los bazos se recuperaron 6 dias después de la dosis de refuerzo. Los
esplenocitos aislados se prepararon y se estimularon durante 5 dias con células MC57G tratadas con mitomicina e
infectadas con PSA-vaccinia como alimentadores. En el primer experimento, se realizé6 un ensayo CTL células EL4
pulsadas con el péptido PSA H2Db (1 uM, HCIRNKSVIL; SEQ ID No: 60) como dianas marcadas con 100 uM de
europio (Sigma), usando las siguientes relaciones E:T: 25:1, 8:1, 2,8:1, 0,9:1, 0,3:1, 0,1:1 y 0,03:1. Después de una
incubaciéon de 4 horas de dianas mixtas y efectores, las células se separaron del sobrenadante de cultivo por
centrifugacion. El europio liberado de las células lisadas en el sobrenadante se determind como se indica a
continuacion: Se afiadieron 10 pl del sobrenadante a 100 ul de solucion de potenciacion de Europio (Delfia). La
absorbancia se leyd a 590 nm usando un electrofotdmetro Victor Il (Perkin Eimer). La liberacion maxima de Europio
se deteminé a partir del sobrenadante de las células diana marcadas con triton X-100 al 1% y la liberacién
espontanea se detemind a partir de las células diana incubadas en ausencia de células efectoras. En el segundo
experimento, la relacion E:T se mantuvo constante a 25:1, y las concentraciones peptidicas variaron como se indico.
El porcentaje de lisis especifica se deteminé como [(liberacidon experimental - liberacién espontanea)/(liberacion
maxima - liberacién espontanea)] x 100.
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Ensayos de secrecién de citocinas

Ratones C57BL/6 macho se inmunizaron con Lm-PSA o Listeria que expresaban diferentes fragmentos de antigeno
de tumor de Wilm (control negativo) o se dejaron sin inmunizar. Los ratones se reforzaron una vez después de dos
semanas Yy los bazos se recuperaron 6 dias después de la dosis de refuerzo. Los esplenocitos aislados se
prepararon y se estimularon in vitro durante una noche en presencia del péptido PSA H2Db 1 uM. La secrecién de
IFN-y por los esplenocitos aislados se detemrminé por ensayo ELISpot.

Cultivo celular, materiales y reactivos

Las células de adenocarcinoma de prostata de ratén TRAMP-C1 obtenidas a partir de un tumor de préstata de ratdén
C57BL/6 se adquirieron en ATCC. Esta linea celular es negativa para la expresion de PSA. Las células se
mantuvieron en medio de Eagle modificado por Dulbecco con L-glutamina 4 mM ajustado para contener 1,5 g/l de
bicarbonato sodico y 4,5 g/l de glucosa complementada con 0,006 mg/ml de insulina bovina y
deshidroisoandrosterona 10 nM, 90%; suero fetal bovino, 5%; Nu-Serum IV, 5%. El gen que codifica la proteina PSA
humana de longitud completa, incluyendo su secuencia de sefial, se subcloné en un plasmido pUV6AS5 (Invitrogen).
Después de la confiacién de la secuencia correcta, el plasmido se linearizo y se transfecté en células TRAMP-C1
usando Lipofectamina 2000™ (Invitrogen). Los clones positivos se seleccionaron en presencia de 10 pg/ml de
blasticidina. Varios dones PSA que se expresan de forma estable se aislaron y se ensayaron para comprobar la
secrecion de PSAhumano en el medio de cultivo celular.

Inoculaciéon tumoral subcutanea

Dos clones diferentes de células TRAMP-C1 que expresan PSAse resuspendieron en 5 x 10° células por 200 md de
dosis. Ratones C57BL/6 macho (8 por grupo, 6-8 semanas de edad) se inocularon s.c. en el costado izquierdo.

Estudios de regresion tumoral

Siete dias después de la inoculacion del tumor, los ratones se inmunizan con 0,1 DLsg de Lm-PSA (107 UFC), 0,1
DLsp de Lm-HPV16E7 o PBS. Se administran dos dosis de refuerzo los dias 15 y 25 después de la inoculacion del
tumor. Los tumores se supervisan durante 90 dias. El tamaro del tumor se define como la media de dos didmetros
perpendiculares.

Inyeccion ortotopica de células tumorales de préstata

Ratones C57BL/6 macho se seis semanas de edad se anestesian con isoflurano al 2%. En un campo estéril, se
hace una incision en la linea media inferior para acceder a la préstata. En el I6bulo izquierdo de la prostata dorsal se
inyectan 1 x 10° células tumorales TRAMPC-1/PSA de una suspension de una Unica célula en PBS, usando una
aguja de calibre 27 equipada en una jeringa Hamilton de 50 pl. Los ratones se suturan, y las suturas se eliminan 10
dias después de la cirugia. Siete dias mas tarde, los ratones se inmunizan i.v. con Lm-PSA, LmHPV16E7 o PBS.
Los ratones se sacrifican en diferentes puntos temporales, las prostatas se retiran quirirgicamente y se pesan para
deteminar el crecimiento del tumor.

Estudios de proteccion tumoral

Ratones C57BL/6 se inmunizan y se refuerzan con Lm-PSA, LmHPV16E7 o PBS, como se ha descrito en el Ejemplo
anterior. Siete dias después de la dosis de refuerzo, a los ratones se les inyectan s.c. 5 x 10° células tumorales
TRAMPC-1/PSA. El crecimiento de los tumores se supervisa midiendo con un calibre durante 90 dias.

Inhibicion de metastasis de cancer de préstata

Para una inoculacidn ortotdépica de tumor, se anestesian ratones C57BL/6 macho de 8-10 semanas de edad
(Jackson labs) con isoflurano. Se hace una incision en la piel abdominal baja craneal a las glandulas prepuciales, y
las vesiculas seminales se exteriorizan cuidadosamente para exponer la préstata dorso-lateral. Usando una jeringa
de insulina de calibre 29, 5 x 10° células TRAMPC-1/PSA suspendidas en PBS se inyectan en la préstata dorso-
lateral en un volumen de 20 |. Las vesiculas seminales y la prostata se mantienen durante un minuto para pemitir
que las células inyectadas se establezcan en la glandula y después se reemplazan suavemente en la cavidad
abdominal. La pared del cuerpo y las heridas de la piel cerradas se cierran con 5-0 PDS y 5-0 nylon,
respectivamente.
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Se deja que los tumores se desarrollen durante 50 dias. El tumor principal se elimina durante la necropsia, se fija en
formalina, después se impregna en parafina, se secciona y se tifie con H&E. Los nodos linfaticos agrandados de la
region paralumbar se visualizan bajo microscopia quirirgica, después se diseccionan, se fijan, se impregnan y se
analizan histolégicamente para deteminar la presencia de células de cancer de prostata.

Inmunotincién tisular

Los tejidos de tumor de prostata fijados en formalina se impregnan en parafina, se seccionan, se aplican a Plus
slides™ (VWWR Corp), ydespués se tifien usando un sistema de autotincién Dako. Los cortes se trataron previamente
con peroxido de hidrégeno al 3,0% durante 10 minutos, después se aclararon y se trataron con una solucion de 10
png/ml de solucion de proteinasa K durante 3 minutos para potenciar la recuperacién antigénica. Los sitios de union
no especificos se bloquean mediante la adicidon de suero de cabra nomal durante 30 minutos, ydespués se aplica al
tejido durante 30 minutos una solucion de 10 pg/ml de anticuerpo PSA anti-humano de conejo (Sigma) o un antigeno
nuclear de células proliferativas anti-humano de ratéon (AB15497, AbCam antibodies). El anticuemo principal se retira
mediante lavado, y se aplica un anticuerpo secundario marcado con peroxidasa de rdbano rusticano apropiado
durante un periodo de 30 minutos y se detecta usando un sustrato NovaRed™ (Vector Labs, Burlingame, CA) en
una incubacion de 8 minutos. Los cortes se contratifien con hematoxilina antes del secado.

Las células de los cortes de las secciones principal y del nodo linfatico se puntian como positivas o negativas para
PSA humano. Se seleccionan de forma aleatoria cuatro regiones de cada corte, y se puntian 20 células de cada
region. La tincion de PSA en tumores se compara con las metastasis del nodo linfatico del mismo ratén.

Cepas de Listeria
Las vacunas de Listeria se preparan y se almacenan como se ha descrito en el Ejemplo anterior.
RESULTADOS

Para ensayar la inmunogenicidad de LLO-PSA, ratones C57BL/6 de 6-8 semanas de edad (Jackson Laboratories)se
inmunizaron i.p. con Lm-PSA (0,1 DLsp, 1 X 10’ UFC/dosis) o Lm-HPV16E7E6TM (control negativo, 0,1 DLsg, 1 X 10°
UFC/dosis) o se dejaron sin inmunizar. Los esplenocitos de ratones vacunados se ensayaron para deteminar su
capacidad para reconocer y lisar células que presentan el péptido PSA in vitro en un ensayo CTL. Los esplenocitos
de los ratones inmunizados fueron capaces de reconocer y lisar células de tumor pulsadas con el péptido PSA con
una elevada eficacia (figura 20A). Adicionamente, la respuesta fue dependiente de la dosis con respecto a la
cantidad de antigeno que presentaban las células diana (figura 20B).

En ensayos adicionales, los ratones se inmunizaron con Lm-PSA o cepas que expresan fragmentos de antigeno de
tumor de Wilm (control negativo), y se deteminé la secrecion de citocinas, en respuesta a la incubacién con el

péptido PSA. Los esplenocitos de los ratones vacunados mostraban altos niveles de secrecion de IFN-y (figura 18).

Por lo tanto, las cepas de LM que expresan PSA y las fusiones LLO-PSA son eficaces en la induccion de CTL
especificos de antigeno que son capaces de la lisis de células diana y la secrecion de IFN-y. Por consiguiente, las
cepas de LM que expresan PSA y las fusiones LLO-PSA son eficaces en la vacunacidon terapéutica y profilactica
frente a un cancer de prostata que expresa PSA.

Las vacunas de Listeria que se han descrito en el Ejemplo anterior se usan en experimentos de proteccion tumoral
en un modelo animal de carcinoma de préstata ortotépico. Los ratones se inmunizan con Lm-PSA, LmHPV16E7 o
PBS, después se les inyectd6 TRAMPC-1. Lm-PSA protege a los ratones de la formacion de tumores.

En experimentos adicionales, a los ratones se les inyectd en primer lugar células de cancer de préstata TRAMPC-
1/PSA, se vacunaron con Lm-PSA, LmHPV16E7 o PBS 4 dias més tarde y se reforzaron con lamisma vacuna. Lm-
PSAimpide el crecimiento de metastasis prostaticas.

Por lo tanto, las cepas de LM que producen PSA ylas fusiones LLO-PSAinducen la proteccion frente a tumores.

EJEMPLO 9: LOS CONSTRUCTOS DE LISTERIA-LLO-PSA PROVOCAN LINFOCITOS T CITOTOXICOS
ESPECIFICOS DE ANTIGENO YPROPORCIONAN PROTECCION TUMORAL-II

MATERIALES Y METODOS EXPERIMENTALES

Estudio de invasion por macroéfagos in vitro. Las células J774A.1 de tipo macréfago murino se pusieron en
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placas a 1 x 105 células por podillo de placas de 24 pocillos. El dia después, las células se infectaron en MOI de 1:1
con diferentes cepas de Lm durante 1 hora en ausencia de antibidticos. Las bacterias extracelulares se eliminaron
mediante lavado e incubacidn de las células en un medio que contenia 50 ng/ml de gentamicina durante 30 min a 37
°C y CO2 al 5%. El crecimiento bacteriano intracelular se supervisé tomando muestras en diferentes puntos
temporales hasta durante 8 horas seguido de valoraciéon de las bacterias en placas de BHI después de lisar las
células con dH20.

Eficacia anti-tumoral. TRAMPC-1 es una linea celular de tumor de préstata de adenocarcinoma murino en el fondo
de ratéon C57BL/6 yse us6 para construir un modelo de tumor de préstata que secreta PSA para ensayar la eficacia
de Lm-LLO-PSA como una vacuna. El marco abierto de lectura de PSA humano completo, induyendo su secuencia
de sefial de secrecion en el N-teminal de la molécula, se clond bajo el control del promotor UbC en el plasmido
pUB6//5 (Invitrogen). El plasmido resultante (pAdv63) se secuencid para la confimacion de la secuencia génica
PSA correcta y después se transfectd en la linea celular TRAMPC-1 usando lipofectamina 2000 (Invitrogen). Las
células transfectadas se seleccionaron cultivando las células en un medio que contenia 10 pg/ml de blasticidina
(Invitrogen). Los clones individuales se aislaron mediante el método de dilucién limitante y se cribaron para la
secrecion de PSAen el medio de cultivo extracelular usando un kit ELISA de PSA anti-humano. Se obtuvieron varios
clones positivos, se expandieron y se almacenaron en nitrégeno liquido. Se selecciond un clon (T-PSA23) para
estudios adicionales.

Estudio de regresion tumoral. Tres grupos de 8 ratones C57BL/6 macho (6-8 semanas de edad)se inocularon s.c.
en el costado derecho con 5 x 10° células T-PSA23. Siete dias mas tarde, cuando los tumores alcanzaron un
didmetro medio de 4-5 mm, se inmunizaron i.p. con Lm-LLO-PSA (1 x 10" UFC/dosis), Lm-LLO-E7 (1 x 10°
UFC/dosis) o no se trataron. Lm-LLO-E7 que se ha descrito previamente por Gunn y col., se construyd de la misma
manera que Lm-LLO-PSA, pero en lugar de PSA, expres6 HPV16E7 y se us6 en este experimento como un control
irrelevante de Lm. Las inmunizaciones se repitieron dos veces con intervalos de 1 semana. Los tumores se
supervisaron semanalmente durante siete semanas. Se recogieron muestras de sangre de todos los animales
experimentales el dia 40 después de la inoculacién del tumor de la vena de la cola, y la presencia de la proteina
PSA en los sueros se ensayo usando el kit ELISA de PSA. Para estudios de comparacion, las células tumorales se
inyectaron como se ha descrito anteriommente. Los ratones se inmunizaron dos veces con Lm-LLO-PSA (1 x 107
UFC/dosis en 200 pl de PBS), un PSA-vaccinia recombinante (1 x 10’ UFP/dosis en 200 pl de PBS, i.p.) o una
vacuna de pDNA que comprende una mezcla de PSA/pCDNA3.1 (100 pg) con GM-CSF/pCDNA3.1 (100 ng) en 50
pl de volumen, por inyeccién intramuscular en el cuadriceps izquierdo. Los tumores se supervisaron una vez a la
semana usando un calibre electrénico y el tamafio de los tumores se expresé como la media de dos didmetros
perpendiculares.

Estudios de inmunogenicidad en ratones

Ensayo ELISpot: Grupos de 4-5 ratones macho C57BL/6 (6-8 semanas de edad) se inmunizaron tres veces con
Lm-LLO-PSA o un constructo similar que contenia un antigeno irrelevante como control negativo (Lm_LLO-WT1), o
no se inmunizaron (sin tratar). Seis dias después de la dosis de refuerzo, los bazos se recuperaron yse procesaron
para dar una suspension de célula Unica. Los glébulos rojos se lisaron por incubaciéon de 2 min con soluciéon de
lisado ACK seguida de dos lavados con medio C-RPMI. Los esplenocitos aislados se colocaron en placas en 2 x 10°
células/pocillo en presencia del péptido PSAss74 1 uM (epitopo PSA H2Db-restringido HCIRNKSVIL) en placas
ELISpot cubiertas previamente con anticuemo IFN-y de raton (mAb AN18). Las placas se incubaron durante una
noche a 37 °C. Las células fomadoras de puntos (SFC) se detectaron de acuerdo con las instrucciones del
fabricante (Mabtech AB). Los puntos se contaron usando un microscopio de diseccion.

Tincién intracelular para IFN-y. Los esplenocitos aislados de los ratones inmunizados, de control o sin tratar se
estimularon en 2 x 10° células/pocillo durante 5 h en placas de 96 pocillos de fondo redondo con 1 uM de péptido
PSAes74 0 péptidos de control en presencia de IL-2 (50 U/ml) y monensina A (StopGolgi, BD Biosciences). Las
células incubadas en el medio sin péptido se usaron como control negativo. Después de la incubacion, las células se
tineron con anticuerpos CD8-FITC, CD3-PerCP-Cy5.5 y CD62L-APC anti-ratén. Posteriomente, las células se
pemeabilizaron y se tifieron con anticuerpo IFNy-PE anti-ratéon y se analizaron en un citémetro FACS Calibur (BD
Biosciences). Los datos se analizaron usando el software CellQuest Pro. Las células se separaron como
CcD3*CD8'CD62L""? y el nuimero de células IFN-ypositivas se expres6 como un porcentaje de células separadas
totales.

Ensayo de citotoxicidad. La actividad citotéxica de linfocitos T en respuesta a la vacunacién con Lm-LLO-PSA se

midié por un ensayo CTL especifico de PSA. A grupos de 4 ratones macho C57BL/6 se les inyectaron i.p. tres dosis
de Lm-LLO-PSA (1 x 107 UFC) o una Listeria que expresa un antigeno irrelevante (HPV16E7EG), con intervalos de
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unasemana. El grupo sin tratar no recibié inmunizacion alguna. Los bazos de los ratones inmunizados y sin tratar se
recuperaron 6 dias después de la ultima dosis de refuerzo. Los esplenocitos se incubaron durante 5 dias en medio
C-RPMI que contenia 20 U/ml de ratén IL-2 (Sigma), en presencia de células MC57G infectadas con PSA/vaccinia
(MOI 5 durante 4 horas) y se trataron con mitomicina C en una relacion efector:estimulador de 1:20. El ensayo de
citotoxicidad se realizo durante 4 horas incubando las células efectoras con células diana EL4, se pulsaron durante 1
hora con el péptido H2D®, PSAss74 y se marcaron con europio. El Europio liberado de las células lisadas se midio
mezclando una muestra del sobrenadante del cultivo celular con una solucién de potenciacion de europio
(Delfia/Perkin Elmer, Waltham, MA) y una lectura de la absorbancia a 590 nm (Perkin Elmer/Wallac, Victorll). Se
realizaron dos conjuntos de ensayos: a) usando diferentes relaciones efector:diana (E:T) a una concentracion
peptidica fija de 1 uM; y b) usando diferentes concentraciones del péptido PSA a una relacién fija E:T de 25:1. Los
valores SCsp se calcularon como la concentracion de péptidos requerida para el 50% del valor de la concentracion
peptidica maxima usada (1 pM) menos el nivel de fondo a 0 uM.

Analisis de linfocitos infiltrantes de tumores (TIL): Las células T-PSA23 impregnadas en matrigel se inocularon
s.c. en el costado derecho de ratones C57BL/6 macho, que se inmunizaron los dias 7 y 14 con Lm-LLO-PSA, una
vacuna de control de Lm o se dejaron sin tratar. El dia 20, los tumores se extirparon quirirgicamente, se lavaron en
PBS enfriado con hielo y se picaron con un escalpelo. El tumor se incub6 en una solucién de recuperacion celular de
matrigel (BD Biosciences) durante 2 horas sobre hielo. Se liberaron adicionalmente TIL por ruptura mecanica deI
tejido en un filtro de células usando un émbolo de jeringa. Las células aisladas se tifieron con un PSAess.74 H- 2D
tetramero-PE y anticuerpos CD8-FITC, CD3-PerCP-Cy5.5 y CDG62L-APC anti-ratbn para caracterizar CTL
especificos para el epitopo PSA. Para analizar los linfocitos T reguladores en el tumor, también se tifieron TIL con
CD4-FITC, CD3-PerCP-Cy5.5 y CD25-APC. Posteriomente, las células se pemeabilizaron y se tifieron con
anticuerpo anti-FoxP3-PE (Milteny Biotec). Las células se analizaron en un citometro FACS Calibur (BD
Biosciences). Los datos se analizaron usando el software CellQuest Pro. Los linfocitos T reguladores se definieron
como células CD3"'CD4'CD25 Fop3".

Andlisis estadistico: Se aplicaron pruebas no paramétricas de Mann-Whitney y Kruskal Wallis para comparar los
tamafios tumorales entre diferentes grupos de tratamiento. Los tamafos tumorales se compararon el dia 40 para su
analisis estadistico, ya que éste fue el ultimo punto temporal con el mayor nimero de ratones en cada grupo. La
prueba t de student se us6 para comparar las medias en los experimentos ELISpot. Un valor p de menos de 0,05se
considerd estadisticamente significativo en estos analisis.

RESULTADOS

Lm-LLO-PSA es capaz de infectar macroéfagos in vitro. La captacion por células que presentan antigeno tales
como células dendriticas y macréfagos es un requisito basico para vacunas basadas en Lm para administrar con
éxito y presentar antigenos en el sistema inmune. Esta propiedad puede ensayarse in vitro infectando la linea celular
de tipo macréfago murino J774A.1 y cuantificando el crecimiento bacteriano intracelular, que es una indicaciéon de
que la cepa de vacuna de Lm ha sido capaz de entrar apropiadamente en las células y multiplicarse. En este
ensayo, Lm-1LO-PSA se mostré capaz de invadir macréfagos y crecer de manera similar a la cepa de tipo silvestre
de Lm 10403s. Por el contrario, la cepa de Lm XFL7, que carece de prfA y no escapa del fagolisosoma, no es capaz
de proliferar en células J774A.1 y su titulacion pemanece constante varias horas ftras la infeccion (figura 14). La
complementacion de prfA en la cepa de Lm XFL7 con el plasmido pAdv34 dio como resultado la restauracion de las
propiedades invasivas in vitro de la cepa y esto fue comparable a las de la cepa de tipo silvestre.

Lm-LLO-PSA causa la regresion de tumores que expresan PSA pre-establecidos en ratones. La eficacia de
Lm-LLO-PSA en la regresién de tumores que expresan PSA se ensayd en un modelo de ratdbn usando una linea
celular TRAMPC-1 transfectada con PSA. Las células TrampC-1, obtenidas originariamente a partir de un tumor de
adenocarcinoma de préstata murino, se transfectan de forma estable con el gen PSA humano bajo el control del
promotor de Ubiquitna C humana. La secrecion de PSA por células transfectadas se confima por ELISA. Se
expandieron cuatro clones y se pasaron por 25 generaciones en ausencia del marcador de seleccion de antibiotico,
blasticidina. Los sobrenadantes del cultivo celular se ensayaron para comprobar los niveles de secreciéon de PSA
que se mostraron comparables entre las células en un pase temprano y el pase 25 (datos no mostrados). Uno de
estos clones retuvieron tumorigenicidad in vivo y formaron tumores sdlidos tras la inoculacion s.c. en ratones
C57BL/6 macho. Un pase temprano de este clon se usé para los estudios de tumor y se denomina como T-PSA23.
A tres grupos de 8 ratones se inocularon s.c. 5 x 10° células T-PSA23 y se supervisaron para comprobar el
crecimiento tumoral diario. Después de 7 dias, se detectd una masa tumoral sélida de 4-5 mm de diametro en 7 de 8
ratones en cada grupo (fgura 15). En este momento, los ratones se inmunizaron con Lm-LLO-PSA (1 x 107

UFC/ratén), Lm-LLO-E7 (1 x 108 UFC/ratén) o se dejaron sin tratar. La inmunizacién primaria se siguié de dos dosis
de refuerzo en intervalos de 1 semana con la misma dosis que la principal. Los ratones (7 de 8) en cada uno de los
grupos de control desarrollaron tumores de crecimiento lento que alcanzaron un didmetro de 2 cm en 7 semanas

43



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2531967 T3

después de la inoculacion (figura 15), momento en el que se sacrificaron. Un ratén en cada grupo no mostré ningin
sintoma de tumor en ningin momento. Cinco dias después de la primera inmunizacion, se observd una reduccion
del tumor en 7 de 8 del grupo inmunizado con Lm-LLO-PSAy se observd una regresion tumoral completa en 5 de
estos ratones después de 1 semana. Uno de los tumores en el grupo inmunizado con Lm-LLO-PSA permanecid
estable hasta la tercera inmunizacién. Sin embargo, una semana después de la tercera vacunacion, este tumor
también regres6 y se volvié indetectable. Otro ratén en este grupo desarrolld un tumor de crecimiento lento que
alcanz6 un tamafio de 18-20 mm en 7 semanas y se sacrificd. Al final del estudio en la semana 8 después de la
inoculacion del tumor, 7 de 8 ratones en el grupo inmunizado con Lm-LLO-PSA estaban libres de tumores. Este
experimento se repiti6 dos veces con resultados similares. El analisis no paramétrico estadistico de Kruskal-Wallis
se realizd sobre los tamafios de tumor el dia 40, antes de que los ratones en los grupos sin tratar y Lm-LLO-E7 se
saciificaran. No hubo ninguna diferencia estadisticamente significativa entre los tamafios tumorales de los ratones
en el grupo sin ftratar y los ratones inmunizados con Lm-LLO-E7 (p = 0,613). Sin embargo, se demostré que la
inmunizacion con Lm-LLO-PSA tuvo un impacto significativo sobre el crecimiento del tumor T-PSA23 (p = 0,002).
Las muestras de suero de controles y ratones inmunizados con Lm-LLO-PSA se recogieron el dia 40 después de la
estimulacién del tumor y se ensayaron para comprobar la presencia de PSA usando un kit ELISA PSA anti-humano
(American Qualex). Se detectaron niveles significativos de PSA (5-10 ng/ml) en el suero de ratones de control yen el
raton en el grupo de Lm-LLO-PSA que tenia tumores. No se encontré PSA en el suero de ratones inmunizados con
Lm-LLO-PSAdespués de la regresion tumoral.

