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DESCRIPCION
Particulas de replicon de alfavirus que expresan TRP2
Antecedentes de la invencion

La presente invencion se refiere a tecnologia de ADN recombinante, composiciones farmacéuticas para la profilaxis
o tratamiento del cancer, en particular, que comprenden particulas de replicon de alfavirus que contienen una
secuencia codificadora expresable para un antigeno de melanoma de interés, y a métodos para desencadenar o
aumentar una respuesta inmune frente a un antigeno de melanoma, especialmente dopacromo tautomerasa (DCT),
que también se refiere como proteina relacionada con tirosinasa (TRP2), introduciendo acido(s) nucleico(s)
extrafo(s) que codifican un antigeno de cancer en una célula eucariota mediante particulas de replicon de alfavirus,
y mas particularmente, al uso de composiciones inmunogénicas que comprenden particulas de virus infecciosas,
defectuosas en la propagacion o particulas semejantes a virus, especialmente particulas de Virus de Encefalitis
Venezolana que expresan TRP2, vacunas y aplicaciones en terapia de melanoma. En particular, la presente
descripcién proporciona preparaciones de particula de replicon de alfavirus (ARP), especialmente particulas de VEE
que expresan un antigeno de melanoma (en particular TRP2), para uso en medicina humana y veterinaria y para
aumentar o inducir la respuesta del sistema inmune a este antigeno de manera que se reduce la incidencia,
metastasis, y/o gravedad del melanoma.

El melanoma es una enfermedad especialmente devastadora, para la que no existe una vacuna aprobada para uso
en terapia o para la prevencion del melanoma. Ha habido un éxito relativamente limitado en los regimenes de
vacuna de melanoma o usando composiciones inmunogénicas en el tratamiento de este cancer si ha avanzado.

El género Alfavirus incluye una variedad de virus, todos los cuales son miembros de la familia Togaviridae. Los
alfavirus incluyen el Virus de la Encefalitis Equina Oriental (EEE), Virus de la Encefalitis Equina Venezolana (VEE),
Virus de Everglades, Virus Mucambo, Virus Pixuna, Virus de la Encefalitis Equina Occidental (WEE), Virus Sindbis,
Virus del Bosque Semliki, entre otros. EI genoma viral es un ARN monocatenario, con sentido de mensajero,
modificado en el extremo 5' con una caperuza metilada y en el extremo 3' con un tracto poli (A) de longitud variable.
Las subunidades estructurales que contienen una Unica proteina viral, capside, se asocian con el genoma de ARN
en una nucleocapside icosaédrica. En el virion, la capside esta rodeada por una cubierta lipidica cubierta con una
matriz regular de puntas de proteina transmembrana, cada uno de los cuales consiste en un complejo
heterodimérico de dos glicoproteinas, E1 y E2. Véase Pedersen et al., J. Virol 14: 40 (1974). Los virus Sindbis y del
Bosque Semliki se consideran los alfavirus prototipicos y se han estudiado extensamente. Véase Schlesinger, The
Togaviridae and Flaviviridae, Plenum Publishing Corp., Nueva York (1986). El virus VEE se ha estudiado
extensamente, véase, por ejemplo la Patente U.S. No. 5.185.440.

Los estudios de estos virus han dado lugar al desarrollo de técnicas para la vacunacion frente a enfermedades de
alfavirus y frente a otras enfermedades mediante el uso de vectores de alfavirus para la introduccion de genes
extrafios. Uno de dichos sistemas es el sistema del replicon de alfavirus, como se describe en la Patente U.S. No.
6.190.666 de Garoff et al., Patentes U.S. Nos. 5.792.462, 6.521.235 y 6.156.558 de Johnston et al., Patentes U.S.
Nos. 5.814.482, 5.843.723, 5.789.245, 6.015.694, 6.105.686 y 6.376.236 de Dubensky et al; Solicitud de Patente
U.S. No. 6.767.699 (Polo et al.), Patentes U.S. Nos. 7.045.335, 7.425.337, y 7.442.381 (Smith et al. y Solicitud
Publicada U.S. 2009-0075384 (Kamrud et al.). Las construcciones mejoradas, tanto auxiliar o auxiliares y replicén,
para uso en la produccion de particulas de replicon de alfavirus se describen en la Patente U.S. No. 7.045.335
(Smith et al.) y WO 2004/085660 (Smith et al.), y nuevos procesos para su fabricacién se describen en la Patente
U.S. No. 7.078.218 (Smith et al.). Los vectores y estrategias adicionales se describen en la Solicitud Publicada U.S
No. WO 2008/085557 y WO 2009/047255.

La publicacién de Patente US No. 2006/0099587 proporciona composiciones inmunogénicas y métodos que pueden
usarse para administrar vectores de alfavirus mas seguros (es decir, atenuados) (tales como vectores de alfavirus
que comprenden una capa de virion VEE) que retienen inmunogenicidad mejorada comparado con otros alfavirus
atenuados. Goldberg S M et al (Clinical Cancer Research 20051115 US, vol. 11, no. 22, 15 noviembre 2005, paginas
8114-8121) compara dos vacunas de cancer dirigidas a tirosinasa. Goldberg Stacie M et al (Proceedings Of The
American Association For Cancer Research Annual Meeting, vol. 45, marzo 2004, pagina 288, y 95th Annual
Meeting Of The American-Association-For-Cancer-Research; Orlando, FL, EEUU; marzo 27-31, 2004) describe la
inmunizacién de determinados ratones con tumor con proteinas relacionadas con tirosinasa humanas 1 y 2.
Yamanaka Ryuya et al (DNA And Cell Biology mayo 2005, vol. 24, no. 5, paginas 317-324) describe la construccion
de un vector de expresion de ADN Sindbis y evalla su potencial para la terapia de tumor cerebral. Leitner Wolfgang
W et al (Nature Medicine, vol. 9, no. 1, enero 2003, paginas 33-39) describe una vacuna de ADN basada en alfavirus
que activa las rutas antivirales innatas.

Permanece una necesidad en la técnica de métodos y composiciones para el tratamiento y profilaxis del melanoma,
un cancer especialmente agresivo y mortal que afecta a gran cantidad de personas cada afio.
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Resumen breve de la invencion

La presente descripcion proporciona una composicion farmacéutica para uso en el aumento o induccién de una
respuesta inmune frente a células de melanoma en el sujeto; una composicidon inmunogénica; y una composicion
farmacéutica para uso en un método para reducir el riesgo de contraer melanoma en un sujeto humano o animal o
reducir la gravedad o retrasar la progresion del melanoma en un sujeto humano o animal con melanoma, como se
refleja en las reivindicaciones adjuntas. La presente descripcion describe un método para aumentar una respuesta
inmune a un antigeno de melanoma, en particular dopacromo tautomerasa (DCT, TRP2) en un sujeto humano o
animal mediante la administraciéon de una composicién farmacéutica que comprende particulas de replicon de
alfavirus que expresan TRP2 o un fragmento efectivo de éste. En las presentes composiciones para uso y
composiciones, el TRP2 es, de manera deseable, pero no necesariamente, idéntico en la fuente de especie a la del
sujeto al que se administra la composiciéon. En realizaciones especificas, el TRP2 de ratdn tiene la secuencia de
aminoacidos como se muestra en la Tabla 1 b y un TRP2 humano ejemplar tiene la secuencia de aminoacidos como
se muestra en la presente memoria mas adelante. Las secuencias codificadoras adicionales se proporcionan en la
presente memoria mas adelante, y en la técnica se conocen secuencias adicionales.

También se proporcionan en la presente memoria composiciones para uso en métodos para prevenir, reducir la
probabilidad de desarrollar, reducir la gravedad del melanoma, reducir el tiempo hasta la progresién después de la
intervencion inicial o incrementar el tiempo de supervivencia después del diagnéstico del melanoma en un sujeto
humano o animal que comprende administrar un farmacéutico que comprende una cantidad efectiva de particulas de
replicon de alfavirus que expresan el antigeno de melanoma dopacromo tautomerasa (DCT, TRP2). La composicion
puede administrarse al sujeto de cualquier manera consistente con la administracion de composiciones
inmunogénicas, intraperitoneal, intramuscular, intradérmica, intranasal, intravaginal, intrarectal, subcutanea o
intravenosa, especialmente mediante las rutas de administracion subcutanea o intramuscular. En determinadas
situaciones, especialmente para el tratamiento de prevencion de melanoma metastasico, podria usarse la
administracion intravenosa. En un sujeto animal, la inyeccidon en la almohadilla de la pata es otra ruta de
administracion para las presentes composiciones. En estos métodos, la administracion se repite de manera
deseable, aunque las dosificaciones posteriores del TRP2 pueden ser mediante una vacuna de ADN o proteina
recombinante asi como, o ademas de, las particulas de replicon de alfavirus que expresan TRP2, y cualquiera de las
administraciones de TRP2 pueden ser alogénicas o singénicas respecto a la fuente de TRP2 y el sujeto.

Ademas, se proporciona una preparacion inmunogénica que comprende una particula de replicon de alfavirus que
expresa un antigeno de melanoma dopacromo tautomerasa (DCT, TRP2), junto con un vehiculo farmacéuticamente
aceptable, y opcionalmente componentes adicionales para proporcionar un adyuvante y/o un beneficio de liberacion
lenta y/o ingredientes para mejorar la estabilidad de almacenamiento o manejo durante o después de la liofilizacion
tal como uno o mas de sal, tensioactivo, agente de volumen, plastificante, y azdcar de enlace de hidrégeno u otro
poliol.

En las composiciones y composiciones para uso descritas en la presente memoria, el alfavirus del que se obtienen
las particulas de replicon de alfavirus puede ser virus de la Encefalitis Equina Venezolana (VEE), de manera
deseable un virus VEE atenuado, que expresa TRP2 en el sujeto. El virus VEE u otras particulas de replicén de
alfavirus (ARP) obtenidas de alfavirus también pueden prepararse por ingenieria para la produccion de IL-12 u otra
citoquina. Cuando hay ARP que expresan IL-12 administrados conjuntamente con la preparacién ARP que expresa
TRP2, la dosis del VRP que expresa TRP2 es, lo mas preferiblemente, igual a o mayor que la dosis de las particulas
de replicon de VEE que expresan IL-12.

Descripcion breve de los dibujos

La Figura 1A es un diagrama del replicon TRP2 de VEE (ratén). Empezando en el promotor T7 y moviéndose en el
sentido de las agujas del reloj, las flechas soélidas representan los cuatro genes de proteinas no estructurales virales
VEE (nsP1-nsP4), el gen de TRP-2 murino y el gen de resistencia a kanamicina (KN'), respectivamente. La Figura
1B es un diagrama de la construccidon humana correspondiente.

La Figura 2 muestra los resultados de un experimento disefiado para determinar cudl de los antigenos de
diferenciacion de melanoma indicados funciona mejor cuando se administra mediante la expresion de VRP. Para
este propdsito, Grupos de 10 ratones se vacunaron segun el esquema indicado, y se pulsaron i.d. con 7,5x10*
células de melanoma B16 en el flanco derecho. El crecimiento tumoral se monitorizé cada dos-tres dias durante 80
dias. Se representd la supervivencia sin tumor. En dos experimentos independientes, observamos que VRP-TRP2
funciona significativamente mejor que VRP-tirosinasa y VRP-gp100. El 30% de los ratones tratados con VRP-TRP2
no tuvieron tumor incluso 80 dias después del pulso.

La Figura 3 muestra los resultados de un experimento que determiné si la combinacion de las tres preparaciones
diferentes de VRP (VRP-tyr, VRP-gp100, VRP-TRP2) era mas efectiva que usar VRP-TRP2 solo. Para este
propdsito, se vacunaron grupos de 15 ratones como se describe en la figura previa. Sorprendentemente, estos
experimentos indicaron que, aunque la combinacién de VRP-tirosinasa+VRP-gp100 tenia un efecto antitumoral
significativamente mejor comparado con VRP-GFP, no fueron tan efectivas como VRP-TRP2 solo (panel de la
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izquierda). Ademas, la combinacion de los tres antigenos diferentes no incrementa la eficacia de VRP-TRP2 cuando
se administra como un agente Unico (panel de la derecha).

La Figura 4 proporciona los resultados de un experimento representativo en el que se analizo la respuesta de células
T CD8+ a la vacuna. Los ratones se trataron como se indica, con VRP-TRP2, VRP-GP100, el péptido
inmunodominante TRP2 (TRP2-181) emulsionado en titermax (un adyuvante comercial), o se dejaron sin tratar. En
la semana 5 las células T CD8+ se purificaron del bazo y se re-estimularon con péptido gp100-15, el péptido TRP2-
181, células B16 irradiadas o no se re-estimularon (n.r.). Las células T CD8+ que secretan IFNy se analizaron
usando el ensayo ELISPOT. Cada punto representa un ratén individual; también se indican la media y SEM. Estos
experimentos indican que VRP-TRP2 puede inducir células T CD8+ especificas para el epitopo 181 y que estas
células T CD8+ pueden reconocer células B16. VRP-gp100 es también capaz de activar células T CD8+ especificas
de gp-100, pero estas células son incapaces de reconocer células B16. Las respuestas de células T CD8 especificas
de tumor inducidas por VRP-TRP2 son significativamente mayores que las inducidas por VRP-gp100.

La Figura 5 muestra los resultados para el andlisis de la respuesta de células B inducida por la vacuna. Los ratones
se trataron como se muestra, y en la semana 5, se extrajeron los sueros de la sangre periférica y se analizaron por
ELISA estandar. En el eje de las x se indica la dilucion de los sueros (titulacion). Cada simbolo representa un raton
individual. Este experimento es representativo de varias respuestas de anticuerpo inducidas por VRP-TRP2
especificas para TRP2.

La Figura 6A muestra los resultados para experimentos disefiados para revelar qué brazo de la respuesta inmune
adaptativa es mas relevante para mediar la proteccion tumoral en el modelo profilactico. En este experimento, los
ratones se vacunaron segun el esquema mostrado, pero después de la ultima inmunizacién y antes de la inoculacion
del tumor, las células T CD8+ o CD4+ se deplecionaron mediante la administracién de anticuerpos de deplecion.
Este experimento (representativo de dos) sugiere que el efecto anti-tumoral de la administracion profilactica de VRP-
TRP2 no depende de las respuestas de células T CD8+ que es capaz de inducir.

La Figura 6B muestra los resultados para experimentos adicionales disefiados para analizar el papel de los linfocitos
T y otras células inmunes en la mediacion de la proteccidon tumoral. Los ratones se vacunaron segun el esquema
mostrado, pero después de la Ultima inmunizacion, las células T CD8+ y CD4+, o células Asesinas Naturales (NK) y
T Asesinas Naturales (NKT), se deplecionaron mediante la administracion de los anticuerpos de deplecion
apropiados durante un periodo de tiempo prolongado, tanto antes como después de la inoculacién de células
tumorales B16. Sin pretender la vinculacion a ninguna teoria particular, se cree que este experimento (representativo
de dos) muestra que el efecto anti-tumoral de VRP-TRP2 no depende de la induccion de células NK y NKT, pero que
depende, al menos en parte, de la accion combinada de las células T CD8+ y CD4+ inducidas por la vacuna.

La Figura 6C muestra los resultados para experimentos adicionales disefiados para evaluar la contribuciéon de los
linfocitos T CD8+ y CD4+ y otras células inmunes en la mediacion de la proteccion tumoral. Se vacunaron ratones de
tipo salvaje (WT), deficientes en MHC |, o deficientes en MHC Il (que carecen de linfocitos T CD4+) segun el
esquema mostrado, antes de la inoculaciéon de células tumorales B16. Sin pretender la vinculaciéon a ninguna teoria
particular, se cree que la expresion de MHC Il es necesaria para el efecto anti-tumoral de VRP-TRP2. Por el
contrario, la ausencia de MHC | disminuye el efecto anti-tumoral de la vacuna pero no lo elimina completamente.

La Figura 6D muestra los resultados para experimentos disefiados para revelar el papel de las IgG en la mediacion
de la proteccion tumoral. Se vacunaron grupos de ratones tres veces con dos semanas de diferencia con VRP que
codifica GFP, TRP2, gp100 o tyr. Una semana después de la ultima inmunizacién, los ratones se sangraron para
obtener suero que contiene 1gG. Los sueros se transfirieron a animales receptores que se inocularon con células
tumorales B16. Sin pretender la vinculacion a ninguna teoria particular, se cree que los sueros que contienen IgG
anti-TRP2 incitados por la vacuna VRP-TRP2 tienen propiedades anti-tumorales.

La Figura 6E muestra resultados adicionales para experimentos disefiados para revelar el papel de las IgG en la
mediacion de la proteccion tumoral. Se vacunaron ratones deficientes en el receptor de la cadena gamma comun Fc
(FcgR-/-) antes de la inoculaciéon con células tumorales B16. Se usaron comparieros de camada control que eran
animales heterocigotos para las deleciones (FcgR+/-). Este experimento indica que la expresion de FcgR es un
requerimiento importante para conseguir un efecto anti-tumoral potente.

La Figura 7 muestra los resultados de experimentos disefiados para evaluar la eficacia de VRP-TRP2 en un entorno
terapéutico, en el que la inyeccién de los VRP empezd un dia después del pulso intradérmico con células de
melanoma B16 (modelo de piel). Los ratones y los tumores se analizan como se describe.

La Figura 8 muestra los resultados de un experimento para examinar la eficacia de VRP-TRP2 en un modelo de
tratamiento en el que se inyectaron células B16 intravenosamente (i.v.). Después de la inyeccion i.v., las células B16
crecen principalmente en el pulmén, donde forman rapidamente nédulos (modelo de pulmén). Tipicamente, 20 a 30
dias después de la inyeccion i.v. de células B16, los ratones mueren con grandes masas tumorales en los pulmones.
Los ratones se pulsaron en primer lugar i.v. con células B16 y se trataron con VRP-TRP2 como se indica. 24 dias
después del pulso tumoral, los ratones se sacrificaron, y los pulmones se analizaron para la presencia de nédulos
pulmonares. Se analizaron 9-10 ratones por grupo; se reporta el peso pulmonar y se toman imagenes de ejemplos
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representativos. Los ratones tratados con VRP-GFP control (antigeno irrelevante) tenian tumores muy grandes en
los pulmones; por el contrario, los ratones tratados con VRP-TRP2 no tenian tumores o tenian pocos nédulos
superficiales muy pequefios.

La Figura 9 muestra la eficacia de VRP-TRP2 en un modelo de tratamiento en el que se inyectaron células B16
intradérmicamente, y los tratamientos empezaron a diferentes puntos de tiempo después de la inyeccion de células
B16 (modelo de piel, curso de tiempo). Se reporta la supervivencia sin tumor. Grupos de 15 ratones se dejaron sin
tratar (sin tratar), se trataron con VRP-GFP semanalmente desde el dia 1, o se trataron con VRP-TRP2
semanalmente empezando desde el dia 1, dia 3 o dia 5. Este experimento se hizo para evaluar como de tarde
podria empezarse el tratamiento y todavia proporcionar un efecto anti-tumoral significativo. En la grafica se reporta la
supervivencia sin tumor. Cada grupo de tratamiento tenia 10 ratones, p= 0,01.

La Figura 10 presenta los resultados de un experimento disefiado para caracterizar el infiltrado tumoral después de
la vacunacion con VRP-TRP2, proporcionando de esta manera un analisis in vivo de la reaccion inmune incitada por
la vacuna. Las células tumorales B16 se inocularon en ratones que se habian vacunado previamente con el VRP
indicado, o se dejaron sin tratar (sin tratar). Siete dias después de la inoculacién de células tumorales B16, se
reseccionaron las masas tumorales y se procesaron para analisis citométrico de flujo. Panel (a); Imagen
representativa de las masas tumorales después de la reseccién; Panel (b) Distribuciones de puntos representativas
que ilustran la estrategia citométrica de flujo utilizada para el analisis; Panel (c) Cuantificacion de la poblacién
indicada de los tipos de células inmunes que se infiltran en el tumor (representativo de 4-5 ratones por grupo
analizado).