Lm-LLO-PSA provoca respuestas inmunes celulares contra PSA tanto en bazos como en tumores. Para
dilucidar si la vacunaciéon con Lm-LLO-PSA indujo CTL especificos de PSA capaces de infitrar el tumor, a los
ratones se les implantd s.c. con una mezcla de células T-PSA23 + matrigel y se inmunizaron con dos dosis de Lm-
LLO-PSA, Lm-LLO-E7 o ninguna. Los bazos y tumores se recuperaron 6 dias después de la ultima inmunizacion y
se ensayaron para comprobar la presencia de linfocitos T CD8*/PSAss7a(H2D° restringido) tetramero positivo
mediante analisis FACS. No se observo ninguna respuesta anti-PSA significativa en los bazos de ratones sin tratar
(0,05%) o vacunados con Lm-LLO-E7 (0,09%) (figura 16, panel superior). Sin embargo, tras la inmunizacién con Lm-
LLO-PSA, se encontré un nimero significativo de linfocitos T CD8" especificos de PSA en los bazos. De foma
interesante, cuando se ensayaron los tumores extirpados de estos ratones para comprobar la presencia de TIL, se
identificd un bajo nimero de linfocitos T CD8" especificos de PSA tanto en ratones sin tratar como inmunizados con
Lm-LLO-E7 (1,5% y 0,51% respectivamente). La inmunizacion con Lm-LLO-PSA caus6 un aumento considerable en
este nimero ya que se demostré que el 16,1% de todos los TIL CD8" era especifico de PSAss.74 (figura 16 panel
inferior).

La inmunizacion con Lm-LLO-PSA causa una disminuciéon de los linfocitos T reguladores en los tumores
pero no en los bazos. La presencia de linfocitos infiltrantes de tumor T reguladores (Treg) CD4"/CD25"/FoxP3" ha
demostrado estar asociada al aumento de la posibilidad de progresion tumoral. Por lo tanto, se examiné la presencia
de esta poblacidon de linfocitos T en tumores de ratones inmunizados con Lm-LLO-PSA o de control. De forma
interesante, la inmunizacién con Lm-LLO-PSA o Lm-LLO-E7 caus6 un descenso considerable en la frecuencia de
Tregs en los tumores en comparacidn con los tumores de ratones sin tratar (figura 17). De hecho, Lm-LLO-PSA tenia
ligeramente mas impacto que Lm-LLO-E7 en la frecuencia de Treg infiltrantes de tumor. Por otro lado, no hubo
ninguna diferencia significativa entre los porcentajes de linfocitos T CD4*/CD25"/FoxP3" aislados de los bazos de
ratones de Lm-LLO-PSA o de control.

La inmunizaciéon con Lm-LLO-PSA da como resultado fuertes respuestas inmunes celulares contra PSA. Las
respuestas inmunes provocadas por vacunas basadas en Lm han demostrado que dan como resultado respuestas
celulares, en lugar de humorales. Se investigé la activacion y funcionalidad de linfocitos T CD8" inducidos por Lm-
LLO-PSAen bazos de ratones inmunizados.

Secrecion de citocinas. La secrecion de IFN-y por linfocitos T activados en respuesta a una estimulacién in vitro
con péptido H2D® PSA se ensayo por ELISpot y tincién intracelular de citocinas. Los ratones se inmunizaron tres
veces con Lm-LLO-PSA o Lm-LLO-WT-1 (Lm-LLO-Antigeno de tumor de Wilm como control negativo) o se dejaron
sin inmunizar (sin tratar). Después, los esplenocitos aislados se prepararon y se incubaron con el péptido PSAy las
células CD8" secretoras de IFN-y se cuantificaron. En ambos ensayos, los ratones inmunizados con Lm-LLO-PSA
mostraron un nimero significativamente mayor de células secretoras de IFN-y en respuesta a la pulsacion peptidica
que los controles negativos (p<0,001). El numero de células secretoras IFN-y medido por ensayo ELISpot, era
aproximadamente 11 veces mayor que los controles (figura 18). Al ensayarse por tincién intracelular de citocinas
para IFN-y, se detecté un aumento de 30 veces en el nimero de células secretoras de IFN-y CD8"CD62L™ de
ratones inmunizados con Lm-LLO-PSA en comparacion con el control (4,22% para Lm-LLO-PSA frente al 0,15%
para ratones sin tratar) (figura 19).

Ensayo de citotoxicidad (CTL). Con el fin de deteminar la actividad funcional de los linfocitos T especificos para
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PSA, los esplenocitos de ratones inmunizados o sin tratar se ensayaron en un ensayo CTL contra células pulsadas
con el péptido H2D® PSA. Usando una concentracion de péptidos fija (1 uM), los esplenocitos de ratones
inmunizados con Lm-LLO-PSA mostraron una lisis especifica maxima del 60%, que se redujo en proporcién con la
relacion E:T (figura 20A). Este resultado fue dependiente de la concentracion peptidica en el ensayo de lisis con un
valor maximo que alcanza una concentracion peptidica de unicamente 0,1 uM (figura 20B). El valor SCs de la
poblacion policlonal, que es una medida util de la avidez de linfocitos T media era aproximadamente 1 pM. Los
resultados de este experimento también confimaron que la inmunizacion con Lm-LLO-PSA generé linfocitos T
citoliticos especificos de alta avidez capaces de lisar células que muestran el antigeno diana PSA.

Comparacion de los efectos anti-tumorales de Lm-LLO-PSA con otras modalidades de vacuna basada en
PSA. Finalmente, para evaluar adicionalmente la vacuna de Lm-LLO-PSA se compard su eficacia antitumoral con
dos vacunas basadas en PSA diferentes que se habian descrito en la bibliografia, es decir, un ADN recombinante y
una vacuna basada en vaccinia. Para ello, el marco abierto de lectura completo de PSA se cloné en pCDNA3.1 bajo
el control del promotor hCMV (pAdv40.1). Una vacuna de ADN similar se describié previamente por Roos y col.
usando una estructura de vector similar, es decir, pVax (Invitrogen). La diferencia entre las dos estructuras de vector
(PCDNA3.1 ypVax) esta unicamente en sumarcador de seleccion de antibidtico. pAdv40.1 se inyecto i.m. como una
mezcla con GM-CSF/pCDNA, que se ha usado como un adyuvante eficaz para otras vacunas de ADN. La expresion
de PSA del plasmido PSA/pCDNA se confimé por transfeccion in vitro en la linea celular 293FT (datos no
mostrados ). PSA-vaccinia recombinante se ha descrito previamente por Hudge y col. Los ratones se implantaron con
células tumorales T-PSA23 como se ha descrito anteriomente y después se inmunizaron dos veces con cada una
de las vacunas por la dosis ¢6ptima y la ruta de administracion como se cita en la bibliografia. La inmunizacién
PSA/vaccinia no tuvo ningun impacto saobre el crecimiento de tumores T-PSA23 ya que todos los ratones sin tratar e
inmunizados con PSA/vaccinia desarrollaron tumores que alcanzaron un tamafio de 20 cm en 7-8 semanas y
tuvieron que sacrificarse (figura 21b). Sin embargo, 1 de 8 ratones inmunizados con la vacuna PSA/ADN y 3 de 8
ratones vacunados con Lm-LLO-PSA pemanecieron sin tumor durante 90 dias, momento en el que el estudio se
termind (figura 21Ay el inserto de la tabla). Este experimento se repiti6 dos veces mostrando resultados similares.
Por lo tanto, Lm-LLO-PSA demostré ser la vacuna mas eficaz de las tres modalidades PSA-vaccinia en la regresion
de los tumores establecidos que expresan PSA. Ha de apreciarse que en los estudios de comparacion, debido a la
disponibilidad limitada de las otras dos vacunas, Unicamente se administraron dos dosis. Por lo tanto, Lm-LLO-PSA
se mostréo menos eficaz (la regresion tumoral completa se observd en Unicamente 3 de 8) que al inyectarse tres
veces (donde 7 de 8 tumores regresaron, como se observa en la figura 15). Esta observacién se confimé en varios
estudios distintos (datos no mostrados).

EJEMPLO COMPARATIVO 10: LOS CONSTRUCTOS DE LISTERIA-LLO-FOLATO HIDROLASA 1 (FOLH1) Y
LISTERIA-LLO-ANTIGENO DE CELULAS MADRE DE PROSTATA (PSCA) PROVOCAN LINFOCITOS T
CITOTOXICOS ESPECIFICOS DE ANTIGENO

MATERIALES Y METODOS EXPERIMENTALES

Crecimiento y almacenamiento de cepas de vacunas bacterianas

Se dejaron crecer Listerial LO-FOLH1 vy Listeria-LLO-PSCA recombinantes y se mantienen como se ha descrito
para Listerin-PSAen el Ejemplo 7 anterior.

RESULTADOS

Un gen que codifica una FOLH1 truncada, que contiene el marco abierto de lectura completo de FOLH1, excepto
para su secuencia de sefial de secrecion, se fusiona a un gen que codifica un fragmento no hemolitico truncado de
Listeriolisina O, de una manera similar a la que se ha descrito para KLK3 en el Ejemplo 7 anterior. De forma
analoga, un gen que codifica un PSCA truncado, que contiene el marco abierto de lectura completo de PSCA,
excepto para su secuencia de sefial de secrecidn, se fusiona a un gen que codifica un fragmento no hemolitico
truncado de Listeriolisina O. Cada gen se dona en el plasmido de Listeria pGG55 y se electropora en LM XFL-7. Por
lo tanto, la proteina LLO-FOLH1 y la proteina LLO-PSCA se expresan y se secretan episomalmente a partir de
cepas recombinantes de Listeria separadas.

Para ensayar la inmunogenicidad de LLO-FOLH1 y LLO-PSCA, los ratones se inmunizaron de nuevo con Lm-LLO-
FOLH1, Lm-LLO-PSCA o LmWT1A (control antigénico irrelevante) o PBS (control negativo), como se ha descrito
para LLO-KLK3 en el Ejemplo 7 anterior. Tras el cultivo con células estimuladoras infectadas con vaccinia-PSA
durante 5 dias, los esplenocitos de los ratones vacunados con FOLH1 son capaces de reorganizar y lisar células
tumorales pulsadas con el péptido FOLH1 con alta eficacia en un ensayo CTL y los esplenocitos de ratones
vacunados con PSCA son capaces de reorganizar y lisar células tumorales pulsadas con el péptido PSCA con alta
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eficacia en un ensayo CTL. Ademas, los esplenocitos muestran altos niveles de secrecion de IFN-y, en respuesta a
la incubacion con el péptido FOLH1 o el péptido PSCA, respectivamente.

Por lo tanto, las cepas de LM que expresan FOLH1, las cepas de LM que expresan PSCA, las fusiones LLO-PSCAYy
las fusiones LLO-FOLH1 son eficaces en la induccion de CTL especificos de antigeno que son capaces de la lisis de
células diana yla secrecion de IFN-y. Por consiguiente, las cepas de LM que expresan FOLH1, las cepas de LM que
expresan PSCA, las fusiones LLO-PSCA y las fusiones LLO-FOLH1 son eficaces en la vacunacion terapéutico y
profilactica frente a cancer de prostata que expresa PSA.

EJEMPLO COMPARATIVO 11: LOS CONSTRUCTOS DE LISTERIA-LLO-FOLH1 PROPORCIONAN
PROTECCION TUMORAL

Las vacunas de Listeria que se han descrito en los Ejemplos anteriores se usan en experimentos de proteccion
tumoral en el modelo animal de carcinoma de préstata ortotépico que se ha descrito en los Ejemplos 8 y 9
anteriores. Los ratones se inmunizan con Lm-FOLH1, Lm-PSCA, LmWT1A o PBS, y después se les inyectan PC3M-
LN4 o células 22Rv1. Lm-FOLH1 yLm-PSCA protegen a los ratones contra la formacién de tumores.

En experimentos adicionales, a los ratones se les inyectd en primer lugar células de cancer de préstata PC-3M,
como se ha descrito para los Ejemplos 8 y 9 anteriores, se vacunaron con Lm-FOLH1, Lm-PSCA, LmWT1A o PBS 4
dias mas tarde, y se reforzaron con la misma vacuna. Lm-FOLH1 yLm-PSCA impiden metastasis prostaticas.

Por lo tanto, las cepas de LM que producen FOLH1 y PSCA vy las fusiones Lm-FOLH1 y Lm-PSCA inducen la
proteccién tumoral.
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<212> PRT
<213> Listeria monocytogenes

<400>3
liys Ala Ser val Thr Asp Thr Ser Glu Gg)y ASp Leu Asp Ser Ser Met
5 1 15

GIn Ser Ala Asp Glu Ser Thr Pro GIn Pro Leu Lys
20

<210>4
<211>20
<212> PRT
<213> Listeria monocytogenes
<400> 4
Lys Asn Glu Glu val Asn Ala Ser Asp Phe Pro Pro Pro Pro Thr Asp
1 5 10 15
Glu Glu Leu Arg
20
<210>5
<211>33
<212>PRT
<213> Listeria monocytogenes
<400>5
Arg Gly Gly Ile Pro Thr Ser Glu Glu Phe Ser Ser Leu Asn Ser Gly
1 5 10 15

Asp Phe Thr Asp Asp Glu Asn Ser Glu Thr Thr Glu Glu Glu Ile Asp
20 25 30

Arg
<210>6
<211>17
<212> PRT
<213> Streptococcus pyogenes

<400> 6
Lys Gln Asn Thr Ala Ser Thr Glu Thr Thr Thr Thr Asn Glu G15n Pro
1 . 5 10 1

Lys

<210>7

<211>17

<212> PRT

<213> Streptococcus equisimilis

<400>7
Lys GIn Asn Thr Ala Asn Thr Glu Thr Thr Thr Thr Asn Glu GIn Pro
1 5 10 15

Lys
<210>8
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223>sintetizado quimicamente
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<400> 8
ggctcgagca tggagataca cc 22

<210>9
<211>28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223>sintetizado quimicamente

<400>9
ggggactagt ttatggtitc tgagaaca 28

<210>10
<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223>sintetizado quimicamente

<400> 10
gggggctagc cctcctitga ttagtatatt ¢ 31

<210> 11
<211> 28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223>sintetizado quimicamente

<400> 11
ctcectcgag atcataattt acttcate 28

<210>12
<211>55
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223>sintetizado quimicamente

<400>12
gactacaagg acgatgaccg acaagtgata accogggatc taaataaatc cgttt

<210>13
<211>27

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223>sintetizado quimicamente

<400> 13
cccgtcgacc agctcetictt ggtgaag 27

<210> 14
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<211>100
<212> PRT
<213> Listeria monocytogenes

<400> 14

?et Arg Ala Met get val val phe

Asn Pro Asp Ile Ile Phe
20
Asn Thr Asp Glu Trp Glu
35
val ggn Thr Gly Pro Arg

Asp Ile Lys Glu Leu Glu
65 70

Ala Asp Leu Ile Ala Met

Ile Asn Asn Asn
100
<210> 15
<211>390
<212> PRT
<213> Listeria monocytogenes

<400> 15

Ala

Glu

TYyr

55

Lys

Leu

Ile

Ala Thr

Glu

40

Glu

Ser

Lys

25

Lys

Thr

Asn

Glu

49

Thr Ala Asn
10 | _
Asp Ser Glu

Thr Glu Glu

Ala Arg Glu

60

Lys val Arg
75

Lys Ala Glu
90

Cys Ile

Asp Ser
30

Gln Pro

45

val Ser

Asn Thr

Lys Gly

Thr Ile
15
Ser Leu

ser Glu
ser Arg
Asn Lys

80

Pro Asn
95



Met
Asn
Asn
val
Asp
65

Ala
Ile
Glu

Pro

Ala

Arg

Pro

Thr

Asn

50

Ile

Asp

Asn

Ala

Gly

Ile

Ala
ASp
Asp
35

Thr
Lys
Leu
Asn
Ser
115

Leu

Ala

Met

Ile

20

Glu

Gly

Glu

Ile

Asn

100

Gly

Pro

Ser

Met

Ile

Trp

Pro

Leu

Ala

85

Asn

Ala

Ser

ser
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val

Phe

Glu

Arg

Glu

70

Met

Ser

Asp

Asp

Asp

val

Ala

Glu

Tyr

55

Lys

Leu

Glu

Arg

Ser

135

Ser

Phe

Ala

Glu

40

Glu

ser

Lys

GIn

Pro

120

Ala

Glu

Ile

Thr

25

Lys

Thr

Asn

Glu

Thr

105

Ala

Ala

Leu

50

Thr

10

Asp

Thr

Ala

Lys

Ile

Glu

Glu

Ala

Ser

Glu

Arg

val

75

Ala

Asn

Gln

Ile

Ser

ASn

Glu

Glu

Glu

60

Arg

Glu

Ala

val

Cys

Asp

Gln

45

val

Asn

Lys

Ala

Glu

125

Lys

Thr

Ile

ser

30

Pro

ser

Thr

Gly

Ile

110

Arg

Arg

Tyr

Thr

15

Ser

Ser

Ser

Asn

Pro

95

ASn

Arg

Arg

Pro

Ile

Leu

Glu

Arg

Glu

His

Lys

Asp



145

Lys

Asp

ser

val

ser

Pro

Pro

Leu

305

Thr

Glu

Thr

GIn

Gly
385
<210> 16

Pro

Ala

Ser

Phe

210

Glu

Ile

Asp

Glu

ser

290

Ala

Ser

Leu

Arg

Asn

370

Arg

<211>1170

<212> ADN

Thr

Ser

Pro

195

Lys

Asn

ASp

Phe

Thr

275

Ser

Leu

Glu

Glu

Gly

Phe

Gly

Lys

Glu

180

Gln

Lys

Pro

GlIn

Pro

260

Pro

Phe

Pro

Pro

Ile

340

ASp

ser

Gly

val

165

Ser

Pro

Ile

Glu

Leu

245

Pro

Met

Glu

Glu

ser

325

Ile

Leu

Asp

Arg

<213> Listeria monocytogenes

<400> 16
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150

Asn

Asp

Leu

Lys

val

230

Leu

Pro

Leu

Phe

Thr

310

ser

Arg

Ala

Phe

Pro
390

Lys

Leu

Lys

ASp

215

Lys

Thr

Pro

Leu

Pro

295

Pro

Phe

Glu

Ser

Pro
375

Vv

Lys

Asp

Ala

200

Ala

Lys

Lys

Thr

Gly

Pro

Met

Glu

Thr

Leu

360

Pro

[ '

Lys

ser

185

Asn

Gly

Ala

Lys

265

Phe

Pro

Leu

Phe

Ala

345

Arg

Ile

51

ey

val

170

Ser

Gln

Lys

Ile

Lys

250

Glu

Asn

Pro

Leu

Pro

330

ser

Asn

Pro

Tro Ly

155

Ala

Met

Gln

Trp

val

235

Ser

Glu

Ala

Thr

Gly

Pro

ser

Ala

Thr

Lys

Gln

Pro

val

220

Asp

Glu

Leu

Pro

300

Phe

Pro

Leu

Ile

Glu
380

A

Glu
ser
Phe
205
Arg
Lys
Glu
Arg
Ala
285
Glu
Asn
Pro

Asp

Asn
365

Ser

Ala

190

Phe

Asp

Ser

val

Leu

270

Thr

Glu

Ala

Thr

ser

350

Arg

Glu

val

175

Asp

Pro

Lys

Ala

Asn

255

Ala

ser

Leu

Pro

Glu

Ser

His

Leu

160

Ala

Glu

Lys

Ile

Gly

Ala

Leu

Glu

Arg

Ala

320

Asp

Phe

ser

Asn



atgcgtgcga
atatttgcag
aaaacagaag
gtaagttcac
gcagacctaa
aacagtgaac
gctatacaag
aaaagaagga
aaaccaacaa
agtgacttag
aaccaacaac
cgtgataaaa
ttaattgacc
ccaccaccta
tttaatgctc
gaagagttaa
acatcggaac
atccgggaaa
agaaatgcta
gaagagttga
<210>17

<211> 529
<212>PRT

tgatggtggt
cgacagatag
agcaaccaag
gtgatattaa
tagcaatgtt
aaactgagaa
tggagcgtcg
aagccatagc
aagtaaataa
attctagcat
catttttccc
tcgacgaaaa
aattattaac
cggatgaaga
ctgctacatc
gacttgcttt
cgagctcgtt
cagcatcctc

ttaatcgcca

acgggagagyg
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tttcattact
cgaagattct
cgaggtaaat
agaactagaa
gaaagaaaaa
tgcggctata
tcatccagga
atcatcggat
gaaaaaagtg
gcagtcagca
taaagtattt
tcctgaagta
caaaaagaaa
gttaagactt
agaaccgagc
gccagagacg
cgaatttcca
gctagattct
tagtcaaaat

cggtagacca

<213> Listeria monocytogenes

<400> 17

Met Lys Lys Ile Met
1 5
Pro Ile Ala GIn GIn
20
Glu Asn Ser Ile Ser
Pro Lys Thr Pro Ile
50

Ile GIn Gly Leu Asp
65

Leu val

Thr Glu
ser Met
Glu

Lys

ASN

gccaattgca
agtctaaaca
acgggaccaa
aaatcgaata
gcagaaaaag
aatgaagagg
ttgccatcgg
agtgagcttg
gcgaaagagt
gatgagtctt
aaaaaaataa
aagaaagcga
agtgaagagg
gctttgccag
tcattcgaat
ccaatgcttc
ccgcctccaa
agttttacaa

ttctctgatt

Thr
10

Phe Ile

Ala Lys Asp

Ala
40

Pro Pro

Lys His Ala

Lys Asn Asn

52

ttacgattaa
cagatgaatg
gatacgaaac
aagtgagaaa
gtccaaatat
cttcaggagc
atagcgcagc
aaagccttac
cagttgcgga
caccacaacc
aagatgcggg
ttgttgataa
taaatgcttc
agacaccaat
ttccaccacc
ttggttttaa
cagaagatga
gaggggattt

tcccaccaat

Leu Ile Le

Ala ser Al

Ala Pr

45

ser

Glu 11

60

Asp

val
75

Leu

val

ccccgacata
ggaagaagaa
tgcacgtgaa
tacgaacaaa
caataataac
cgaccgacca
ggaaattaaa
ttatccggat
tgcttctgaa
tttaaaagca
gaaatgggta
aagtgcaggg
ggacttcccg
gcttcttggt
acctacggat
tgctcctgct
actagaaatc
agctagtttg

cccaacagaa

u val ser
15

a Phe Asn
- 30
o Pro Ala

e Asp Lys

Tyr His

Tyr

Gly
8

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

1020
1080
1140
1170



Asp

Glu

Ala

Ala

Leu

145

Met

Asn

Tyr

Glu

Phe

225

Glu

Asn

Ala

Pro

Ile

Ala

Tyr

Asp

Leu

130

Pro

Thr

val

Ala

Met

210

Lys

Gly

val

val

Pro

290

Leu

Ala

Ile

val

Ile

Ile

115

val

val

Asn

Asn

GlIn

195

Ala

Ala

Lys

Asn

Thr

275

Ala

Ser

val

Lys

Thr

val
100

Gln

Lys

Lys

Gln

Asn

180

Ala

Tyr

val

Met

val

260

Lys

Tyr

Thr

ser

Asn
340

Asn
85

val

val

Ala

Arg

165

Ala

TJYyr

ser

Asn

GIn

245

Asn

Glu

Ile

Asn

Gly

Ser

ES 2531967 T3

val Pro Pro

Glu
val

Asn

val
Pro
Glu
Asn
230
Glu
Glu
Gln
ser
Ser
310

Lys

ser

Lys

Asn

Ser

135

ser

Lys

Asn

Asn

Ser

215

Ser

Glu

Pro

Leu

Ser

295

His

Ser

Phe

Lys

Ala

120

Glu

Leu

Ile

Thr

val

200

Gln

Leu

val

Thr

GIn

280

val

ser

val

Lys

Leu

Thr

val

Leu

185

ser

Leu

Asn

Ile

Ala

Thr

Ser

Ala
345

53

Lys

ser

val

Leu

val

170

val

Ala

Ile

val

ser

250

Pro

Leu

Tyr

Lys

Gly
Ser
ser
Glu
Ser
155
Lys
Glu
Lys
Ala
Asn
235
Phe
Ser
Gly
Gly
val

315

ASp

Tyr

Ile

Leu

Asnh

140

Ile

Asn

Arg

Ile

Lys

Arg

val

Lys

val

Tyr

Lys

Asn

Thr

125

Gln

Asp

Ala

Trp

Gly

Gln

Phe

Asn

285

GlIn

Ala

Glu

Gly

Asp

Gln

110

Tyr

Pro

Leu

Thr

Asn

190

Tyr

Gly

Ala

Ile

Phe

270

Ala

val

Ala

Leu

5
Asn
Pro
Asp
Pro
Lys
Glu
Asp
Thr
Ile
Tyr
255
Gly
Glu
Tyr
Phe
Thr

335

ser

Asn

Asn

Gly

val

Gly

160

Ser

Lys

ASp

Ala

Ser

240

Tyr

Lys

Asn

Leu

Asp-

320

Asn

Ala
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Lys Asp Glu val Gln Ile Ile Asp Gly Asn Leu Gly Asp Leu Arg Asp
355 : 360 365

ITe Leu Lys Lys Gly Ala Thr Phe Asn Arg Glu Thr Pro Gly val Pro
370 375 380

Ile Ala Tyr Thr Thr Asn Phe Leu Lys Asp Ash Glu Leu Ala val Ile
385 - 390 395 400

Lys Asn Asn Ser Glu Tyr Ile Glu Thr Thr Ser Lys Ala Tyr Thr Asp
405 410 415

Gly Lys Ile Asn Ile Asp His Ser Gly Gly Tyr val Ala Gln Phe Asn
420 425 430

Ile Ser Trp Asp Glu val Asn Tyr Asp Pro Glu Gly Asn Glu Ile val
435 430 445

GIn His Lys Asn Trp Ser Glu Asn Asn Lys Ser Lys Leu Ala His Phe
450 455 460

Thr Ser Ser Ile Tyr Leu Pro Gly Asn Ala Arg Asn Ile Asn val Tyr
465 470 475 480

Ala Lys Glu Cys Thr Gly Leu Ala Trp Glu Trp Trp Arg Thr val Ile
485 490 495

Asp Asp Arg Asn Leu Pro Leu val Lys Asn Arg Asn Ile Ser Ile Trp
500 505 510

Gly Thr Thr Leu Tyr Pro Lys Tyr Ser Asn Lys val Asp Asn Pro Ile
515 520 525

Glu

<210>18

<211> 441

<212> PRT

<213> Listeria monocytogenes

<400> 18
Tet Lys Lys Ile Met Leu val Phe Ile Thr Leu Ile Leu Vval sgr Leu
5 1

Pro Ile Ala GIn GIn Thr Glu Ala gys Asp Ala Ser Ala Phe Asn Lys
5 0

Glu Asn Ser Ile Ser Ser val Ala Pro Pro Ala Ser Pro Pro Ala Ser
40 45

54



Pro

Ile

65

Asp

Glu

Ala

Ala

Leu

145

Met

Asn

Tyr

Glu

Phe

225

Glu

Asn

Ala

Pro

Ala

TYyr

Asp

Leu

130

Pro

Thr

val

Ala

Met

210

Lys

Gly

val

val

Pro

290

Leu

Thr Pro Ile

Gly

val

Ile

Ile

115

val

val

Asn

Asn

Gln

195

Ala

Ala

Lys

Asn

Thr

275

Ala

Ser

Leu

Thr

val

100

Gln

Lys

Lys

Gln

Asn

180

Ala

Tyr

val

Met

val

260

Lys

Tyr

Thr

Asp

Asn

85

val

val

Ala

Arg

165

Ala

Tyr

ser

Asn

GIn

245

Asn

Glu

Ile

Asn
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Glu

TYyr

70

val

Glu

val

Asn

ASp

150

Asn

val

Ser

Glu

Asn

230

Glu

Glu

Gln

ser

ser
310

Lys

Asn

Pro

Lys

Asn

ser

135

Ser

Lys

Asn

Asn

Ser

215

ser

Glu

Pro

Leu

Ser

295

His

Lys

Lys

Pro

Lys

Ala

120

Glu

Leu

Ile

Thr

val

200

GIn

Leu

val

Thr

Gln

280

val

ser

His

ASn

Arg

Lys

105

Ile

Leu

Thr

val

Leu

185

ser

Leu

Asn

Ile

Arg

Ala

Ala

Thr

55

Ala

Asn

Lys

ser

val

Leu

val

170

val

Ala

Ile

val

Ser

250

Pro

Leu

Tyr

Lys

ASp

val

75

Gly

ser

Ser

Glu

ser

155

Lys

Glu

Lys

Ala

ASn

235

Phe

Ser

Gly

Gly

val
315

Glu

60

Leu

Tyr

Ile

Leu

Asn

140

Ile

Asn

Arg

Ile

Lys

Phe

Lys

Arg

val

Ile

val

Lys

Asn

Thr
125

Gln

Asp

Ala

Trp

Gly

GIn

Phe

Asn

285

Gln

Ala

Asp

Tyr

Asp

Gln

110

Tyr

Pro

Leu

Thr

Asn
190

Tyr

Gly

Ala

Ile

Phe

270

Ala

val

Ala

Lys

His

Gly

95

Asn

Pro

ASp

Pro

Lys

175

Glu

Asp

Thr

Ile

Tyr

255

Gly

Glu

Tyr

Phe

Tyr

Gly

80

Asn

Asn

Gly

val

Gly

Ser

Lys

Asp

Ala

ser

240

Tyr

Lys

Asn

Leu

Asp
320



Ala

Ile

Lys

Ile

Ile

385

Lys

Gly

Ile

<210>19
<211> 416

<212> PRT

Ala

Ile

Asp

Leu

370

Ala

Asn

Lys

ser

val

Lys

Glu

355

Lys

Tyr

Asn

Ile

Trp

Ser

AsSn

340

val

Lys

Thr

ser

Asn

420

ASp

Gly

ser

Gln

Gly

Thr

Glu

405

Ile

Glu

<213> Listeria monocytogenes

<400>19

¥et Lys Lys Ile ?et

Pro

Glu

Pro

Ile

65

Asp

Glu

Ala

Ile

Asn

Lys

50

Gln

Ala

Tyr

Asp

Ala

ser

35

Thr

Gly

val

Ile

Ile

G1In

20

Ile

Pro

Leu

Thr

val

100

Gln

Gln

Ser

Ile

Asp

Asn

85

val

val
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Lys

ser

Ile

Ala

Asn

390

Tyr

ASp

val

Leu

Thr

Ser

Glu

Tyr

70

val

Glu

val

ser
Phe
Ile
Thr
375
pPhe
Ile
His

Asn

val

Glu

val

Lys

Asn

Pro

Lys

Asn

‘val
Lys
Asp
360
Phe
Leu
Glu

ser

Tyr‘
440

Phe
Ala
Ala
40

Lys
Lys
Pro

Lys

Ala

Ser

Ala

345

Gly

Asn

Lys

Thr

Gly

Asp

Ile

Lys

Pro

His

Asn

Arg

Lys

Ile

56

-~

Gly
330
val
Asn
Arg
ASp
Thr
410

Gly

Thr
10

ASp
Pro

Ala

Asn

Ser

Vaf Glu Leu Thr

Leu
Glu
AsSn
395

Ser

Tyr

Leu
Ala
Ala
Asp
val
75

Gly

Ser

ser

Tyr

Gly

Thr

380

Glu

Lys

val

Ile

ser

ser

Glu

60

Leu

Tyr

Ile

Leu

Gly

ASp

365

Pro

Leu

Ala

Ala

Leu

Ala

Pro

45

Ile

val

LysS

Asn

Thr

Gly

Ala

Tyr

Gln
430

val

Phe

30

Pro

Asp

TYyr

Asp

Gln

110

Tyr

335

ser

Arg

val

val

Thr

415

Phe

ser
15

AsSn
Ala
LysS
His
Gly
95

Asn

Pro

Asn

Ala

Asp

Pro

Ile

400

Asp

Asn

Leu

Lys

ser

Tyr

Gly

80

Asn

Asn

Gly
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115 120 | 125

Ala Leu val Lys Ala Asn Ser Glu Leu val Glu Asn GIn Pro Asp val
130 135 140

Leu Pro val Lys Arg Asp Ser Leu Thr Leu Ser Ile Asp Leu Pro Gly
145 150 155 160

Met Thr Asn GIn Asp Asn Lys Ile val val Lys Asn Ala Thr Lys Ser
165 170 175

Asn val Asn Asn Ala val Asn Thr Leu val Glu Arg Trp Asn Glu Lys
180 185 190

Tyr Ala GIn Ala Tyr Ser Asn val Ser Ala Lys Ile Asp Tyr Asp Asp
195 200 205

Glu Met Ala Tyr Ser Glu Ser GIn Leu Ile Ala Lys Phe Gly Thr Ala
210 215 220

Phe Lys Ala val Asn Asn Ser Leu Asn val Asn Phe Gly Ala Ile Ser
225 230 235 240

Glu Gly Lys Met GIn Glu Glu val Ile Ser Phe Lys Gln Ile Tyr Tyr
245 250 255

Asn val Asn val Asn Glu Pro Thr Arg Pro Ser Arg Phe Phe Gly Lys
260 265 270

Ala val Thr Lys Glu GIn Leu GIn Ala Leu Gly val Asn Ala Glu Asn
275 280 285

Pro Pro Ala Tyr Ile Ser Ser val Ala Tyr Gly Arg GIn val Tyr Leu
290 295 300

Lys Leu Ser Thr Asn Ser His Ser Thr Lys val Lys Ala Ala Phe Asp
305 310 315 320

Ala Ala val Ser Gly Lys Ser val Ser Gly Asp val Glu Leu Thr Asn

Ile Ile Lys Asn Ser Ser pPhe Lys Ala val Ile Tyr Gly Gly Ser Ala
340 345 350

Lys Asp Glu val GIn Ile Ile Asp Gly Asn Leu Gly Asp Leu Arg Asp
355 360 365

ITe Leu Lys Lys Gly Ala Thr Phe Asn Arg Glu Thr pPro Gly val pro
370 375 380

Ile Ala Tyr Thr Thr Asn Phe Leu Lys Asp Asn Glu Leu Ala val Ile

-

385 390 " 395 400
Lys Asn Asn Ser Glu Tyr Ile Glu Thr Thr Ser Lys Ala Tyr Thr Asp
405 410 415
<210> 20
<211>19

57



10

15

20

25

30

35

40

45
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<212> PRT
<213> Listeria seeligeri

<400> 20

Arg Ser Glu val Thr Ile Ser Pro Ala Glu Thr Pro Glu Ser Pro Pro
1 5 10 15

Ala Thr Pro
<210> 21
<211>19
<212> PRT
<213> Listeria monocytogenes

<400> 21

Lys Glu Asn Ser Ile Ser Ser Met Ala Pro Pro Ala Ser Pro Pro Ala
1 5

ser Pro Lys
<210> 22
<211>25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223>sintetizado quimicamente

<400> 22
gcggatccca tggagataca cctac 25

<210>23
<211>25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223>sintetizado quimicamente

<400> 23
gcggatccca tggagataca cctac 25

<210> 24

<211>9

<212> PRT

<213> Virus del papiloma humano

<400> 24
i\rg Ala His Tyr ésn Ile val Thr Phe
<210>25
<211> 261
<212>PRT
<213> Homo sapiens

<400> 25

58
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mMet Trp val Pro val val Phe Leu Thr

Ala Ala Pro Leu Ile Leu Ser Arg Ile
20 25

Lys His Ser GIn Pro Trp Gln val Leu
35 40

val Cys Gly Gly val teu val His Pro
50 55

His Cys Ile Arg Asn Lys Ser val Ile
65 70

Phe His Pro Glu ggp Thr Gly Gin val

Pro His Pro Leu Tyr Asp Met Ser Leu
100 105

Pro Gly Asp Asp Ser Ser His Asp Leu

Pro Ala Glu Leu Thr Asp Ala val Lys
130 135

Glu Pro Ala Leu Gly Thr Thr Cys Tyr
145 150

Glu Pro Glu Glu ng Leu Thr Pro Lys
1

His val Ile Ser Asn Asp val Cys Ala
180 185

Thr Lys Phe Met Leu Cys Ala Gly Arg
195 200

Cys Ser Gly Asp Ser Gly Gly Pro Leu
210 215

Gly Ile Thr Ser Trp Gly Ser Glu Pro
225 230

Ser Leu Tyr Thr Lys val val His Tyr

Ile val Ala Asn Pro
260
<210> 26
<211> 5873
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 26

59

Leu

10

val

val

Gln

Leu

Phe

90

Leu

Met

val

Ala

Trp

val

Cys

Ser

Gly

Ala

Trp

Leu

75

GlIn

Lys

Leu

Met

ser

155

Leu

val

Thr

Cys

Ala

" 235

Lys

val
Gly
ser
3
Gly
val
Asn
Leu
140
Gly
GlIn
His
Gly
Asn

220

Leu

Trp

Thr

Trp

Arg

45

Leu

Arg

ser

Arg

Arg

Leu

Trp

Cys

Pro

Pro

Ile

Trp

Glu

30

Gly

Thr

His

His

Phe

110

Leu

Pro

Gly

val

Gln

190

Lys

val

Glu

LysS

Ile

15

Ccys

Arg

Ala

ser

ser

95

Leu

ser

Thr

Ser

Asp

Lys

ser

Leu

Arg

Asp
255

Gly

Glu

Ala

Ala

Leu

80

Phe

Arg

Glu

Gln

Ile

160

Leu

val

Thr

Gln

Pro
240

Thr
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ggtgtcttag gcacactggt cttggagtgc

aagaatcggg
ctttgtcccc
agtaattgca
gggggttgtc
gggcaggggc
gccccaagcet
cctcaccctg
gggagccagc
agacagggag
tcccctccat
cccagaactt
ggaagttcct
ctcaatgcca
atcacagtct
tgatgcttgg
tttcctagece
ctctgagaac
tttccttagg
tctgcatcct
gaccagaact
caactgaacc
atccacaact
acccaatccc
ctgggttcaa

caaacctagg

gatcgtaccc
tagatgaagt
gaacagcaag
cagcctccag
ggagtcctgg
taccacctgc
tccgtgacgt
cctgactgtc
ctgggctctt
attgcaacag
tcttcccatt
gggcatctcc
ttggttcctt
actgactttt
cctecccaatc
aggctatctg
tcctcattec
aaaaacatga
tttcaaaacc
gttttctcaa
tcgccataag
tgtaccaagt
cagactcaag
ctctgctecc

gaagattgac

accccctgtt
ctccatgagc
tgctagctct
cagcatggag
ggaatgaagg
acccggagag
ggattggtga
‘aagctgaggc
ttctgtctct
tccteactec
tgcccageca
gtgtttctct
ggaccgtatc
cccattcage
ttgccctagg
gcctgagaca
ctgactctta
gcatccccag
taaaaacaaa
cctgggactt
gcacttatcc
ttcccttctc
atatggtctg
agagcatgaa

agaattccca

aaaggatcta
tctgtttcat
tacaagggcc
ccctccectt
agggccttgg
ttttataggg
ctgtgtcacc
gaggggccat
tctttccccc
cccageccca
cacaccaggt
gctccctget
ttgtggggct
actggtccat
tgtgagtgtc
atacccagat
acaaatgggt
gccccagact
ccacaactgc
aagaaaaaca
cctaaacttt
ctggttccta
ccagtccaag
ggcgctgtct
gcctctecac

gcctttccca

60

ggcacgtgag
cctgggcatg
tggtgcatcc
ccacagctct
tcagcctctg
ctcctgggag
atgtgggtcc
ggttgggggg
ccaacccagc
cttcaagccc
cccegetecc
cccagctget
caaaacctcc
ctcctgagcec
caaccctatc
gccaaccaga
ccctcagtct
cttcattcag
cagctctctg
aataaaacaa
ccaaaacctt
gcacccctta
accccaaatc
tgtgtctcct

cagcaccagc

gcteececty

gctttgtatg
tctcctctge
agggtgatct
gggtgtggga
ggtgccagca
aggctcccca
cggttgtctt
atgcaggaga
accccagecc
atacccccag
tcccacttac
ttactaaagg
aaggacctct
cctcaatcct
ccagagacct
cacctccttce
ggcaatggga
tggcccacat
agtccccaaa
aaccaactca
cctcttccag
tcccctcaga
accacaaagg
accctgatcc
caccaacctg

cccatgtccc

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560



aggactccca
ctcctatccg
tctgcaggceg
cattcccaac
ctggtgcacc
tggggtctgg
gataacctct
catggggagg
tgtccctcta
tgtctctccg
tatctccccc
tctetetgec
acacgcacgg
ggctcacacc
ggagttcgag
ttagccaggce
attgcattga
cctgggtgac
daaagaaaaga
gagggcccct
gaagggctgg
gaaggaaaac
ggcctgcagg
agccactctg
tttctctcce
tgacttcctg
ctctctctct
ctgtgtattt
tgccctttta
tctcacactg
ccctgtgttt
cttctctctt
agcgtgatct

caggtcagcc

gccttggttc
agtcccccag
ctgcgecect
cctggcaggt
cccagtgggt
ggagcagotg
aaggccagcc
cagggttggg
tgtctctttg
tgtgactatt
tctctctgtc
aggctctgtc
gatgggcctg
tgtaatccca
a&cagcctgg
gtggtggcegc
acctggaggt
agagtgagac
aaagaaaagg
ctcactccat
ttccagctgg
agggtatggg
caggctacct
aggcctcccc
acactttatc
cttcectttce
ttctetggec
tcggctcacc
ccctettect
ctgtttccca
tctcactgtt
tccttatcat
tgctgggteg

acagcttccc
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tctgceccececg
ttccccctgt
catcctgtct
gcttgtggcc
cctcacagct
tctgtgtccc
ttgggactgg
gctggaccac
tgtcgetttc
ttgttctcte
cttctctggt
tctcggtctc
ggggaccctg
gcactttggg
ccaactggtg
atgcctgtag
tgaggttgca
tccgectcaa
aagtgtttta
tccttctceca
agctgggagg
ggaaaggacc
acccacttgg
tcccecggegg
atcccccgga
tcattcatct
catgtctgtt
ttgtttgtca
tttcccttgg
actcgttgtc
tctttttctc
cctecgctect
gcacagcctg

acacccgctc

tgtcttttca
caaccctgat
cggattgtgg
tctcgtggea
gcccactgea
agaggaataa
gggagagagg
cctccccatg
attatgtctc
tctcecctcetce
ccctctctag
tgtctcacct
agaaaaggaa
aggccaaggc
aaaccccatc
tcccagetac
gtgagccgag
aaaaaaaaaa
tccctgatgt
ggacatccct
ggcaattgag
ctggggagcg
aaacccacgc
tccccactca
ttcctctcta
gtttctcact
tctctatgtt
ctgttctccc
ttctctcagt
tgtattttgg
ttttggagcc
cattcctgcg
tttcatcctg
tacgatatga

61

aacccacatc
tccectgatc
gaggctggga
gggcagtctg
tcaggaagtg
cagctgggca
gaaagttctg
gctgecctggg
ttggtaactg
ttctctgtct
ccagtgtgtc
gtgccttctce
gggctttggc
aggtagatca
tctactaaaa
tcaggagctg
accgtgccac
aaaaaaaaaa
gtgtgggtat
ccactcttgg
ggaggaggaa
aagtggagga
caaagccgca
gctccaaagt
cttggttctc
ttctgcctgg
tctgtctttt
ctctgcecctt
tctgtatctg
cctgaactgt
tcctecttge
tctgcttcct
aagacacagg

gcctcctgaa

ctaaatccat
tagcaccccc
gtgcgagaag
cggcggtgtt
agtaggggcec
ttttccccag
gttcaggtca
tctccatctg
gcttcggttg
tcagtctcca
tcaccctgta
cctactgaac
tgggcgcggt
cctgaggtca
atacaaaaaa
agggaggaga
tgcactccag
aaaaaaaaga
gagggtatga
gagacacaga
ggagaagggg
tacaaccttg
tctacagctg
ctctctccct
attcttcctt
ttttgttctt
ctttctcatc
tcattctctc
cccttcaccce
gtcttcccaa
tcctctgrcc
ccccagcaaa
ccaggtattt
gaatcgattc