Descripcion detallada de lainvencién

Existe una necesidad en la técnica para composiciones farmacéuticas rentables, potentes y eficaces para el
tratamiento de un cancer devastador tal como melanoma y/o para reducir la incidencia, metastasis y/o gravedad de
un cancer tal como melanoma y para incrementar el tiempo de supervivencia después del inicio del melanoma. En la
presente memoria se describe un sistema de vector replicon de ARN derivado de un alfavirus atenuado preparado
por ingenieria para producir particula de replicon de alfavirus (ARP) semejante a virus de unico ciclo, defectuosa en
la propagacion que contiene un ARN auto-replicante (replicon) que expresa el antigeno de melanoma dopacromo
tautomerasa (DCT, también conocido como TRP2). Cuando se inocula en seres humanos y/o animales, estas
composiciones de ARP aumentan o inducen significativamente las respuestas inmunes humoral y celular frente a
células de melanoma, células de melanoma metastésicas y tumores. Es particularmente importante generar una
respuesta rapida y fuerte frente a las células de melanoma y tumores con el fin de incrementar el tiempo de
supervivencia después del diagndstico, retrasar la recurrencia, reducir la gravedad del cancer y sus efectos, y/o
reducir la intensidad y aparicion de este cancer y sus efectos, que es notoriamente dificil de tratar, especialmente si
esta avanzado. Ademas, la administracion de dichas composiciones a sujetos que todavia no tienen melanoma, por
ejemplo, aquellos sujetos que pueden presentar riesgo alto de desarrollar melanoma, previene o reduce la incidencia
y/o gravedad del melanoma.

Los protocolos de inmunizacién pueden tener administraciones repetidas o administraciones unicas, y una segunda
o posterior dosis puede ser de una especie diferente de TRP2 y/o puede comprender una modalidad diferente o una
modalidad adicional que la dosificacién de VRP-TRP2 inicial. Las dosis posteriores también pueden ser de una
cantidad diferente, bien mas o menos, que la dosis inicial administrada.

Los antigenos de diferenciacion de melanocitos son candidatos atractivos para la inmunoterapia de melanoma, pero
debido a que se expresan por células malignas asi como su equivalente normal la incitacion de respuestas inmunes
efectivas es un reto.

En la presente memoria se describe el uso de un sistema de vector de replicén de alfavirus como una inmunoterapia
para prevenir o tratar melanoma y otros canceres que expresan TRP2. El uso de particulas de replicon semejantes a
virus (VRP) defectuosas en la propagacion basadas en una cepa atenuada de virus de encefalitis equina venezolana
(VEE) es especialmente atractivo porque VRP expresa proteinas heterologas a altos niveles y dirige la expresion a
células dendriticas. Se ha mostrado que las vacunas de VRP incitan respuestas inmunes tanto humorales como
celulares a los productos génicos en vectores en muchos modelos de enfermedad animal y en ensayos clinicos de
fase I/1l.

La proteina inmunogénica puede ser una proteina TRP2 dopacromo tautomerasa (DCT, TRP2) de longitud completa
o un fragmento inmunogénico de ésta. En el acido nucleico de la particula de replicén de alfavirus, el TRP2 puede
ser de la misma especie que la del que se administra la composicién inmunogénica que comprende las particulas de
replicon de alfavirus (administracion singénica) o puede ser de una especie diferente (administracion alogénica). Una
proteina TRP2 que varia en secuencia de la del sujeto pero que deriva de la misma especie que la del sujeto
también puede expresarse por la composicion VRP.

Las eficacias de las composiciones VEE VRP que expresan los antigenos de diferenciacién de melanocitos
tirosinasa, gp100 o TRP-2 se analizaron frente a pulso con células del melanoma murino B16 poco inmunogénico y
altamente agresivo. VRP que expresan TRP-2 fueron los mas efectivos en retrasar la aparicion de tumor cuando se
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compara con los demas antigenos ensayados. Aunque se inducen tanto células T CD8+ especificas de TRP2 como
IgG especificas de TRP2, los datos sugieren que las células B pueden jugar un papel mas importante en la fase
efectora de la proteccion tumoral, al menos en la estrategia profilactica. Estos estudios demuestran que las vacunas
VRP presentan una estrategia util para la inmunoterapia y profilaxis del melanoma.

Un aspecto de las composiciones para uso y composiciones proporcionadas en la presente memoria es la capacidad
sorprendente de la respuesta inmune TRP2 frente a células de melanoma, con el resultado de que en los modelos
de raton de B16, existe una regresion tumoral significativa y supervivencia prolongada en ratones tratados después
del desarrollo del tumor y desarrollo tumoral pospuesto o ausencia de tumor en ratones pulsados con las células de
melanoma B16 después de vacunacion con los ARP que expresan TRP2. Sin pretender la vinculacién a ninguna
teoria, se cree que la administracion de los ARP que expresan TRP2 aumentaron la magnitud de las respuestas
humoral, o de anticuerpo, frente a las células de melanoma asi como la respuesta de células T frente a estas
células. Se consigue un beneficio similar en seres humanos que padecen melanoma o en seres humanos en los que
se desea proteccion frente a melanoma.

El papel para la induccion de las respuestas humorales por ARP que expresan TRP2 esta apoyado por la
observacion de que los sueros de ratones inmunizados con ARP que expresa TRP2 retrasé el crecimiento tumoral
comparado con los sueros de ratones inmunizados con ARP que expresan otros antigenos. La induccion de 1gG
especificas de TRP-2 depende de MHC I, y el efecto anti-tumoral implica la sefializacion a través de receptores Fc
activadores.

La inmunizacién con ARP que expresan TRP2 indujo una respuesta de células T CD8+ mas fuerte frente al epitopo
inmunodominante TRP-21g1 comparado con la respuesta incitada por VRP que expresan otros antigenos de
diferenciacion de melanocitos. Ademas, la inmunizacién con ARP que expresan TRP-2 incrementé
significativamente el porcentaje de células inmunes CD45+ infiltrantes en el infiltrado de tumores implantados
después de la vacunacion, y la cualidad de la respuesta CD45+ se cambid, ya que el porcentaje de células T
CD3+CD8+ reclutadas en el sitio tumoral se aumenté significativamente, indicando que las células T CD8+ reactivas
frente a las células tumorales B16 estaban moviéndose al tumor in vivo.

Dicha activacion sinérgica de mecanismos efectores tanto de IgG como células T CD8+ apoya la eficacia particular
de los ARP que expresan TRP-2.

Se entiende que la estrategia de inmunizacién descrita en la presente memoria puede combinarse con cirugia y/o
estrategias quimioterapéuticas en el tratamiento de un melanoma diagnosticado.

En determinadas realizaciones, los presentes métodos se llevan a la practica como parte de una estrategia de
inmunizacién cebado-refuerzo heteréloga, en la que la inmunizacién por "cebado", que comprende la administracion
inicial de uno o mas antigenos a un animal, especialmente un paciente humano, en una forma (o "modalidad") en la
preparacion para administracion o administraciones posteriores (referido frecuentemente como "refuerzo") del mismo
antigeno en una forma diferente, o modalidad. Especificamente, el término "cebar", o alternativamente "iniciar" o
"activar" una respuesta inmune o "aumentar" y "potenciar”, define una primera administraciéon de inmunizaciéon que
administra un antigeno que induce una respuesta inmune frente al antigeno deseado y recuerda un nivel mayor de
respuesta inmune frente al antigeno deseado después de re-inmunizacion posterior con el mismo antigeno cuando
se administra en el contexto de un sistema de administracion de vacuna diferente (es decir, forma o modalidad). Las
formas de antigeno que se van a administrar pueden comprender vectores de alfavirus, inmundgenos derivados de
células de melanoma cultivadas u otras células de melanoma o del tumor relevante, por ejemplo del sujeto si padece
melanoma, proteina TRP2 recombinante, péptidos sintéticos que comprenden al menos un epitopo de TRP2,
organismos vivos, atenuados o muertos o extractos en los que se expresa el antigeno TRP2, acidos nucleicos
desnudos, acidos nucleicos formulados con restos que contienen lipidos, vectores pox, vectores adenovirales,
vectores del virus del herpes, vectores flavivirus, vectores de virus de la estomatitis vesicular, vectores
paramixovirales, vectores parvovirus, vectores papovavirus, y vectores retrovirales, en los que un &cido nucleico o
vector expresa el antigeno TRP2 en células del sujeto en el que se administra. Los vectores virales pueden ser
particulas semejantes a virus o &cidos nucleicos virales capaces de expresar el antigeno TRP2. En las
composiciones para uso descrito en la presente memoria, la etapa de cebado es la administracion de una
composicion que comprende el ARP que expresa TRP2. Después de la inmunizacion de cebado, se administra una
"inmunizacioén de refuerzo ", o un "refuerzo", una composicién que administra el mismo antigeno codificado como en
la inmunizacion de cebado. El refuerzo se refiere algunas veces como una respuesta anamnésica, es decir, una
respuesta inmune en un animal previamente sensibilizado. Pueden administrarse refuerzos multiples, utilizando
cantidades diferentes o iguales para cada refuerzo. Pueden administrarse adyuvantes y/o citoquinas junto con la
composicién inmunogénica.

Como ilustracion de la necesidad de mejoras en la profilaxis y/o tratamiento de melanoma, mas de 60.000
americanos son diagnosticados con melanoma cada afio, y esta enfermedad causa mas de 8.000 muertes por afio
(National Cancer Institute, 2008). El melanoma es una enfermedad especialmente grave, especialmente si no se
detecta y trata pronto en la progresidon de la enfermedad, al menos en parte porque el melanoma no tratado
frecuentemente metastatiza agresivamente. Ademas, el melanoma frecuentemente no responde bien a regimenes
quimioterapéuticos.
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Los ARP que expresan TRP2 sirven como inmundgenos utiles en regimenes de tratamiento y/o vacunacion para
reducir la incidencia de melanoma y/o para mejorar el estado clinico del sujeto o retardar el proceso de la
enfermedad de melanoma. Con el fin de determinar si los ARP disefiados para expresar TRP2 podrian servir como
agentes de administracion funcionales que aumentan la inmunidad, la secuencia codificadora que codifica TRP2 se
cloné en el plasmido de ADN replicon ARP, y los ARN transcritos se empaquetaron en VRP. Los procedimientos
usados en la presente memoria para preparar VRP que expresan TRP2, que se basan en un sistema auxiliar de
replicon, se describen con detalle en las Patentes U.S. Nos. 7.078.218, 7.045.335, 7.425.337, 7.442.381 y la
Solicitud Publicada U.S. 2009-0075384. Se inmunizaron ratones con composiciones inmunogénicas que contienen
VRP que expresan el antigeno de melanoma TRP2. Los ratones se monitorizaron para respuestas humorales frente
al antigeno, y se midieron las respuestas celulares en bazos obtenidos por necropsia realizados al final de los
estudios. Sorprendentemente, los VRP que expresan TRP2 fueron particularmente potentes para inducir no sélo
respuestas celulares sino también humorales activas frente a las células de tumor de melanoma. No parecié que se
requiriera un tipo de antigeno o anticuerpo adicional para generar un efecto beneficioso en este modelo de
melanoma de ratén para enfermedad humana.

En general, las vacunas de VRP dirigen la expresion del gen de interés al nédulo linfatico drenante, que también es
el sitio en el que se produce la presentacion del antigeno a células T sin estimular. Experimentos previos de PCR
con VRPS que expresan una proteina de interés han mostrado que la expresion de VRP del gen de interés continua
durante unos pocos dias hasta que sucumbe la célula que expresa. Mientras la proteina soluble desaparece
rapidamente por degradacién asi como difusién, la expresion mediada por VRP, por otra parte, es transitoria y como
no hay estadio de ADN en el ciclo del replicon de alfavirus, no hay riesgo de integracion.

La dosis optima para un sujeto dado y una diana de enfermedad dada se determina faciimente tomando como base
las ensefianzas de Ia4presente memoria. Puede ensayarse un intervalo de ARP que expresan TRP2, en un intervalo
de dosificacion de 10* a 10", opcionalmente10” a 10", especialmente 10’, 5 x10”,10%, 5 x 10%, 10°, 5 x 10° 6 10™°.
La dosis dptima para aumentar las respuestas celulares puede no ser siempre la dosis 6ptima para aumentar las
respuestas humorales; si se desean ambas respuestas, puede ser ventajoso ensayar varias concentraciones de
TRP2-ARP en el intervalo dado para determinar la respuesta inmune global 6ptima.

La discusion siguiente se proporciona para mejorar la comprension de la presente descripcion por un experto en la
técnica en la técnica relevante.

En el contexto de la presente solicitud, nm significa nanometro, mL significa mililitro, VEE significa Virus de la
Encefalitis Equina Venezolana, EMC significa Virus de la Encefalomiocarditis, BHK significa células de rifién de cria
de hamster, HA significa gen de hemaglutinina, GFP significa gen de la proteina verde fluorescente, N significa
nucleocapside, FACS significa separador celular activado por fluorescencia, IRES significa sitio de entrada al
ribosoma interno, pfu significa unidades formadoras de placa, iu significa unidades infecciosas, y FBS significa Suero
Fetal Bovino. La expresion "numero de aminoacido de E2 (por ejemplo, Lys, Thr, etc.)" indica aminoacidos
designados en el residuo designado de la proteina E2, y también se usa para hacer referencia a aminoacidos en
residuos especificos en las proteinas E3 o E1. TRP2 se refiere a dopacromo tautomerasa (también conocido como
el locus "slaty", DCL o TRP2/DCL).

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "alfavirus" tiene su significado convencional en la técnica, e
incluye las diferentes especies tales como Virus VEE, Virus del Bosque Semliki (SFV), Sindbis, Virus del Rio Ross,
Virus de la Encefalitis Equina Occidental, Virus de la Encefalitis Equina Oriental, Virus Chikungunya, S.A. AR86,
Virus Everglades, Virus Mucambo, Virus del Bosque Barmah, Virus Middleburg, Virus Pixuna, Virus O'nyong-nyong,
Virus Getah, Virus Sagiyama, Virus Bebaru, Virus Mayaro, Virus Una, Virus Aura, Virus Whataroa, Virus Banbanki,
Virus Kyzylagach, Virus J Highlands, Virus Fort Morgan, Virus Ndumu, y Virus Buggy Creek. Los alfavirus utiles en
las construcciones y métodos descritos en la presente memoria son VEE, S.A. AR86, Sindbis (por ejemplo, TR339,
véase la Patente U.S. No. 6.008.035), y SFV. Véase también WO 2008/058035 y WO 2008/085557.

Los términos "secuencia de reconocimiento de la replicacion de alfavirus 5™ y "secuencia de reconocimiento de la
replicacién de alfavirus 3" se refieren a las secuencias encontradas en los alfavirus, o secuencias derivadas de ellos,
que son reconocidas por las proteinas replicasas de alfavirus no estructurales y dan lugar a la replicacion del ARN
viral. Estas se refieren algunas veces como los extremos 5' y 3', o secuencias de alfavirus 5' y 3'. El uso de estos
extremos 5'y 3' resulta en la replicacion de la secuencia de ARN codificada entre los dos extremos. La secuencia de
reconocimiento de la replicacion de alfavirus 3' como se encuentra en el alfavirus tiene tipicamente una longitud de
aproximadamente 300 nucledtidos, que contiene una secuencia de reconocimiento de la replicacién 3' minima, mejor
definida. La secuencia de reconocimiento de replicaciéon 3' minima, conservada entre los alfavirus, es una secuencia
de 19 nucledtidos (Hill et al., J. Virology, 2693-2704, 1997). Estas secuencias pueden modificarse por técnicas de
biologia molecular estandar para minimizar adicionalmente el potencial de recombinacién o para introducir sitios de
clonacion, con la condicion de que deben ser reconocidas por la maquinaria de replicacion del alfavirus.

El término “secuencia de reconocimiento de la replicacion de alfavirus 5 minima" se refiere a la secuencia minima
que permite el reconocimiento por las proteinas no estructurales del alfavirus pero no resulta en
empaquetamiento/recombinacion significativo de moléculas de ARN que contienen la secuencia. En una realizaciéon
preferida, la secuencia de reconocimiento de la replicacién de alfavirus 5' minima resulta en una disminucion del
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cincuenta a cien veces en la frecuencia observada de empaquetamiento/recombinacion del ARN que contiene la
secuencia. El empaquetamiento/recombinacion de auxiliares puede evaluarse por varios métodos, por ejemplo, el
método descrito por Lu y Silver (J. Virol. Methods 2001, 91 (1): 59-65).

Los términos "replicon de ARN de alfavirus”, "ARN replicon de alfavirus", "replicon de vector de ARN de alfavirus", y
"ARN replicon de vector" se usan indistintamente para hacer referencia a una molécula de ARN que expresa genes
de proteinas no estructurales de manera que puede dirigir su propia replicacién (amplificaciéon) y comprende, como
minimo, secuencias de reconocimiento de la replicacion de alfavirus 5' y 3' (que pueden ser secuencias minimas,
como se ha definido anteriormente, pero pueden ser alternativamente las regiones completas del alfavirus),
secuencias codificadoras para proteinas no estructurales de alfavirus, y un tracto de poliadenilacién. Puede contener
ademas uno o mas elementos para dirigir la expresion, lo que significa transcripcion y traduccion, de una secuencia
de ARN heteréloga. También puede prepararse por ingenieria para expresar proteinas estructurales de alfavirus.
Johnston et al., Polo et al. (como se cita en los antecedentes), y Smith et al. (Patentes U.S. Nos. 7.045.335,
7.078.218, 7.425.337 y 7.442.381) describen numerosas construcciones para dichos replicones de ARN de alfavirus.
Las realizaciones especificas de los replicones de ARN de alfavirus pueden contener una o mas mutaciones
atenuantes, siendo una mutacidon atenuante una delecién de nucleétido, adiciéon, o sustitucion de uno o mas
nucleétido(s), o una mutacion que comprende la reorganizacion o construccién quimérica que resulta en una pérdida
de virulencia en un virus vivo que contiene la mutacién comparado con el alfavirus de tipo salvaje apropiado. Los
ejemplos de una sustitucion de nucleétido atenuante (que resulta en un cambio de aminoacido en el replicén) incluye
una mutacién en la posicién de aminoacido 538 de nsP1, posicion de aminoacido 96 de nsP2, o posicion de
aminoacido 372 de nsP2 en el alfavirus S.A.AR86, y un ejemplo de una mutaciéon atenuante en la regién no
codificadora del acido nucleico del replicén es la sustituciéon de A o C en el nucleétido 3 en VEE.

Los términos "proteina/proteina(s) estructurales de alfavirus" se refieren a una o una combinacion de las proteinas
estructurales codificadas por alfavirus. Estas son producidas por el virus como una poliproteina y se representan
generalmente en la bibliografia como C-E3-E2-6k-E1. E3 y 6k sirven como sefiales de translocacion/transporte en la
membrana para las dos glicoproteinas, E2 y E1. Asi, el uso del término E1 en la presente memoria puede referirse a
E1, E3-E1, 6k-E1, o E3-6k-E1, y el uso del término E2 en la presente memoria puede referirse a E2, E3-E2, 6k-E2, o
E3-6k-E2. Las mutaciones atenuantes pueden introducirse en una cualquiera o mas de las proteinas estructurales
de alfavirus.

El término "auxiliar(es)" o "construccidn o construcciones auxiliares", se refiere a una molécula de acido nucleico que
es capaz de expresar una o mas proteinas estructurales de alfavirus. Johnston et al., Polo et al. (como se cita en los
antecedentes), Smith et al. (Patente U.S. No. 7.045.335 y 7.078.218) y Kamrud et al. (Solicitud Publicada U.S. 2009-
0075384) describen numerosas construcciones auxiliares Utiles para expresar proteinas estructurales de alfavirus en
la produccion de ARP.