1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
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
3600



ctcaggccag
gagctcacgg
acctgctacg
ggtgcagcceg
tgagggagga
ccgtagtctt
tgtgtgcgca
cagggggcaa
tgagtgggac
ctccccagct
tttgactccc
gcacacggtt
agtgaacaga
gcaggaacag
ggggagggag
gagcaaacac
gcatctggcc
ctggctggag
gcctcacctg
gtgctggaca
atgggatcag
gacctggggg
gctcctggec
ctgatcaccg
tggagaggag
gggacagcat
cctcgtggac
gactggagcec
ggagacattt
tctgaaagat
ttttaccctt
acgtcatggg
gtgcattacc

agtccctatt
cagttctact

cagacacagg

tggggaatac
atggggtgtc

gtgatgactc
atgctgtgaa
cctcaggctg
ggagcccaga
gggccaagga
gaccccaaag
agttcaccct
aagcacctgc
cttaattctg
gtagccatgc
tcaaggcaat
actaggcacc
cagagagcag
ggaccacaac
aaggggtgagg
ctgcgcagag
aggcctggga
tgaaggatcg
ggccacagga
gaagcaggac
actgcaggga
tggctccagg
ctcagtctct
aactgaccat
gtgtctagtc
cctgcagatg
cctccectct
cctacccctc
ctctcttctt
aggattgccc
agggtgattc
gcagtgaacc
ggaagtggat

gtagtaaact
gacctttgtc

tgtagaccag
tggccatgec
tgtgttattt
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cagccacgac
ggtcatggac
gggcagcatt
tgcctgggtc
accaggtggg
aaacttcagt
cagaaggtga
tcggtgagtc
ggctggggtc
cacctccccg
aggttattct
tgctatgcac
ccceccteectt
acagaaaagc
gagtgtgact
gaggggaggg
ggaggggcct
gggcagogtg
ggacactgct
agggccetggc
gggagggcag
cattgtcccc
ccccteccact
gccagecctg
agagagtagt
gtcctggccc
gcacaggagc
tgttggaatc
ccaaagctgg
aggcagaaac
tgggggccca
atgtgccctg
caaggacacc

tggaaccttg
cttaggtgtg

agtgtttctt

tggagacata tcactcaatt tctctgagga cacagttagg

gtgggataca

ctcatgctge
ctgcccaccc
gaaccagagg
tgagggagga
gtccagccca
gtgtggacct
ccaagttcat
atccctactc
tagaagccaa
tgtctcatct
tacagcacaa
ccagcactgc
ctgtagcccc
tggagggtgt
gggaggagac
cctgcggeac
agagggcgtc
<gagagggaa
tttcctctga
tcaggtgtcc
cagggatgtg
acctgggccc
ccattctcca
ccgatggtcc
cctggaaggt
ttgtcccacc
tggaccctga
cctgeccacc
gaactgctat
tgggactgac
cttgtctgta
cccgaaaggc
atcgtggcca

gaaatgacca

aggtccaggg ttgctaggaa aagaaatcag

aaatggtgta attttgtcct ctctgtgtcc

tccgectgtce
aggagccagc
agtgtacgcc
ggggacagga
caacagtgtt
ccatgttatt
gctgtgtgct
ccaagatctt
caaggcgtct
cattccctcc
ctcatctgtt
cctagagcect
caagccagtg
caggaggtga
atcctgcaga
€tgggggagc
aggagcagag
caaaggaccc
ggagtcagga
agaggctgceg
gagggagtga
ttacccagcc
cctacccaca
tccatggcetc
ggcctctgtg
gacctgtcta
agtcccttcc
ttcttctgga
ctgttatctg
ctatctcact
atggtgtgct
cttccctgta
acccctgagc

ggccaagact

agagcctgcec
actggggacc
tgggccagat
ctcctgggtc
tttgcctggce
tccaatgacg
ggacgctgga
gagggaaagg
gcctcccctg
ttccctcttc
cctgcgttca
gggacatagc
aggggcacag

tcaggctctc

aggtgggagt

agagggaaca

aggaggttgc
ctcctgcagg
actgtggatg
ctggcctect
tgatggggct
tccctcacag
gtgggtcatt
cctagtgeccc
aggagccacg
caaggactgt
taccggccag
agtcggctct
cctgtccagg
ctctccctgce
tcaaggtatc
caccaaggtg
acccctatca

caagcctccce

gagatgaaag aggggtggga tcc

62

3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580

5640
5700

5760
5820
5873



10

<210> 27
<211>238
<212>PRT

<213> Homo sapiens

<400> 27
Met Trp
1

Ala Ala
Lys His

val Cys
50

His Cys
65

Phe His
Pro His
Pro Gly

Pro Ala
130

Glu Pro
145

Glu Pro
His val

Thr Lys

Cys Ser
210

Met val

225
<210> 28
<211>1906
<212> ADN

val

Pro

ser

35

Gly

Ile

Pro

Pro

Asp

115

Glu

Ala

Glu

Ile

Phe
195
Trp

Leu

<213> Homo sapiens

<400> 28

Pro

Leu

20

Gln

Gly

Arg

Glu

Leu

100

Asp

Leu

Leu

Glu

ser

180

Met

val

His

val

Ile

Pro

val

Asn

Asp

85

Tyr

ser

Thr

Gly

Phe

165

Asn

Leu

Ile

Gly
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val

Leu

Trp

Leu

Lys

Thr

Asp

Ser

Asp

Thr

150

Leu

Asp

Cys

Leu

ser
230

Phe

ser

Gln

val

55

Ser

Gly

Met

His

Ala

135

Thr

Thr

val

Ala

Ile
215

Leu

Leu

Arg

val

40

His

val

GlIn

ser

120

val

Cys

Pro

Cys

Gly
200
Thr

val

Thr

Ile

25

Leu

Pro

Ile

val

Leu

105

Leu

Lys

Tyr

Lys

Ala

185

Arg

Glu

Pro

63

Leu

10

val

val

GIn

Leu

Phe

90

Leu

Met

val

Ala

Lys

170

GIn

Trp

Leu

Trp

ser

Gly

Ala

Trp

Leu

75

Gln

Lys

Leu

Met

ser

155

Leu

val

Thr

Thr

Arg
235

val

Gly

ser

val

60

Gly

val

Asn

Leu

140

Gly

Gln

His

Gly

Met
220

Gly

Thr

Trp

Arg

45

Leu

Arg

Ser

Arg

Arg

125

Leu

Trp

Cys

Pro

Gly
205

Pro

Gly

Trp

Glu

30

Gly

Thr

His

His

Phe

110

Leu

Pro

Gly

val

Gln

190

Lys

Ala

val

Ile

15

Cys

Arg

Ala

ser

ser

95

Leu

Ser

Thr

Ser

Asp

175

Lys

ser

Leu

Gly

Glu

Ala

Ala

Leu

80

Phe

Arg

Glu

Gln

Ile

160

Leu

val

Thr

Pro



agccecaagce
tcctcacect
gaggctggga
gggcagtctg
tcaggaacaa
gccaggtatt
agaatcgatt
cagagcctgce
cactggggac
ccccaaagaa
ttcacccteca
gcacctgctc
tccatggctc
ggcctctgtg
gacctgtcta
agtcccttec
cttcttctgg
tctgttatct
cctatctcac
aatggtgtgc
ccttccctgt
aacccctgag
aggccaagac
gttgctagga
aattttgtcc
ttctctgagg

gaggggtggg

ttaccacctg
gtccgtgacg
gtgcgagaag
cggcggtgtr
aagcgtgatc
tcaggtcagce
cctcaggcca
cgagctcacg
cacctgctac
acttcagtgt
gaaggtgacc
gtgggtcatt
cctagtgcecc
aggagccacg
caaggactgt
ccaccggcca
aagtcggctc
gcctgtccag
tctcteectg
ttcaaggtat
acaccaaggt
cacccctatc
tcaagcectcec
aaagaaatca
tctctgtgtc
acacagatag

atccacactg

ES 2531967 T3

cacccggaga
tggattggtg
cattcccaac
ctggtgcacc
ttgctgggtc
cacagcttcc
ggtgatgact
gatgctgtga
gcctcaggcet
gtggacctcc
aagttcatgc
ctgatcaccg
tggagaggag
gggacagcat
cctcgtggac
ggactggagc
tggagacatt
gtctgaaaga
cttttaccct
cacgtcatgg
ggtgcattac
aaccccctat
ccagttctac
gcagacacag
ctggggaata
gatggggtgt
agagagtgga

gctgtgtcac
ctgcacccct
cctggcaggt
cccagtgggt
ggcacagcct
cacacccgct
ccagccacga
aggtcatgga
ggggcagcat
atgttatttc
tgtgtgctgg
aactgaccat
gtgtctagtc
cctgcagatg
cctcecectct
ccctacccct
tctctcttct
taggattgcce
tagggtgatt
ggcagtgaac
cggaagtgga
tgtagtaaac
tgacctttgt
gtgtagacca
ctggccatgc
ctgtgttatt
gagtgacatg

gcactgagca gaagctggag gcacaacgca ccagacactc

aacataaccc actctgtcct ggaggcactg ggaagcctag

gggagggtct tcctttggca tgggatgggg atgaagtaag
gaagctgatt cactatgggg ggaggtgtat tgaagtcctc

tgatttccta gtagaactca cagaaataaa gagctgttat

<210> 29
<211>69
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 29

64

catgtgggtc
catcctgtct
gcttgtggcc
cctcacagct
gtttcatcct
ctacgatatg
cctcatgctg
cctgecccacc
tgaaccagag
caatgacgtg
acgctggaca
gccageccectg
agagagtagt
gtcctggccc
gcacaggagc
ctgttggaat
tccaaagctg
caggcagaaa
ctgggggccc
catgtgccct
tcaaggacac
ttggaacctt
ccttaggtgt
gagtgtttct
ctggagacat
tgtggggtac
tgctggacac

acagcaagga tggagctgaa
agaaggctgt gagccaagga
gagagggact ggaccccctg

cagacaaccc¢ tcagatttga

actgtg

ccggttgtct
cggattgtgg
tctcgtggca
gcccactgca
gaagacacag
agcctcctga
ctccgectgt
caggagccag
gagttcttga
tgtgcgcaag
gggggcaaaa
ccgatggtcc
cctggaaggt
ttgtcccacc
tggaccctga
ccctgeccac
ggaactgcta
ctgggactga
acttgtctgt
gcccgaaagg
catcgtggcc
ggaaatgacc
gaggtccagg
taaatggtgt
atcactcaat
agagatgaaa

tgtccatgaa

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560

1620
1680

1740
1800
1860

. 1906



Met Trp val
Ala Ala Pro

Lys His Ser
35

val cys Gly

His Cys Ile
65
<210> 30
<211>220
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 30
¥et Trp val

Ala Ala Pro
Lys His Ser
35

val Cys Gly

His Cys Ile

65

Phe His Pro

Pro
Leu
20

Gln

Gly

Arg

Pro

Leu

20

Gln

Gly

Arg

Glu

val
Ile
Pro
val

Lys

val
5

Ile
Pro
val
Asn

Asp
85

ES 2531967 T3

val

Leu

Trp

Leu

val

Leu

Trp

Leu

pPhe

ser

Gln

val
55

Phe

Ser

Gln

val

55

ser

Gly

Leu

Arg

val

40

His

Leu

Arg

val

40

His

val

GIn

Thr

Ile

25

Leu

Pro

Thr

Ile

25

Leu

Pro

Ile

val

65

Leu

10

val

val

Gln

Leu

10

val

val

GIn

Leu

Phe
90

Ser

Gly

Ala

Trp

ser

Gly

Ala

Trp

Leu

75

Gln

val

Gly

Ser

val
60

val

Gly

Ser

val

60

Gly

val

Thr
Trp
Arg
45

Leu

Thr

Trp

Arg

45

Leu

Arg

ser

Trp
Glu
30

Gly

Thr

Trp

Glu

30

Gly

Thr

His

His

Ile

15

Cys

Arg

Ala

Ile

15

Cys

Arg

Ala

ser

Ser
95

Gly

Glu

Ala

Ala

Gly

Glu

Ala

Ala

Leu

80

Phe



Pro

Pro

Lys

Gln

145

Trp

val

Cys

Arg

<210> 31
<211> 218

<212> PRT

His

Gly

Leu

130

val

Thr

cys

Ala

Lys
210

Pro

115

GlIn

His

Gly

Asn

Leu

195

Trp

<213> Homo sapiens

<400> 31
Met
1
Ala
Lys
val
His
65

Leu

Asp

Trp

Ala

His

cys

Cys

Arg

Leu

val

Pro

Ser

35

Gly

Ile

Leu

Pro

Leu

100

Asp

cys

Pro

Gly

Gly

Pro

Ile

Pro

Leu

20

Gln

Gly

Arg

ser

Thr
100

Tyr

Ser

val

GlIn

Lys

val

Glu

Lys

val

Ile

Pro

val

Lys

Glu

85

GIn

ES 2531967 T3

Asp

Ser

AsSp

Lys

150

Ser

Leu

Arg

Asp

val

Leu

Trp

Leu

Pro

70

Pro

Glu

Met

Ile

Leu

135

val

Thr

GlIn

Pro

Thr
215

Phe

ser

Gln

val

55

Gly

Ala

Pro

Ser

Glu

120

His

Thr

Cys

Gly

ser

200

Ile

Leu

Arg

val

40

His

Asp

Glu

Ala

Leu

105

Pro

val

Lys

Ser

Ile

185

Leu

val

Thr

Ile

25

Leu

Pro

Asp

Leu

Leu
105

66

Leu

Glu

Ile

Phe

Tyr

Ala

Leu
10

val
val
Gln
Ser
Thr
90

Gly

Lys

Glu

Ser

Met

155

Asp

Ser

Thr

Asn

Ser

Gly

Ala

Trp

ser

75

ASp

Thr

Asn

Phe

Asn

140

Leu

Ser

Trp

Lys

Pro
220

val

Gly

Ser

val

60

His

Ala

Thr

Arg

Leu

125

Asp

Ccys

Gly

Gly

val
205

Thr

Trp

Arg

45

Leu

Asp

val

Cys

Phe

110

Thr

val

Ala

Gly

ser

190

val

Trp

Glu

30

Gly

Thr

Leu

Lys

Tyr
110

Leu

Pro

Cys

Gly

Pro

175

Glu

His

Ile
15

Ccys
Arg
Ala
Met
val
95

Ala

Arg

Lys

A]a

160

Leu

Pro

Tyr

Gly

Ala
Ala
Leu
80

Met

Ser



Gly Trp Gly
115

His
145

Gly

Asn

Leu

Trp

<210> 32
<211> 261

<212> PRT

Cys

130

Pro

Gly

Gly

Pro

Ile
210

val

GlIn

Lys

val

Glu

195

Lys

<213> Homo sapiens

<400> 32

Met Trp val
1

Ala

Lys

val

His

65

Phe

Pro

Pro

Ala
His
Cys
50

Cys
His
His

Gly

Pro

Ser

35

Gly

Ile

Pro

Pro

Asp
115

Ser

Asp

Lys

ser

Leu

180

Arg

Asp

Pro

Leu

20

Gln

Gly

Arg

Glu

Leu

100

Asp

Ile

Leu

val

Thr

165

Glin

Pro

Thr

val

Ile

Pro

val

AsSn

Asp

85

Tyr

ser

ES 2531967 T3

Glu

His

Thr

150

cys

Gly

ser

Ile

val

Leu

Trp

Leu

AsSp

Ser

Pro

val

135

Lys

Ser

Ile

Leu

val
215

Phe

ser

Gln

val

55

ser

Gly

Met

His

Glu
120
Ile
Phe
Gly
Thr
Tyr
200

Ala

Leu

Arg

val

40

His

val

Gln

Ser

Asp
120

Glu

ser

Met

Asp

ser

185

Thr

Asn

Thr

Ile

25

Leu

Pro

Ile

val

Leu

105

Leu

67

Phe

Asn

Leu

ser

170

Trp

Lys

Pro

Leu

10

val

val

Gln

Leu

Phe

90

Leu

Met

Leu

Asp

cys

Gly

Gly

val

ser
Gly
Ala
Trp
Leu
75

GIn

Lys

Leu

Thr Pro Ly

val
140
Ala
Gly

ser

val

val

Gly

Ser

val

60

Gly

val

Asn

Leu

125

Cys

Gly

Pro

Glu

His
205

Thr

Trp

Arg

45

Leu

Arg

ser

Arg

Arg
125

Ala

Arg

Leu

Pro

190

Tyr

Trp

Glu

30

Gly

Thr

His

His

Phe

110

Leu

Lys

Gln

Trp

val

175

cys

Arg

Ile

15

cys

Arg

Ala

ser

Ser

95

Leu

ser

Leu

val

Thr

160

Cys

Ala

Lys

Glu

Ala

Ala

Leu

80

Phe

Arg

Glu



Ala
130

Pro

Glu
145

Pro

Glu Pro

His val

Thr Lys

Ser

Cys
210

Gly Ile

Ser Leu

Glu

Ala

Glu

Ile

Phe

195

Gly

Thr

Tyr

Leu

Leu

Glu

ser

180

Met

Asp

Ser

Thr

Thr

Gly

Phe

165

Asn

Leu

Ser

Trp

ES 2531967 T3

Asp

Thr

150

Leu

Asp

Cys

Gly

Gly

val

Ala

135

Thr

Thr

val

Ala

val

Pro

Ile

<210> 33
<211> 1464
<212> ADN

val

Ala Asn

260

<213> Homo sapiens

<400> 33
agccccaagce

tcctcaccct
gaggctggga
gggcagtctg
tcaggaacaa
gccaggtatt
agaatcgatt
cagagcctgce
cactggggac
ccccaaagaa
ttcaccctca
gcacctgctc

cgtcatgggg

ttaccacctg
gtccgtgacg
gtgcgagaag
cggcggtgtt
aagcgtgatc
tcaggtcagc
cctcaggeca
cgagctcacg
cacctgctac
acttcagtgt
gaaggtgacc
gggtgattct

cagtgaacca

cacccggaga
tggattggtg
cattcccaac
ctggtgcacc
ttgctgggtc
cacagcttcc
ggtgatgact
gatgctgtga
gcctcaggcet
gtggacctcc
aagttcatgce
gggggcccac
tgtgccctgce

val Lys

Cys Tyr Ala

Pro Lys LysS

170

Ala Gin

185

Cys

Gly Arg Trp

Leu val

Glu Pro Cys

His Tyr Arg

250

gctgtgtcac
ctgcacccect
cctggcaggt
cccagtgggt
ggcacagcct
cacacccgct
ccagccacga
aggtcatgga
ggggcagcat
atgttatttc
tgtgtgctgg
ttgtctgtaa

ccgaaaggcc

68

val

Met Asp
140

Ser Gly
155

Leu Gln

val His

Thr Gly

Cys Asn
220

Ala Leu
235

Lys Trp

catgtgggtc
catcctgtct
gcttgtggcec
cctcacagcet
gtttcatcct
ctacgatatg
cctcatgctg
cctgecccacc
tgaaccagag
caatgacgtg
acgctggaca
tggtgtgett

ttccctgtac

Leu

Trp

Ccys

Pro

Pro

Ile

Pro Thr

Gly Ser

val Asp

175

Gln
190

Lys
Lys Ser
val Leu
Glu

Arg

Lys Asp

Gln

Ile

160

Leu

val

Thr

Pro
240

Thr

255

ccggttgtct
cggattgtgg
tctcgtggea
gcccactgea
gaagacacag
agcctcctga
ctccgectgt
caggagccag
gagttcttga
tgtgcgcaag
gggggcaaaa
caaggtatca

accaaggtgg

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



tgcattaccg
ccccctattg
agttctactg
agacacaggt
ggggaatact
tggggtgtct
agagtggaga
acaacgcacc
aggcactggg
ggatggggat
aggtgtattg

gaaataaaga
<210> 34
<211> 261
<212>PRT

gaagtggatc
tagtaaactt
acctttgtcc
gtagaccaga
ggccatgcect
gtgttatttg
gtgacatgtg
agacactcac
aagcctagag
gaagtaagga
aagtcctcca

gctgttatac

<213> Homo sapiens

<400> 34
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aaggacacca
ggaaccttgg
ttaggtgtga
gtgtttctta
ggagacatat
tggggtacag
ctggacactg
agcaaggatg
aaggctgtga
gagggactgg

gacaaccctc

tgtg

Met Trp val
1

Ala Ala Pro

sSer
35

Lys His

val Gly

His Ile

65

Phe His Pro

Pro His Pro

Pro Gly

115

Ala Glu

130

Pro

Pro val

Leu Ile

20

GIn Pro

Gly val

Arg Asn

Glu Asp

85

Leu
100

Tyr
ser

ASp

Leu Thr

val

Leu

Trp

Leu

AsSp

Ser

Asp

Phe

Ser

Glin

val

55

Ser

Gly

Met

His

Ala
135

tcgtggccaa
aaatgaccag
ggtccagggt
aatggtgtaa
cactcaattt
agatgaaaga
tccatgaagc
gagctgaaaa
gccaaggagg
accccctgga

agatttgatg

Thr Leu

10

Leu

Ile val

Arg
25

val val

40

Leu

His Pro GIn

val Ile Leu

Phe
90

Gln val

Leu
105

Ser Leu

Leu Met

120

val Lys val

69

cccctgagca
gccaagactc
tgctaggaaa
ttttgtccte
ctctgaggac
ggggtgggat
actgagcaga
cataacccac
gagggtcttc
agctgattca

atttcctagt

cccctatcaa
aagcctcccc
agaaatcagc
tctgtgtcct
acagatagga
ccacactgag
agctggaggc
tctgtecctgg
ctttggcatg
ctatgggggg

agaactcaca

Ser val

Gly Gly
Ala

Ser

val
60

Trp

Leu
75

Gly
GIn val
LysS Asn
Leu

Leu

Met
140

Thr

Trp

Arg

45

Leu

Arg

ser

Arg

Arg

Leu

Trp
Glu
30

Gly
Thr
His
His
Phe
110

Leu

Pro

Ile

15

cys

Arg

Ala

Ser

ser

95

Leu

ser

Thr

Gly

Glu

Ala

Ala

Leu

80

Phe

Arg

Glu

GIn

840

900

9260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1464



Glu
145

Pro

Glu Pro

His val

Thr Lys

Ser

cys
210

Gly Ile

Ser Leu

Ala

Glu

Ile

Phe

195

Gly

Thr

Tyr

Leu

Glu

ser

180

Met

Asp

ser

Thr

Gly

Phe

165

Asn

Leu

ser

Trp

Lys

ES 2531967 T3

Thr

150

Leu

Asp

Cys

Gly

Gly

val

Thr

Thr

val

Ala

Gly

ser

val

Ile val

<210> 35
<211> 1495
<212> ADN

Ala Asn

260

<213> Homo sapiens

<400> 35
gggggagccc

tgtcttectc
tgtgggaggc
tggcagggca
ctgcatcagg
cacaggccag
cctgaagaat
cctgtcagag
gccagcactg
cttgacccca
gcaagttcac
caaaagcacc
tatcacgtca
ggtggtgcat

atcaactccc

caagcttacc
accctgtccg
tgggagtgcg
gtctgcggcg
aacaaaagcg
gtatttcagg
cgattcctca
cctgecgage
gggaccacct
aagaaacttc
cctcagaagg
tgctcgggtg
tggggcagtg
taccggaagt
tattgtagta

Pro

acctgcaccc
tgacgtggat
agaagcattc
gtgttctggt
tgatcttgct
tcagccacag
ggccaggtga
tcacggatgc
gctacgcectc
agtgtgtgga
tgaccaagtt
attctggggg
aaccatgtgc
ggatcaagga

aacttggaac

Cys Tyr Ala

Pro Lys
170

Cys Ala GlIn

185

Gly Arg Trp
200

Pro Leu val

Glu Pro Cys

His Tyr

ggagagctgt
tggtgctgca
ccaaccctgg
gcacccccag
gggtcggcac
cttcccacac
tgactccagc
tgtgaaggtc
aggctggggc
cctccatgtt
catgctgtgt
cccacttgtc
cctgcccgaa
caccatcgtg

cttggaaatg

70

Ser

155

Leu

val

Thr

Ccys

Ala

235

Lys

Gly
Gln
His
Gly
Asn
220

Leu

Trp

Trp

Cys

Pro

Gly

Gly

Pro

Ile

Gly

val

Gln

190

Lys

val

Glu

Lys

Ser

Asp

175

Lys

ser

Leu

Arg

Asp

Ile

160

Leu

val

Thr

Gln

Pro

240

Thr

gtcaccatgt
cccctcatec
caggtgcttg
tgggtcctca
agcctgtttce
ccgctctacg
cacgacctca
atggacctgc
agcattgaac
atttccaatg
gctggacgct
tgtaatggtg
aggccttecc
gccaacccct

accaggccaa

gggtcceggt
tgtctcggat
tggcctcteg
cagctgccca
atcctgaaga
atatgagcct
tgctgctecg
ccacccagga
cagaggagtt
acgtgtgtgc
ggacaggggg
tgcttcaagg
tgtacaccaa
gagcacccct

gactcaggcc

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



tccccagttc

tcagcagaca

gtcctgggga
taggatgggg
ctgagagagt
gaggcacaac
cctggaggca
gcatgggatg

g9g9gggaggtg

tcacagaaat
<210> 36
<211>218
<212> PRT

tactgacctt
caggtgtaga
atactggcca
tgtctgtgtt
ggagagtgac
gcaccagaca
ctgggaagcc
gggatgaagt
tattgaagtc

aaagagctgt

<213> Homo sapiens

<400> 36

Met Trp val
1

Ala

Lys

val

50

His

65

Phe

Pro

Pro

Lys

Ala

His

Cys

Cys

His

His

Gly

Leu

Pro

Pro Leu

20

Sser Gln

35

Gly Gly

Ile

Arg

Pro Glu

val

Ile

Pro

val

Asn

Asp

ES 2531967 T3

tgtccttagg
ccagagtgtt
tgcctggaga
atttgtgggg
atgtgctgga
ctcacagcaa
tagagaaggc
agggagaggg
ctccagacaa

tatactgcga

val Phe

Leu Ser
Gln

Trp

val
55

Leu

Ser

Gly

85

Leu
100

Pro

Asp
115

GIn Cys

130

Gln
145

val

His Pro

Tyr

ser

val

GlIn

Asp Met

Ile

Ser

Leu
135

AsSp

tgtgaggtcc
tcttaaatgg
catatcactc
tacagagatg
cactgtccat
ggatggagct
tgtgagccaa
actggacccc
ccctcagatt

aadaaaaaaaa

Thr Leu

10

Leu

Arg Ile val

val val

40

Leu

His Pro Gln

val Ile Leu

Phe
90

Gln val

Leu
105

Ser Leu

Glu
120

Pro Glu

His val Ile

Thr Lys Phe

71

agggttgcta
tgtaattttg
aatttctctg
aaagaggggt
gaagcactga
gaaaacataa
ggagggagqgg
ctggaagctg
tgatgatttc

daaaaaaadaa

Ser val

Gly Gly
Ala

ser

val
60

Trp

Leu
75

Gly
G1ln val
AsSn

Lys

Glu prhe

Thr

Trp

Arg

45

Leu

Arg

ser

Arg

Leu

ggaaaagaaa
tcctctetgt
aggacacaga
gggatccaca
gcagaagctg
cccactctgt
tcttcctttg
attcactatg
ctagtagaac