Los términos "célula auxiliar" y "célula de empaquetamiento” se usan indistintamente en la presente memoria y se
refieren a la célula en la que se producen las particulas de replicén de alfavirus. La célula auxiliar comprende un
conjunto de auxiliares que codifican una o mas proteinas estructurales de alfavirus. Como se describe en la presente
memoria, los auxiliares pueden ser ARN o ADN. La célula puede ser cualquier célula que es permisiva para
alfavirus, es decir, células que son capaces de producir particulas de alfavirus después de la introducciéon de un
transcrito de ARN viral. Las células permisivas para alfavirus incluyen, pero no estan limitadas a, células Vero, de
rifidn de cria de hamster (BHK), 293, 293T, fibroblasto de embriéon de pollo (CEF), y de ovario de hamster chino
(CHO). En determinadas realizaciones, la célula auxiliar o de empaquetamiento puede incluir ademas una ARN
polimerasa dependiente de ARN heterdloga y/o una proteasa especifica de secuencia. Los acidos nucleicos que
codifican proteinas estructurales de alfavirus pueden estar presentes en la célula auxiliar de forma transitoria o por
integracion estable en el genoma de la célula auxiliar. El acido nucleico que codifica las proteinas estructurales de
alfavirus que se usan para producir particulas de alfavirus puede estar bajo el control de promotores constitutivos y/o
inducibles. En una realizacién, las secuencias que codifican proteinas estructurales de alfavirus pueden
proporcionarse en un unico auxiliar de ADN (véase Smith et al. Patente U.S. No. 7.045.335) o como dos
construcciones auxiliares que comprenden un elemento IRES en el que la traduccion de estas secuencias
codificadoras puede estar controlada por la actividad de un elemento IRES. En dichas realizaciones, el elemento
IRES puede ser activo en el tipo de célula auxiliar especifico y no activo, o minimamente activo en otros tipos de
células. En realizaciones particulares, las células auxiliares comprenden secuencias de acido nucleico que codifican
las proteinas estructurales de alfavirus en una combinacién y/o cantidad suficiente para producir una particula de
alfavirus cuando el acido nucleico replicon recombinante se introduce en la célula bajo condiciones mediante las
cuales se producen las proteinas estructurales de alfavirus y el acido nucleico replicén recombinante se empaqueta
en particulas de alfavirus descritas en la presente memoria.

Los términos "particulas de replicon de alfavirus", "particulas de replicon de virus" o "particulas de alfavirus
recombinantes”, usados indistintamente en la presente memoria, significan un complejo estructural semejante a
virion que incorpora un ARN de replicon de alfavirus que expresa una o mas secuencias de ARN heterdlogas.
Tipicamente, el complejo estructural semejante a virion incluye una o mas proteinas estructurales de alfavirus
incluidas en una cubierta lipidica que encierra una nucleocapside que a su vez encierra el ARN. La cubierta lipidica
deriva tipicamente de la membrana plasmatica de la célula en la que se producen las particulas. Preferiblemente, el
ARN de replicon de alfavirus esta rodeado por una estructura de nucleocapside comprendida por la proteina de la
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capside del alfavirus, y las glicoproteinas del alfavirus estan incluidas en la cubierta lipidica derivada de la célula.
Las proteinas estructurales y el ARN replicon pueden derivar de los mismos alfavirus o de alfavirus diferentes. En
una realizacion especifica, el ARN replicon y las proteinas estructurales son de VEE, por ejemplo, véase Rayner et
al., Publicacién de Patente U.S. 2005-0266550. En otra realizacion, el ARN replicon deriva de VEE y las proteinas
estructurales derivan de Virus Sindbis (véase, por ejemplo, Dubensky et al., Patente U.S. No. 6.376.236). Las
particulas de replicon de alfavirus son infecciosas pero defectuosas en la propagacion, es decir, el ARN replicon no
puede propagarse mas alla de la célula huésped que infectan inicialmente las particulas, en ausencia del o de los
acidos nucleicos auxiliares que codifican las proteinas estructurales del alfavirus.

Se emplea un promotor para dirigir la transcripcion de ARN a partir de ADN, es decir, una ARN polimerasa
dependiente de ADN, para producir los acidos nucleicos de replicon de alfavirus y auxiliares proporcionados en la
presente memoria. En el presente contexto, un promotor es una secuencia de nucleétidos reconocida por una
polimerasa y suficiente para causar la transcripcién de una secuencia asociada (en 3'). En algunas realizaciones, el
promotor es constitutivo (véase mas adelante). Alternativamente, el promotor puede estar regulado, es decir, no
actlia constitutivamente para causar la transcripcion de la secuencia asociada. Si es inducible, hay secuencias
presentes que median la regulacion de la expresion de manera que la secuencia asociada se transcribe sélo cuando
(i) esta presente una molécula inductora en el medio en o sobre el que se cultivan las células, o (ii) se cambian las
condiciones a las que estan expuestas las células para ser condiciones inductoras. En el presente contexto, una
secuencia reguladora de la transcripcion incluye una secuencia promotora y puede incluir ademas secuencias
activas en cis para la expresion regulada de una secuencia asociada en respuesta a sefiales medioambientales.

En determinadas realizaciones de ARN replicon y auxiliar, la transcripcion y traduccion estan controladas
separadamente por diferentes elementos reguladores. El replicon contiene un promotor que dirige la transcripcion;
un elemento IRES; y una secuencia codificadora (por ejemplo, para una proteina o fragmento heterélogo), en la que
el elemento IRES esta localizado de manera operativa de manera que la traduccién de la secuencia codificadora es
a través de un mecanismo independiente de caperuza dirigido por el elemento IRES y no a través del mecanismo
dependiente de caperuza (véase la Patente U.S. No. 7.442.381 de Smith et al.). El término "transcripcion" tal y como
se usa en la presente memoria incluye la produccion de ARN a partir de un promotor subgenémico de alfavirus de
un acido nucleico replicon recombinante, que puede ser él mismo una molécula de ARN. Esto es, el promotor
subgendmico en una molécula de ARN replicdn o auxiliar recombinante puede dirigir la transcripcion de un ARN
mensajero que codifica un acido nucleico heterdlogo de interés o una proteina estructural de alfavirus.
Separadamente, el acido nucleico replicén o auxiliar recombinante puede "replicarse," es decir, copiarse a partir de
la secuencia de reconocimiento de la replicacién 5' a través de la secuencia de reconocimiento de la replicacion.

En realizaciones de ARN auxiliar y para producir el ARN replicon, se utiliza un promotor para sintetizar ARN en una
reaccion de transcripcion in vitro, y los promotores especificos adecuados para este uso incluyen los promotores de
ARN polimerasa SP6, T7, y T3. En las realizaciones de ADN auxiliar, el promotor funciona en una célula para dirigir
la transcripcion de ARN. Los promotores potenciales para la transcripcion in vivo de la construccion incluyen
promotores eucariotas tales como promotores de ARN polimerasa |l, promotores de ARN polimerasa lll, o
promotores virales tales como MMTV y MoSV LTR, regién temprana de SV40, RSV o CMV. En la técnica estan
disponibles muchos otros promotores de mamiferos y virales adecuados. Alternativamente, pueden emplearse
promotores de ARN polimerasa dependientes de ADN de bacterias o bacteriéfago, por ejemplo, SP6, T7, y T3, para
uso in vivo, proporcionandose la ARN polimerasa concordante a la célula, bien mediante un plasmido separado,
vector de ARN, o vector viral. En una realizacion especifica, la ARN polimerasa concordante puede transformarse de
manera estable en una linea celular auxiliar bajo el control de un promotor inducible.

En determinadas construcciones, el control de la expresion del acido nucleico al nivel de la traduccién se consigue
introduciendo un sitio de entrada de ribosoma interno (IRES) en 3' del promotor, por ejemplo, el promotor
subgendmico 26S de alfavirus, y en 5' de la secuencia codificadora, por ejemplo, para que se traduzca la secuencia
heteréloga o una proteina estructural de alfavirus. El elemento IRES se posiciona de manera que dirige la traduccion
del ARNm, minimizando, limitando o evitando de esta manera el inicio de la traduccién del ARNm de la estructura de
metil-7-guanosina (5')pppN presente en el extremo 5' del ARNm subgendmico (la "caperuza"). Estas construcciones
resultan en la traduccién controlada por IRES de una secuencia heteréloga independientemente de la transcripcion
dirigida por promotor. Pueden emplearse los IRES de muchas fuentes diferentes, incluyendo elementos IRES virales
de picornavirus, por ejemplo, poliovirus (PV) o el enterovirus humano 71, por ejemplo, cepas 7423/MS/87 y BrCr de
éstos, de virus de encefalomiocarditis (EMCV); de virus de enfermedad pie-y-boca (FMDV); de flavivirus, por
ejemplo, virus de la hepatitis C (HCV); de pestivirus, por ejemplo, virus de la fiebre porcina clasica (CSFV); de
retrovirus, por ejemplo, virus de la leucemia murina (MLV); de lentivirus, por ejemplo, virus de la inmunodeficiencia
de simios (SIV); de elementos IRES de ARNm celular tales como los de los factores del inicio de la traduccién, por
ejemplo, elF4G o DAPS5; de factores de transcripcion, por ejemplo, c-Myc o factor represor de NF-kB (NRF); de
factores de crecimiento, por ejemplo, factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF-2) y factor de crecimiento derivado de plaquetas B (PDGF B); de genes homedticos, por ejemplo,
Antennapedia; de proteinas de supervivencia, por ejemplo, inhibidor ligado a X de la apoptosis (XIAP) o Apaf-1; de
chaperonas, por ejemplo, proteina de unién de la cadena pesada de inmunoglobulina BiP, virus de plantas, asi como
cualesquiera otros elementos IRES conocidos actualmente o posteriormente.
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Cualesquiera aminoacidos que aparecen en las secuencias de aminoacidos referidas en la especificacion tienen sus
abreviaturas habituales de tres y una letra usadas rutinariamente en la técnica: A, Ala, Alanina; C, Cys, Cisteina; D,
Asp, Acido Aspartico; E, Glu, Acido Glutamico; F, Phe, Fenilalanina; G, Gly, Glicina; H, His, Histidina; I, lle,
Isoleucina; K, Lys, Lisina; L, Leu, Leucina; M, Met, Metionina; N, Asn, Asparagina; P, Pro, Prolina; Q, GIn, Glutamina;
R, Arg, Arginina; S, Ser, Serina; T, Thr, Treonina; V, Val, Valina; W, Try, Triptéfano; Y, Tyr, Tirosina.

Tal y como se usa en la presente memoria, la expresion dirigida por una secuencia particular es la transcripcion de
una secuencia asociada en 3'. Si es apropiado y se desea para la secuencia asociada, ahi la expresién del término
también engloba la traduccion (sintesis de proteina) del ARN transcrito o introducido. Alternativamente, pueden
usarse diferentes secuencias para dirigir la transcripcioén y la traduccion.

Las células permisivas para alfavirus empleadas en los presentes métodos son células que, después de la
transfeccion con un transcrito de ARN viral completo, son capaces de producir particulas viales. Los alfavirus tienen
un amplio rango de huéspedes. Los ejemplos de células de empaquetamiento adecuadas incluyen, pero no estan
limitadas a, células Vero, células de rifion de cria de hamster (BHK), células de fibroblasto de embrién de pollo, DF-
1, 293, 293T, células de Ovario de Hamster Chino (CHO), y células de insecto.

Las expresiones "proteina estructural" o "proteina estructural de alfavirus" tal y como se usan en la presente
memoria se refieren a una o mas de las proteinas codificadas por alfavirus que se requieren para el
empaquetamiento del replicon de ARN, e incluyen tipicamente la proteina de la capside, glicoproteina E1, y
glicoproteina E2 en el alfavirus maduro (determinados alfavirus, tales como Virus del Bosque de Semliki, contienen
una proteina adicional, E3, en la cubierta madura). El término "proteina(s) estructural(es) de alfavirus" se refiere a
una o una combinacién de las proteinas estructurales codificadas por los alfavirus. Estas se sintetizan (a partir del
genoma viral) como una poliproteina y se representan generalmente en la bibliografia como C-E3-E2-6k-E1. E3 y 6k
sirven como sefales de translocacion/transporte de membrana para las dos glicoproteinas, E2 y E1. Asi, el uso del
término E1 en la presente memoria puede referirse a E1, E3-E1, 6k-E1, o E3-6k-E1, y el uso del término E2 en la
presente memoria puede referirse a E2, E3-E2, 6k-E2, o E3-6k-E2.

Las proteinas estructurales de los alfavirus estan distribuidas entre una o mas moléculas de acido nucleico auxiliares
(por ejemplo, un primer ARN (o ADN) auxiliar y un segundo ARN (o ADN) auxiliar). Ademas, una o mas proteinas
estructurales pueden estar localizadas en la misma molécula que el acido nucleico replicén, siempre que al menos
una proteina estructural esta delecionada del ARN replicon de manera que el replicén y la particula de alfavirus
resultante son defectuosas para la replicacion. Tal y como se usan en la presente memoria, los términos
"delecionado" o "delecidon" significan bien delecion total del segmento especificado o la delecién de una parte
suficiente del segmento especificado para convertir el segmento en no operativo o no funcional, segun el uso
estandar. Véase, por ejemplo, Patente U.S. No. 4.650.764 de Temin et al. El término "defectuoso para la replicaciéon”
tal y como se usa en la presente memoria es sinénimo de "defectuoso para la propagacion”, y significa que las
particulas producidas en una célula huésped dada no pueden producir particulas de progenie en la célula huésped,
debido a la ausencia de la funcién auxiliar, es decir, las proteinas estructurales de alfavirus requeridas para el
empaquetamiento del acido nucleico replicén. Sin embargo, el acido nucleico replicén es capaz de replicarse él
mismo y expresarse en la célula huésped en la que se ha introducido.

Los métodos para la produccion econdmica y eficiente de particulas con alto rendimiento se describen en la Patente
U.S. No. 7.078.218, presentada el 18 de julio, 2006, como lo son las cepas y virus atenuados utiles para la expresion
de una secuencia codificadora de IL-12 expresable. Los métodos para preparar composiciones secas Yy
reconstituidas que contienen VRP relacionados con VEE se describen en WO 2008/058035 y en la Solicitud
Publicada U.S. 2009/0047255.

La célula auxiliar, también referida como una célula de empaquetamiento, usada para producir las particulas de
alfavirus infecciosas, defectuosas para la replicacion, debe expresar o ser capaz de expresar proteinas estructurales
de alfavirus suficientes para empaquetar el acido nucleico replicén. Las proteinas estructurales pueden producirse a
partir de un conjunto de ARN, tipicamente dos que se introducen en la célula auxiliar concomitantemente con o
antes de la introduccién del vector replicon. El primer ARN auxiliar incluye ARN que codifica al menos una proteina
estructural de alfavirus pero no codifica todas las proteinas estructurales de alfavirus. El primer ARN auxiliar puede
comprender ARN que codifica la glicoproteina E1 de alfavirus, pero que no codifica la proteina de la capside de
alfavirus y la glicoproteina E2 de alfavirus. Alternativamente, primer ARN auxiliar puede comprender ARN que
codifica la glicoproteina E2 de alfavirus, pero que no codifica la proteina de la capside de alfavirus y la glicoproteina
E1 de alfavirus. En una realizacién adicional, el primer ARN auxiliar puede comprender ARN que codifica la
glicoproteina E1 de alfavirus y la glicoproteina E2 de alfavirus, pero no la proteina de la capside de alfavirus. En una
cuarta realizacion, el primer ARN auxiliar puede comprender ARN que codifica la capside de alfavirus, pero ninguna
de las glicoproteinas de alfavirus. En una quinta realizacion, el primer ARN auxiliar puede comprender ARN que
codifica la capside y una de las glicoproteinas, es decir, bien E1 o E2, pero no ambas.

En combinacién con uno cualquiera de estos primeros ARN auxiliares, el segundo ARN auxiliar codifica al menos
una proteina estructural de alfavirus no codificada por el primer ARN auxiliar. Por ejemplo, cuando el primer ARN
auxiliar solo codifica la glicoproteina E1 de alfavirus, el segundo ARN auxiliar puede codificar una o ambas de la
proteina de la capside de alfavirus y la glicoproteina E2 de alfavirus. Cuando el primer ARN auxiliar soélo codifica la
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proteina de la capside de alfavirus, el segundo ARN auxiliar puede incluir ARN que codifica una o ambas de las
glicoproteinas de alfavirus. Cuando el primer ARN auxiliar sélo codifica la glicoproteina E2 de alfavirus, el segundo
ARN auxiliar puede codificar una o ambas de la proteina de la capside de alfavirus y la glicoproteina E1 de alfavirus.
Cuando el primer ARN auxiliar codifica tanto la capside como la glicoproteina E1 de alfavirus, el segundo ARN
auxiliar puede incluir ARN que codifica una o ambas de la proteina de la capside de alfavirus y la glicoproteina E2 de
alfavirus.

En los acidos nucleicos auxiliares, se entiende que estas moléculas comprenden ademas secuencias necesarias
para la expresion (englobando traduccién, y cuando es apropiado, sefales de transcripciéon o replicacion) de las
secuencias de proteina estructural codificadas en las células auxiliares. Dichas secuencias pueden incluir, por
ejemplo, promotores, (bien virales, procariotas o eucariotas, inducibles o constitutivos), elementos IRES, y
secuencias de reconocimiento de replicasa viral 5' y 3'. Los acidos nucleicos auxiliares sin promotor también pueden
ser ventajosos (véase Solicitud Publicada U.S. No. 2009-0075384). En el caso de los acidos nucleicos auxiliares que
expresan una o mas glicoproteinas, se entiende de la técnica que estas secuencias se expresan ventajosamente
con una secuencia lider o sefial en el extremo N de la region codificadora de la proteina estructural en las
construcciones de acido nucleico. La secuencia lider o sefial puede derivar del alfavirus, por ejemplo, E3 6 6k, o
puede ser una secuencia heteréloga tal como un péptido sefial del activador de plasminégeno tisular o una
secuencia sintética. Asi, como un ejemplo, un primer acido nucleico auxiliar puede ser una molécula de ARN que
codifica la capside-E3-E1, y el segundo acido nucleico auxiliar puede ser una molécula de ARN que codifica la
capside-E3-E2. Alternativamente, el primer ARN auxiliar puede codificar sélo la capside, y el segundo ARN auxiliar
puede codificar E3-E2-6k-E1. Ademas, la sefial de empaquetamiento o "secuencia de encapsidacion" que esta
presente en el genoma viral no esta presente en todos los acidos nucleicos auxiliares. Preferiblemente, la o las
sefales de empaquetamiento estan delecionadas de todos los acidos nucleicos auxiliares.

Estos auxiliares de ARN pueden introducirse en las células de varias maneras. Pueden expresarse a partir de uno o
mas casetes de expresion que se han transformado de manera estable en las células, estableciendo de esta manera
lineas celulares de empaquetamiento (véase, por ejemplo, Patente U.S. No. 6.242.259). Alternativamente, los ARN
pueden introducirse como moléculas de ARN o ADN que pueden expresarse en la célula auxiliar sin integrarse en el
genoma celular. Los métodos para la introduccién incluyen electroporacion, vectores virales (por ejemplo, SV40,
adenovirus, nodavirus, astrovirus), y transfeccion mediada por lipidos.

Una alternativa a ARN auxiliares multiples es el uso de una Unica molécula de ADN, que codifica todos los
polipéptidos necesarios para el empaquetamiento del ARN replicon viral en particulas de replicén de alfavirus
infectivas (véase Patente U.S. No. 7.045.335). El unico auxiliar ADN puede introducirse en la célula de
empaquetamiento por cualesquiera medios conocidos en la técnica, incluyendo pero no limitado a electroporacion,
transfeccion mediada por lipidos, (lipofeccién), con vectores virales (por ejemplo, adenovirus o SV-40), o
transfeccion mediada por fosfato de calcio. Preferiblemente, el ADN se introduce mediante métodos basados en
electroporacion. EI ADN se electropora tipicamente en células con una disminucién en voltaje y un incremento en
capacitancia, comparado con el requerido para la captacion de ARN. En todas las reacciones de electroporacion, el
valor para el voltaje y la capacitancia debe ajustarse de manera que se evite destruir la capacidad de las células de
empaquetamiento (huésped) para producir particulas de alfavirus infectivas. Alternativamente, la funcién auxiliar, en
este formato y bajo un promotor inducible, puede incorporarse en el genoma de la célula de empaquetamiento antes
de la introduccion/expresion del replicon de vector de ARN, y después inducirse con el estimulo apropiado justo
antes de, concomitante con, o después de la introduccién del replicon de vector de ARN.