adaaa

Ile
15

Trp Gly

Glu Glu

30

Cys

Gly Arg Ala

Thr Ala Ala

Leu
80

ser

His Ser Phe

95

Phe
110

Leu Arg

Thr Pro Lys

125

Asn
140

Ser

Met
155

Leu

Asp

Cys

val cys Ala

Ala Gly

Arg
160

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1495



Trp Thr Gly

val Cys Asn

Cys Ala Leu
195

Arg Lys Trp
210

<210> 37
<211> 227
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 37

Met Trp val
1

Ala

Lys

val

His

65

Phe

Pro

Pro

Pro

Glu

145

Glu

His

Ala

His

His

His

Gly

Ala

130

Pro

Pro

val

Pro

Ser

35

Gly

Ile

Pro

Pro

Asp

Glu

Ala

Glu

Ile

Gly

Gly

Pro

Ile

Pro

Leu

20

Gln

Gly

Arg

Glu

Leu

100

Asp

Leu

Leu

Glu

Ser

Lys

val

Glu

Lys

val

Ile

Pro

val

AsSn

Asp

85

Tyr

Ser

Thr

Gly

Phe

165

AsSn

ES 2531967 T3

Ser

Leu

Arg

Asp

val

Leu

Trp

Leu

Asp

ser

Asp

Thr

150

Leu

Asp

Thr

Gln

Pro

Thr
215

Phe

ser

GIn

val

55

ser

Gly

Met

His

Ala

135

Thr

Thr

val

cys

Gly

ser

200

Ile

Leu

Arg

val

40

His

val

Gln

ser

120

val

Cys

Pro

Cys

Ser

Ile

Leu

val

Thr

Ile

25

Leu

Pro

Ile

val

Leu

105

Leu

Lys

Tyr

Lys

Ala

72

Gly

0
Thr
Tyr

Ala

Leu
10

val
val
Gln
Leu
Phe
90

Leu
Met
val
Ala

Lys

Gln

Asp Ser Gly Gly

Ser

Thr

Ser

Gly

Ala

Trp

Leu

75

Gln

Lys

Leu

Met

ser

155

Leu

val

Trp

Lys

val

Gly

ser

val

60

Gly

val

Asn

Leu

Gly

GIn

His

Gly

val
205

Thr

Trp

Arg

45

Leu

Arg

Ser

Arg

Arg

Leu

Trp

cys

Pro

Ser
190

val

Trp

Glu

30

Gly

Thr

His

His

Phe

110

Leu

Pro

Gly

val

Gln

Pro
175
Glu

His

Ile

15

Cys

Arg

Ala

Ser

ser

95

Leu

ser

Thr

ser

Asp

Lys

Leu

Pro

Tyr

Gly

Glu

Ala

Ala

Leu

80

Phe

Arg

Glu

Gln

Ile

160

Leu

val



10

15

ES 2531967 T3

180

185 ' 190

Thr Lys Phe Met Leu Cys Ala Gly Arg Trp Thr Gly Gly Lys Ser Thr
195 200 205

Cys Ser val Ser His Pro Tyr Ser GlIn Asp Leu Glu Gly Lys Gly Glu
2

210

Trp Gly Pro
225
<210> 38
<211>104
<212>PRT
<213> Homo sapiens

<400> 38
Met Trp val Pro val val
1

Glu Arg Gly His Gly Trp
20

Cys GlIn g;a Glu Ala Leu

Arg Glu Leu Gly Ser Phe
50

Thr Pro Ser Pro Ser Ile
65 70

Pro Ala Pro Ser His Leu
85

Ala Pro Cys Ser Gln Leu
100

<210> 39

<211> 261

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 39
Met Trp val Pro val val
1

Ala Ala Pro Leu Ile Leu
20

Lys His Ser GIn Pro Trp
35

Phe

Gly

Ser

Leu

55

Leu

Pro

Leu

Phe

ser

Gln

220

Leu Thr Leu Ser val Thr Trp Ile Gly
10 15

Asp Ala Gly Glu Gly Ala Ser Pro Asp
25 30

Pro Pro Thr GIn His Pro Ser Pro Asp
40 45

Ser Leu Pro Ala Pro Leu GIn Ala His
60

Gln GIn Ser Ser Leu Pro His Gln val
75 80

GIn Asn Phe Leu Pro Ile Ala Gln Pro
90 95

Tyr

Leu Thr Leu Ser val Thr Trp Ile Gly
10 15
Arg Ile val Gly Gly Trp Glu Cys Glu
25 30

val Leu val Ala Ser Arg Gly Arg Ala
40 45

73



val Cys
50

His Cys
65

Phe His

Pro His

Pro Gly

Pro Ala
130

Glu Pro
145

Glu Pro

His val

Thr Lys

Cys Ser

210

Gly Ile

Ser Leu

Ile val

<210>40
<211>1729
<212> ADN

Gly

Ile

Pro

Pro

Ala

Glu

Ile

Phe

195

Gly

Thr

Tyr

Ala

<213> Homo sapiens

<400> 40

Gly

Arg

Glu

Leu

100

Asp

Leu

Leu

Glu

ser

180

Met

Asp

Ser

Thr

Asn
260

val

Asn

Asp

85

Tyr

ser

Thr

Gly

Phe

165

AsSn

Leu

ser

Trp

ES 2531967 T3

Leu

Lys

Thr

Asp

Ser

ASp

Thr

150

Leu

ASp

Cys

Gly

Gly

val

val

55

ser

Gly

Met

His

Ala

135

Thr

Thr

val

Ala

val

His

val

Gln

Ser

Cys

Pro

Cys

Glu

His

Pro

Ile

val

Leu

105

Leu

Lys

Tyr

Lys

Ala

185

Arg

Leu

Pro

Tyr

GlIn

Leu

Phe

90

Leu

Met

val

Ala

Lys

Gln

Trp

val

Cys

Arg

Trp

Leu

75

GlIn

Lys

Leu

Met

ser

155

Leu

val

Thr

Cys

Ala

235

Lys

val
60

Gly
val

Asn

Leu

Gly

Gln

His

Gly

Asn

220

Leu

Trp

Leu

Arg

ser

Arg

Arg

125

Leu

Trp

cys

Pro

Gly

Gly

Pro

Ile

Thr
His
His
Phe
110
Leu
Pro
Gly
val
GIn
190
LysS
val

Glu

Lys

Ala

ser

ser

95

Leu

ser

Thr

ser

175

LysS

Ser

Leu

Arg

Asp

Ala
Leu
80

Phe
Arg
Glu
Gln
Ile
160
Leu
val
Thr
Gln
Pro

240

Thr

aagtttccct tctcccagtc caagacccca aatcaccaca aaggacccaa tccccagact

caagatatgg tctgggcgct gtcttgtgtc tcctaccctg atccctgggt tcaactctgce

tcccagagca tgaagcctct ccaccagcac cagecaccaa cctgcaaacc tagggaagat

74

60
120
180



tgacagaatt
gttctctgec
ccagttcctc
ccctcatcct
aggtgcttgt
gggtcctcac
gcctgtttca
cgctctacga
acgacctcat
tggacctgcc
gcattgaacc
tttccaatga
ctggacgctg
gtaatggtgt
ggccttecct
ccaacccctg
ccaggccaag
gggttgctag
gtaattttgt
atttctctga
aagaggggtg
aagcactgag
aaaacataac
gagggagggt
ggaagctgat

atgatttcct
<210> 41
<211>719
<212> PRT

cccagecttt
cccgtgtctt
ctgtcaaccc
gtctcggatt
agcctctégt
agctacccac
tcctgaagac
tatgagcctc
gctgctccge
cacccaggag
agaggagttc
cgtgtgtgceg
gacagggggc
gcttcaaggt
gtacaccaag
agcaccccta
actcaggcct
gaaaagaaat
cctectctgtg
ggacacagat
ggatccacac
cagaagctgg
ccactctgtc
cttcctttgg
tcactatggg

agtagaactc

<213> Homo sapiens

<400> 41

Met Trp Asn Leu Leu His Glu Thr Asp Ser Ala val Ala Thr Ala Arg
1 5 15

Arg Pro Arg Trp Leu Cys Ala Gly Ala Leu val Leu Ala Gly Gly Phe
20 25 30

ES 2531967 T3

cccagctecce
ttcaaaccca
tgattcccct
gtgggaggct
ggcagggcag
tgcatcagga
acaggccagg
ctgaagaatc
ctgtcagagc
ccagcactgg
ttgaccccaa
caagttcacc
aaaagcacct
atcacgtcat
gtggtgcatt
tcaactccct
ccccagttct
cagcagacac
tcctggggaa
aggatggggt
tgagagagtg
aggcacaacg
ctggaggcac
catgggatgg
gggaggtgta

acagaaataa

cctgcccatg
catcctaaat
gatctagcac
gggagtgcga
tctgcggegg
acaaaagcgt
tatttcaggt
gattcctcag
ctgccgagcet
ggaccacctg
agaaacttca
ctcagaaggt
gctcgggtga
ggggcagtga
accggaagtg
attgtagtaa
actgaccttt
aggtgtagac
tactggccat
gtctgtgtta
gagagtgaca
caccagacac
tgggaagcct
ggatgaagta
ttgaagtcct
agagctgtta

75

tcccaggact
ccatctccta
cccctctgca
gaagcattcc
tgttctggtg
gatcttgctg
cagccacagc
gccaggtgat
cacggatgct
ctacgcctca
gtgtgtggac
gaccaagttc
ttctgggggc
accatgtgcc
gatcaaggac
acttggaacc
gtccttaggt
cagagtgttt
gcctggagac
tttgtggggt
tgtgctggac
tcacagcaag
agagaaggct
aggagaggga
ccagacaacc

tactgtgaa

cccagcecttg
tccgagtccc
ggtgctgcac
caaccctggc
cacccccagt
ggtcggcaca
ttcccacacc
gactccagcc
atgaaggtca
ggctggggea
ctccatgtta
atgctgtgtg
ccacttgtct
ctgcccgaaa
accatcgtgg
ttggaaatga
gtgaggtcca
cttaaatggt
atatcactca
acagagatga
actgtccatg
gatggagctg
gtgaaccaag
ctgaccccct

ctcagatttg

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1729



Phe

Ala

Leu

65

Pro

GlIn

TYyr

ser

Glu

145

Phe

val

Lys

Phe

val

225

Ser

Asn

Pro

Leu

Leu
Thr
50

LysS
His
Ser
ASp
Ile
130
Pro
Ser
Asn
Ile
Ar

210
Ile
Tyr
Ile

Ala

Pro
290

Leu

Asn

Ala

Leu

Gln

val

115

Ile

Pro

Ala

Tyr

Asn
195

g Gly

Leu

Pro

Leu

Asn

275

ser

Gly

Ile

Glu

Ala

Asn

Pro

Phe

Ala

180

Cys

Asn

Tyr

Asp

Asn

260

Glu

Ile

Phe

Thr

Asn

Gly

85

Lys

Leu

Glu

Pro

ser

165

Arg

Ser

Lys

Ser

Gly

Leu

Tyr

Pro

ES 2531967 T3

Leu

Pro

Ile

70

Thr

Glu

ser

Asp

Thr

Gly

val

230

Trp

Asn

Ala

val

Phe

Lys

55

Lys

Glu

Phe

Tyr

Gly

Tyr

Gln

Glu

Lys

Asn

Gly

Tyr

His
295

Gly

40

His

Lys

GlIn

Gly

Pro

120

Asn

Glu

Gly

Asp

Ile

200

Asn

Ala

Leu

Ala

Trp

Asn

Phe

ASn

Leu

105

Asn

Glu

Asn

Met

Phe

185

val

Ala

Asp

Pro

Gly

Arg

Ile

76

Phe

Met

Leu

Phe

90

Asp

Lys

Ile

val

Pro

170

Phe

Ile

Gln

Gly

Gly

Ile

Lys

TYyr

75

Gln

ser

Thr

Phe

ser

155

Glu

Lys

Ala

Leu

Phe

235

Gly

Pro

Ile

Tyr

Lys

Ala

60

Asn

Leu

val

His

Asn

140

Asp

Gly

Leu

Arg

Ala

220

Ala

Gly

Leu

Ala

Tyr
300

Ser

45

Phe

Phe

Ala

Glu

Pro

125

Thr

Ile

Asp

Glu

TYyr

205

Gly

Pro

val

Thr

Glu

285

Asp

Ser

Leu

Thr

Lys

Leu

110

Asn

Ser

val

Leu

Ala

Gly

GIn

Pro

270

Ala

Ala

Asn

Asp

Glin

GlIn

95

Ala

Tyr

Leu

Pro

val

175

ASp

Lys

Lys

val

Arg

255

Gly

val

Gln

Glu

Glu

Ile

80

Ile

His

Ile

Phe

Pro

160

Tyr

Met

val

Gly

Lys

Gly

Tyr

Gly

Lys



Leu

305

Gly

phe

Thr

Asp

Gly

Ser

Leu

Glu

Tyr

465

Leu

Trp

ser

Gly

Leu

ser

ser

Arg

Phe

Phe

Trp

Ile

450

Ccys

Lys

Thr

Lys

Ile

530

Phe

val

Glu

Leu

Thr

Ile

355

Tyr

Asp

Gly

Ala

Ala

435

Asn

Thr

ser

Lys

Leu

515

Ala

ser

Glu

Lys

Lys

Gln

340

Tyr

val

Pro

Thr

Ser

420

Glu

Ala

Pro

Pro

Lys

500

Gly

ser

Gly

Lys

Met

val

325

Lys

AsSn

Ile

Gin

Leu

405

Trp

Glu

ASp

Leu

ser

Gly

Tyr

Phe
565

ES 2531967 T3

Gly

310

Pro

val

val

Leu

ser

390

Lys

Asp

Asn

Ser

Met

470

Glu

Pro

Gly

Arg

Pro

550

Tyr

Gly

TYr

Lys

Ile

Gly

Gly

Lys

Ala

ser

ser

455

Tyr

Gly

ser

Asn

Ala

535

Leu

Asp

ser

Asn

Met

Ala

Glu

Glu

Arg

Ile

Ser

Phe

Pro

ASp

Arg

Tyr

Pro

Ala

val

His

345

Thr

His

Ala

Gly

Glu

Leu

Glu

Leu

Glu

Glu

505

Phe

Tyr

His

Met

77

Pro

Leu
Arg
val
Trp
410
Phe
Leu
Gly
val
Gly
490
Phe
Glu
Thr

Ser

Phe
570

Pro

315

Pro

His

Arg

Asp

val

395

Arg

Gly

Gln

AsSn

His

475

Lys

Ser

val

Lys

val

555

Lys

Asp

Gly

Ser

Gly

Ser

380

His

Pro

Leu

Glu

Tyr

460

Asn

Ser

Gly

Phe

AsSn

540

Tyr

Tyr

ser

Phe

Thr

Ala

365

Trp

Glu

Arg

Leu

Leu

Leu

Met

Phe

525

Trp

Glu

His

Ser

Thr

Asn

350

val

val

Ile

Arg

Gly

Gly

Leu

Thr

Tyr

Pro

510

Gln

Glu

Thr

Leu

Trp

Gly

Glu

Glu

Phe

val

Thr

415

ser

val

Arg

Lys

Glu

495

Arg

Arg

Thr

Tyr

Thr
575

Arg
320
Asn
val

Pro

Gly

Arg
400

‘Ile

Thr

Ala

val

Glu

480

Ser

Ile

Leu

Asn

Glu

560

val



Ala

Leu

Asp

Tyr

625

Glu

Lys

ser

Asp

Ala

Gln

Pro

Lys

610

Ser

Ile

His

Phe

Pro
690

Phe

val

Phe

595

Ile

val

Ala

val

Pro

675

Ser

Thr

AsSp

Tyr

Ser

Ser

Ile

660

Gly

Lys

val

Gly

Cys

Ser

Phe

Tyr

Ile

Ala

GlIn

ES 2531967 T3

Gly

Arg

Ile

630

Phe

Ala

Tyr

Trp

Ala

Met

Asp

ser

615

Ser

ser

Pro

Asp

val

Tyr

600

Met

Leu

Glu

Ser

Ala

680

Glu

Ala

Phe

585

Ala

Lys

Phe

Arg

ser

665

Leu

val

Glu

Glu
val
His
Ser
Leu
650
His
Phe

Lys

Thr

Leu

val

Pro

Ala

635

Gln

Asn

Asp

Arg

Leu

Ala

Leu

Gln

620

val

ASp

Lys

Ile

Gln

700

ser

Asn

605

Glu

LysS

Phe

Tyr

Glu

685

Ile

Glu

Ser

590

Lys

Met

Asn

Asp

Ala

670

Ser

Tyr

val

Ile

Tyr

Lys

Phe

Lys

Gly

Lys

val

Ala

val

Ala

Thr

Thr

640

ser

Glu

val

Ala

705
<210>42
<211> 2472
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400>42
ctggacccca

gattgagaga
aggcgegggt
accgactcgg
ctggcgggtg
gaagctacta
gagaacatca
caaaactttc
gttgagctag
atctcaataa
cctccaggat
ggaatgccag
ttggaacggg

ggtctggagc
gactttaccc
cccgggaggce
ctgtggccac
gcttctttct
acattactcc
agaagttctt
agcttgcaaa
cacattatga
ttaatgaaga
atgaaaatgt
agggcgatct

acatgaaaat

710

gaattccagc
cgccgtggtg
cggctctgct
cgcgegeege
cctcggettce
aaagcataat
atataatttt
gcaaattcaa
tgtcctgttg
tggaaatgag
ttcggatatt
agtgtatgtt

caattgctct

ctgcagggct
gttggagggc
cgcgccgaga
ccgcgetgge
ctcttcgggt
atgaaagcat
acacagatac
tcccagtgga
tcctacccaa
attttcaaca
gtaccacctt
aactatgcac

gggaaaattg

78

715

gataagcgag
gcgcagtaga
tgtggaatct
tgtgcgctgg
ggtttataaa
ttttggatga
cacatttagc
aagaatttgg
ataagactca
catcattatt
tcagtgcttt

gaactgaaga

_taattgccag

gcattagtga
gcagcagcac
ccttcacgaa
ggcgctggtg
atcctccaat
attgaaagct
aggaacagaa
cctggattct
tcccaactac
tgaaccacct
ctctcctcaa
cttctttaaa

atatgggaaa

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



gttttcagag
tactccgacc
cttcctggag
ctcacaccag
ggtcttccaa
aaaatgggtg
aatgttggac
tctaccaatg
ccagacagat
cctcagagtg
gaagggtgga
cttcttggtt
gcttatatta
ccgctgatgt
tttgaaggca
ggcatgccca
cttggaattg
ggctatccac
ccaatgttta
gccaattcca
gctgacaaaa
tcatttgatt
gagagactcc
aagtatgcag
gtggaccctt
gtgcaggcag
tattgaattt
aaaattggta

aaaaaaaaaa
<210>43
<211>719
<212> PRT

gaaataaggt
ctgctgacta
gtggtgtcca
gttacccagc
gtattcctgt
gctcagcacc
ctggctttac
aagtgacaag
atgtcattct
gagcagctgt
gacctagaag
ctactgagtg
atgctgactc
acagcttggt
aatctcttta
ggataagcaa
cttcaggcag
tgtatcacag
aatatcacct
tagtgctccc
tctacagtat
cactttrttc
aggactttga
gggagtcatt
ccaaggcctg
ctgcagagac
gtgtggtatg
tatttgaaat

aa

<213> Homo sapiens

<400>43

Met Trp Asn Leu

ES 2531967 T3

taaaaatgcc
ctttgctcct
gcgtggaaat
aaatgaatat
tcatccaatt
accagatagc
tggaaacttt
aatttacaat
gggaggtcac
tgttcatgaa
aacaattttg
ggcagaggag
atctatagaa
acacaaccta
tgaaagttgg
attgggatct
agcacggtat
tgtctatgaa
cactgtggcc
ttttgattgt
ttctatgaaa
tgcagtaaag
caaaagcaag
cccaggaatt
gggagaagtg
tttgagtgaa
tcactcagaa

aaagttgaat

cagctggcag
ggggtgaagt
atcctaaatc
gcttataggc
ggatactatg
agctggagag
tctacacaaa
gtgataggta
cgggactcat
attgtgagga
tttgcaagct
aattcaagac
ggaaactaca
acaaaagagc
actaaaaaaa
ggaaatgatt
actaaaaatt
acatatgagt
caggttcgag
cgagattatg
catccacagg
aattttacag
catgtcatct
tatgatgctc
aagagacaga
gtagcctaag
agaatcgtaa

attatatata

gggccaaagg
cctatccaga
tgaatggtgc
gtggaattgc
atgcacagaa
gaagtctcaa
aagtcaagat
ctctcagagg
gggtgtttgg
gctttggaac
gggatgcaga
tccttcaaga
ctctgagagt
tgaaaagccc
gtccttecec
ttgaggtgtt
gggaaacaaa
tggtggaaaa
gagggatggt
ctgtagtttt
aaatgaagac
aaattgcttc
atgctccaag
tgtttgatat
tttatgttgce
aggattcttt
tgggtatatt

daaddadaada

agtcattctc
tggttggaat
aggagaccct
agaggctgtt
gctcctagaa
agtgccctac
gcacatccac
agcagtggaa
tggtattgac
actgaaaaag
agaatttggt
gcgtggegtg
tgattgtaca
tgatgaaggc
agagttcagt
cttccaacga
caaattcagc
gttttatgat
gtttgagcta
aagaaagtat
atacagtgta
caagttcagt
cagccacaac
tgaaagcaaa
agccttcaca
agagaatccg
gataaatttt

dddaaadaadaa

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2472

Leu His Glu Thr Asp Ser Ala val Ala Thr Ala Arg

79



Arg
Phe
Ala
Leu
65

Pro
Gln
Tyr
Ser
Glu
145
Phe
val
Lys
Phe
val
225
Ser
AsSn

Pro

Pro

Leu

Thr

50

Lys

His

ser

Asp

Ile

130

Pro

Ser

Asn

Ile

Arg

210

Ile

Tyr

Ile

Ala

Arg

Leu

35

Asn

Ala

Leu

GIn

val

115

Ile

Pro

Ala

Tyr

Asn

195

Gly

Leu

Pro

Leu

ASn

Trp

20

Gly

Ile

Glu

Ala

100

Leu

Asn

Pro

Phe

Ala

180

Cys

Asn

Tyr

Asp

AsSn

260

Glu

Leu

Phe

Thr

Asn

Gly

85

Lys

Leu

Glu

Pro

Ser

165

Arg

Ser

Lys

Ser

Gly

Leu

Tyr

ES 2531967 T3

Cys

Leu

Pro

Ile

70

Thr

Glu

ser

Asp

Thr

Gly

val

AsSn

Ala

Ala

pPhe

Lys

Lys

Glu

Phe

Tyr

Gly

Tyr

Gln

Glu

Lys

Lys

Pro

AsSn

Gly

Tyr

Gly

Gly

40

His

Lys

Gln

Gly

Pro

120

Asn

Glu

Gly

ASp

Ile

200

Asn

Ala

Leu

Ala

Arg

Ala

25

Trp

Asn

Phe

Asn

Leu

105

Asn

Glu

Asn

Met

Phe

185

val

Ala

Asp

Pro

80

10°
Leu
Phe
Met
Leu
Phe
90

ASD
Lys
Ile
val
Pro
170
Phe
Ile
Gln
Tyr
Gly

ASp

Gly

val

Ile

Lys

Tyr

75

Gln

Ser

Thr

Phe

Ser

155

Glu

Lys

Ala

Leu

Phe

235

Gly

Pro

Ile

Leu

Lys

Ala

60

AsSn

Leu

val

His

Asn

140

Asp

Gly

Leu

Arg

Ala

220

Ala

Gly

Leu

Ala

Ala

ser

45

Phe

Phe

Ala

Glu

Pro

125

Thr

Ile

ASp

Glu

Tyr

205

Gly

Pro

val

Thr

Glu

Gly

30

ser

Leu

Thr

Lys

Leu

110

Asn

Ser

val

Leu

190

Gly

Ala

Gly

GlIn

Pro

270

Ala

15

Gly

Asn

Asp

Gln

Gln

95

Ala

Tyr

Leu

Pro

val

175

ASp

Lys

Lys

val

Arg

Gly

val

Phe

Glu

Glu

Ile

80

Ile

His

Ile

Phe

Pro

160

Tyr

Met

val

Gly

Tyr

Gly



Leu

Leu

305

Gly

Phe

Thr

Asp

Gly

Sser

Leu

Glu

Tyr

465

Leu

Trp

ser

Gly

Lys

Pro
290
Leu
ser
ser
Arg
Arg
370
Ile
Phe
Phe
Trp
Ile
450
Cys
Lys
Thr
Lys
Ile

530

Phe

275

Ser

Glu

Leu

Thr

Ile

355

Tyr

Asp

Gly

Ala

Ala

435

Asn

Thr

Ser

Lys

Leu

515

Ala

ser

Ile

LysS

Lys

GlIn

340

Tyr

val

Pro

Thr

Ser

420

Glu

Ala

Pro

Pro

LyS

500

Gly

ser

Gly

Pro

Met

val

325

Lys

Asn

Ile

Gln

Leu

405

Trp

Glu

ASp

Leu

Asp

Ser

ser

Gly

Tyr

ES 2531967 T3

val

Gly

Pro

val

val

Leu

ser

390

Lys

AsSp

Asn

ser

Met

470

Glu

Pro

Gly

Arg

Pro

His

295

Gly

Tyr

Lys

Ile

Gly

Gly

Lys

Ala

Ser

Ser

455

Tyr

Gly

Ser

Asn

Ala

535

Leu

280

Pro

ser

Asn

Met

Gly

Gly

Ala

Glu

Glu

Arg

Ile

Ser

Phe

Pro

Asp

520

Arg

Tyr

Ile

Ala

val

His

345

Thr

His

Ala

Gly

Glu

Leu

Glu

Leu

Glu

Glu

505

Phe

TYyr

His

81

Gly

Pro

Leu
Arg
val
Trp
410
Phe
Leu
Gly
v§1
Gly
Phe
Glu

Thr

ser

Tyr

Pro

315

Pro

His

Arg

Asp

val

395

Arg

Gly

Gln

Asn

His

475

Lys

Ser

val

LyS

val

TyYyr

300

Asp

Gly

ser

Gly

Ser

380

His

Pro

Leu

‘Glu

Tyr
460
Asn
Ser
Gly
Phe
ASn
540

Tyr

285

Asp

ser

Phe

Thr

Ala

365

Trp

Glu

Arg

Leu

Arg

445

Thr

Leu

Leu

Met

Phe

525

Trp

Glu

Ala

ser

Thr

Asn

350

val

val

Ile

Arg

Gly

Gly

Leu

Thr

Tyr

Pro

510

Gln

Glu

Thr

Gln

Trp

Gly

Glu

Glu

Phe

val

Thr

415

ser

val

Arg

Lys

Glu

495

Arg

Arg

Thr

Tyr

val

Pro

Gly

Arg

400

Ile

Thr

Ala

val

Glu

480

Ser

Ile

Leu

Asn

Glu



545

Leu val
Ala GlIn
Leu Pro

Asp LyS
610

Tyr ser
625

Glu Ile
Lys His
ser Phe

AsSp Pro
690

Ala Phe
705

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

<400>
Met Trp
1

Arg Pro
Phe Leu

Ala Thr
50

Leu Lys
65

Glu
val
Phe
595
Ile
val
Ala
val
Pro
675
ser

Thr

44
750
PRT
Homo

44
AsSn
Arg
Leu
35
Asn

Ala

Asp

TYyr

ser

ser

Ile

660

Gly

Lys

val

Phe
565
cys
Ser
Phe
Lys
645
Tyr
Ile

Ala

Gln

sapiens

Leu
Trp
20

Gly
Ile

Glu

Leu
5

Leu
Phe
Thr

Asn

ES 2531967 T3

550

Tyr

Gly

Arg

Ile

Ala

Tyr

Trp

Ala
710

His

Cys

Leu

Pro

Ile
70

Asp
Met
Asp
Sevr‘
615
ser
Ser
Pro
Asp

Gly

Ala

Glu
Ala

Phe

Pro

val

Tyr

Met

Leu

Glu

ser

Ala

680

Glu

Ala

Thr
Gly
Gly
40

His

Lys

Met

Phe

585

Ala

Lys

Phe

Arg

ser

665

Leu

val

Glu

Asp

Ala

25

Trp

Asn

phe

82

" 555

Phe
570

Glu

val

His

ser

Leu

650

His

Phe

Lys

Thr

Ser

10

Leu

Phe

Met

Leu

Lys

Leu

val

Pro

Ala

635

Gln

Asn

Asp

Arg

Leu
715

Ala

val

Ile

Lys

Tyr

Tyr

Ala

Leu

Gln

620

val

Asp

Lys

Ile

Gln

700

ser

val

Leu

Lys

Ala

60

ASn

His

Asn

Lys

Phe

Tyr

Glu

685

Ile

Glu

Ala

Ala

ser

45

Phe

Phe

Leu

ser

590

Lys

Met

AsSn

Asp

Ala

670

ser

Tyr

val

Thr

Gly

30

ser

Leu

Thr

Thr

575

Ile

Tyr

Lys

Phe

Lys

655

Gly

Lys

val

Ala

Ala
15

Gly
AsSn

Asp

Gln

560

val

val

Ala

Thr

Thr

640

Ser

Glu

val

Ala

Arg

Phe

Glu

Glu

Ile
80



Pro

GlIn

TYyr

ser

Glu

145

Phe

val

Lys

Phe

val

225

Ser

Asn

Pro

Leu

Leu

305

Gly

Phe

His

Ser

ASp

Ile

130

Pro

Ser

Asn

Ile

Arg

210

Ile

Tyr

Ile

Ala

Pro

290

Leu

ser

ser

Leu

Gln

val

115

Ile

Pro

Ala

Tyr

Asn

195

Gly

Leu

Pro

Leu

Asn

275

Ser

Glu

Leu

Thr

Ala

Asn

Pro

Phe

Ala

180

cys

Asn

Tyr

Asp

Asn

260

Glu

Ile

Lys

Lys

GIn
340

Gly

85

Lys

Leu

Glu

Pro

ser

165

Arg

ser

Lys

ser

Gly

Leu

Tyr

Pro

Met

val

325

Lys
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Thr

Glu

ser

Asp

Thr

Gly

val

Asp

230

Trp

AsSn

Ala

val

Gly

Pro

val

Glu

Phe

Tyr

Gly

Tyr

Gln

Glu

Lys

Lys

215

Pro

Asn

Gly

Tyr

His

295

Gly

Tyr

Lys

GIn Asn
Gly Leu

105

Pro Asn
120

Asn Glu
Glu Asn
Gly Met
Asp Phe

185

Ile val

200

Asn Ala

Ala Asp

Leu Pro

Ala Gly

Arg Arg

Pro Ile

Ser Ala

Asn val

Met His
345

83

Phe

90

ASp

Lys

Ile

val

Pro

170

Phe

Ile

Gln

Gly

Pro

GIn

Ser

Thr

Phe

ser

155

Glu

Lys

Ala

Leu

Phe

235

Gly

Pro

Ile

Tyr

Pro

315

Pro

His

Leu

val

His

Asn

140

Asp

Gly

Leu

Arg

Ala

220

Ala

Gly

Leu

Ala

Tyr

300

Asp

Gly

ser

Ala

Glu

Pro

125

Thr

Ile

Asp

Glu

Tyr

205

Gly

Pro

val

Thr

Glu

285

Asp

Ser

Phe

Thr

Lys

Leu

110

Asn

ser

val

Leu

Gly

Ala

Gly

Gln

Pro

270

Ala

Ala

Ser

Thr

Asn
350

Gln

95

Ala

Tyr

Leu

Pro

val

175

Asp

Lys

Lys

val

Arg

255

Gly

val

Gln

Trp

Gly

Glu

Ile

His

Phe

Pro

160

Tyr

Met

val

Gly

240

Gly

Tyr

Gly

Lys

val



Thr

Asp

Gly

ser

Leu

Glu

Tyr

465

Leu

Trp

Ser

Gly

545

Leu

Ala

Leu

Asp

Arg

Arg

370

Ile

Phe

Phe

Trp

Ile

450

Ccys

Lys

Thr

Lys

Ile

530

Phe

val

GlIn

Pro

610

Ile
355
Tyr
Asp
Gly
Ala
Ala
435
Asn
Thr
Ser
Lys
Leu
515
Ala
Ser
Glu
val
Phe

595

Ile

ES 2531967 T3

Tyr Asn val

val
Pfo
Thr
Ser
420
Glu
Ala

Pro

Pro

ser
Gly
Lys
580
Asp

Tyr

Ile

Gln

Leu

405

Trp

Glu

Asp

Leu

Ser

Gly

Tyr

Phe

565

Gly

cys

ser

Leu

Ser

390

Lys

Asp

Asn

ser

Met

470

Glu

Pro

Gly

Arg

Pro

550

TYyr

Gly

Arg

Ile

Ile

Gly

Gly

Lys

Ala

Ser

ser

455

Tyr

Gly

Ser

Asn

Ala

Leu

Asp

Met

Asp

ser
615

Gly

Gly

Ala

Glu

Glu

ser

Phe

Pro

Asp

Arg

Tyr

Pro

val

Thr

His

Ala

Gly

Glu

425

Leu

Glu

Leu

Glu

Glu

505

Phe

Tyr

His

Met

Phe

585

Ala

Lys

84

Leu

Arg

val

Leu

Gly

val

Glu

Thr

Ser

Phe

570

Glu

val

His

Arg

Asp

val

395

Arg

Gly

GIn

Asn

His

475

Lys

ser

val

Lys

val

555

Lys

Leu

val

Pro

Gly

ser

380

His

Pro

Leu

Glu

Tyr

460

Asn

ser

Gly

Phe

AsSn

540

Tyr

Tyr

Ala

Leu

Gln
620

Ala

365

Trp

Glu

Arg

Leu

Leu

Leu

Met

Phe

525

Trp

Glu

His

Asn

Arg

605

Glu

val

val

Ile

Arg

Leu

Thr

Tyr

Pro

510

GIn

Glu

Thr

Leu

ser

590

Lys

Met

Glu

Phe

val

Thr

415

ser

val

Arg

Lys

Glu

495

Arg

Arg

Thr

Tyr

Thr

575

Ile

Tyr

Lys

Pro
Gly
400
Ile
Thr
Ala
val
Glu

480

ser

Leu
Asn
Glu
560
val
val

Ala

Thr



Tyr

Glu

Asn

Arg

His

Phe

705

Pro

Phe

<210>45
<211>671
<212> PRT

Ser

Ile

Pro

Ala

val

690

Pro

Ser

Thr

val

Ala

Ile

Phe

675

Ile

Gly

Lys

val

<213> Homo sapiens

<400> 45
Ile
1
Ile
His
Ile
Phe
65

Pro

Tyr

Pro

Gln

Tyr

Ser

50

Glu

Phe

val

His
ser
ASp
35

Ile
Pro

Ser_

Asn

ser

ser

val

660

Ile

Tyr

Ile

Ala

Gln
740

Leu

Glin

20

val

Ile

Pro

Ala

Tyr
100

Phe

Lys

645

Leu

ASp

Ala

Tyr

Trp

Ala

Ala

Trp

Leu

Asn

Pro

Phe

85

Ala
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630

Phe

Arg

Pro

Pro

Asp

710

Gly

Ala

Gly

Lys

Leu

Glu

Pro

70

Ser

Arg

Ser

Ser

Met

Leu

ser

695

Ala

Glu

Ala

Thr

Glu

ser

Asp

55

Gly

Pro

Thr

Leu

Glu

Met

Gly

ser

Leu

val

Glu

Glu

Phe

Tyr

40

Gly

Tyr

GlIn

Glu

Phe

Arg

Asn

665

Leu

His

Phe

Lys

Thr
745

Gln

Gly

25

Pro

AsSn

Glu

Gly

105

85

Ser

Leu

650

ASp

Pro

AsSn

Asp

Arg

Leu

Asn

10

Leu

Asn

Glu

Asn

Met

90

Phe

Ala

635

Gln

Gln

Asp

Lys

Ile

715

Gln

ser

Phe

Asp

Lys

Ile

val

75

Pro

Phe

val
ASp
Leu
Arg
TYr
700
Glu

Ile

Glu

GIn
ser
Thr
Phe
60

Ser

Glu

Lys

Lys

Phe

Met

Pro

685

Ala

ser

Tyr

val

Leu

val

His

45

Asn

Asp

Gly

Leu

Asn

AsSp

Phe

670

Phe

Gly

Lys

val

Ala
750

Ala

Glu

30

Pro

Thr

Ile

Asp

Glu
110

Phe

Tyr

Glu

val

Ala
735

Asn

ser

val

Leu

95

Arg

Thr

640

Ser

Glu

Arg

ser

Gln

Ala

Tyr

Leu

Pro

80

val

Asp



Met

val

Gly

Lys

Gly

Tyr

Gly

Lys

225

Arg

Asn

val

Pro

Gly

Arg

Ile

Thr

Ala

Lys

Phe

130

val

ser

Asn

Pro

Leu

210

Leu

Gly

Phe

Thr

Asp

290

Gly

Ser

Leu

Glu

Tyr
370

Ile

115

Arg

Ile

Tyr

Ile

Ala

195

Pro

Leu

Ser

Ser

Arg

Arg

Ile

Phe

Phe

Trp

355

Ile

ASn
Gly
Leu
Pro
Leu
180
Asn
ser
Glu
Leu
Thr
260
Ile
Tyr
Asp
Gly
Ala
340

Ala

Asn

Cys

Asn

Tyr

Glu

Ile

Lys

Lys

245

Gln

Tyr

val

Pro

Thr

325

Ser

Glu

Ala

ES 2531967 T3

Ser

Lys

Ser

150

Gly

Leu

Tyr

Pro

Met

230

val

Lys

Asn

Ile

Gln

310

Leu

Trp

Glu

Asp

Gly

val

135

Asp

Trp

Asn

Ala

val

215

Gly

Pro

val

val

Leu

295

Ser

Lys

Asp

Asn

ser
375

Lys
120
Lys
Pro
Asn
Gly
Tyr
200
His
Gly
Tyr
Lys
Ile
280
Gly
Gly
Lys
Ala
Ser

360

ser

Ile

ASn

Ala

Leu

Ala

185

Arg

Pro

Ser

Asn

Met

265

Gly

Gly

Ala

Glu

Glu

345

Arg

Ile

86

val

Ala

ASp

Pro

170

Gly

Arg

Ile

Ala

val

250

His

Thr

His

Ala

Leu

Glu

Ile

Gln

Tyr

155

Gly

Asp

Gly

Gly

Pro

235

Gly

Ile

Leu

Arg

val

315

Trp

Phe

Leu

Gly

Ala

Leu

140

Phe

Gly

Pro

Ile

Tyr

220

Pro

Pro

His

Arg

300

val

Arg

Gly

GIn

Asn
380

Arg

125

Ala

Ala

Gly

Leu

Ala

205

Tyr

Asp

Gly

Ser

Gly

Ser

His

Pro

Leu

Glu

365

Tyr

Tyr

Gly

Pro

val

Thr

190

Glu

Asp

ser

Phe

Thr

270

Ala

Trp

Glu

Arg

Leu

350

Arg

Thr

Gly
Ala
Gly
Gln
175
Pro
Ala
Ala
Ser
Thr
255
Asn
val
val
Ile
Arg

335

Gly

Gly

Leu

Lys

Lys

val

160

Arg

Gly

val

GlIn

Phe

val

320

Thr

Ser

val

Arg



val

385

Glu

Ser

Ile

Leu

AsSn

465

Glu

val

val

Ala

Thr

545

Thr

ser

Glu

Arg

ser
625

Asp

Leu

Trp

ser

Gly

Lys

Leu

Ala

Leu

ASp

530

Tyr

Glu

Asn

Arg

His

610

Phe

Cys

Lys

Thr

Lys

Ile

Phe

val

Gln

Pro

515

Lys

ser

Ile

Pro

Ala

595

val

Pro

Thr

Ser

Lys

420

Leu

Ala

Ser

Glu

val

500

Phe

Ile

val

Ala

Ile

580

Phe

Ile

G1y'

Pro

Pro

405

Lys

Gly

Ser

Gly

Lys

485

Arg

Asp

Tyr

ser

ser

565

val

Ile

Tyr

Ile

Asp Pro Ser Lys Ala

645
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Leu

390

Asp

Ser

ser

Gly

TYyr

470

Phe

Gly

cys

ser

Phe

550

Lys

Leu

Asp

Ala

Tyr
630

Met

Glu

Pro

Gly

Arg

Pro

Tyr

Gly

Arg

Ile

535

Asp

Phe

Arg

Pro

Pro

615

AsSp

Tyr

Gly

Ser

Asn

440

Ala

Leu

ASp

Met

Ser

Phe

Pro

425

Asp

Arg

Tyr

Pro

val

505

Tyr

520

ser

Ser

ser

Met

Leu
600

Ser

Ala

Met

Leu

Glu

Met

585

Gly

Ser

Leu

Leu

Glu

410

Glu

Phe

Tyr

His

Met

490

Phe

Ala

Lys

Phe

570

Asn

Leu

His

Phe

val

395

Gly

Phe

Glu

Thr

ser

475

Phe

val

His

ser

555

Leu

Asp

Pro

AsSn

Asp
635

His

Lys

ser

val

Lys

Leu

val

Pro

540

Ala

Gln

Gln

Asp

Asn

Ser

Gly

Phe

445

Asn

Tyr

Tyr

Ala

Leu

525

Gln

val

ASp

Leu

Arg

605

TYyr

Glu

Leu

Leu

Met

430

Phe

Trp

Glu

His

Asn

510

Arg

Glu

Lys

Phe

Met

590

Pro

Ala

Ser

Thr

TYyr

415

Pro

Gln

Glu

Thr

Leu

495

ser

Lys

Met

Asn

ASp

Phe

Phe

Gly

Lys

Trp Gly Glu val Lys Arg GIn Ile Tyr val

650

655

Lys

400

Glu

Arg

Arg

Thr

Tyr

Thr

Ile

Tyr

Lys

Phe

560

Lys

Leu

Tyr

Glu

val

640

Ala

Ala pPhe Thr val Gln Ala Ala Ala Glu Thr Leu Ser Glu val Ala
660 665 670

<210> 46
<211> 31
<212> ADN

<213> Artificial

87
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<220>
<223>sintetizado quimicamente

<400> 46
ggggtctaga cctcctttga ttagtatattc 31

<210> 47
<211>45
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sintetizado quimicamente

<400> 47
atcttcgcta tetgtcgecg cggegegtgce ttcagtttgt tgcgec45b

<210>48
<211>45
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223>sintetizado quimicamente

<400>48
gcgcaacaaa ctgaagcagc ggccgeggeg acagatagoeg aagat

<210>49
<211>42
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223>sintetizado quimicamente

<400> 49
tgtaggtgta tctccatget cgagagcetag gegatcaatt tc 42

<210>50
<211>42
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223>sintetizado quimicamente

<400> 50
ggaattgatc gcctagcetct cgagcatgga gatacaccta ca

<210> 51
<211>42
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223>sintetizado quimicamente

<400> 51
aaacggattt atttagatcc cgggttatgg tttctgagaa ca 42

88

45

42
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<210> 52
<211>42
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223>sintetizado quimicamente

<400> 52
tgtictcaga aaccataacc cgggatctaa ataaatccgt tt

<210> 53
<211>28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223>sintetizado quimicamente

<400> 53
gggggtcgac cagctctict tggtgaag 28

<210> 54
<211>680
<212>PRT
<213> Artificial

<220>
<223>sintetizado quimicamente

<400> 54

l\lnet Lys Lys ITle Met Leu val Phe
» 5

Pro Ile Ala GIn GIn Thr Glu Ala

20

Glu Asn Ser Ile Ser Ser Met Ala

35 ' 40

Pro Lys Thr Pro ITe Glu Lys Lys

50 : 55

65

Asp Ala val Thr Asn val Pro Pro

85

Glu Tyr Ile val val Glu Lys Lys

Ile GIln Gly Leu Asp ;yr Asn Lys
0

Ile

Lys

Pro

His

Asn

Arg

Lys

89

Thr

10

Asp

Pro

Ala

AsSn

42

Leu

Ala

Ala

AsSp

val

75

Gly

Ser

Ile

Ser

Ser

Glu

60

Leu

Tyr

Ile

Leu

Ala

Pro

45

Ile

val

Lys

Asn

val

Phe

30

Pro

Asp

TYyr

Asp

Gln

ser

15

Asn

Ala

Lys

His

Gly

95

Asn

Leu

Lys

ser

Tyr

Gly

80

Asn

Asn



Ala

Ala

Leu

145

Met

Asn

Tyr

Glu

Phe

225

Glu

Asn

Ala

Pro

Ile

Lys

Ile

Asp

Leu

130

Pro

Thr

val

Ala

Met

210

Lys

Gly

val

val

Pro

290

Leu

Ala

Ile

ASp

Leu

Ile

115

val

val

Asn

Asn

Gln

195

Ala

Ala

Lys

Asn

Thr

275

Ala

ser

val

Lys

Glu

Lys

100

Gln

Lys

Lys

Gln

Asn

180

Ala

Tyr

val

Met

val

260

Lys

Tyr

Thr

ser

Asn

340

val

Lys

val

Ala

Arg

Tyr

Ser

Asn

Gln

245

Asn

Glu

Ile

Asn

Gly

ser

Gln

Gly

ES 2531967 T3

val

Asn

150

Asn

val

Pro

Glu

Asn

230

Glu

Glu

Gln

ser

ser

310

Lys

Ser

Ile

Ala

AsSn

Ser

135

Ser

Lys

Asn

Asn

Ser

215

Ser

Glu

Pro

Leu

Ser

295

His

ser

Phe

Ile

Thr

Ala

120

Glu

Leu

Ile

Thr

val

200

Gln

Leu

val

Thr

GIn

280

val

Ser

val

Lys

ASp

360

Phe

105

Ile

Leu

Thr

val

Leu

185

ser

Leu

ASn

Ile

Ala

Thr

ser

Ala

345

Gly

Asn

90

Ser

val

Leu

val

170

val

Ala

Ile

val

Ser

250

Pro

Leu

Tyr

Lys

Asn

Arg

Ser

Glu

Ser

155

Lys

Glu

Lys

Ala

ASn

235

Phe

Ser

Gly

Gly

val

315

Asp

Ile

Leu

Glu

Leu

Asn

140

Ile

Asn

Arg

Ile

Lys

Phe

Lys

Arg

val

Lys

val

Tyr

Gly

Thr

Thr

125

Gln

ASp

Ala

Trp

Asp

205

Phe

Gly

GlIn

Phe

Asn

285

Gln

Ala

Glu

Gly

365

Pro

110

Tyr

Pro

Leu

Thr

Asn

190

Tyr

Gly

Ala

Ile

Phe

270

Ala

val

Ala

Leu

Gly

Leu

Gly

Pro

Asp

Pro

Lys

Glu

Asp

Thr

Ile

Tyr

255

Gly

Glu

Tyr

Phe

Thr

335

ser

Arg

val

Gly
val
Gly
160
ser
Lys
Asp
Ala
Ser
240
Tyr
Lys
Asn
Leu
Asp
3

Asn
Ala

Asp

Pro



Ile
385
Lys
Gly

Ile

Glu

His

His

Phe

Leu

545

Pro

Gly

val

Gln

370

Ala

Asn

Lys

Ser

450

Arg

Ala

Ser

ser

Leu

530

Ser

Thr

ser

Asp

Lys

610

ser

Leu

ES 2531967 T3

Tyr Thr Thr Asn

Asn

Ile

Trp

Glu

Ala

Ala

Leu

Phe

515

Arg

Glu

Gln

Ile

Leu

595

val

Thr

GIn

Ser

Asn

420

Asp

Lys

val

His

Phe

500

Pro

Pro

Pro

Glu

Glu

580

His

Thr

Cys

Gly

Glu

405

Ile

Glu

His

cys

Cys

485

His

His

Gly

Ala

Pro

565

Pro

val

Lys

Ser

Ile

390

Tyr

Asp

val

Ser

Gly

Ile

Pro

Pro

Asp

Glu

550

Ala

Glu

Ile

Phe

Gly

Thr

375

Phe

Ile

His

Asn

Gln

455

Gly

Arg

Glu

Leu

Asp

535

Leu

Leu

Glu

Ser

Met

615

Asp

Ser

Leu

Glu

Ser

Tyr

440

Pro

val

Asn

Asp

Tyr

520

ser

Thr

Gly

Phe

Asn

600

Leu

Ser

Trp

Lys

Thr

Gly

AsSp

Trp

Leu

Lys

Thr

505

ASp

ser

Asp

Thr

Leu

585

Asp

cys

Gly

Gly

91

Asp

Thr

410

Gly

Leu

Gln

val

ser

490

Gly

met

His

Ala

Thr

570

Thr

val

Ala

Gly

ser

AsSn

395

ser

Tyr

Glu

val

His

475

val

Gln

ser

ASp

val

555

Cys

Pro

Cys

Gly

Pro

635

Glu

380

Glu

Lys

val

Ile

Leu

460

Pro

Ile

val

Leu

Leu

540

Lys

TYyr

Lys

Ala

Pro

Leu

Ala

Ala

val

445

val

Gln

Leu

Phe

Leu

525

Met

val

Ala

Lys

Gln

605

Trp

val

cys

Ala

Tyr

Gln

430

Gly

Ala

Trp

Leu

Gln

510

Lys

Leu

Met

Ser

Leu

590

val

Thr

Cys

Ala

val

Thr

415

Phe

Gly

Ser

val

Gly

val

ASn

Leu

Asp

Gly

GIn

His

Gly

TYyr

Leu

Ile

400

Asp

Asn

Trp

Arg

Leu

480

Arg

Ser

Arg

Arg

Leu

560

Trp

‘cys

Pro

Gly

Gly

Pro



10

Glu Arg Pro Ser Leu Tyr Thr Lys val val His Tyr Arg Lys Trp Ile
660 665 670
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645