Ventajosamente, uno o mas de los acidos nucleicos que codifican las proteinas estructurales de alfavirus, es decir,
la capside, glicoproteina E1 y glicoproteina E2, o la construccidon de replicon, contiene una o mas mutaciones
atenuantes. Las expresiones "mutacion atenuante" y "aminoacido atenuante" tal y como se usan en la presente
memoria, significan una mutacién de nucleétido (que puede estar o no en una regiéon del genoma viral que codifica
polipéptidos) o un aminoacido codificado por una mutacién de nucleétido, que en el contexto de un virus vivo,
resultan en una probabilidad disminuida de que el alfavirus cause una enfermedad en su huésped (es decir, una
pérdida de virulencia), segun la terminologia estandar en la técnica, Véase, por ejemplo, B. Davis, et al.,
Microbiology 156-158, (4a ed. 1990), ya sea la mutaciéon una mutacién de sustitucion, o una mutacién de delecion o
adicion en marco. La expresion "mutacion atenuante" excluye las mutaciones que serian letales para el virus, a no
ser que dicha mutacion se use en combinacion con una mutacion "de restauracion" que convierte al virus en viable,
no obstante atenuado. Los métodos para identificar mutaciones atenuantes adecuadas en el genoma de alfavirus se
conocen en la técnica. Olmsted et al. (1984; Science 225:424) describe un método para identificar mutaciones
atenuantes en el virus Sindbis seleccionando el crecimiento rapido en cultivo celular. Johnston y Smith (1988;
Virology 162:437) describen la identificacion de mutaciones atenuantes en VEE aplicando presion selectiva directa
para penetracion acelerada de células BHK. Las mutaciones atenuantes en alfavirus se han descrito en la técnica,
por ejemplo, White et al. 2001 J. Virology 75:3706; Kinney et al. 1989 Virology 70:19; Heise et al. 2000 J. Virology
74:4207; Bernard et al 2000 Virology 276:93; Smith et al 2001 J. Virology 75:11196; Heidner y Johnston 1994 J.
Virology 68:8064; Klimstra et al. 1999 J. Virology 73:10387; Glasgow et al. 1991 Virology 185:741; Polo y Johnston
1990 J. Virology 64:4438; y Smerdou y Liljestrom 1999 J. Virology 73:1092.

En determinadas realizaciones, el ARN replicon comprende al menos una mutacién atenuante. En otras
realizaciones especificas, el o los acidos nucleicos auxiliares incluyen al menos una mutacion atenuante. En
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realizaciones que comprenden dos moléculas de acido nucleico auxiliares, al menos una molécula incluye al menos
una mutacién atenuante, o ambas pueden codificar al menos una mutacion atenuante. Alternativamente, el acido
nucleico auxiliar, o al menos uno del primero o segundo acidos nucleicos auxiliares incluye al menos dos, o
multiples, mutaciones atenuantes. Las mutaciones atenuantes apropiadas dependen del alfavirus usado. Por
ejemplo, cuando el alfavirus es VEE, las mutaciones atenuantes adecuadas pueden seleccionarse del grupo que
consiste en codones en la posicion de aminoacido de E2 76 que especifica un aminoacido atenuante,
preferiblemente lisina, arginina, o histidina como el aminoacido de E2 76; codones en la posicion de aminoacido de
E2 120 que especifica un aminoacido atenuante, preferiblemente lisina como el aminoacido de E2 120; codones en
la posicidon de aminoacido de E2 209 que especifica un aminoacido atenuante, preferiblemente lisina, arginina, o
histidina como el aminoacido de E2 209; codones en el aminoacido de E1 272 que especifica una mutacion
atenuante, preferiblemente treonina o serina como el aminoacido de E1 272; codones en el aminoacido de E1 81
que especifica una mutacion atenuante, preferiblemente isoleucina o leucina como aminoacido de E1 81; y codones
en el aminoacido de E1 253 que especifica una mutacién atenuante, preferiblemente serina o treonina como
aminoacido de E1 253. Las mutaciones atenuantes adicionales incluyen mutaciones de deleciones o sustitucion en
el dominio de escision entre E3 y E2 de manera que la poliproteina E3/E2 no se escinde; esta mutacion en
combinacion con la mutacién en E1-253 puede usarse en los presentes métodos y composiciones. De manera
similar, pueden usarse las mutaciones presentes en cepas de vacuna vivas existentes, por ejemplo, cepa TC83
(véase Kinney et al., 1989, Virology 170: 19-30, particularmente la mutacién en el nucledtido 3).

Cuando el alfavirus es el Arbovirus Sudafricano No. 86 (S.A. AR86), las mutaciones atenuantes adecuadas pueden
seleccionarse del grupo que consiste en los codones en la posiciéon de aminoacido de nsP1 538 que especifica una
mutacién atenuante, preferiblemente isoleucina como aminoacido de nsP1 538; codones en la posicién de
aminoacido de E2 304 que especifica un aminoacido atenuante, preferiblemente treonina como aminoacido de E2 en
la posicion 304; codones en la posicion de aminoacido de E2 314 que especifica un aminoacido atenuante,
preferiblemente lisina como aminoécido de E2 314; codones en la posicion de aminoacido de E2 376 que especifica
un aminoacido atenuante, preferiblemente alanina como aminoacido de E2 376; codones en la posicién de
aminoacido de E2 372 que especifica un aminoacido atenuante, preferiblemente leucina como aminoacido de E2
372; codones en la posicion de aminoacido de nsP2 96 que especifica un aminoacido atenuante, preferiblemente
glicina como aminoacido de nsP2 96; y codones en la posicion de aminoacido de nsP2 372 que especifica un
aminoacido atenuante, preferiblemente valina como aminoacido de nsP2 372. Las mutaciones atenuantes
adecuadas Utiles en las realizaciones en las que se emplean otros alfavirus son conocidas para los expertos en la
técnica.

Las mutaciones atenuantes pueden introducirse en el ARN realizando mutagénesis dirigida a sitio en el ADNc que
codifica el ARN, segun procedimientos conocidos. Véase, Kunkel, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:488 (1985.
Alternativamente, las mutaciones pueden introducirse en el ARN por el reemplazo de fragmentos de restriccion
homodlogos en el ADNc que codifica el ARN, segun procedimientos conocidos, o en copias de ADNc usando
métodos de reaccion en cadena de la polimerasa mutagénica.

El vector replicén de alfavirus se introduce en células en cultivo que permiten la replicacién de alfavirus y en las que
también se expresan proteinas estructurales del alfavirus, de manera que el vector se empaqueta por las proteinas
estructurales en ARP que se liberan eventualmente de la célula. Los métodos para la preparacion de particulas de
replicon de alfavirus adyuvantes infectivas, defectuosas en la propagacion en altos rendimientos se describen en la
Patente U.S. 7.078.218, y los métodos de formulacion se describen en WO 2008/058035 y Solicitud Publicada U.S.
US 2009/0047255.

Tal y como se usa en la presente memoria, TRP2 es una proteina conocida en la técnica. El antigeno de melanoma
humano puede tener secuencias de aminoacidos y codificadoras como se muestra a continuacién. Las secuencias
codificadoras y de aminoacidos de raton se proporcionan en las Tablas 1A y 1B, respectivamente. Las secuencias
humanas que codifican TRP2 se proporcionan en las Tablas 2A, 3, 4A (véase también SEQ ID NOs: 3, 4 y 5). Otras
son conocidas en la técnica. Se entiende que las secuencias que con significativamente similares a las
proporcionadas en la presente memoria pueden usarse en lugar de las proporcionadas. Ventajosamente, las
secuencias sustancialmente similares son 90, 91,92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% idénticas a los aminoacidos
mostrados en SEQ ID NO: 6, como se determina usando métodos de comparacion de secuencias muy conocidos en
la técnica. Puede haber sustituciones de aminoacidos con propiedades similares (sustituciones conservativas de
aminoacidos) Por ejemplo, glutamato/aspartato, alanina/leucinalisoleucina/metionina/valina,
fenilalanina/tirosina/triptéfano, histidina/arginina/asparaginal/lisina; y serina/treonina aminodacidos similares
representativos. Un método simple para calcular el porcentaje de identidad es alinear la secuencia de referencia
(SEQ ID NO: 6) con la secuencia buscada para concordancia maxima, y tratar los huecos introducidos en cualquiera
de las dos secuencias para optimizar el alineamiento como emparejamientos erréneos. Después, el niumero de
concordancias de divide por el nimero total de residuos de SEQ ID NO: 6 méas cualquier emparejamiento erréneo
(huecos) introducido en SEQ ID NO: 6. Ventajosamente, la secuencia de un TRP2 usado en un régimen particular
de administracion de ARP tiene una secuencia de aminoacidos sustancialmente igual a la de la especie en la que se
administran los ARP que expresan TRP2.

Los expertos en la técnica reconocen que las secuencias codificadoras pueden variar debido a la degeneracién del
cadigo genético y uso de codones. Todas las secuencias sinénimas que codifican el antigeno u otro polipéptido o
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proteina de interés pueden usarse en los protocolos de inmunizaciéon descritos en la presente memoria, pero las
proteinas con variacion limitada de una secuencia especificamente ejemplificada también puede usarse en los
presentes métodos y composiciones. Las secuencias humanas alternativas y polimorfismos pueden encontrarse en
Frudakis et al. (2003) Genetics 165: 2071-2083; Lao et al. (2007) Ann. Human Genet.71: 354-369; Khong vy
Rosenberg (2002) J. Immunol. 168: 951-956.

Ademas, los expertos en la técnica reconocen que pueden ocurrir variaciones alélicas en las secuencias
codificadoras que no cambian significativamente la actividad de las secuencias de aminoacidos de los péptidos que
codifican estas secuencias. Todas estas secuencias inmunolégicamente equivalentes se incluyen en el alcance de
esta solicitud. Se entiende que puede haber niveles bajos de sustituciones de nucledtidos en una poblacién de ARP
que expresan TRP2 o en las proteinas codificadas, ventajosamente menos de 15% de variacion en la secuencia de
aminoacidos respecto a la de una proteina descrita especificamente.

Las técnicas estandar para la clonacién, aislamiento de ADN, amplificacién y purificacion, para reacciones
enzimaticas que implican ADN ligasa, ADN polimerasa, endonucleasas de restriccién y semejantes, y varias técnicas
de separacion son las conocidas y empleadas comunmente por los expertos en la técnica. Un niumero de técnicas
estandar se describen en referencias tales como Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning, Segunda Edicién, Cold
Spring Harbor Laboratory, Plainview, Nueva York; Maniatis; Ausubel et al. (2000) Current Protocols in Molecular
Biology, Wiley, Nueva York, NY, y otras fuentes muy conocidas en la técnica. Las abreviaturas y nomenclatura,
cuando se emplean, se consideran estandar en el campo y usadas comiunmente en revistas profesionales tales
como las citadas en la presente memoria.

Las formulaciones farmacéuticas, tales como vacunas u otras composiciones inmunogénicas, como se proporciona
en la presente memoria, comprenden una cantidad inmunogénica de las particulas de replicon de alfavirus
infecciosas, defectuosas en la propagacion o particulas vivas, atenuadas en combinacién con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Una “cantidad inmunogénica” es una cantidad de las particulas de alfavirus
infecciosas que es suficiente para evocar una respuesta inmune en el sujeto al que se administra la formulacion
farmacéutica. Una cantidad de aproximadamente 10* a aproximadamente 10", opcionalmente 10" a 10",
especialmente 107, 5 x 107, 102, 5 x 108, 10°, 5 x 10° 6 10"°, de unidades infecciosas, o ARP por dosis se cree
adecuada, dependiendo de la edad y especie del sujeto que se esta tratando. Los vehiculos farmacéuticamente
aceptables ejemplares incluyen, pero no estan limitados a, agua estéril sin pirégenos y disolucién salina fisiologica
estéril sin pirdgenos. Los sujetos a los que puede administrarse cantidades inmunogénicas de las particulas de
alfavirus infecciosas, defectuosas en la replicacion incluyen sujetos humanos y animales (por ejemplo, perro, cerdo,
gato, ganado, caballo, burro, ratén, hamster, monos, cobaya). La administracion puede ser por cualquier medio
adecuado, tal como administracién intraperitoneal, intramuscular, intradérmica, intranasal, intravaginal, intrarectal,
subcutanea o intravenosa.

Las composiciones inmunogénicas que comprenden los ARP (que dirigen la expresion de la o las secuencias de
interés cuando las composiciones se administran a un ser humano o animal) pueden formularse por cualquier medio
conocido en la técnica. Dichas composiciones, especialmente vacunas, se preparan tipicamente como inyectables,
bien como disoluciones o suspensiones liquidas. También pueden prepararse formas sélidas adecuadas para
disolucidn en, o suspension en, liquido antes de la inyeccion. Las preparaciones liofilizadas también son adecuadas,
especialmente como se describe en WO 2008/058035 y Solicitud Publicada U.S. US 2009/0047255.

Los ingredientes inmunogénicos activos (los ARP) se mezclan frecuentemente con excipientes o vehiculos que son
farmacéuticamente aceptables y compatibles con el ingrediente activo. Los excipientes adecuados incluyen pero no
estan limitados a agua estéril, disolucién salina, dextrosa, glicerol, etanol, o semejantes y combinaciones de éstos,
asi como estabilizantes, por ejemplo, albumina de suero humano (HSA) u otras proteinas adecuadas y azUcares
reductores.

Ademas, si se desea, las vacunas pueden contener cantidades menores de sustancias auxiliares tales como
agentes humectantes o emulsionantes, agentes de tamponamiento de pH, y/o adyuvantes que aumentan la eficacia
de la vacuna. Los ejemplos de adyuvantes que pueden ser efectivos incluyen pero no estan limitados a: hidroxido de
aluminio; N-acetil-muramil-L-treonil-D-isoglutamina (thr-MDP); N-acetil-nor-muramil-L-alanil-D-isoglutamina (CGP
11637, referido como nor-MDP); N-acetilmuramil-L-alanil-D-isoglutaminil-L-alanina-2-(1’-2’-dipalmitoil-sn-glicero-
3hidroxifosforiloxi)-etilamina (CGP 19835A, referido como MTP-PE); y RIBI (que contiene tres componentes
extraidos de bacterias, monofosforil lipido A, trehalosa dimicolato y esqueleto de pared celular (MPL+TDM+CWS) en
una emulsion escualeno 2%/Tween 80), MF-59 (una emulsion sub-micrométrica aceite-en-agua de un escualeno,
polioxietilen sorbitan monooleato (Tween™ 80) y sorbitan trioleato), e IC31 (de Intercell, una formulacién sintética
que combina las propiedades inmunoestimuladoras de un péptido antimicrobiano, KLK, y un oligodesoxinucleétido
inmunoestimulador, ODN1a). También puede incluirse una proteina inmuno estimuladora tal como interleuquina-12,
bien como una secuencia codificadora co-expresada con el TRP2 en el mismo o proporcionada en un VRP que
expresa |IL-12 separado. La eficacia de un adyuvante puede determinarse midiendo la cantidad de anticuerpos y/o
respuesta de célula T dirigida frente al producto inmunogénico del ARP que resulta de la administracion del
inmundgeno en vacunas que también estan comprendidas por los distintos adyuvantes. También pueden usarse
dichas formulaciones adicionales y modos de administracién como son conocidos en la técnica.
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Las composiciones que contienen ARP inmunogénicas (o de otra manera biolégicamente activas) se administran de
una manera compatible con la formulacién de dosificaciéon, y en tal cantidad que es profilacticamente y/o
terapéuticamente activa. La cantidad que se va a administrar, que estd generalmente en el intervalo de
aproximadamente 10* a aproximadamente 1011, ode 10" a 1010, especialmente 107, 5x 107, 108, 5x 108, 109, 5x
10°6 10", de unidades infecciosas por mL en una dosis, depende del sujeto que se va a tratar, la ruta por la que los
ARP se administran, la inmunogenicidad del producto de expresioén, los tipos de respuestas inmunes efectoras
deseados, y el grado de proteccion deseada. Las cantidades precisas del ingrediente activo requeridas para ser
administradas pueden depender del criterio del médico, veterinario u otro profesional sanitario y pueden ser
peculiares para cada individuo, pero dicha determinacion esta en la experiencia de dicho médico.

La vacuna u otra composicién inmunogénica puede proporcionarse en esquemas de una Unica dosis o multiples
dosis. Un esquema de multiples dosis es uno en el que un curso de vacunacién primario puede incluir 1 a 10 o mas
dosis separadas, seguido de otras dosis administradas en intervalos de tiempo posteriores segun se requiera para
mantener y/o reforzar la respuesta inmune, por ejemplo, semanalmente, bisemanalmente, o a 1 a 4 meses durante
una segunda dosis, y si se necesita, una o unas dosis posteriores después de varios meses/afios. Para la
vacunacion terapéutica, puede ser beneficioso un régimen de dosificacion multiple de inyecciones o
administraciones mensuales durante multiples afios.

Las referencias citadas en la presente descripcion reflejan el nivel de experiencia en las técnicas relevantes. Se
pretende que esta informacion pueda emplearse en la presente memoria, si se necesita, para excluir (por ejemplo,
para recusar) realizaciones especificas que estan en la técnica anterior. Por ejemplo, cuando se reivindica un
compuesto, debe entenderse que los compuestos conocidos en la técnica anterior, , incluyendo determinados
compuestos descritos en las referencias descritas en la presente memoria (particularmente en documentos de
patente referenciados), no se pretende que se incluyan en la reivindicacion.

Cada formulacidon o combinacion de componentes descrita o ejemplificada puede usarse para llevar a la practica la
invencioén, a no ser que se indique otra cosa. Las formulaciones de VRP de la presente invencion pueden prepararse
segun técnicas conocidas en la técnica adecuadas para las particulas relevantes, especialmente como se describe
en la Publicacion US 2009/0047255. Los nombres especificos de compuestos, virus, genes y proteinas se pretende
que sean ejemplares, ya que se sabe que un experto en la técnica puede nombrar los mismos compuestos de
manera diferente. Cuando una proteina (o el gen que la codifica) se describe en la presente memoria de manera que
no se especifica una variante, isoforma, variante de corte y empalme alternativa o alelo del compuesto, por ejemplo,
en una férmula o en un nombre quimico, se pretende que esta descripcion incluya cada alelo, isoforma y/o variante
de la proteina o gen individualmente o en cualquier combinacién. Un experto en la técnica apreciard que los
métodos, materiales de partida, métodos sintéticos, formulaciones vectores y técnicas adicionales distintas de las
ejemplificadas especificamente pueden emplearse en la practica de la invencién sin recurrir a experimentacion
innecesaria. Todos los equivalentes funcionales conocidos en la técnica, de cualquiera de dichos métodos,
proteinas, secuencias codificadoras, vectores, materiales de partida, formulaciones, y semejantes se pretende que
estén incluidos en esta invencion. Siempre que se proporcione un intervalo en la especificacion, por ejemplo, un
intervalo de temperatura, un intervalo de tiempo, o un intervalo de composicion, todos los intervalos y subintervalos
intermedios, asi como todos los valores individuales incluidos en los intervalos proporcionados se pretende que
estén incluidos en la descripcion.

Tal y como se usa en la presente memoria, "que comprende" es sinénimo de "que incluye", "que contiene", o
"caracterizado por", e incluye o esta abierto y no excluye elementos o etapas de métodos adicionales, no recitados a
no ser que se describa otra cosa. Tal y como se usa en la presente memoria, "que consiste en" excluye cualquier
elemento, etapa, o ingrediente no especificado en el elemento reivindicado. Tal y como se usa en la presente
memoria, "que consiste esencialmente en" no excluye materiales o etapas que no afectan materialmente las
caracteristicas basicas y nuevas de la reivindicacion. Cualquier recitacion en la presente memoria del término "que
comprende”, particularmente en una descripcion de componentes de una composicion o en una descripcion de
elementos de un dispositivo, se entiende que engloba aquellas composiciones y métodos que consisten
esencialmente en y consisten en los componentes o elementos recitados. La invencion ilustrativamente descrita en
la presente memoria puede llevarse a la practica en ausencia de cualquier elemento o elementos, limitacion o
limitaciones que no se describan especificamente en la presente memoria.

Los términos y expresiones en la presente memoria se pretende que sean descriptivos y no limitativos, y no hay
intenciéon en el uso de dichos términos y expresiones de excluir cualesquiera equivalentes de las caracteristicas
mostradas y descritas o partes de éstas, pero se reconoce que varias modificaciones son posibles en el alcance de
la invencion como se reivindica. Asi, debe entenderse que aunque la presente invencion se ha descrito
especificamente por realizaciones preferidas y caracteristicas opcionales, la modificacién y variacion de los
conceptos descritos en la presente memoria puede ser recurrida por los expertos en la técnica, y que se considera
que dichas modificaciones y variaciones estan en el alcance de esta invencion como se define por las
reivindicaciones adjuntas.

La formulacién exacta, ruta de administracién y dosificacion pueden elegirse por el médico individual a la vista de la
afeccion del paciente (véase, por ejemplo, Fingl et al. en The Pharmacological Basis of Therapeutics, 1975, Cap. 1).
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Debe indicarse que el médico responsable deberia conocer cémo y cuando terminar, interrumpir, o ajustar la
administracion debido a toxicidad, o a disfunciones organicas, o a debilitamiento del sujeto. A la inversa, el médico
responsable también deberia saber ajustar el tratamiento a niveles mas altos si la respuesta clinica no fuera
adecuada (toxicidad descartada). La magnitud de una dosis administrada en la gestion de un cancer que expresa
TRP2, tal como melanoma, variara con la gravedad de la afeccién que se va a tratar y la ruta de administraciéon. La
gravedad de la afeccién puede evaluarse, por ejemplo, en parte, por métodos de evaluacién de prondstico estandar.
Ademas, la dosis y opcionalmente, la frecuencia de la dosis también variaran segun la edad, peso corporal, y
respuesta del paciente individual. Un programa comparable al discutido anteriormente también puede usarse en
medicina veterinaria.

Cuando el sujeto padece melanoma, el médico (o veterinario en el caso de un sujeto animal) puede elegir una
estrategia de tratamiento completa que combina la administracién de las composiciones VRP que expresan TRP2
inmunogénicas con tratamientos adicionales (que pueden administrarse antes de, al mismo tiempo que, o después
de la administracion de VRP), tal como agentes quimioterapéuticos radiactivos o quimicos, anticuerpos
monoclonales especificos de uno o mas antigenos especificos de cancer, por ejemplo, CTLA4 o PD1, o antigenos
de melanoma tal como TRP2, interleuquinas o conjugados de los anteriores, o con intervencién quirirgica. Pueden
usarse farmacos inmunosupresores, por ejemplo, paclitaxel o carboplatino como un tratamiento inicial para el
cancer, y después de que su efecto se haya declinado, pueden proporcionarse las composiciones VRP que
expresan TRP2.

Dependiendo de la afeccién especifica del sujeto que se estd tratando o vacunando profilacticamente, las
composiciones descritas en la presente memoria pueden formularse y administrarse sistémicamente o localmente.
Las técnicas para la formulaciéon y administracién pueden encontrarse en varias referencias de la técnica muy
conocidas y facilmente accesibles en la técnica. Las rutas de administracion adecuadas pueden incluir, por ejemplo,
oral, rectal, transdérmica, vaginal, transmucosal, intestinal, intramuscular, subcutanea, intradérmica, intramedular,
intratecal, intravenosa, o inyecciones intraperitoneales. Por ejemplo, para aplicaciones profilacticas, las
composiciones inmunogénicas que comprenden como el agente inmunogénico activo los VRP que expresan TRP2
se administran generalmente a través de una ruta subcutanea o intramuscular. En le caso del sujeto con melanoma
metastasico, puede elegirse una ruta intravenosa, o puede seleccionarse la ruta subcutanea o intramuscular.
También puede haber administracién simultanea a través de multiples rutas.

Para la inyeccion, las composiciones inmunogénicas de la presente invenciéon pueden formularse en disoluciones
acuosas, preferiblemente en tampones fisioldgicamente compatibles tales como disolucion de Hank, disolucion de
Ringer, o tampén salino fisiologico. Para administracién transmucosal, los penetrantes como se conoce
generalmente en la técnica y apropiados para la barrera que se va a permear se usan en la formulacion.

El uso de vehiculos farmacéuticamente aceptables para formular los compuestos descritos en la presente memoria
para la practica de la invencion en dosificaciones adecuadas para administracion sistémica esta en el alcance de la
invenciéon. Con la eleccion apropiada de vehiculo y practica de fabricaciéon adecuada, las composiciones de la
presente invencion, en particular las formuladas como disoluciones, pueden administrarse parenteralmente, tal como
por inyeccion intravenosa. Los compuestos apropiados pueden formularse facilmente usando vehiculos
farmacéuticamente aceptables muy conocidos en la técnica en dosificaciones adecuadas para administracion oral.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para uso en la presente invencion incluyen composiciones en las que
los ingredientes activos estadn contenidos en una cantidad efectiva para conseguir el propdsito pretendido. La
determinacion de las cantidades efectivas esta en la capacidad de los expertos en la técnica, especialmente a la luz
de la descripcion detallada proporcionada en la presente memoria.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién pueden fabricarse de una manera que es conocida por si
misma, por ejemplo, mediante procesos convencionales de mezclado, disolucidon granulacién, levigado, emulsion,
encapsulacién, atrapamiento o liofilizacion.

Las preparaciones farmacéuticas para uso en los presentes métodos pueden obtenerse combinando los VRP que
expresan TRP2 inmunolégicamente activos con excipiente solido, pero también pueden prepararse preparaciones
liquidas como se describe en la Publicacion de Patente U.S. 2009/0047255 vy liofilizarse para reconstitucion antes de
la administracion al sujeto. Los excipientes adecuados son, en particular, rellenos tales como azucares, incluyendo
lactosa, sacarosa, manitol, o sorbitol; preparaciones de celulosa tales como, por ejemplo, hidroxietil almidon,
gelatina, goma de tragacanto, metil celulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, carboximetilcelulosa de sodio, y/o
polivinilpirrolidona (PVP). Si se desea, pueden afadirse agentes disgregantes, tales como polivinil pirrolidona
entrecruzada, agar, o acido alginico o una sal de éste tal como alginato de sodio, plastificantes, tensioactivos y otros
agentes adecuados para administraciéon en composiciones inmunogénicas a seres humanos y/o animales. Los
adyuvantes inmunoldgicos y/o citoquinas que aumentan una respuesta inmune también pueden incluirse en estas
composiciones.

En general, los términos y expresiones usados en la presente memoria tienen su significado reconocido en la
técnica, que puede encontrarse por referencia a textos estandar, referencias de revistas y contextos conocidos por
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los expertos en la técnica. Las definiciones siguientes se proporcionan para aclarar su uso especifico en el contexto
de la invencién.

Aunque la descripcidon en la presente memoria contiene determinada informacién especifica y ejemplos, éstos no
deben considerarse como que limitan el alcance de la invencién como se reivindica sino como ilustraciones
proporcionadas meramente de algunas de las posibles realizaciones de la invencién. Por ejemplo, asi el alcance de
la invencion debe determinarse por las reivindicaciones adjuntas y sus equivalentes, en lugar de por los ejemplos
proporcionados, pero la invencién puede entenderse adicionalmente por los ejemplos no limitativos proporcionados
en la presente memoria anteriormente.

Clonaciéon de TRP2 murino

El gen de TRP-2 murino de longitud completa se amplifico por PCR a partir de un plasmido de ADN obtenido del
NIH. Los cebadores para la amplificacion por PCR de este plasmido se proporcionan a continuacion:

cebador directo EcoR5 de TRP-2 murino (SEQ ID NO: 7)
5-GGGACTTGTAGGATGGGGACTTTTGTTGGGATGTTTGGG-3'
cebador inverso Xba de TRP-2 murino (SEQ ID NO: 8)
5-GGATGGCTCTAGATTAATTAATTATCATGCTTCCTCGGTATATC-2

La secuencia codificadora resultante para la proteina TRP2 se proporciona en la Tabla 1 B y la proteina codificada
en la Tabla 1 A.

Produccién de replicén

Este producto TRP2 se digirié con Pacl y se ligd en el vector replicon pERK3 para generar pERK3-TRP-2 murino. El
vector replicon pERK3 VEE deriva del plasmido pERK descrito en la Patente U.S. No. 6.783.939, Ejemplo 2. pERK3
tiene dos sitios adicionales de escision de endonucleasa de restriccion, Scal y SnaBll en la secuencia de clonacion
multiple (MCS), el extremo 5' de VEE, las proteinas no estructurales de VEE 1-4, el promotor de VEE 26S, un sitio
de clonacién mudltiple, y la UTR (regién no traducida) 3' de VEE.

Produccion de VRP

El replicén que expresa TRP2 mostrado en la Figura 1A 6 1B se empaqueta usando un sistema auxiliar de ARN
bipartito, que se ha descrito en las Patentes US Nos. 5.792.462, US 6.783.939 (Olmsted, et al.), US 7.045.335
(Smith et al.), y US 7.078.218).

Las células Vero se expandieron en EMEM + 5% FBS a p146, se tripsinizaron, se lavaron y se resuspendieron en
5% sacarosa/60 mM NaCl/10 mM tampén NaPi pH 7,3 hasta una concentracion de 1,2 x 10® células/mL. Se
mezclaron 0,5 mL de células con replicon TRP-2 murino, auxiliar de capside (dHcap4, como se describe en la
Patente U.S. No. 7.045.335) y glicoproteina (3.4.16; también referida como GP 3014), ARN auxiliares a una
proporcion ARN de replicon 30 ug:auxiliar de capside 30 pg:auxiliar GP 60 pg. El auxiliar de glicoproteina se
describe completamente, incluyendo su secuencia de acido nucleico, en la Patente U.S. Numero 6.783.939. El
auxiliar de capside se describe completamente en la Patente U.S. No. 7.045.335 (Smith et al.). La mezcla se
transfirié a cubetas de 0,4 cm de hueco y se electroporaron a 580 voltios, 25 yFD durante un total de 4 pulsos. Las
mezclas se electroporacion se mantuvieron a temperatura ambiente durante aproximadamente 10 min y se
sembraron en botellas de en rodillos que contenian 100 mL de medio de crecimiento OptiPro con 4 mM glutamina.
Los VRP TRP-2 murino se recogieron de células por un proceso de elucidon con mucha sal (lavado de sal, véase la
Patente U.S. No. 7.078.218) con un rendimiento de 250 Ul/célula. Los VRP se purificaron por cromatografia de
sulfato Cellufine, se formularon en 1% albumina de suero de ratén (MSA), 4% sacarosa, 30 mM gluconato de sodio,
500 mM cloruro de sodio, 10 mM fosfato de sodio pH 7,3 y se almacenaron a -80°C. Los VRP se titularon con
anticuerpo nsP2 VEE.

Particulas de replicén viral TRP-2 humano

En primer lugar, el gen de TRP2 humano de longitud completa se amplifico a partir de un plasmido de ADN. Los
productos de amplificacion se digirieron con Pacl y se ligaron en el vector replicon pERK3 cortado de manera similar
con Pacl para generar pERK3-TRP-2 humano.

Cebadores para la amplificacion por PCR
cebador directo EcoR5 de TRP-2 humano
5-GAGCCCCCTTTGGTGGGGGTTTCTGCTCAGTTGCTTGG -3
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cebador inverso Xba/Pacl de TRP-2 humano
S-GGATGGCTCTAGATTAATTAATTACTAGGCTTCTTCTGTGTATC-Y

Empezando en el promotor T7 y moviéndose en el sentido de las agujas del reloj en la Fig. 1B, las flechas sélidas
representan los cuatro genes de proteina no estructural viral de VEE (nsP1-nsP4), el gen de TRP-2 humano y el gen
de resistencia a kanamicina [KN(R)], respectivamente.

Los VRP que expresan TRP2 humano se preparan como se ha descrito anteriormente pero se formulan con
albumina de suero humana en lugar de MSA. En general, los VRP se formulan con albumina de suero derivada de la
misma especie que la de la preparacion que se va a administrar.

Inmunizacién con VRP y pulso con tumor
Ratones y lineas celulares.

Los ratones C57BL/6J (hembras de 8-10 semanas de edad) y deficientes C3 (cepa B6.129S4-C3tm 1 crr/J) se
obtuvieron del Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME). Los ratones deficientes en MHC clase | (cepa B2MN12),
deficientes en MHC clase Il (cepa ABBN12) y controles de tipo salvaje (WT) (cepa B6NTac) se adquirieron en
Taconic Farms, Inc. (Hudson, NY). Los ratones deficientes en la cadena g comun de FcR, proporcionados por J.
Ravetch (Rockefeller University, Nueva York, NY) se retrocruzaron en tipo salvaje C57BL/6 y se criaron en MSKCC.

La linea de melanoma de ratéon B16-F10 se obtuvo originariamente de |. Fidler (M.D. Anderson Cancer Center,
Houston, TX), B78H1 (una linea celular de melanoma de ratdon negativa Tyrp-1 y TRP-2 derivada de B16) y el
carcinoma de pulmoén de Lewis se cultivaron en RPMI completo. A no ser que se indique otra cosa, los ratones se
vacunaron tres veces con 10° VRP diluido en PBS por inyeccidon subcutanea en la superficie plantar de cada
almohadilla de la pata para cada vacunacion.

En los experimentos deeproteccién tumoral (profilactica), los ratones C57BL/6 se vacunaron tres veces, en intervalos
de catorce dias, con 10° VRP diluido en PBS por inyeccion subcutanea en la superficie plantar de cada almohadilla
de la pata. En un subconjunto de estos ratones, los ratones individuales se pulsaron con 7,5 x 10* células de
melanoma B16F10 inyectadas intradérmicamente (i.d.) dos semanas después de la tercera vacunacién bi-mensual
con VRP.

En los experimentos de proteccion tumoral terapéutica, se inyecté a ratones C57BL/6 en primer lugar 7,5 x 10*
células B16F10 bien intradérmicamente (modelo terapéutico cutaneo) o intravenosamente (modelo terapéutico de
pulmén), y se vacunaron semanalmente tres veces, empezando un dia después del pulso. Después de la
vacunacion, se midieron los diametros tumorales con calibradores; en algunos experimentos, los animales se
sacrificaron cuando los tumores alcanzaron 1 cm de diametro, se ulceraron o causaron malestar a los animales.
Para otros estudios, los animales se monitorizaron cada 2 a 3 dias durante 80 dias. Para la evaluacion del desarrollo
del tumor pulmonar, los pulmones se recogieron 24 dias después del pulso de células tumorales intravenoso, se
lavaron tres veces con PBS y se pesaron. La supervivencia sin tumor se reporta en las figuras de la presente
memoria. Cada grupo de ratones tenia 10 ratones, p+0,01. Para las curvas de supervivencia sin tumor de Kaplan-
Meier, se considerd que los ratones no tenian tumor hasta que los tumores fueron visibles o palpables. Los valores p
se calcularon con el ensayo de rango logaritmico (Mantel-Cox).

En los experimentos de depleciéon de células T (Figura 6B), las células CD4+, células CD8+ y células NK/NKT se
deplecionaron mediante inyeccion de 200 pg de anticuerpos GK1.5, 243 y PK136, respectivamente,
intraperitonealmente en el dia -11, -4, +4, +11, respecto a la inoculacién del tumor.

Ensayos ELISPOTy de células T

Los péptidos analizados, incluyendo TRP21g1.189 Se sintetizaron por Genemed Synthesis (San Antonio, TX) y tuvieron
mas de 80% de pureza, como se determina por cromatografia liquida de alto rendimiento.

Los bazos recogidos 5 a 7 dias después de la tercera inmunizacién con VRP se disrumpieron mecanicamente, y se
lisaron los RBC. Las células T CD8+ se seleccionaron positivamente de esta mezcla por incubacién con lechos
magnéticos anti-CD8 (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Alemania). Se determiné la produccion de interferon y
(IFN-y) usando el ensayo ELISPOT estandar después de 20 a 36 h de incubacion de células T CD8+ (10° por
pocillo) con esplenocitos pulsados con 1 pug/mL del péptido especifico de TRP2 indicado. Las placas se analizaron
usando un sistema lector de ELISPOT automatizado con software KS 4.3 (Carl Zeiss, Thomwood, NY). Se realizaron
ensayos de tincion intracelular basados en citometria de flujo con el kit de fijacion y permeabilizacion (eBioscience,
San Diego, CA) usando anti-CD8-PE-rojo Texas, anti-CD3-FITC, anti-IFNy-APC (BD Biosciences, San Jose, CA) y el
kit LIVE/DEAD Fixable Aqua Dead Cell Stain (ViD) (Invitrogen, Carlsbad, CA).
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ELISA

Para detectar IgG totales especificas de TRP2 circulantes en suero, se inmunizaron grupos de ratones con VRP que
expresan TRP2 tres veces, con una separacion de dos semanas entre cada inmunizacion. Siete dias a dos semanas
después de Ia ultima vacunacion, los ratones se sangraron en la vena de la cola. Las muestras de sangre se
incubaron a 37°C durante una hora y se centrifugaron durante 5 min a 7.000 g. El suero combinado se recogié en un
tubo separado y se almacend6 a -20°C.

Las placas de ELISA (Costar) se recubrieron O/N con 1 pg/mL de TRP2 recombinante purlflcado en PBS, se
bloquearon con 5% leche seca reconstituida desnatada en PBS durante 2 horas, y se incubaron a 4°C con diluciones
seriadas de suero (4 veces: 1:100, 1:400, 1:1.600, etc.) en disoluciéon de bloqueo. Después de 18 horas, las placas
se lavaron 6 veces con PBS+0,1% Tween 20 y se incubaron con el segundo anticuerpo (anti-IgG de raton de cabra-
AP, Southern Biotech, Birmingham, AL) en tampdn de bloqueo durante 1 hora a temperatura ambiente. Las placas
se lavaron y se incubaron en la oscuridad durante 30 min con el sustrato (Promega, Madison, WI, S1013), y el
desarrollo del color se paré afiadiendo 3N NaOH. Las placas se analizaron usando un lector ELISA a una Excitacién
450/50 y Emisién 580/50 con ganancia de 25 (Perseptive Biosystems, Framingham, MA, Serie Cytoflour 4000).

Andlisis del infiltrado tumoral

Siete dias después de la inyeccion subcutanea de B16-Matrigel (1 x 10° células B16-F10 en 0,2 ml de Matriz
Matrigel con Factor de Crecimiento Reducido; BD Biosciences), el tapon de matrigel se resecciond, se incubd
durante 1 hora a 37°C con 1 mg/ml de Colagenasa D (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) y se disocié para obtener una
suspension de células Unicas. Las células se tifieron con anti-CD45.2 PercpCy5.5, anti-CD3-FITC, anti-NK1.1-APC,
anti-CD8-PE-rojo Texas, anti-CD4-Alexa Fluor 700 (Becton Dickinson) y DAPI.