Lys Asp Thr Ile val Ala Asn
675

<210>55
<211> 13294
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223>sintetizado quimicamente

<400> 55
aattccggat

tgcttatttt
taggtacatt
atatcaacgg
aatctcgata
gaacctctta
gtatcaacag
tattcggege
tttttgaggt
cggggtggtg
gcttactatg
aggctgcacc
ctgactcgcet
gagatttcct
gccgtttttc
gtggtggcga
cgtgcgetct
tttgtctcat
gtatgcacga
agtccaaccc
gaggagttag
gactgcgctc
gaaaaaccgc

aaacgatctc

gagcattcat
tctttacggt
gagcaactga
tggtatatcc
actcaaaaaa
cgtgccgatc
ggacaccagg
aaagtgcgtc
gctccagtgg
cgtaacggca
ttggcactga
ggtgcgtcag
acgctcggtc
ggaagatgcc
cataggctcc
aacccgacag
cctgttcctg
tccacgectg
accccecgtt
ggaaagacat
tcttgaagtc
ctccaagcca
cctgcaaggce

aagaagatca

caggcgggca
ctttaaaaag
ctgaaatgcc
agtgattttt
tacgcccggt
aacgtctcat
atttatttat
gggtgatgct
cttctgtttc
aaagcaccgc
tgagggtgtc
cagaatatgt
gttcgactgce
aggaagatac
gcccecectga
gactataaag
cctttcggtt
acactcagtt
cagtccgacc
gcaaaagcac
atgcgeeggt
gttacctcgg
ggttttttcg

tcttattaat

650

Pro
680

agaatgtgaa
gccgtaatat
tcaaaatgtt
ttctccattt
agtgatctta
tttcgccaaa
tctgcgaagt
gccaacttac
tatcagctgt
cggacatcag
agtgaagtgc
gatacaggat
ggcgagcgga
ttaacaggga
caagcatcac
ataccaggcg
taccggtgtc
ccgggtaggce
gctgcgcctt
cactggcagc
taaggctaaa
ttcaaagagt
ttttcagagc

cagataaaat

92

taaaggccgg
ccagctgaac
ctttacgatg
tagcttcctt
tttcattatg
agttggccca
gatcttccgt
tgatttagtg
ccctcctgtt
cgctagcgga
ttcatgtggc
atattccgct
aatggcttac
agtgagaggg
gaaatctgac
tttccccectg
attccgctgt
agttcgctcc
atccggtaac
agccactggt
ctgaaaggac
tggtagctca
aagagattac

atttctagcc

655

ataaaacttg
ggtctggtta
ccattgggat
agctcctgaa
gtgaaagttg
gggcttcccg
cacaggtatt
tatgatggtg
cagctactga
gtgtatactg
aggagaaaaa
tcctcgetca
gaacggggcg
ccgcggcaaa
gctcaaatca
gcggctccct
tatggccecgeg
aagctggact
tatcgtcttg
aattgattta
aagttttggt
gagaaccttc
gcgcagacca

ctcctttgat

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440



tagtatattc
caaaaggata
tttagaagcg
tggcattatt
gtttttatta
gcatctgcat
gcaagtccta
ggattggatt
ccgccaagaa
tccatcaatc
ccaggtgctc
gtaaaacgtg
aaaatagttg
gaaagatgga
gatgacgaaa
gctgtaaata
gaagtcatta
tccagatttt
gaaaatcctc
tcaactaatt
tctgtctcag
atttacggag
cgcgatattt
tatacaacaa
attgaaacaa
tacgttgctc
ggctgggagt
gcagtctgcg
aggaacaaaa
caggtatttc
aatcgattcc
gagcctgcecg
ctggggacca

CCaaagaaac

ctatcttaaa
gcaagactag
aattrcgcca
aggttaaaaa
cacttatatt
tcaataaaga
agacgccaat
acaataaaaa
aaggttacaa
aaaataatgc
tcgtaaaagc
attcattaac
taaaaaatgc
atgaaaaata
tggcttacag
atagcttgaa
gttttaaaca
tcggcaaagc
ctgcatatat
cccatagtac
gtgatgtaga
gttccgcaaa
tgaaaaaagg
acttcctaaa
cttcaaaagc
aattcaacat
gcgagaagca
gcggtgttct
gcgtgatctt
aggtcagcca
tcaggccagg
agctcacgga
cctgctacgc

ttcagtgtgt

ES 2531967 T3

gttactttta
aataaagcta
atattataat
atgtagaagg
agttagtéta
aaattcaatt
cgaaaagaaa
caatgtatta
agatggaaat
agacattcaa
gaattcggaa
actcagcatt
cactaaatca
tgctcaagct
tgaatcacaa
tgtaaacttc
aatttactat
tgttactaaa
ctcaagtgtg
taaagtaaaa
actaacaaat
agatgaagtt
cgctactttt
agacaatgaa
ttatacagat
ttcttgggat
ttcccaaccc
ggtgcacccc
gctgggtcgg
cagcttccca
tgatgactcc
tgctgtgaag
ctcaggctgg

ggacctccat

tgtggaggca
taaagcaagc
tatcaaaaga
agagtgaaac
ccaattgcgc
tcatccatgg
cacgcggatg
gtataccacg
gaatatattg
gttgtgaatg
ttagtagaaa
gatttgccag
aacgttaaca
tatccaaatg
ttaattgcga
ggcgcaatca
aacgtgaatg
gagcagttgc
gcgtatggec
gctgcttttg
atcatcaaaa
caaatcatcg
aatcgagaaa
ttagctgtta
ggaaaaatta
gaagtaaatt
tggcaggtgc
cagtgggtcc
cacagcctgt
cacccgcectct
agccacgaéc
gtcatggacc
ggcagcattg
gttatttcca

93

ttaacatttg
atataatatt
gaggggtggc
ccatgaaaaa
aacaaactga
caccaccagc
aaatcgataa
gagatgcagt
ttgtggagaa
caatttcgag
atcaaccaga
gtatgactaa
acgcagtaaa
taagtgcaaa
aatttggtac
gtgaagggaa
ttaatgaacc
aagcgcttgg
gtcaagttta
atgctgecegt
attcttectt
acggcaacct
caccaggagt
ttaaaaacaa
acatcgatca
atgatctcga
ttgtggectc
tcacagctgc
ttcatcctga
acgatatgag
tcatgctgct
tgcccaccca
aaccagagga

atgacgtgtg

ttaatgacgt
gcgtttcatc
aaacggtatt
aataatgcta
agcaaaggat
atctccgect
gtatatacaa
gacaaatgtg
aaagaagaaa
cctaacctat
tgttctcect
tcaagacaat
tacattagtg
aattgattat
agcatttaaa
aatgcaagaa
tacaagacct
agtgaatgca
tttgaaatta
aagcggaaaa
caaagccgta
cggagactta
tcccattgcet
ctcagaatat
ctctggagga
gattgtggga
tcgtggcagg
ccactgcatc
agacacaggc
cctcctgaag
ccgcctgtca
ggagccagca
gttcttgacc

tgcgcaagtt

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
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



caccctcaga
acctgctcgg
tcatggggca
cattaccgga
gacgatgacg
ttcttttgcg
gtgactttct
aaaaagggcg
aaaaatattt
ttaaccaatg
cgagtattag
taatgtctgg
gcgagcaggc
atcttacgca
Cctaaatttaa
tcctgaccta
taacaatgca
ttatttccaa
aaaatcgtga
gtcctgctac
tgttttatat
gcttcaccaa
ttccggtggg
caactcgtag
tggagcgcga
caagccttcg
ggcatggcgg
gccttcccca
atgctgtcca
cttaccagcc
gcgagcacat
ccegegttge
acctcgctaa

tgaatgcgca

ES 2531967 T3

L R A N A

aggtgaccaa gttcatgctg tgtgctggac

gtgattctgg
gtgaaccatg
agtggatcaa
acaagtgata
aaatcaaaat
ttcaacagct
ataaaaaacg
agaaactaac
ggatccacaa
cgagaacggg
ctttattgat
taccgcatac
ctttttctat
tgatttttcg
tgtgtatggt
ggagttagga
attaaagcaa
ttatctcaaa
ttggggaaaa
tttattcgaa
gaagagctgg
cgcggggeat
gacaggtgcc
cgatgatcgg
tcactggtcc
ccgacgcgcet
ttatgattct
ggcaggtaga
taacttcgat
ggaacgggtt
gtcgeggtge
cggattcacc

aaccaaccct

gggcccactt
tgccctgecc
ggacaccatc
cccgggatct
ttgtataata
aacaattgtt
attgggggat
gggataaaac
gaatattgta
accatcatga
acagaaacat
gttatcaaaa
gttttccaaa
attaacggga
aaagaaactc
tattcaagtg
gagaaagtta
agatatgccc
ttaaattaaa
taaagaactt

tcgaccgatg

‘gactatcgtc

ggcagcgcetc
cctgtegett
cgccaccaaa
gggctacgtc
tctcgettec
tgacgaccat
cattggaccg
ggcatggatt
atggagccgg
actccaagaa

tggcagaaca

gtctgttatg
gaaaggcctt
gtggccaacc
aaataaatcc
aaatcctata
gttactgcct
gagacatgaa
caaaacaatt
ttttcctata
atttacaata
cggttggcta
taaacgaact
ccctacaaaa
agcttggctc
ctgatggcat
gcatcgcaca
tcgtgtataa
ctaaattaga
tcaaaaacag
acagaagcat
cccttgagag
gccgcactta
tgggtcattt
gcggtattcg
cgtttcggeg
ttgctggegt
ggcggcatcg
cagggacagc
ctgatcgtca
gtaggcgccg
gccacctcga
ttggagccaa

tatccatcgc

94

gctggacagg
gtgtgcttca
ccctgtacac
cctaaactag
gtttttaaat
tgtaaaaaac
aatgttttta
cgctcaagcea
tcataaaaaa
tgatggtatc
ctacaaaggg
ttataattta
aaaagaacta
acaagtttca
tatttgcggt
caagattaca
tagctcagcet
aaattcatgc
tgaatggttt
tattcctcaa
tttcatgaac
ccttcaaccc
tgactgtctt
tcggcgagga
gaatcttgca
agaagcaggc
tcgegacgceg
ggatgcccge
ttcaaggatc
cggcgattta
ccctatacct
cctgaatgga
tcaattcttg

gtccgecatce

TIOLTY Cievewne

gggcaaaagc
aggtatcacg
caaggtggtg
tgactacaag
atgtatgcat
atcatttagc
gggtatttta
gaagaattca
gaacttattt
acaaagctca
gctttcgtta
gaagtcatta
ctgagcaaaa
tacagcctag
caacttttaa
ctggataatt
gttagcagaa
ttttatgtac
tatttagcat
tgaggaatac
gcgtacgatt
agtcagctcc
ctttatcatg
ccgetttege
cgccecteget
cattatcgcc
aggctggatg
gttgcaggcc
gctcgcggct
tgccgecctcg
tgtctgectc
agccggcegge
cggagaactg

tccagcagcec

3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160 .
5220
5280
5340
5400
5460
5520



gcacgcggcg
aagaacaaac
cagtcgatca
tgaaaaacca
cggttatttt
tgggcattta
acttgaatct
aaagcagttt
agatagcgac
ttcaaaagat
aagcggttrtt
aacacgccaa
tttacaacag
ataccttatt
ggtggaagct
gcgttttaaa
caatcaagag
tttgttttct
ccaaacttta
gcacagtcaa
ttatttttta
atcactcaaa
taagttcaaa
aagcgtgcgce
ttctatcgaa
ctttaaaatc
agtataacac
aggctagttt
ccaaattcaa
tttatgatca
atcatctacc
atcacataca
ataaaattta

attaaatgaa

catctcggct
tggaatcaat
aagaaaaaac
agccaggcat
gagatcaaag
gtggaattag
ttgccgattt
aaaattgttg
agagaaggtg
aaaacattta
caaaatttgc
attgccgatt
aagggcgtac
tttcagcgec
agtataaaag
acccaagagg
gggataattg
ttaagtagtt
aaagctattt
ggtatacacc
aattattttg
atttaaaagg
acaaagggcg
caaaaaaccc
atttaaaaat
ttttgctagt
actagactta
ttgtgcaagc
aatcaaaacc
cttacgtgta
ctatgaatta
gaatgatgaa
cctatcgtaa

ctaaaatcaa
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ttcgatttgt
cgccgaacgt
aatgaaaaga
tagcctacgc
acccactatt
cagaaccagg
ttcctgatcg
cagaacttct
aaaatatcgc
aaagactatg
aacctggaat
ggttgatcgg
aaggtacatt

aggaagccat

taaaccaagg

agcttttagc
ctgatgttca
tgcaatcaaa
cttttttaat
tttgacaaaa
ggaaattttc
gcgcacttat
cacttataca
ccttcgtcaa
tcgettcact
tgttcttcaa
tttactacgt
acaaaaaatg
acaagcaacc
taaaattaaa
tatcttgaaa
gttgcagagc
taataggcaa

tccaaggaat

ttttgaatgg
ttagaaggta
gggatagtta
aagtgcttta
tacagatgaa
tcattatgac
atacgatttt
caaaaaggca
ctggtcgatt
gatcaatagc
gaattactat
catgaacgca
ttcactagga
agagaatttt
gtcgtttaag
ttrrgtrrect
aaccaaagag
agtcaatcag
aacttaaaaa
aatagcacat
ccaatccctt
acatcatttt
cgattttcaa
ttttgacagg
catgttataa
tattttttat
ttcataagtc
gactgaataa
aaaaaatgtg
ttcactttca
ttcattcata
aactggtata
taaaaagctg

cattgaaatc

95

tttatccgat
tcgagcaaga
atgagtacgg
aaacaaagca
acgtttatca
gaaaagtggc
gaagttgcaa
aatacaatta
atccataaag
ttagaaaaag
cccttttatc
agccctttgt
cgtgttcaaa
aaaaaagaac
ggcgttctaa
tctaaacaag
aagaaaacga
ctttataaag
taaacttaat
tctctatcga
tttctaactc
aaaaaattga
tcttgtatat
gggctttttg
agacttaaaa
tcggtgeatc
attaatgcgt
atcagtccat
gttgttatac
aaatctaaaa
aatagtgaag
taaattttat

ctattgttac

ggtatggtgt

aaagaagttg
tataacgtga
ttattttagc
ccaaaaaaga
cctttggttt
aaaattggaa
aagataaggg
ttgttgcaac
caaatgcctt
atgtaatccg
aagaagcgca
atacgttaaa
cgcccacctt
cttttttcga
gccccacaca
ctaaaatagg
atagtccgag
cgacagcgag
gtaacagcaa
aaatttttgc
daaaaatata
tgtaacgtgc
ttctaacgaa
atgtaaaaat
taaaataact
ttccaagtaa
gtgctctgcg
aagttcaaaa
gttcataaat
actaaatcca
cétggtaacc
tattctcact
caatatttaa

tttcaggtat

5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560



cggtttttta
attataaaaa
ttgcttatta
actattaatt
taaagaggga
aatttcttta
tctatcccaa
taaattttta
aaatattaat
cctaaattca
agtcgatttc
tttagtctta
aaccatagct
atcattaaaa
ccataaatgt
ataaattcta
attacgacca
caaatcatct
gtcgataata
ttcaacacgc
aactttttct
ttgtggctct
aacgattgtc
taaccggcta
ttaatcccaa
gaaatggaag
ttttttaaaa
aaagagccac
ccaatcaatt
cagatactta
aagaagatac
caactttgat
atatcccttt

atagtaaaat

ggaaacattt
gaaatgaagt
aaaactgtat
cctgttctaa
taaatttcat
gtaatgctat
ttttctaatt
tatttaggag
tatactgaat
cgttgccaaa
attaattccg
gtattcttac
tgctcattaa
caatcattcc
tcagacacaa
ataaatctat
taaaaaacag
tcaaaatcaa
ttttgtttta
atattacgtc
tgaagtgcct
acactcataa
atggcatcaa
ttacttaacc
atgagccaac
aagaaaaaag
agcgatatac
gaccagttaa
aaagaagtcg
aatatctgta
caggcaatca
cgtagcttct
tgttgtagaa

tcgctcaatce
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cttctttatc
ttttatcaga
acaaaggatt
acactttatt
atcctttctt
aagtagtttg
caataatatt
gaataatcct
tagcaatttt
aatcaatctg
ttaaatcaat
ttagctttcc
ttttttctaa
agtaatcaac
cttcaacatc
cactatcacg
ttttcttaac
aagctaagtc
accaaatcat
tatcccaagt
tagctttaaa
agtcagatag
aacttaatgc
ggctattaga
agaaccagaa
caatgatttc
tagatataac
agcctgagaa
agacccaaaa
aacccattat
attaagaaaa
aactaattaa
actgtgcttc

actaccaagc

tttatattca
ttcagtccaa
taacttatcc
tttatttaca
ttttatcata
ctgattaaaa
aaaagtcata
ctgatttttt
tatcaaataa
cttttgcaat
tggagatatt
ccacatactt
agtégcccac
catatctctt
tgcgttatct
gacaccaaaa
tgctttatca
taatcttgta
ttcttcatgt
atctgctttt
ctttgtttga
ctrtttagca
gggttgagat
gacggaacta
ccagaaacag
gtgtgaataa
gaaacaacga
actttaactg
tttggtaaag
atcgggtttt
acttagttga
ttttcgtaag
atgacggctt

caggtaaaag

96

agcaagtcat
atgttagtaa
caataaccta
acttccataa
tctttaaaca
tagtgttcaa
tataacttcc
catacgttat
aacttatttt
tgtttttcgt
tctctaatca
tcttcatgca
gcaggtttca
tttaattcaa
ttacgttctt
tattttgttt
gtcattgcat
aaaccgtcat
gtgagtttat
actttgtcat
agtatatccc
ttagttttgt
tttcccaaag
actcaacgct
aacaagtaac
tgcacgaaat
actgaataaa
cgagccttaa
tatttaatta
tgaggggatt
ttgccttttt
aaaggagaac
gttaaagtac

taaaggggct

ttttataatt
atttttcagt
atttattctc
ttgcataaat
aagtaatatc
aatattcttt
tcctaaattt
gtcacctcgt
acttccaaaa
tcgcttttaa
attttttaaa
acaaagtata
agatgtgtaa
cttctacacg
gttttttatt
ctggcttgcc
agtaatcgct
cttccatgta
tgggattaaa
attcgatata
aaagtcgtat
tcaaatttcc
tttgaccact
agtagtggat
attggagtta
cattgcttat
gaatacaaaa
ttgattacca
ctttattaat
tcaagtcttt
tgttgtgatt
agctgaatga
aaatttaaaa

atttttgegt

7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600



atcgctcaaa
ttcacgaaaa
atgcagacga
ataccttctt
ttttaacaac
gttatcaagc
aatctgtcaa
tgccagttga
tagaattttt
aacaaacaga
gcaaaaaaca
gagaaaaggg
gttcaggcta
atcaaccctt
atcaaggggc
taaccagtaa
aacgtcaacg
aaagcgatgt
gcattcctga
tctttaagat
tgctatcgat
cttcgtttaa
ccaaaacgga
actatgccat
gattagcaga
agcccgaaaa
cgaggggcag
aatagagtat
gtcatttaag
gaaaatgacg
tacgaaaaga
ttattgcaac
tgtcagtagc
ggtcttttca

aaaaagcatg
tcaagataca
aaaccgttca
tattgatttt
agctattgat
atattttgtt
agcagccaaa
tctaacgtgc
tgatcccaat
taataagggc
agtagatgaa
tttagtaggg
ttcaatcgaa
agaagaaaaa
taatagggaa
agatttattt
tgttcatttg
atacaagcct
acggacatta
taaaccagga
cattaaatta
tttagaacgt
cccacaactc
tacatttata
aatatacaga
cttttagttg
tgagagcgaa
acctatttgt
ttgggcataa
aagtggtggc
caatttctga
cgagagaatt
aaagaacaga

gacaaattaa
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attggcggac
tttacgcatt
tacactaaag
gatattcaca
ttaggtttta
ttagaaacgc
ataatctcgc
aatcattttg
taccgttatt
tttactcgtt
ccctggttta
cgcaatagcg
acgtgcgaat
gaagtaatca
tacattacca
gtccgtcaag
tcagaatgga
tatttagcga
gataaattgc
agaaatggtg
aaaaaagaag
acatttattc
gatttgttta
tctatgatac
gtaagatttt
gcttggactg
gcgaacactt
cctaatatga
taggaggagt
tatttttaat
taagcaattt
ttagaggttg
acttagatcg

gcggtcaatc

gtggcgtgt
ggacaccaaa
gacattctga
cggaaaaaga
tgcctacgtt
cagtctatgt
aaaatatccg
ggattgctcg
ctttcaaaga
caagtctaac
atctcttatt
ttatgtttac
ataatatgtt
aaattgttag
ttctttgcaa
ggtggtttaa
aagaagattt
cgaccadaaa
tgaaggtact
gcattcaact
aacgagaaag
aagaaactct
gctacgatac
gtgtttgttt
aattaattat
aacgaagtga
gatcttttaa
ttttagcagt
aaaatgaaaa
gagcaacaat
gaaattgaaa
gttgaaaatg
gcaattacaa

ggtcgaacgc

97

tctgacttcc
cgtttatcgt
aaacaattta
aactatttca
aattatcaaa
gacttcaaaa
agaatatttt
tataccaaga
atggcaagat
ggttttaagc
gcacgaaacg
cctctcttta
tgagtttaat
aagtgcctat
agcttgggta
attcaagaaa
aatggcttat
agagattaga
gaaggcgaat
tgctagtgtt
ctatataaag
aaacaaattg
aggctgaaaa
ttctttgctg
tagggggaga
gggaaaggct
gttgctatca

ataattgact
aatttattta
atgcgcaaga
aagtagatat
gctaaaattg
gcgttacagg

ccacaattac

gaagaagcga
tatggtacgt
agacaaatca
gcaagcgata
tctgataaag

tcagaattta

ggaaagtctt.