Transferencia de suero

Se recogieron muestras de suero de ratones siete dias después de la tercera inmunizacion bi-semanal con VRP. Se
inyectaron cincuenta pl de suero i.v. en ratones receptores en el dia 0, 3 y 6. Los ratones receptores se pulsaron con
7,5 x 10* células tumorales B16-F10 intradérmicamente en el dia 0, y la aparicion de tumores se monitorizé como se
ha descrito anteriormente.
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Tabla 1A. Secuencia de Aminoacidos de la Proteina TRP2 Murina (SEQ ID NO: 1)

Met Gly Leu Val Gly Trp Gly Leu Leu Leu Gly Cys Leu Gly Cys Gly
Ile Leu Leu Arg Ala Arg Ala Gln Phe Pro Arg Val Cys Met Thr Leu
Asp Gly Val Leu Asn Lys Glu Cys Cys Pro Pro Leu Gly Pro Glu Ala
Thr Asn Ile Cys Gly Phe Leu Glu Gly ARrg Gly Gln Cys Ala Glu Val
Gln Thr Asp Thr Arg Pro Trp Ser Gly Pro Tyr Ile Leu Arg Asn Gln
Bsp Asp Arg Glu Gln Trp Pro Arg Lys Phe Phe Asn Arg Thr Cys Lys
Cys Thr Gly Asn Phe Ala Gly Tyr BAsn Cys Gly Gly Cys Lys Phe Gly
Trp Thr Gly Pro Asp Cys Asn Arg Lys Lys Pro Ala Ile Leu Arg Arg
&sn Ile His 3Ser Leu Thr Ala Gln Glu Arg Glu Gln Phe Leu Gly aAla
Leu Asp Leu Ala Lys Lys Ser Ile His Pro Asp Tyr Val Ile Thr Thr
Gln His Trp Leu Gly Leu Leu Gly Pro Asn Gly Thr Gln Pro Gln Ile
Bla Asn Cys Ser Val Tyr Asp Phe Phe Val Txp Leu His Tyr Tyr Ser
Val Arg Asp Thr Leu Leu Gly Pro Gly Arg Pro Tyr Lys Rla Ile Asp
Phe Ser His Gln Gly Pro Ala Phe Val Thr Trp His Arg Tyr His Leu
Leu Trp Leu Glu Arg Glu Leu Gln Arg Leu Thr Gly Asn Glu Ser Phe
Rla Leu Pro Tyr Trp Asn Phe Ala Thr Gly Lys Asn Glu Cys Asp Val
Cys Thr Asp Asp Trp Leu Gly Ala Ala Arg Gln Asp Asp Pro Thr Leu
Ile Ser Arg Asn Ser Arg Phe Ser Thr Trp Glu Ile Val Cys Asp Ser
Leu Asp Asp Tyr Asn Arg Arg Val Thr Leu Cys Asn Gly Thr Tyr Glu
Gly Leu Leu Arg Arg Asn Lys Val Gly Arg Asn Asn Glu Lys Leu Pro
Thr Leu Lys Asn Val Gln Asp Cys Leu Ser Leu Gln Lys Phe Asp Ser
Pro Pro Phe Phe Gln Asn Ser Thr Phe Ser Phe Arg Asn Ala Leu Glu
Gly Phe Asp Lys Ala Asp Gly Thr Leu Asp Ser Gln Val Met Asn Leu
His Asn Leu Ala His Ser Phe Leu Asn Gly Thr Asn Ala Leu Pro His
Ser Ala Ala Asn Asp Pro Val Phe Val Val Leu His Ser Phe Thr Asp
Ala Ile Phe Asp Glu Trp Leu Lys Arg Asn Asn Pro Ser Thr Asp Ala
Trp Pro Gln Glu Leu Ala Pro Ile Gly His Asn Arg Met Tyr Asn Met
Val Pro Phe Phe Pro Pro Val Thr Asn Glu Glu Leu Phe Leu Thr Ala

Glu Gln Leu Gly Tyr Asn Tyr Ala Val Asp Leu Ser Glu Glu Glu Ala
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Pro vVal Trp Ser Thr Thr Leu Ser Val Val Ile Gly Ile Leu Gly Ala
Phe val Leu Leu Leu Gly Leu Leu Ala Phe Leu Gln Tyr Arg Arg Leu
Arg Lys Gly Tyr Ala Pro Leu Met Glu Thr Gly Leu Ser Ser Lys Arg

Tyr Thr Glu Glu Ala

Tabla 1B. Secuencia Codificadora para TRP-2 Murina (SEQ ID NO: 2)

ATGGGACTTGTAGGATGGGGACTTTTGTTGGGATGTTTGGGATGTGGAATCCTGCTGCGCGCCCGAGCTC
AATTCCCCAGAGTGTGTATGACCCTTGACGGGGTGCTGARCARAGRATGCTGTCCTCCCCTCGGCCCRGA
GGCAACTARTATTTGCGGCTTCTTGGARGGCAGGGGACAGTGTGCCGAGGTCCAGACCGATACARGGCCC
TGGTCCGGGCCATACATTCTTCGGAATCAAGATGACAGGGARCAGTGGCCTCGGAAGTTCTTCAACCGGA
CCTGCARARTGCACAGGAAATTTTGCAGGGTATAATTGCGGCGGATGTARGTTCGGGTGGACTGGCCCAGA
TTGTAATAGARAGARGCCTGCTATCCTGAGGCGGARCATTCACAGTT TGACAGCTCAGGAGAGAGAGCAG
TTTCTGGGTGCCCTCGATTTGGCCARGAAGAGTATTCATCCTGATTATGTGATAACTACTCAACATTGGE
TGGGACTGCTCGGTCCARRCGGEACACARCCTCAGATCGCCAACTGTTCTGTGTACGACTTCTTCGTGTG
GCTTCRCTATTACAGCGTCCGGGACACTCTCCTCGGACCTGGGCGCCCTTATARAGCARTCGACTTCTCC
CATCAGGGTCCAGCATTTGTCACTTGGCACCGCTACCATCTGCTCTGGCTTGAGCGCGAGTTGCAGCGAC
TGACCGGGAATGAGTCATTTGCACTGCCTTACTGGRATTTTGCARCAGGCARGRATGAGTGTGATGTTTG
CACTGATGATTGGCTCGGAGCCGCAAGGCAGGATGACCCTACTCTCATCAGCCGGAATAGCCGGTTTTCC
ACCTGGGRAGATTGTGTGTGATAGTTTGGATGRCTACARCAGGCGCGTGACACTGTGTARTGGGACATACG
AGGGRCTCCTGCGCCGGAATAAGGTGGGACGCARCARTGARRAAGC TGCCCACGC TGAAGAATGTGCAGGR
TTGCCTGAGCCTTCAGRAAATTCGATTCCCCRCCATTCTTTCAGARCTCCACCTTICTCTTTTCGARAATGCA
CTTGAGGGGTTTGACAAGGCCGATGGGACTTTGGATTCTCAGGTTATGAATTTGCACRATCTGGCGCACA
GCTTCCTGAACGGAACCAATGCATTGCCGCACTCCGCTGCARACGATCCCGTGTTTGTGGTCCTCCATTC
CTTTACGGACGCTATATTTGATGRAATGGTTGAARAGAARATARTCCTTCAACCGACGCGTGGCCCCRAGRG
CTTGCTCCGATTGGCCATAACAGGATGTATAATATGGTGCCCTTCTTICCTCCCGTGACTAATGAAGAGC
TTTTCTTGACCGCAGAGCAGCTCGGCTATAATTATGCCGTAGACCTTAGTGAGGAAGAGGCTCCCGTGTG
GAGCACCACTCTCTCAGTGGTGATAGGGATCTTGGGCGCGTTTGTACTGCTGCTGGGCCTGCTTGCCTTC
TTGCAGTACAGGAGGCTGAGGAAGGGATATGCTCCTTTGATGCARACCGGTTTGTCTAGCAARAGATATA
CCGAGGAAGCATGA

Tabla 2A. TRP-2 Humana (Secuencia de Referencia NCBI: NT_009952.14) (SEQ
(ID NO: 3)

AACTGAGTTCAAGGCAATTARAGTCAAGAGCTAAGGAGGGAGGGAGAGGGTTTAGAAAT
ACCAGCATAATAAGTAGTATGACTGGGTGCTCTGTAAATTAACTCAATTAGACARAGCC
TGACTTAACGGGGGAAGATGGTGAGAAGCGCTACCCTCATTARATTTGGTTGTTAGAGG
CGCTTCTAAGGARATTAAGTCTGTTAGTTGTTTGAATCACATAAAATTGTGTGTGCACG
TTCATGTACACATGTGCACACATGTAACCTCTGTGATTCTTGTGGGTATTTTTTTAAGA
AGAAAGGAATAGAAAGCAAAGAAAAATAARRAATACTGAAAAGAAAAGACTGAARGAGT
AGAAGATARGGAGAAAAGTACGACAGAGACAAGGAAAGTAAGAGAGAGAGAGAGCTCTC
CCAATTATAAAGCCATGAGCCCCCTTTGGTGGGGGTTTCTGCTCAGTTGCTTGGGCTGC
AARATCCTGCCAGGAGCCCAGGGTCAGTTCCCCCGAGTCTGCATGACGGTGGACAGCCT
AGTGAACARAGGAGTGCTGCCCACGCCTGGGTGCAGAGTCGGCCARTGTCTGTGGCTCTC
AGCAAGGCCGGGGGCAGTGCACAGAGGTGCGAGCCGACACAAGGCCCTGGAGTGGTCCC
TACATCCTACGARACCAGGATGACCGTGAGCTGTGGCCAAGARAATTCTTCCACCGGAC
CTGCAAGTGCACAGGAAACTTTGCCGGCTATAATTGTGGAGACTGCAAGTTTGGCTGGA
CCGGTCCCAACTGCGAGCGGAAGARACCACCAGTGATTCGGCAGAACATCCATTCCTTG
AGTCCTCAGGARAGAGAGCAGTTCTTGGGCGCCTTAGATCTCGCGAAGAAGAGAGTACA
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CCCCGACTACGTGATCACCACACAACACTGGCTGGGCCTGCTTGGGCCCAATGGAACCC
AGCCGCAGTTTGCCAACTGCAGTGTTTATGATTITTTTTGTGTGGCTCCATTATTATTCT
GTTAGAGATACATTATTAGGACCAGGACGCCCCTACAGGGCCATAGATTTCTCACATCA
AGGACCTGCATTTGTTACCTGGCACCGGTACCATTTGTTGTGTCTGGARAGAGATCTCC
AGCGACTCATTGGCAATGAGTCTTTTIGCTTTGCCCTACTGGRACTTTGCCACTGGGAGG
AACGAGTGTGATGTGTGTACAGACCAGCTGTTTGGGGCAGCGAGACCAGACGATCCGAC
TCTGATTAGTCGGARCTCAAGATTCTCCAGCTGGGAAACTGTCTGTGATAGCTTGGATG
ACTACAACCACCTGGTCACCTTIGTGCAATGGAACCTATGAAGGTTTGCTGAGAAGAAAT
CAAATGGGAAGAARCAGCATGAAATTGCCAACCTTAARAGACATACGAGATTGCCTGTC
TCTCCAGARAGTTTGACAATCCTCCCTTCTTCCAGAACTCTACCTTICAGTTTCAGGAATG
CTTTGGAAGGGTTTGATARAGCAGATGGGACTCTGGATTCTCAAGTGATGAGCCTTCAT
AATTTGGTTCATTCCTTCCTGAACGGGACAAACGCTTTGCCACATTCAGCCGCCAATGA
TCCCATTTTTGTGGTGATTTCTAATCGTTTGCTTTACAATGCTACAACAAACATCCTTG
AACATGTAAGAAAAGAGARAGCGACCAAGGAACTCCCTTCCCTGCATGTGCTGGTTCTT
CATTCCTTTACTGATGCCATCTTTGATGAGTGGATGAAAAGATTTAATCCTCCTGCAGA
TGCCTGGCCTCAGGAGCTGGCCCCTATTGGTCACAATCGGATGTACAACATGGTTCCTT
TCTTCCCTCCAGTGACTAATGAAGAACTCTTTTTAACCTCAGACCAACTTGGCTACAGC
TATGCCATCGATCTGCCAGTTTCAGTTGARAGARACTCCAGGTTGGCCCACAACTCTCTT
AGTAGTCATGGGAARCACTGGTGGCTTTGGTTGGTCTTTTTGTGCTGTTGGCTTTTCTTC
AATATAGAAGACTTCGAARAGGATATACACCCCTAATGGAGACACATTTAAGCAGCARG
AGATACACAGAAGAAGCCTAGGGTGCTCATGCCTTACCTAAGAGAAGAGGCTGGCCARAG
CCACAGTTCTGACGCTGACAATAAAGGAACTAATCCTCACTGTTCCTTCTTGAGTTGAR
GATCTTTGACATAGGTTCTTCTATAGTGATGATGATCTCATTCAGAAGATGCTTAGCTG
TAGTTTCCGCTTTGCTTGCTTGTTTAACAAACCCAACTAAAGTGCTTGAGGCTACCTCT
ACCTTCAAATARAGATAGACCTGACAATTTGTGATATCTAATAATAACCCCCCCCCCAA
TATTGATTAAGCCTCCTCCTTTTCTGAAAGCATTTAAAAAARA

Tabla 3. Variante2 deTranscripcion de TRP-2 Humana (Secuencia de Referencia NCBI:
NM_001129889.1) SEQ ID NO: 4}

AACTGAGTTCAAGGCAATTARAGTCAAGAGCTAAGGAGGGAGGGAGAGGGTTTAGAR
ATACCAGCATAATAAGTAGTATGACTGGGTIGCTCTIGTAAATTAACTCAATTAGACAA
AGCCTGACTTRAACGGGGGAAGATGGTGAGAAGCGCTACCCTCATTAAATTTGGTTGT
TAGAGGCGCTICTAAGGAAATTAAGTCTGTTAGTTGTTTGAATCACATAAAATTGTG
TGTGCACGTTCATGTACACATGTGCACACATGTAACCTCTGTGATTCTTGTGGGTAT
TTTTTTAAGAAGAAAGGAATAGAAAGCAAAGAARAATARARARTACTGARARGAAAR
GACTGAAAGAGTAGAAGATAAGGAGAAAAGTACGACAGAGACAAGGAAAGTAAGAGA
GAGAGAGAGCTCTCCCAATTATAAAGCCATGAGCCCCCTTTGGTGGGGGTTTCTGCT
CAGTTGCTTGGGCTGCARAATCCTGCCAGGAGCCCAGGGTCAGTTCCCCCGAGTCTG
CATGACGGTGGACAGCCTAGTGAACAAGGAGTGCTGCCCACGCCTGGGTGCAGAGTC
GGCCAATGTCTGTGGCTCTCAGCAAGGCCGGGGGCAGTGCACAGAGGTGCGAGCCGA
CACAAGGCCCTGGAGTGGTCCCTACATCCTACGAAACCAGGATGACCGTGAGCTGTG
GCCAAGAARATTICTTCCACCGGACCTGCAAGTGCACAGGAAACTTTGCCGGCTATAA
TTGTGGAGACTGCAAGTTTGGCTGGACCGGTCCCAACTGCGAGCGGAAGAAACCACC
AGTGATTCGGCAGAACATCCATTCCTTGAGTCCTCAGGAAAGAGAGCAGTTCTTGGG
CGCCTTAGATCICGCGARAGAAGAGAGTACACCCCGACTACGTGATCACCACACAACA
CTGGCTGGGCCTGCTTGGGCCCAATGGAACCCAGCCGCAGTTTGCCAACTGCAGTGT
TTATGATTTTTTTGTGTGGCTCCATTATTATTCTGTTAGAGATACATTATTAGGACC
AGGACGCCCCTACAGGGCCATAGATTTCTCACATCAAGGACCTGCATTTGTTACCTG
GCACCGGTACCATTTGTTGTGTCTGGAAAGAGATCTCCAGCGACTCATTGGCAATGA
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GTCTTTTGCTTTGCCCTACTGGAACTTTGCCACTGGGAGGAACGAGTGTGATGTGTG
TACAGACCAGCTGTTTGGGGCAGCGAGACCAGACGATCCGACTCTGATTAGTCGGAA
CTCAAGATTCTCCAGCTGGGAAACTGTCTGTGATAGCTTGGATGACTACARCCACCT
GGTCACCTTGTGCAATGGAACCTATGAAGGTTIGCTGAGAAGAARATCAAATGGGARG
AAACAGCATGARATTGCCAACCTTAAAAGACATACGAGATTGCCTGTCTCTCCAGAA
GTTTGACAATCCTCCCTTCTTCCAGAACTCTACCTTCAGTTTCAGGAATGCTTTGGA
AGGGTTTGATAAAGCAGATGGGACTCTGGATTCTICAAGTGATGAGCCTTCATAATTT
GGTTCATTCCTTCCTGAACGGGACAARARCGCTTTGCCACATTCAGCCGCCAATGATCC
CATTTTTGTGGTGATTTCTAATCGTTTGCTTTACAATGCTACAACARACATCCTTGA
ACATGTAAGAARAGAGAAAGCGACCAAGGAACTCCCTTCCCTGCATGTGCTGGTTCT
TCATTCCTTTACTGATGCCATCTTTGATGAGTGGATGAAAAGATTTAATCCTCCTGC
AGATGCCTGGCCTCAGGAGCTGGCCCCTATTGGTCACAATCGGATGTACARCATGGT
TCCTTTCTTCCCTCCAGTGACTAATGAAGAACTCTTTTTARCCTCAGACCAACTTGG
CTACAGCTATGCCATCGATCTGCCAGTTTCAGTTGAAGAAACTCCAGGTTGGCCCAC
AACTCTCTTAGTAGTCATGGGAACACTGGTGGCTTTGGTIGGTCTTTTTGTGCTGTT
GGCTTTTCTTCAATATAGARGACTTCGRAARAGGATATACACCCCTAATGGAGACACA
TTTAAGCAGCAAGAGATACACAGAAGAAGCCTAGGGTGCTCATGCCTTACCTAAGAG
AAGAGGCTGGCCAAGCCACAGTTCTGACGCTGACAATARAAGGAACTAATCCTCACTG
TTCCTTCTTGAGTTGAAGATCTTTGACATAGGTTCTTCTATAGTGATGATGATCTCA
TTCAGAAGATGCTTAGCTGTAGTTTCCGCTTTGCTTGCTTGTTTAACAARCCCAACT
AAAGTGCTTGAGGCTACCTCTACCTTCAAATARAGATAGACCTGACAATTTGTGATA
TCTAATAATAACCCCCCCCCCAATATTGATTAAGCCTCCTCCTTTTCTGAAAGCATT
TAARRARRAR

Tabla 4A. TRP-2 Humana (SEQ ID NQ: 5)

ATGAGCCCCCTTTGGTGGGGGTITCTGCTCAGTTGCTTGGGCTGCAARATCCTGCCA
GGAGCCCAGGGTCAGTTCCCCCGAGTCTGCATGACGGTGGACAGCCTAGTGAACAAG
GAGTGCTGCCCACGCCTGGGTGCAGAGTCGGCCAATGTCTGTGGCTCTCAGCAAGGC
CGGGGGCAGTGCACAGAGGTGCGAGCCGACACAAGGCCCTGGAGTGGTCCCTACATC
CTACGAARCCAGGATGACCGTGAGCTGTGGCCAARGARAATTCTTCCACCGGACCTGC
AAGTGCACAGGAAACTTTGCCGGCTATAATTGTGGAGACTGCARGTTTGGCTGGACC
GGTCCCAACTGCGAGCGGAAGAARACCACCAGTGATTCGGCAGAACATCCATTCCTTG
AGTCCTCAGGRAAAGAGAGCAGTTCTTGGGCGCCTTAGATCTCGCGAAGAAGAGAGTA
CACCCCGACTACGTGATCACCACACAACACTGGCTGGGCCTGCTTGGGCCCAATGGA
ACCCAGCCGCAGTTTGCCAACTGCAGTGTTTATGATTTTTTTGTGTGGCTCCATTAT
TATTCTGTTAGAGATACATTATTAGGACCAGGACGCCCCTACAGGGCCATAGATTTC
TCACATCARAGGACCTGCATTTGTTACCTGGCACCGGTACCATTTGTTGTGTCTGGAA
AGAGATCTCCAGCGACTCATTGGCAATGAGTCTTITGCTTTGCCCTACTGGAACTTT
GCCACTGGGAGGAACGAGTGTGATGTGTGTACAGACCAGCTGTTTGGGGCAGCGAGA
CCAGACGATCCGACTCTGATTAGTCGGAACTCARGATTCTCCAGCTGGGAAACTGTC
TGTGATAGCTTGGATGACTACAACCACCTGGTCACCTTGTGCAATGGAACCTATGAA
GGTTTGCTGAGAAGAARTCAARATGGGAAGAAACAGCATGAAATTGCCAACCTTAARA
GACATACGAGATTGCCTGTCTCTCCAGAAGTTTGACAATCCTCCCTTCTTCCAGAAC
TCTACCTTCAGTTTCAGGAATGCTTTGGAAGGGTTTGATAAAGCAGATGGGACTCTG
GATTCTCAAGTGATGAGCCTTCATAATTTGGTTCATTCCTTCCTGAACGGGACRAAAC
GCTTTGCCACATTCAGCCGCCAATGATCCCATTTTTGTGGTTCTTCATTCCTTTACT
GATGCCATCTTTGATGAGTGGATGAAAAGATTTAATCCTCCTGCAGATGCCTGGCCT
CAGGAGCTGGCCCCTATTGGTCACAATCGGATGTACAACATGGTTCCTTTCTTCCCT
CCAGTGACTAATGAAGAACTCTTTTTAACCTCAGACCAACTTGGCTACAGCTATGCC

ATCGATCTGCCAGTTTCAGTTGAAGAAACTCCAGGTTGGCCCACAACTCTCTTAGTA
GTCATGGGAACACTGGTGGCTTTGGTTGGTCTTTITTGTGCTGTTGGCTTTTCTTCAA
TATAGAAGACTTCGAAAAGGATATACACCCCTAATGGAGACACATTTAAGCAGCARG
AGATACACAGAAGAAGCCTAG
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Tabla 4B. Secuencia de Aminoacidos de TRP2 Humana (SEQ ID NO: 6)

Met Ser Pro Leu Trp Trp Gly Phe Leu Leu Ser Cys Leu Gly Cys Lys
Ile Leu PFro Gly Ala Gln Gly Gln Phe Pro Arg Val Cys Met Thr Val
Asp Ser Leu Val Asn Lys Glu Cys Cys Pro Arg Leu Gly &la Glu Ser
Ala Asn Val Cys Gly Ser Gln Gln Gly Arg Gly Gln Cys Thr Glu Val
Arg Ala Asp Thr Arg Pro Trp Ser Gly Pro Tyr Ile Leu Arg Asn Gln
Asp Asp Arg Glu Leu Trp Pro Arg Lys Phe Phe His Arg Thr Cys Lys
Cys Thr Gly Asn Phe Ala Gly Tyr Asn Cys Gly Asp Cys Lys Phe Gly
Trp Thr Gly Fro Asn Cys Glu Arg Lys Lys Pro Pro Val Ile Arg Gln
Asn Ile His Ser Leu Ser Pro Gln Glu Arg Glu Gln Phe Leu Gly Ala
Leu Asp Leu &la Lys Lys Arg Val His Pro Asp Tyr Val Ile Thr Thr
Gln His Trp Leu Gly Leu Leu Gly Fro Asn Gly Thr Gln Pro Gln Phe
Ala Asn Cys Ser Val Tyr Asp Phe Phe Val Trp Leu His Tyr Tyr Ser
Wal Arg Asp Thr Leu Leu Gly Pro Gly Arg Pro Tyr Rrg Ala Ile Asp
Phe Ser His Gln Gly Pro Ala Phe Val Thr Trp His Arg Tyr His Leu
Leu Cys Leu Glu Arg Asp Leu Gln Arg Leu Ile Gly Rsn Glu Ser Phe
Ala Leu Pro Tyr Trp Asn Phe Ala Thr Gly Arg Asn Glu Cys Asp Val
Cys Thr Asp Gln Leu Phe Gly Ala Ala Arg Pro Asp Asp Pro Thr Leu
Ile Ser Arg Asn Ser Arg Phe Ser Ser Trp Glu Thr Val Cys Asp Ser
Leu Asp Asp Tyr Asn His Leu Val Thr Leu Cys Asn Gly Thr Tyr Glu
Gly Leu Leu Arg Arg Asn Gln Met Gly Arg Asn Ser Met Lys Leu Pro
Thr Leu Lys Asp Ile Arg Asp Cys Leu Ser Leu Gln Lys Phe Asp Asn
Pro Pro Phe Phe Gln Asn Ser Thr Phe Ser Phe Arg Asn Ala Leu Glu
Gly Phe Asp Lys Ala Asp Gly Thr Leu Asp Ser Gln Val Met Ser Leu
His Asn Leu Val His Ser Phe Leu Asn Gly Thr Asn Ala Leu Pro His
Ser Ala Ala Asn Asp Pro Ile Phe Val Val Leu His Ser Phe Thr Asp

Ala Ile Phe Asp Glu Trp Met Lys Arg Phe Asn Pro Pro Ala Asp Ala
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Trp Pro Gln Glu Leu Ala Pro Ile Gly His Asn Arg Met Tyr Asn Met
Val Pro Fhe Phe Pro Pro Val Thr Asn Glu Glu Leu Phe Leu Thr Ser
Asp Gln Leu Gly Tyr Ser Tyr Ala Ile Asp Leu Pro Val Ser Val Glu
Glu Thr Pro Gly Trp Pro Thr Thr Leu Leu Val Val Met Gly Thr Leu
Val Ala Leu Val Gly Leu Phe Val Leu Leu Ala Fhe Leu Gln Tyr Arg
Arg Leu Arg Lys Gly Tyr Thr Pro Leu Met Glu Thr His Leu Ser Ser

Lys Arg Tyr Thr Glu Glu Ala

Varias secuencias de TRP2 estan disponibles al publico a través de la red de redes. Los ejemplos en el sitio NCBI
incluyen, pero no estan limitados a, humana (NM_01129889, DQ 902581, BC028311, L 18967, DQ894649.3,
DQ891466), de oveja (NM_001130024), de cerdo (AB207241.1), de ganado (NM_00101012666, AY278108), de
caballo (XM_001491619), de macaco (M_001083014, XM_001083129, XM_001082890) y de perro (XM_542639.2).
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Leu

395

Asn

26

Tyr

Thr

Tyr

His

220

Gly

Asn

Asp

Ile

Asn

300

Asn

Gln

Arg

Gln

Asn

380

His

Pro

Val

Gln

His

Lys

205

Arg

Asn

Glu

Val

285

Gly

Glu

Lys

Asn

Val

365

Ala

Ser

Ser

Ile

Pro

Tyr

130

Ala

Tyr

Glu

Cys

Pro

270

Cys

Thr

Lys

Phe

Ala

350

Met

Leu

Phe

Thr

Thr

Gln

175

Tyr

Ila

His

Sar

Asp

255

Thr

Asp

Tyr

Leu

Asp

335

Leu

Asn

Pro

Thr

Asp

Thr

160

Ile

Asp

Leau

Phe

240

Val

Leu

Ser

Glu

Pro

320

Ser

Glu

Leau

His

Asp

400

Ala



Trp

vVal

Glu

Pro

4865

Phe

Tyr

Pro

Pro

Gln

450

val

val

Lys

Thr

<210> 2

<211> 1554

<212> ADN
<213> Mus musculus

<400> 2

Gln

Phe

435

Leu

Trp

Leu

Gly

Glu
515

Glu

420

Phe

Gly

Ser

Leu

Tyr

500

Glu

405

Leu

FPro

Tyr

Thr

Leu

485

Ala

Ala

Ala

Pro

Asn

Thr

470

Gly

Pro

Pro

Val

Tyr

455

Leu

Leu

Leu
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Ile

Thr

440

Ala

Ser

Leu

Gly

425

Asn

val

Val

Ala

Glu
505

410

His

Glu

Asp

Val

Phe

490

Thr

27

Asn

Glu

Leu

Ile

475

Leu

Gly

Arg

Leu

Ser

460

Gly

Gln

Leu

Met

Phe

445

Glu

Ile

Iyr

Ser

Tyr
430

Leu

Glu

Arg

Ser
510

415

Asn

Thr

Glu

Gly

Arg

495

Lys

Met

Ala

Ala

Ala

480

Leu

Arg



atgggacttg
gcccgagete
tgtectecec
tgtgccgagg
gatgacaggg
tttgecagggt
aagaagcctg
tttetgggtyg
caacattgge
gtgtacgact
gggcgcectt
cgctaccate

gcactgectt

tggctcggag

acctgggaga
gggacatacg
acgctgaaga
cagaactcca
ttggattecte
gecattgeoege
gctatatttg
cttgoctecga
aatgaagagc
gaggaagagyg
tttgtactge

gctectttga

<210> 3
<211> 4743
<212> ADN

taggatgggg

aattcccoccag
teggcecaga
tccagaccga
aacagtggecc
ataattgecgg
ctatcctgag
cectegattt
tgggactget
tcttegtgtg
ataaagcaat
tgectetgget
actggaattt

ccgcaaggea

ttgtgtgtga
agggactcet
atgtgcagga
ccttecteottt
aggttatgaa
actcegetge
atgaatggtt
ttggccataa
ttttettgac
cteccegtgtyg
tgctgggect

tggaaaccqgg

<213> Homo sapiens

<400> 3

ES 2 540 958 T3

acttttgttg
agtgtgtatg
ggcaactaat
tacaaggcece
tcggaagtte
cggatgtaag
geggaacatt
ggccaagaag
cggtccaaac
gcttcactat
cgacttctec
tgagcgegag
tgcaacaggc

ggatgaccet

tagtttggat
gegeeggaat
ttgcctgage
tcgaaatgca
tttgecacaat
aaacgatecce
gaaaagaaat
caggatgtat
cgcagagcag
gagcaccact
gcttgectte

tttgtetage

ggatgtttgg

acccttgacg
atttgegget
tggtecggge
ttcaaccgga
ttegggtgga
cacagtttga
agtattcate
gggacacaac
tacagcgtecec
catcagggtc
ttgecagegac
aagaatgagt

actctecateca

gactacaaca
aaggtgggac
cttecagaaat
cttgaggggt
ctggegeaca
gtgtttgtgg
aatccttcaa
aatatggtge
cteoggetata
ctectcagtgg
ttgcagtaca

aaaagatata

28

gatgtggaat
gggtgctgaa

tettggaagqg
catacattet
cctgeaaatg
ctggecccaga
cagctcagga
ctgattatgt
ctcagatecge
gggacactct
cagcatttgt
tgacegggaa
gtgatgtttg

gccggaatag

ggegegtgac
gcaacaatga
tegattecee
ttgacaagge
getteetgaa
tectecatte
ccgacgegtyg
cettetttec
attatgcegt
tgatagggat
ggaggctgag

ccgaggaage

cctgoctgege
caaagaatge
caggggacag
teggaatcaa
cacaggaaat
ttgtaataga
gagagagcag
gataactact
caactgttet
ccteggacct
cacttggcac
tgagtecattt
cactgatgat

ccggttttec

actgtgtaat
aaagctgecc
accattcttt
cgatgggact
cggaaccaat
ctttacggac
gccccaagag
tcecegtgact
agaccttagt
cttgggcgcg
gaagggatat

atga

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

840

900

560
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500

1554



aactgagtte

ccagcataat
acttaacggg
ttctaaggaa
tgtacacatg
ggaatagaaa
taaggagaaa
taaagccatg
gccaggagece
ggagtgectge
ggggcagtgce
aaaccaggat
aggaaacttt
cgagcggaag
agagcagttec
caccacacaa

ctgcagtgtt

aaggcaatta
aagtagtatg
ggaagatggt
attaagtctg
tgcacacatg
gcaaagaaaa
agtacgacag
agcoceccttt
cagggtcagt
ccacgectgg
acagaggtgc
gaccgtgage
geceggetata
aaaccaccag
ttgggegeet
cactggectgg

tatgattttt
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aagtcaagag
actgggtgct
gagaagcgct
ttagttgttt
taacctetgt
ataaaaaata
agacaaggaa
ggtgggggatt
tceoccecgagt
gtgeagagte
gagcegacac
tgtggccaag
attgtggaga
tgatteggea
tagatctege
gcctgettgg

ttgtgtgget

ctaaggaggg

ctgtaaatta
accctcatta
gaatcacata
gattcttgtg
ctgaaaagaa
agtaagagag
tctgectcagt
ctgecatgacg
ggccaatgte
aaggccctgg
aaaattette
ctgcaagttt
gaacatceat
gaagaagaga
goccaatgga

ccattattat

29

agggagaggg
actcaattag
aatttggttg
aaattgtgtg
ggtatttttt
aagactgaaa
agagagagct
tgcttggget
gtggacagecc
tgtggectete
agtggtcecct
caccggacct
ggctggaccg
tcettgagte
gtacacceceg

acccagcege

tectgttagag

tttagaaata
acaaagcctg
ttagaggcgc
tgcacgttca
taagaagaaa
gagtagaaga
ctcccaatta
gcaaaatcct
tagtgaacaa
agcaaggceeg
acatcctacg
gcaagtgeac
gtcccaactg
ctcaggaaaqg
actacgtgat
agtttgecaa

atacattatt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

€600

€60

720

780

840

500

960

1020



aggaccagga
ctggcaccgg
gtettttget
agaccagectg
attctccage
gtgcaatgga
attgccaacc
cttettecag
tgggactetyg
gacaaacget
tttgetttac
ggaactcect
gtggatgaaa
tecacaategg
tttaacctca
aactccaggt
tetttttagtg
aatggagaca
acctaagaga
tcactgttee
tcattcagaa
aaagtgcttg
aactgagtte
ccageataat
acttaacggg
ttetaaggaa
tgtacacatg
ggaatagaaa
taaggagaaa
taaagcecatg
gccaggagec
ggagtgctge

ggggcagtge

cgecoctaca
taccatttgt
ttgeccocctact
tttggggcag
tgggaaactg
acctatgaag
ttaaaagaca
aactctacct
gattctcaag
ttgecacatt
aatgctacaa
tccectgeatg
agatttaate
atgtacaaca
gaccaacttg
tggcccacaa
ctgttggctt
catttaagca
agaggctggc
ttettgagtt
gatgecttage
aggctaccte
aaggcaatta
aagtagtatg
ggaagatggt
attaagtetg
tgcacacatg
gcaaagaaaa
agtacgacagqg
agcccocttt
cagggtcagt
ccacgcectgyg

acagaggtgec

gggecataga
tgtgtctgga
ggaactttge
cgagaccaga
tctgtgatag
gtttgctgag
tacgagattg
tcagtttecag
tgatgagecct
cagecgocaa
caaacatecct
tgctggttet
cteoctgeaga
tggttecttt
gctacagcta
ctoctettagt
ttcttcaata
gcaagagata
caagccacag
gaagatcttt
tgtagtttee
taccttcaaa
aagtcaagag
actgggtget
gagaagcgct
ttagttgttt
taacctetgt
ataaaaaata
agacaaggaa
ggtgggggtt
teccecegagt
gtgcagagtc

gagccgacac
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tttctcacat
aagagatctc
cactgggagg
cgatccgact
cttggatgac
aagaaatcaa
cekgtetecte
gaatgctttg
tcataatttg
tgatceceatt
tgaacatgta
tcattccttt
tgectggect
ctteccteea
tgeoccatocgat
agtcatggga
tagaagactt
cacagaagaa
ttetgacgect
gacataggtt
getttgettg
taaagataga
ctaaggaggg
ctgtaaatta
accctecatta
gaatcacata
gattettgtg
ctgaaaagaa
agtaagagag
tetgctecagt
ctgcatgacg
ggcecaatgte

aaggccctgg

30

caaggacctg
cagcgactca
aacgagtgtg
ctgattagte
tacaaccacc
atgggaagaa
cagaagtttg
gaagggtttg
gttcattcet
tttgtggtga
agaaaagaga
actgatgcca
caggagctgg
gtgactaatg
ctgcoccagttt
acactggtgg
cgaaaaggat
gectagggtg
gacaataaag
cttctatagt
cttgtttaac
cctgacaatt
agggagaggg
actcaattag
aatttggttg
aaattgtgtyg
ggtatttttt
aagactgaaa
agagagaget
tgettggget
gtggacagecc
tgtggctcte

agtggtececct

catttgttac
ttggcaatga
atgtgtgtac
ggaactcaag
tggtcacctt
acagcatgaa
acaatecctece
ataaagcaga
tocctgaacgg
tttetaateg
aagcgaccaa
tetttgatga
ccocctattgg
aagaactett
cagttgaaga
ctttggttgg
atacacccct
ctcatgeoctt
gaactaatce
gatgatgatc
aaacccaact
tgtgatatct
tttagaaata
acaaagecctyg
ttagaggecgc
tgecacgttea
taagaagaaa
gagtagaaga
ctecccaatta
gcaaaatcct
tagtgaacaa
agcaaggccg

acatecctacg

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
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



aaaccaggat
aggaaacttt
cgagcggaag
agagcagttc
caccacacaa
ctgcagtgtt
aggaccagga
ctggeoacegyg
gtcttttgct
agaccagetg
attectecage
gtgecaatgga
attgccaace
cttettecag
tgggactctg
gacaaacgct
tttgetttac
ggaactcect
gtggatgaaa
tcacaategg
tttaacctca
aactcecaggt
tetttttgtg
aatggagaca
acctaagaga
tcactgttee
tcattcagaa
aaagtgcttg
aataataace

aaa

<210> 4
<211> 3911
<212> ADN

gacegtgage
gccggetata
ddaccaccag
ttgggegect
cactggctgg
tatgattttt
cgceccctaca
taccatttgt
ttgecctact
tttggggcag
tgggaaactyg
acctatgaag
ttaaaagaca
aactetacct
gattctecaag
ttgecacatt
aatgctacaa
tocectgeatg
agatttaatc
atgtacaaca
gaccaacttg
tggcccacaa
ctgttggett
catttaagca
agaggctgge
ttettgagtt
gatgcttage
aggctaccte

ccecccecccaa

<213> Homo sapiens

<400> 4
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tgtggccaag
attgtggaga
tgattecggea
tagatctege
gcctgettgg
ttgtgtgget
gggccataga
tgtgtctgga
ggaactttge
cgagaccaga
tctgtgatag
gtttgetgag
tacgagattg
tcagtttecag
tgatgagect
cagecegcecaa
caaacatcct
tgetggttet
ctcctgecaga
tggttccttt
gctacagecta
ctectettagt
ttctteaata
gcaagagata
caagccacag
gaagatcttt
tgtagtttee
taccttcaaa

tattgattaa

aaaattctte
ctgcaagttt
gaacatccat
gaagaagaga
geecaatgga
ccattattat
tttctecacat
aagagatctc
cactgggagg
cgatccgact
cttggatgac
aagaaatcaa
cctgtetete
gaatgetttg
tcataatttg
tgatecceatt
tgaacatgta
tcattecettt
tgcctggect
cttccecteeca
tgccatcgat
agtecatggga
tagaagactt
cacagaagaa
ttectgacget
gacataggtt
getttgettg
taaagataga

gectecctect

31

caccggacct
ggctggaceqg
teecttgagte
gtacaccceg
acccagecge
tetgttagag
caaggacctg
cagcgacteca
aacgagtgtg
ctgattagte
tacaaccacc
atgggaagaa
cagaagtttg
gaagggtttg
gtteattect
tttgtggtga
agaaaagaga
actgatgeea
caggagctgg
gtgactaatg
ctgecagttt
acactggtgg
cgaaaaggat
gectagggtg
gacaataaag
cttetatagt
cttgtttaac
cctgacaatt

tttctgaaag

gcaagtgcac
gtcccaactg
ctcaggaaag
actacgtgat
agtttgccaa
atacattatt
catttgttac
ttggcaatga
atgtgtgtac
ggaactcaagqg
tggtcacctt
acagcatgaa
acaatcctcec
ataaagcaga
tcctgaacgg
tttetaateg
aagcgaccaa
tetttgatga
ccectattgg
aagaactctt
cagttgaaga
ctttggttgg
atacaccect
ctcatgectt
gaactaatcc
gatgatgatc
aaacccaact
tgtgatatct

catttaaaaa

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4743



aactgagtte
ccagcataat
acttaacggg
ttectaaggaa
tgtacacatg
ggaatagaaa
taaggagaaa
taaagcecatg
gccaggagcc
ggagtgetge
ggggecagtge
aaaccaggat
aggaaacttt
cgagcggaag
agagcagtte
caccacacaa
ctgeagtgtt
aggaccagga
ctggecacegg
gtecttttget
agaccagctg
attctccage
gtgcaatgga
attgccaace
cttecttecag
tgggactcaa
tagaaatacc
aaagcctgac
agaggegett
cacgttcatg

agaagaaagqg

aaggcaatta
aagtagtatg
ggaagatggt
attaagtctg
tgcacacatg
gcaaagaaaa
agtacgacag
agceccettt
cagggtcagt
ccacgecctgg
acagaggtge
gaccgtgage
gccggetata
aaaccaccag
ttgggegeet
cactggetgg
tatgattttt
cgccectaca
taccatttgt
ttgecectact
tttggggcag
tgggaaactg
acctatgaag
ttaaaagaca
aactectacct
ctgagttcaa
agcataataa
ttaacggggyg
ctaaggaaat
tacacatgtg

aatagaaage

aagtcaagag
actgggtgcect
gagaagegct
ttagttgttt
taacctctgt
ataaaaaata
agacaaggaa
ggtgggggtt
teccecccgagt
gtgcagagtc
gagccgacac
tgtggccaag
attgtggaga
tgattcggea
tagatctege
gecetgettgg
ttgtgtgget
gggccataga
tgtgtectgga
ggaactttge
cgagaccaga
tctgtgatag
gtttgctgag
tacgagattg
tcagtttcag
ggcaattaaa
gtagtatgac
aagatggtga
taagtctgtt
cacacatgta

aaagaaaaat
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ctaaggaggg
ctgtaaatta
acccteatta
gaatcacata
gattcttagtg
ctgaaaagaa
agtaagagag
tetgctcagt
ctgcatgacg
ggccaatgtc
aaggccctgg
aaaattectte
ctgcaagttt
gaacatccat
gaagaagaga
geccaatgga
ccattattat
tttetecacat
aagagatcte
cactgggagg
cgatccgact
cttggatgac
aagaaatcaa
cetgtetcte
gaatgctttyg
gtcaagagct
tgggtgctet
gaagcgctac
agttgtttga
acctctgtga

aaaaaatact

agggagaggyg
actcaattag
aatttggttg
aaattgtgtg
ggtatttttt
aagactgaaa
agagagagct
tgettggget
gtggacagcc
tgtggctctc
agtggtccct
caccggacct
ggctggaceg
teccttgagte
gtacaccceg
acccagccegco
tetgttagag
caaggacctg
cagcgactca
aacgagtgtg
ctgattagtc
tacaaccacc
atgggaagaa
cagaagtttg
gaagggtttg
aaggagggag
gtaaattaac
cctcattaaa
atcacataaa

ttettgtggg

gaaaagaaaa

32

tttagaaata
acaaagectg
ttagaggege
tgaacg;tca
taagaagaaa
gagtagaaga
ctcccaatta
gcaaaatcct
tagtgaacaa
agcaaggccg
acatectacg
gcaagtgecac
gtcccaactg
ctcaggaaag
actacgtgat
agtttgcecaa
atacattatt
catttgttac
ttggecaatga
atgtgtgtac
ggaactcaag
tggtcacctt
acagcatgaa
acaatectee
ataaagcaga
ggagagggtt
tcaattagac
tttggttgtt
attgtgtgtg
tattttttta

gactgaaaga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
€00
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
13280
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800