acggacaatg
tggtctttca
ggtacagaag
aaattttcag
gcctacttta
aatcgattag
tcagaaaact
tcaagtgatt
aaaagaagcg
attagcgaaa
gaagtgctag
caggaaattt
aaatcattgt
gcgctgacag
gcagaacgcc
taaaacccgc
tttagtgaat
aggagagagt
actaaaacgt
tttataggtc
tggtgaatag
tcgagtttta
ttttatcgct
tgctgattgg
gttatgcacg
gcgtttctaa

aagctatgct

9660

9720

9780

9840

9900

9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640



taactatatt
taataaagaa
cttaaattta
ccttgtcatt
tcaggcacaa
atttaaagaa
catgatcgtg
gcagaatgaa
gacctgagca
gaagtcccct
cacgatacta
acagtccgca
gcacttatga
agtccccecgg
atgttccgga
ttaacgaagc
caattattac
cggtcacact
tttaacgacc
catccgctta
gccttaaaaa
cattctgccg
cagcaccttg
gtccatattg
gaaaaacata
cacatcttgc
cgatgaaaac

tatcaccagc
<210> 56
<211> 368
<212>PRT

cgtgaagggg
ttaacagaat
ccctcaatga
gaattgtaca
ggaatcgaaa
aatgatccac
ctcctgtegt
tcaccgatac
acaacatgaa
acgtgctget
tgactgagag
ccgctgeegg
ctgtcttctt
ccacggggcc
tctgcatcge
gctaaccgtt
ctccacgggg
gcttccggta
ctgccctgaa
ttatcactta
aattacgccc
acatggaagc
tcgecttgeg
gccacgttta
ttctcaataa
gaatatatgt
gtttcagttt

tcaccgtctt
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atattgttat
tgatgaatca
atggtattga
agtatcaagc
ttgctaagaa
gtttaaagtc
tgaggacccg
gcgagcgaac
tggtcttcgg
gaagttgccc
tcaacgccat
tagctccttc
tatcatgcaa
tgccaccata
aggatgctgc
tttatcaggc
agagcctgag
gtcaataaac
ccgacgaccg
ttcaggcgta
cgccctgeca
catcacaaac
tataatattt
aatcaaaact
accctttagg
gtagaaactg
gctcatggaa

tcattgccat

<213> Listeria monocytogenes

<400> 56

?et val Thr Gly Trp His Arg
5

tgttactgaa
aattcaaatt
agatgaaaat
agaatcagaa
aaaaggcaaa
gggcagcgtt
gctaggctgg
gtgaagcgac
tttccgtgtt
gcaacagaga
gagcggcectc
cggtgggcgc
ctcgtaggac
cccacgecga
tggctaccct
tctgggaggc
caaactggcc
cggtaaacca
ggtcgaattt
gcaaccaggc
ctcatcgcag
ggcatgatga
gcccatggtg
ggtgaaactc
gaaataggcc
ccggaaatcg
aacggtgtaa
acgg

ttagatcgat
aagggggcaa
ttaaggcgtt
cgaaadaaaaa

ttcaaaggtc

gggtcctggce
cggggttgcec
tgctgctgca
tcgtaaagtc
gtggaaccaa
atttcttatt

ggggcatgac
aggtgccgge
aacaagcgcc
gtggaacacc
agaataaatg
tcaggcattt
gcaatagaca
gctttcgaat
gtttaagggc
tactgttgta
acctgaatcg
aaaacggggg
acccagggat
aggttttcac
tcgtggtatt

caagggtgaa

taggacgaaa
ccctggaagt
tgattaatag
ttaaggaacg
gtcagcataa
cacgggtgcg
ttactggtta
aaacgtctgce
tggaaacgcg
ccggtgatac
ctgagttaca
tatcgtcgcc
agcgcccaac
ctgcaccatt
tacatctgta
atcatatcgt
gagaagcaca
taagcggcta
ttctgccatt
accaataact
attcattaag
ccagcggceat
cgaagaagtt
tggctgagac
cgtaacacgc
cactccagag

cactatccca

11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13294

Pro Thr Trp Ile Glu Ile Asp Arg Ala
10 15

98



Ala
val
Ile
val
65

Asp
Leu
Leu
Asp
145
Ile
Glu
Arg
Pro
Leu
225
Pro

Pro

Glu

Ile

Asp

Glu

50

Ala

Asp

Ala

Glu

Ser

130

Ile

Tyr

Gln

Pro

Gln

210

Thr

Ala

Gly

Trp

Arg

Leu

35

val

Ile

Phe

Ala

Asn

115

Gly

Glu

Thr

Gln

Thr

195

Ile

Pro

Leu

Asp

val
275

Glu

20

Trp

Ala

Leu

Ile

100

Leu

Met

Ala

His

Leu

180

Tyr

Gly

ser

Ala

ser

260

Ala

Asn

Ala

Arg

Asp

Leu

85

Asn

Thr

Gly

Thr

Phe

165

Ala

val

Phe

Thr

Leu

245

val

Thr
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Ile

val

Thr

Glu

70

val

His

Leu

Arg

ser

150

Ala

Lys

His

Asp

Glu

230

Tyr

ser

Leu

Lys

val

Ala

55

Ala

Leu

Ile

Glu

Leu

135

Thr

Thr

Phe

Thr

Ala

215

Ile

Thr

Tyr

Pro

Asn

Lys

Leu

Gly

Ser

Ala

120

Gly

Asn

Ala

Gln

Ala

200

Ile

Lys

Glu

Gly

Ile
280

Glu

25

Ala

Glu

Ala

Ala

Leu

105

Thr

Ile

Asp

Asp

Thr

185

AsSn

Arg

Thr

Met

Ala

265

Gly

99

Gln

AsSn

Ala

Leu

Thr

90

Thr

Leu

Arg

His

Gln

170

Ile

ser

Phe

ser

val

250

Thr

Tyr

Asn

Ala

Gly

Arg

75

Arg

val

Arg

Thr

Gln

155

Leu

Leu

Ala

Gly

Leu

235

His

Tyr

Ala

LysS
Tyr
Ala
60

Glu
Lys
Phe
Ile
Thr
140
Leu
Glu
Thr
Ala
Ile
220
Pro
val

Thr

Asp

Leu

Gly

45

Lys

Ala

Glu

Arg

His

125

Glu

Gln

Thr

ser

ser

205

ser

Phe

Lys

Ala

Pro

30

His

Gly

Gly

Asp

Glu

110

Leu

Glu

Leu

ser

Leu

190

Leu

Met

Glu

Glu

Thr

270

Leu

Glu

Gly

Phe

Phe

Ala

95

ASp

Lys

Ala

Glu

Tyr

175

Lys

Leu

Tyr

Leu

Leu

255

Glu

Ile

ser

Ile

Cys

Gln

80

Asn

Trp

val

Arg

Gly

Phe

Lys

Gln

Gly

240

Ala

Arg

Arg



His Tyr Ser Gly Phe
290

Ile Gly Arg

305

Phe GIn Thr

Thr val Thr

Glu val Thr

<210>57
<211> 289

<212> PRT

355

340

val Cys

Gly Ser

325

Ala Asp

Cys Leu

<213> Listeria monocytogenes

<400> 57

Met Lys val Leu
1

val

val

Asp

ser

65

ASn

Asn

Leu

Glu

Asp

val

Arg

50

Lys

Ile

Pro

Thr

Gly

Ile

His

Ile

Arg

35

Leu

Glu

Asn

Arg

Ala

115

Gly

Lys

GlIn

Glu

20

Leu

Tyr

Glu

Thr

Asn

100

Ala

Thr

ser

GlIn

val
5
ASp
Tyr
Ala
Leu
Gly
85
His
Ala
Ala

Leu

Asn
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His

Met

310

Lys

Asp

Leu

Asn

Arg

Asn

ser

Arg

70

Asn

val

Arg

Ile

AsSn

150

Ala

val
295

AsSp

val

Ala

Asn

Asn

Gly

Gly

Ala

55

Glu

val

Ile

Glu

Thr

135

Leu

Leu

Leu

Gln

Thr

Ala

Glu
360

His

Tyr

Leu

Tyr

Pro

val

120

Glu

Leu

Glu

val

Thr

Ile

Gln

345

Arg

Leu

Gln

25

Phe

Lys

Leu

Leu-

Glu

Gly

Ala

100

Asp
Ile
Ile
330

TYr

Ile

val
10

Phe

Phe

Glu L

Gln

90

Asp

Arg

Asp

Asn

Ile

Gly
Ile
315
Gly

Leu

Pro

Glu

Gly

Thr

ASp

Phe

Asn

val

Ile

155

Leu

Glu
300
Lys
Lys

ASp

Arg

Arg

Asp

Tyr

Leu

60

Leu

Thr

Pro

Glu

140

Leu

His

Pro

Leu

Asp

Thr

Glu

Gly

Asn

45

val

val

Arg

Leu

Arg

Trp

Ala

Arg

Ala

Pro

His

Ile

350

Tyr

Asp

val

30

Glu

Ile

Ala

Gly

Glu

110

Glin

Leu

Lys

Gly

Pro

Arg

Gly

Asn

Ile

Ala

15

Tyr

His

Pro

Glu

val

95

Gly

Phe

Arg

Asn

Glu

Ile

Glu

320

Asn

Tyr

His

Thr

Glu

Ile

Tyr

Asn

80

Gln

val

val

Cys

160

GlIn



10

15

20

25

30

val

Leu

Gln

Ala

225

ser

Gln

TYyr

Lys
<210> 58
<211>29
<212> ADN

Thr

Trp

val

210

Asp

ser

val

Phe

<213> Artificial

<220>

<223>sintetizado quimicamente

<400> 58

gtgctegaga ttgtgggagg ctgggagty

<210>59
<211>29
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223>sintetizado quimicamente

<400> 59

gatactagtt taggggttgg ccacgatgg

<210> 60
<211>10
<212>PRT

<213> Homo sapiens

<400> 60

<210> 61
<211>390
<212>PRT

Glu

Thr

195

Ile

Phe

Thr

Ala

val
275

cys

180

His

Ile

Thr

Thr

His Cys Ile Arg Asn Lys Ser val Ile Leu
1 5

165

ser

Ala

ASp

Leu

Ile

245

Gly

Glu

<213> Listeria monocytogenes

ES 2531967 T3

Ala

Ala

val

Thr

230

Glu

Lys

Ile

ser

Asp

Ala

215

ASp

Ile

Arg

Thr

LRV RN N

Asn val
185

Asn Leu
200

Lys Lys
Leu Arg
Thr Pro
Gly Pro

265

Arg Ala

29

29

101

Ile

Asn

Glu

Ile

Ile

Cys

Ile

Leu

Gly

Ala

235

Thr

Thr

Gly

Ile

Asn

Ile

220

Asp

His

Ala

Glu

R A W e

Lys

Glu

Ile

Gln

Leu
285

Asp

190

Ile

val

val

Asp

Leu

270

Glu

175

Gly

Thr

Lys

Phe

Phe

val

Arg

Glu

Ile

240

val

Gln

Ala



<400> 61

Met

1

Asnh

Asn

val

Asp

65

Ala

Asn

Glu

Pro

Ala

145

Lys

Asp

Ser

val

Arg

Pro

Thr

Asn

50

Ile

Asp

Asn

Ala

Pro

Ala

Thr

Phe

210

Glu

Ala

ASp

Asp

35

Thr

Glu

Leu

Asn

Ser

115

Leu

Ala

Thr

ser

Pro

195

Lys

Asn

Met

Ile

20

Glu

Gly

Glu

Ile

Asn

100

Gly

Ser

ser

Lys

Glu

180

Gln

Lys

Pro

Met

Ile

Trp

Pro

Leu

Ala

85

Asn

val

Ser

ser

Ala

165

Ser

Pro

Ile

Glu
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val

Phe

Glu

Arg

Glu

70

Met

Gly

ASp

Asp

Asp

Asn

Asp

Leu

Lys

val
230

val

Ala

Glu

Tyr

55

Lys

Leu

Glu

Arg

ser

135

Ser

Lys

Leu

Lys

Asp

215

Lys

Phe

Ala

Glu

40

Glu

Ser

Lys

Gln

Pro

120

Ala

Glu

Arg

Asp

Ala

200

Ala

Lys

Ile

Thr

25

Lys

Thr

AsSn

Ala

Thr

105

Thr

Ala

Leu

Lys

Ser

185

Asn

Gly

Ala

102

Thr

10

Asp

Thr

Ala

Lys

Leu

Glu

Glu

val

170

Ser

GIn

Lys

Ile

Ala

ser

Glu

Arg

val

75

Ala

Asn

Gln

Ile

Ser

155

Ala

Met

Lys

Trp

val
235

Asn

Glu

Glu

Glu

60

Lys

Glu

val

val

Lys

GlIn

Pro

val

220

Asp

Cys

Asp

Gln

45

val

Asn

Lys

Ala

Glu

125

Lys

Thr

Glu

Ser

Phe

205

Arg

Lys

Ile

ser

30

Pro

Ser

Thr

Gly

Ile

110

Arg

Arg

Tyr

ser

Ala

190

Phe

Asp

ser

Thr

15

ser

Ser

Ser

Asn

Pro

95

Asn

Arg

Arg

Pro

val

175

Asp

Pro

Lys

Ala

Ile

Leu

Arg

Lys

Asn

Glu

His

Lys

Asp

160

val

Glu

Lys

Ile

Gly
240



Leu Ile

ser Asp
Glu

Pro

ser
290

Pro

Leu Ala

305

Thr Ser

Glu Leu

Thr Ser

Glu Asn

370

Gly Arg

Asp

Phe

Thr

275

Ser

Leu

Glu

Phe

Gly

Gln

Pro

260

Pro

Phe

Pro

Pro

Ile

340

Asp

ser

Gly

Leu

245

Pro

Met

Glu

Glu

Ser

325

Met

Leu

Asp

Arg
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Leu

Pro

Leu

Phe

Thr

310

ser

Arg

Ala

Phe

Pro

Thr

Pro

Leu

Pro

295

Pro

Phe

Glu

ser

Pro
375

Lys

Thr

Met

Glu

Thr

Leu

360

Leu

Lys

ASp

Phe

Pro

Leu

Phe

Ala

345

Arg

Ile

250

Glu

Asn

Pro

Leu

Pro

330

Pro

ser

Pro

ser
Glu
Ala

Thr

ser
Ala

Thr

Glu

Leu

Pro

300

Phe

Pro

Leu

Ile

Glu
380

Glu

Arg

Thr

285

Glu

Asn

Pro

Asp

Asn

365

Glu

val

Leu

270

Pro

Glu

Ala

Thr

ser

350

Arg

Glu

Asn

255

Ala

Ser

Leu

Pro

Glu

ser

His

Leu

Ala

Leu

Glu

Arg

Ala

320

Asp

Phe

ser

Asn

385
<210> 62
<211>1170
<212> ADN

390

<213> Listeria monocytogenes

<400> 62
atgcgtgcga

atatttgcag
aaaacagaag
gtaagttcac
gcagacctaa
aacggtgagc
actctgcaag
aaaagaagaa
aaaccaacaa
agtgacttag

aatcaaaaac

tgatggtagt
cgacagatag
agcagccaag
gtgatattga
tagcaatgtt
aaacaggaaa
tggagcgtcg
aagccatagc
aagcaaataa
attctagcat

catttttccc

tttcattact
cgaagattcc
cgaggtaaat
ggaactagaa
gaaagcaaaa
tgtggctata
tcatccaggt
gtcgtcggat
gagaaaagtg
gcagtcagca

taaagtattt

gccaactgcea
agtctaaaca
acgggaccaa
aaatcgaata
gcagagaaag
aatgaagagg
ctgtcatcgg
agtgagcttg
gcgaaagagt

gacgagtcta

aaaaaaataa _

103

ttacgattaa
cagatgaatg
gatacgaaac
aagtgaaaaa
gtccgaataa
cttcaggagt
atagcgcagc
aaagccttac
cagttgtgga
caccacaacc

aagatgcggg

ccccgacata
ggaagaagaa
tgcacgtgaa
tacgaacaaa
caataataac
cgaccgacca
ggaaattaaa
ttatccagat
tgcttctgaa
tttaaaagca

gaaatgggta

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
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aagaaagcga
agtgaagagg
gctttgccag
tcattcgaat
ccaatgcttc
ccgectecaa
agttttacaa
ttctctgatt

cgtgataaaa tcgacgaaaa tcctgaagta
ttaattgacc aattattaac caaaaagaaa
ccaccaccta cggatgaaga gttaagactt
tttaatgctc ctactccatc ggaaccgagce
gaagagttaa gacttgcttt gccagagacg
acatcggaac cgagctcatt cgaatttcca
atgcgggaaa cagcaccttc gctagattct
agaagtgcta ttaatcgcca tagcgaaaat
gaagagttga acgggagagg cggtagacca
<210>63
<211>123
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 63
Tet Lys Ala val Leu Leu Ala
5
Pro Gly Thr Ala Leu Leu Cys
20
Glu Asp Cys Leu GIn val Glu
35
Trp Thr Ala Arg Ile Arg Ala
50 55
Gly Cys Ser Leu Asn Cys val
65 70
Lys Lys Asn Ile g?r Cys Cys
Ala His Ala Leu GIn Pro Ala
100
Leu Gly Leu Leu Leu Trp Gly
115
<210> 64
<211>990
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221>misc_feature
<222> (543)..(543)
<223>nesa,c,got

<220>

<221>misc_feature
<222> (580)..(580)
<223>nesa,c,got

Leu

Tyr

ASn

40

val

ASp

Asp

Ala

Pro
120

Leu

Ser

25

Cys

Gly

Asp

Thr

Ala

105

Gly

104

Met

10

cys

Thr

Leu

Ser

Asp

90

Ile

GlIn

ttgttgataa
taaatgcttc
agacaccgat
ttccgecgec
ttggttttaa
cagaagatga
gcggggattt
teccactaat

Ala Gly

Lys Ala

GIn Leu

45

Thr
60

Leu

GIn
75

ASp
Leu Cys
Ala

Leu

Leu

aagtgcaggg
ggacttcccg
gcttctcggt
acctacggat
tgctcctget
actagaaatt
agctagtttg

CCcCaacagaa

Leu

GlIn

Gly

val

Tyr

Asn

Leu

Ala Leu GlIn

15

val
30

ser Asn

Glu G1n Cys

Ile ser Lys

val Gly

Tyr
80

Ala Sser

95

Gly

Leu Pro Ala

110
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780
840
900
960
1020
1080
1140
1170
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<221>misc_feature
<222> (584)..(584)
<223>nesa,c,got

<220>

<221>misc_feature
<222>(604)..(604)
<223>nesa,c,got

<220>

<221>misc_feature
<222> (608)..(608)
<223>nesa,c,got

<220>

<221>misc_feature
<222>(615)..(615)
<223>nesa,c,got

<220>

<221>misc_feature
<222> (636)..(636)
<223>nesa,c,got

<220>

<221>misc_feature
<222> (640)..(640)
<223>nesa,c,got

<220>

<221>misc_feature
<222> (646)..(646)
<223>nesa,c,got

<220>

<221>misc_feature
<222> (697)..(697)
<223>nesa,c,got

<220>

<221>misc_feature
<222> (926)..(926)
<223>nesa,c,got

<400> 64
agggagaggc

tgcagccagg
gcctgeaggt
cagttggcct
aggactacta
gcggggccca
tgctgetctg

ggtgtggtgc

agtgaccatg
cactgcccfg
ggagaactgc
cctgaccgtc
cgtgggcaag
tgccctgeag
gggacccggce
cccaggectt
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aaggctgtgce
ctgtgctact
acccagctgg
atcagcaaag
aagaacatca
ccggetgecg
cagctatagg

tgtgccactc

tgcttgecct
cctgcaaagce
gggagcagtg
gctgcagett
cgtgctgtga
ccatccttgce

ctctgggggg

ctcacagaac

105

gttgatggca
ccaggtgagc
ctggaccgeg
gaactgcgtg
caccgacttg
gctgctccct
ccccgetgea

ctggcccagt

ggcttggccc
aacgaggact
cgcatccgeg
gatgactcac
tgcaacgcca
gcactcggcc

gcccacactg

gggagcctgt

60
120
180
240
300
360
420
480



cctggttect
ccnaaccctg
tganacanat
agcattttcc
ccaccccatt
acaggcaatc
acaagagttg
ggggccaggc
taataaacac

gaggcacatc
accttcccat
ccgentgeag
acccttaacc
tatgaattga
aggagggccc
acgtgagttc
ctcacatttg
ctgttggata
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ctaacgcaag
gggccttttc
atggcccctc
ctgtgttcag
gccaggtttg
agtaaaggct
ctgggagttt
tggggntccc

agccaaaaaa

tttgaccatg
caggattcen
caaccntttn
gcacttnttc
gtccgrggtg
gagatgaagt
ccagagatgg
gaatggcagc

106

tatgtttgca
accnggcaga
tgttgntgtt
ccccaggaag
tcccecgeac
ggactgagta
ggcctggagg
ctgagcacag

cceccttttcc
tcagttttag
tccatggece
ccttcecctge
ccagcagggg
gaactggagg
cctggaggaa
cgtaggccct

540..
600
660

w720
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REIVINDICACIONES

1. Una cepa recombinante de Listeria que expresa un péptido de fusion de un péptido peptidasa
relacionada con la calicreina 3 (KLK3) que esta unido de forma operativa a un péptido listeriolisina (LLO) N-terminal
no hemolitico, comprendiendo dicho péptido de fusion la secuencia de SEQ ID NO: 54 o una secuencia homologa al
menos al 99% a la misma, en la que dicho péptido LLO N-terminal potencia la inmunogenicidad del péptido de
fusion, yen la que el péptido KLK3 no contiene una secuencia de sefial.

2. La cepa recombinante de Listena de la reivindicacion 1, en la que la cepa recombinante de Listera es
una cepa auxétrofa de Listeria o una cepa recombinante de Listeria monocytogenes.

3. La cepa recombinante de Listeria de la reivindicacion 2, en la que la cepa auxétrofa de Listeria es un
mutante dal/dat o comprende adicionalmente una delecion en el gen endégeno ActA.

4. La cepa recombinante de Listeria de la reivindicacion 2, en la que la cepa auxétrofa de Listeria
comprende un vector de expresion episomal que comprende una enzima metabdlica que complementa la auxotrofia
de la cepa auxétrofa de Listeria.

5. La cepa recombinante de Listeria de la reivindicacion 4, en la que la enzima metabdlica es una enzima
alanina racemasa o una enzima D-aminoacido transferasa.

6. La cepa recombinante de Listeria de la reivindicacion 1, en la que la cepa recombinante de Listeria se
ha pasado a través de un huésped animal.

7. Un polipéptido recombinante que comprende un péptido de fusion de un péptido KLK3 que esta unido
de foma operativa a un péptido LLO N-teminal, en el que dicho polipéptido recombinante comprende la secuencia
de SEQ ID NO: 54 o una secuencia homologa al menos al 99% a la misma, en el que dicho péptido LLO N-teminal
potencia la inmunogenicidad del péptido de fusién, y en el que el péptido KLK3 no contiene una secuencia de sefial.

8. Una molécula nucleotidica que codifica el polipéptido recombinante de la reivindicacion 7.

9. Una vacuna que oomprende la cepa recombinante de Listena de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, el polipéptido recombinante de la reivindicacién 7 o la molécula nucleotidica de la
reivindicacion 8, y un adyuvante.

10. Una vector de vacuna recombinante que codifica el polipéptido recombinante de la reivindicacion 7 o
que comprende lamolécula nucleotidica de la reivindicacion 8.

11. La cepa recombinante de Listeria de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, una composicion
inmunogénica que comprende el polipéptido recombinante de la reivindicacion 7, o el nucedtido de la reivindicacion
8, para su uso en la induccién de una respuesta inmune anti-KLK3 en un sujeto.

12. La cepa recombinante de Listeria de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, el polipéptido
recombinante de la reivindicacion 7, o el nucleétido de la reivindicacion 8, para su uso en el tratamiento de un cancer
de préstata que expresa la proteina peptidasa relacionada con la calicreina 3 (KLK3) en un sujeto, por lo que el
sujeto acumula una respuesta inmune frente al cancer de prostata que expresa la proteina KLK3.

13. La cepa recombinante de Listeria de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, el polipéptido
recombinante de la reivindicacién 7, o el nucledtido de la reivindicacion 8, para su uso en la inhibicién o la supresion
de un cancer de préstata que expresa la proteina KLK3 en un sujeto, por lo que el sujeto acumula una respuesta
inmune frente al cancer de prostata que expresa la proteina KLK3, inhibiendo o suprimiendo de este modo el cancer
de préstata que expresa la proteina KLK3 en un sujeto.

14. El polipéptido recombinante de la reivindicacion 7 hecho mediante un proceso que comprende la etapa
de conjugar quimicamente un polipéptido que comprende el péptido KLK3 en un polipéptido que comprende el
péptido LLO N-teminal.

15. La cepa recombinante de Listeria de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, una composicion

inmunogénica que comprende el polipéptido recombinante de la reivindicacion 7, o el nudedtido de la reivindicacion
8, para su uso como un medicamento.
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