1860



gtagaagata
cccaattata
aaaatcectge
gtgaacaagg
caaggccggg
atcctacgaa
aagtgcacaqg
cccaactgeg
caggaaagag
tacgtgateca
tttgeccaact
acattattag
tttgttacet
ggcaatgagt
gtgtgtacag
aactcaagat
gteaccttgt
agcatgaaat
aatecctecet
aaagcagatg
ctgaacggga
tctaategtt
gcgaccaagg
tttgatgagt
cctattggte
gaactcetttt
gttgaagaaa
ttggttggte
acaccectaa
catgocttac
actaatceote
tgatgatctc

acccaactaa

tgatatectaa

tttaaaaaaa

aggagaaaag
aagccatgag
caggagccca
agtgctgece
ggcagtgcac
accaggatga
gaaactttge
agcggaagaa
agcagtteott
ccacacaaca
gecagtgttta
gaccaggacyg
ggcaccggta
cttttgcttt
accagctgtt
tctecagetyg
gcaatggaac
tgeccaacett
tettecagaa
ggactctgga
caaacgeottt
tgectttacaa
aactccctte
ggatgaaaag
acaatocggat
taacctcaga
cteccaggttg
tttttgtget
tggagacaca
ctaagagaaqg
actgtteoett
attcagaaga

agtgecttgag

taataaccce ccecccaata ttgattaage ctectecttt tetgaaagea

a

tacgacagag
ceccetttgg
gggtcagtte
acgectgggt
agaggtgcga
ccgtgagetg
cggctataat
accaccagtg
gggcgoctta
ctggectggge
tgattttttt
cocctacagg
ccatttgttg
gecctactgg
tggggcageg
ggaaactgte
ctatgaaggt
aaaagacata
ctectacette
ttctcaagtyg
gocacatteca
tgctacaaca
cctgeatgtg
atttaatcct
gtacaacatg
ccaacttgge
gcccacaact
gttggctttt
tttaagecageo
aggctggecca
cttgagttga
tgcttagctg

gctacecteta
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acaaggaaaq
tgggggtttc
ccccgagtet
gcagagtegg
gccgacacaa
tggccaagaa
tgtggagact
attcggecaga
gatctogega
ctgecttggge
gtgtggectee
gecatagatt
tgtctggaaa
aactttgcca
agaccagacg
tgtgataget
ttgetgagaa
cgagattgee
agttteagga
atgagectte
googocaatg
aacatccttg
ctggttette
cctgcagatg
gttooctttet
tacagectatg
ctecttagtag
ctteaatata
aagagataca
agccacagtt
agatetttga
tagttteege

ccttcaaata

33

taagagagag
tgcteagttg
gcatgacggt
ccaatgtctg
ggccctggag
aattcttcca
gcaagtttgg
acatccatte
agaagagagt
ccaatggaac
attattatte
tctcacatea
gagatctceca
ctgggaggaa
atcogactet
tggatgacta
gaaatcaaat
tgtcteteca
atgeotttgga
ataatttggt
atccecatttt
aacatgtaag
attcetttac
cctggectca
toccteocagt
ccatcgatet
tcatgggaac
gaagactteqg
cagaagaagc
ctgacgctga
cataggttct
tttgettget

aagatagacc

agagagctet
cttgggetge
ggacagccta
tggectctcag
tggtcecctac
ccggacctge
ctggaccggt
cttgagtect
acacceocgac
ccagecgeag
tgttagagat
aggacctgca
gcgactcatt
cgagtgtgat
gattagtegg
caaccacectg
gggaagaaac
gaagtttgac
agggtttgat
tcattcctte
tgtggtgatt
aaaagagaaa
tgatgccatc
ggagctggee
gactaatgaa
gecagtttea
actggtgget
aaaaggatat
ctagggtget
caataaagga
tetatagtga
tgtttaacaa

tgacaatttg

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2340

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3500

3911



10

15

<210>5
<211> 1560
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 5

atgagceceocce
gecccagggte
tgeccacgeco
tgcacagagg
gatgaccgtg
tttgocegget
aagaaaccac
ttecttgggeg
caacactgge
gtttatgatt
ggacgccect
cggtaccatt
gctttgeect
ctgtttgggg
agetgggaaa
ggaacctatg
accttaaaag
cagaactcta
ctggattcte
getttgecac
gccatctttg
ctggecccta
aatgaagaac
gttteagttg
gtggetttgg

ggatatacac

<210> 6
<211> 519
<212> PRT

tttggtgggy
agttccceceg
tgggtgcaga
tgcgagecga
agetgtggeco
ataattgtagg
cagtgatteg
ccttagatet
tgggectget
tttttgtgtg
acagggccat
tgttgtgtct
actggaactt
cagcgagacc
ctgtctgtga
aaggtttgct
acatacgaga
ccttcagttt
aagtgatgag
attcagccge
atgagtggat
ttggtcacaa
tetttttaac
aagaaactcc
ttggtettet

ccctaatgga

<213> Homo sapiens

<400> 6

gtttetgete
agtctgeatg
gtcggocaat
cacaaggece
aagaaaatte
agactgcaag
gcagaacate
cgcgaagaag
tgggcccaat
gctecattat
agatttetca
ggaaagagat
tgccactggg
agacgatccg
tagcttggat
gagaagaaat
ttgectgtct
caggaatgct
ccttcataat
caatgatcce
gaaaagattt
teggatgtac
ctcagaccaa
aggttggecce
tgtgetgttg

gacacattta
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agttgecttgg
acggtggaca
gtetgtgget
tggagtggte
tteocacecgga
tttggectgga
cattecttga
agagtacacc
ggaacccage
tattctgtta
catcaaggac
ctccagcgac
aggaacgagt
actctgatta
gactacaace
caaatgggaa
ctccagaagt
ttggaagggt
ttggttcatt
atttttgtgg
aatcctcetg
aacatggtte
cttggetaca
acaactctet
gecttttette

agcagcaaga

34

gctgcaaaat
gocctagtgaa
ctcagecaagqg
cctacatect
cectgcaagtg
ccggteccaa
gtecteagga
ccgactacgt
cgecagtttge
gagatacatt
ctgeatttgt
tcattggcaa
gtgatgtgtg
gteggaacte
acctggtcac
gaaacagcat
ttgacaatcc
ttgataaage
ccttcctgaa
ttetteatte
cagatgcctg
ctttetteece
gctatgecat
tagtagteat
aatatagaag

gatacacaga

cctgecagga
caaggagtgc
ccgggggeag
acgaaaceag
cacaggaaac
ctgegagegg
aagagageag
gatcaccaca
caactgeagt
attaggacca
tacctggecac
tgagtectttt
tacagaccag
aagattctec
cttgtgcaat
gaaattgcca
toccettette
agatgggact
cgggacaaac
ctttactgat
goctcaggag
tccagtgact
cgatctgeeca
gggaacactg
acttcgaaaa

agaagcctag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
T80
840
900
960

1020
1080
11490
1200
1260
1320
1380
1440
1500

1560



Ile

Asp

Ala

Cys

Trp

Asn

Leu

145

Gln

Ala

Val

Phe

Leu
225

Ser

Leu

Ser

Asn

50

Ala

Asp

Thr

Thr

Ile

130

Asp

His

Asn

Ser
210

Cys

Pro

Pro

Leu

35

Val

Asp

Arg

Gly

Gly

115

Leu

Trp

Cys

Asp

195

His

Leau

Leu

Gly

val

Cys

Thr

Glu

Asn

100

Pro

Ser

Ala

Leu

Ser

180

Thr

Gln

Glu

Ala

Asn

Gly

Arg

Leu

85

Phe

Asn

Leu

Lys

Gly

165

Val

Leu

Gly

Trp

Gln

Lys

Pro
70

Trp

Ala

Cys

Ser

Lys

150

Leu

Tyr

Leu

Pro

Asp
230

Gly

Gly

Glu

Gln
55

Trp

Pro

Gly

Glu

Pro

135

Arg

Leu

Asp

Gly

Ala

215

Leu
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Phe

Gln

Cys

40

Gln

Ser

Arg

Tyr

Arg

120

Gln

Val

Gly

Phe

Pro

200

FPhe

Gln

Leu

Phe

25

Cys

Gly

Gly

Lys

Asn

105

Lys

Glu

His

Pro

Phe

185

Gly

Val

Arg

Leu

10

Pro

Pro

Arg

Pro

Phe

90

Cys

Lys

Arg

Pro

Asn

170

Val

Arg

Thr

Leu

Ser

Arg

Gly

Tyr

75

Phe

Gly

Pro

Glu

Asp

155

Gly

Trp

Pro

Trp

Ile
235

35

Cys

Val

Leu

Gln

&0

Ile

Asp

Pro

Gln

140

Tyr

Thr

Leu

Tyr

His

220

Gly

Leu

Cys

Gly

45

Cys

Leu

Cys

val

125

Phe

Val

Gln

His

Arg

205

Arg

Asn

Gly

Met

30

Ala

Thr

Thr

Lys

110

Ile

Leu

Ile

Pro

Tyr

190

Ala

Tyr

Glu

Cys

15

Thre

Glu

Glu

Asn

Cys

95

Phe

Arg

Gly

Thr

Gln

175

Tyr

Ile

His

Ser

Lys

val

Ser

Val

Gln

80

Lys

Gly

Gln

Ala

Thr

160

Phe

Ser

Asp

Leu

Phe
240
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Ala Leu Pro Tyr Trp Asn Phe Ala Thr Gly Arg Asn Glu Cys Asp Val
245 250 255

Cys Thr Asp Gln Leu Phe Gly Ala Ala Arg Pro Asp Asp Pro Thr Leu
260 265 270

Ile Ser Arg Asn Ser Arg Phe Ser Ser Trp Glu Thr Val Cys Asp Ser
275 280 285

Leu Asp Asp Tyr Asn His Leu Val Thr Leu Cys Asn Gly Thr Tyr Glu
290 295 300

Gly Leu Leu Arg Arg Asn Gln Met Gly Arg Asn Ser Met Lys Leu Pro
305 310 315 320

Thr Leu Lys Asp Ile Arg Asp Cys Leu Ser Leu Gln Lys Phe Asp Asn
325 3320 335

Pro Pro Phe Phe Gln Asn Ser Thr Phe Ser Phe Arg Asn Ala Leu Glu
340 345 350

Gly Phe Asp Lys Ala Asp Gly Thr Leu Asp Ser Gln Val Met Ser Leu
355 360 365

His Asn Leu Val His Ser Phe Leu Asn Gly Thr Asn Ala Leu Pro His
370 375 380

Ser Ala Ala Asn Asp Pro Ile Phe Val Val Leu His Ser Phe Thr Asp
385 350 395 400

Ala Ile Phe Asp Glu Trp Met Lys Arg Phe Asn Pro Pro Ala Asp Ala
405 410 415

Trp Pro Gln Glu Leu Ala Pro Ile Gly His Asn Arg Met Tyr Asn Met
420 425 430

Val Pre Phe Phe Pro Pro Val Thr Asn Glu Glu Leu Phe Leu Thr Ser
435 440 445

Asp Gln Leu Gly Tyr Ser Tyr Ala Ile Asp Leu Pro Val Ser Val Glu
450 455 460

Glu Thr Pro Gly Trp Pro Thr Thr Leu Leu Val Val Met Gly Thr Leu
465 470 475 480

Val Ala Leu Val Gly Leu Phe Val Leu Leu Ala Phe Leu Gln Tyr Arg
485 490 495
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Arg Leu Arg Lys Gly Tyr Thr Pro Leu Met Glu Thr His Leu Ser Ser

500 505

Lys Arg Tyr Thr Glu Glu Ala
515

<210>7

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Construccion sintética: cebador directo EcoR5 de TRP-2 humana

<400> 7
gagccccoctt tggtggggat tictgetcag tigettgg

<210> 8

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Construccion sintética: cebador inverso Xba/Pacl de TRP-2 humana

<400> 8
ggatggctct agattaatta attactaggc ttcttctgtg tatc

<210>9

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

38

<223> Construccion sintética: cebador para TRP2 humana

<400> 9

gagccecoctt tggtggggat tictgetcag tigettgg
<210>10

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Construccion sintética: cebador inverso para TRP2 humana

<400> 10

ggatggctct agattaatta attactagge tictictgtg tatc
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion farmacéutica que comprende una cantidad efectiva de particulas de replicon de alfavirus que
dirigen la expresién de dopacromo tautomerasa (TRP2) en un sujeto humano o animal, para uso en el aumento o
induccién de una respuesta inmune frente a células de melanoma en el sujeto, en el que no hay antigenos de
melanoma distintos del TRP2, y no hay &cidos nucleicos que dirigen la expresion de antigenos de melanoma
distintos del TRP2, en la composicion farmacéutica.

2. La composicion farmacéutica para uso de la reivindicacion 1, en el que la particula de replicon de alfavirus es una
particula de replicén del virus de la Encefalitis Equina Venezolana (VEE);

en el que el alfavirus es, opcionalmente, un alfavirus atenuado;
en el que el alfavirus atenuado es, mas opcionalmente, VEE TC-83.

3. Una composicion farmacéutica que comprende una cantidad efectiva de particulas de replicon de alfavirus que
expresan dopacromo tautomerasa (TRP2), para uso en un método para reducir el riesgo de contraer melanoma en
un sujeto humano o animal o reducir la gravedad o retrasar la progresién de melanoma en un sujeto humano o
animal con melanoma, en el que no hay antigenos de melanoma distintos del TRP2, y no hay acidos nucleicos que
dirigen la expresion de antigenos de melanoma distintos del TRP2, en la composicién farmacéutica.

4. Una composicion inmunogénica comprende particulas de replicon de alfavirus que expresan dopacromo
tautomerasa (TRP2), en el que no hay antigenos de melanoma distintos del TRP2, y no hay acidos nucleicos que
dirigen la expresion de antigenos de melanoma distintos del TRP2, en la composicidon inmunogénica, y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

5. La composicion farmacéutica para uso de la reivindicacion 3 o la composiciéon inmunogénica de la reivindicacion
4, en el que la particula de replicén de alfavirus es una particula de replicon del virus de la Encefalitis Equina
Venezolana (VEE).

6. La composicion farmacéutica para uso de la reivindicacion 3 o la composicion inmunogénica de la reivindicacion
4, en el que la particula de replicén de alfavirus es una particula de replicon del virus de la Encefalitis Equina
Venezolana (VEE);

en el que el VEE es un VEE atenuado.

7. La composicion farmacéutica para uso de cualquiera de las reivindicaciones 1, 3, o reivindicacién 5 6 6 cuando
depende de la reivindicacion 3, en el que la composicion farmacéutica se administra subcutaneamente,
intramuscularmente, intradérmicamente o intravenosamente;

en el que la composicién farmacéutica se administra, opcionalmente, subcutaneamente o intramuscularmente.

8. La composicion farmacéutica para uso de la reivindicacién 1 6 3 o reivindicacién 7 cuando depende de la
reivindicacion 3, en el que el TRP2 deriva en secuencia de la misma especie que el sujeto.

9. La composicion inmunogénica de la reivindicacion 4 que comprende ademas un adyuvante inmunolégico.

10. La composicion inmunogénica de la reivindicacion 4 que comprende ademas un adyuvante inmunoldgico, y que
comprende ademas una citoquina.

11. La composicion inmunogénica de una cualquiera de las reivindicaciones 4-6, 9 6 10, para uso en un método para
reducir el tamafo del tumor de melanoma, reducir o retrasar la recurrencia de un tumor de melanoma o matastasis
de melanoma, y/o reducir o prevenir metastasis de melanoma en un sujeto, comprendiendo dicho uso la etapa de
administrar una Unica dosis de la composicién inmunogénica.

12. La composicion farmacéutica para uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 y reivindicaciones 5 a 8
cuando depende de la reivindicacion 3, que comprende ademas una etapa posterior de administrar una segunda
dosis de una composicion farmacéutica que comprende proteina TRP2 o que comprende un acido nucleico capaz de
expresar TRP2 en el sujeto.

13. La composicion farmacéutica para uso de la reivindicacion 12, en el que la modalidad de la segunda dosis se
selecciona del grupo que consiste en proteina, virus inactivado, ADN, antigenos con vector viral, particulas de
replicon de alfavirus y particulas semejantes a virus que presentan o expresan TRP2.

14. La composicion farmacéutica para uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 y reivindicaciones 5 a 8
cuando depende de la reivindicacion 3, que comprende ademas al menos una etapa posterior de administracion de
una composicion farmacéutica que comprende particulas de replicon de virus de la encefalitis equina venezolana
que expresan TRP2.

38



ES 2 540 958 T3

15. La composicion farmacéutica para uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 y reivindicaciones 5 a 8
cuando depende de la reivindicacion 3 o la composicidon inmunogénica o la composicion farmacéutica para uso de
cualquiera de las reivindicaciones 11 a 14, en el que la composiciéon farmacéutica administrada a un sujeto en una
dosis es de 10* a 101°part|'culas de replicén de virus; en el que la dosis es, opcionalmente107, 5x 107, 108, 5x 108,

10°,5x 10° 6 10" particulas de replicon de virus.
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COLE1 ORI

pERK3 TRP-2 humano
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Figura 1B
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